UTILIZACAO DE OVOS DE Deois flavopicta (STAL, 1854) (HOMOPTERA:
CERCOPIDAE) NO PREPARO DE ANTISSOROS ESPECIFICOS!
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ABSTRACT

Utilization of Deois flavopicta eggs (Stal, 1854)
(Homoptera: Cercopidae) for the preparation
of the specific antiserum

This research aimed to develop and test serology on Deois
flaveopiceta (Stal, 1854).

For the preparation of the specific antiserum, rabbits
were immunized by the "lymphonodule" injection method with
antigens obtained from D. flavopieta eggs under the following
conditions: newly oviposited or up to two days old eggs; dia-
pausing eggs, older than 30 days; and eggs with cap or with
a mean of 15 days.

Specific serogical reactions were obtained after the first
antigen inoculation.

The antiserum for newly laid eggs (AS-R) was more sensi-
ble than antiserum for diapausing eggs (AS-D) and this was
more sensible than antiserum for eggs with cap (AS-0).

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo utilizar ovos de
Deois flavopicta (Stal, 1854) no preparo de antissoros es-
pecificos.
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Coelhos foram imunizados pela técnica de injecdo no lin-
fonddulo com antigenos obtidos de ovos de D. flavopieta, nas
sequintes fases de desenvolvimento: recém-ovipositados (no ma
ximo com dois dias de idade); em diapausa (com mais de trinta
dias de idade) e com opérculo (em média com quinze dias de i-
dade) .

As reacées serolégicas com os antissoros obtidos mostra-
ram gue apos uma unica injec¢do de antigeno ja foi possivel de
tectar-se reagoes especificas.

0 antissoro para ovos recém-ovipositados (AS-R) mostrou
maior poder de resolucdo de linhas do que aquele para ovos em
diapausa (AS-D) e este, maior que o antissoro para ovos com
opérculo (AS-0).

INTRODUCAOQ

Antissoros de insetos tém sido obtidos, na maioria das
vezes, empregando-se como antigenos imunizantes as fases pos-—
embrionarias das espécies a serem investigadas.

TLEFER (1954) empregou a serologia para caracterizar os
mecanismos celulares responsaveis pelos processos de metamor-
foses em Platysamia cecropia (Lepidoptera: Saturniiidae) e,
utilizou como antigeno imunizante, além da hemolinfa do inse-
to em varios estagios de desenvolvimento, ovos ndo fertiliza-
dos.

Neste trabalho procurou-se desenvolver e testar o uso de
serologia em Deois flavopieta (Stal, 1854) utilizando a fase
de ovo deste inseto, como antigeno imunizante, no preparo de
antissoros especificos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados ovos de D. flavopicta nos seguintes es-
tdgios de desenvolvimento: recém-ovipositados (R), até dois
dias de idade; em diapausa (D), com mais de trlnta dias e com
opérculo (0), em média com quinze dias de idade, obtidos em
laboratorio através de posturas realizadas por fémeas coleta—
das no campo seguindo-se a metodologia descrita por PACHECO
(1981).

A metodologia empregada no preparo dos antigenos e dos
antissoros foi aquela descrita por SOUSA-SILVA (1985).
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Preparo dos Antigenos (AG)

Ovos recém-ovipositados e ovos com opérculo foram mace-
rados em presencga de solugdo de NaC{ 0,85% (13,00 mg d= ovos/
0,5 mf da solucgdo). Os macerados foram deixados em repouso por
5 minutos. Os precipitados foram descartados e os sobrenadan-
tes, emulsionados com adjuvante Freund incompleto (V/V) foram
utilizados como antigenos R (AG-R) e D(AG-D).

Os ovos em diapausa foram macerados diretamente em adju-
vante Freund incompleto (7,0 mg de ovos/0,7 mf de adjuvante)e
utilizados como antigeno O (AG-0).

Preparo dos Antissoros (AS)

Trés coelhos pesando em média 2,5 kg foram, respectiva -
mente, inoculados com duas doses de 0,5 mf de cada um dos an-
tigenos R, D e 0, observando-se um intervalo de gquinze dias
entre a primeira e a segunda dose. Foi utilizada a técnica de
injegdo proxima a regido do linfonddulo (OLIVEIRA, 1975) para
a imunizacdo dos coelhos.

Sangrias e Conservacao dos Antissoros

Antes da injegdo de antigenos recolheu-se, de cada coe-
lho, uma amostra de sangue para obtencgao do soro normal (SN)
utilizado como controle nas reagdes seroldgicas. Durante o pe
riodo de imunizagdo fez-se sangrias diarias, por trinta dias
consecutivos. O sangue, em média 10 mf por sangria, era recoc-
lhido em um frasco através de um pequeno corte longitudinal
feito na veia marginal da orelha do coelho e permanecia por
2-3h em temperatura ambiente. O coadgulo formado era deslocado
das paredes do frasco e mantido em geladeira (10 ©C) por 24h.
O soro obtido era adicionado de mertiolato, numa concentragdo
final de 1/10000 e armazenado em congelador (-2°C).

Testes Serologicos e Titulagcdo dos Antissoros

Para os testes seroldgicos utilizou-se a técnica de du-
pla difusdo em gel de 4gar a 1% (OUCHTERLONY, 1958) em tampdo
PBS, 0,01M, pH 7,0 (HOFLING, 1975), sobre laminas de microscd
pio (3,0 mf da solugdo de agar por lamina de 75x25mm).

Os antissoros foram testados contra seus antigenos homd-
logos: AG-R, AG-D e AG-0.

Para a titulagdo os antissoros foram diluidos em NaCt
0,85%.

RESULTADOS E DISCUSSAD

0 titulo do AS~R foi de 1/4.
As reagbes entre o AS-R, obtido treze dias apds o inicio
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do processo de imunizag¢do do coelho e o antigeno homélogo (AG
R) foram positivas, tendo-se verificado uma linha de precipi-
tacdo. Dezessete dias apds, verificaram-se duas linhas e, de-
zoito dias apés, guatro linhas.

0 titulo do AS-D foi de 1/4.

Resultados positivos entre este antissoro e seu antigeno
homélogo (AG-D) foram observados quinze dias apds a primeira
injecdo antigénica no coelho, tendo-se observado duas linhas
de precipitacdo. Vinte dias apds observaram-se trés linhas e,
vinte e quatro dias apds, guatro.

0 titulo do AS-0 foi de 1/8.

As reagGes do AS-O com o antigeno homélogo (AG-0) mostra
ram resultados positivos dez dias apds o inicio do processo
de imunizacdo do coelho, tendo-se verificado duas 1linhas de
precipitagdo. Dezoito dias apos foram observadas quatro li-
nhas (Quadro 1),

Os testes seroldgicos com os AS-R, AS-D e AS-0 mostram
que apds uma {nica injecdo de antigeno na regido do linfonédu
lo do coelho & possivel detectar reagSes especificas.

QUADRO 1 - Linhas de precipitacdo observadas em testes seroldgicos de du-
pla difusdo em agar entre cada um dos antigenos obtidos de o-
vos recem-ovipositados (AG-R), ovos em diapausa (AG-D) e ovos
com_operculo (AG-0) de Decis flavopicte e seus antissoros es-
pecificos, respectivamente, AS-R, AS-D e AS-0.

Numero de linhas de precipi-

Antigenos Antissoros tagdo observadas nas reacGes
serologicas

AG-R AS-R (138) 1
AS-R  (178) 2
AS-R  (183) &

AG=D AS-D (15%)
AS-D  (208) 3
AS-D (248)

AG=0 AS-0  (108) 2
AS-0 (183) 4

numeros entre parénteses = ordem de sangria apés a 12 injecgdo de antigeno
no ceelho.
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Comparando-se os antissoros entre si, observa-se gque to-
dos eles discriminam no maximo 4 linhas de precipitagdo. Es-
sas linhas porém, sdo mais nitidas nas reacdes com o AS- -R, sen
do o AS-O0 o de menor poder de resolucao, como pode ser visto
nas reagdes desses antissoros com o antigeno para ovos com o-
perculo (Figura 1). Esses resultados podem ser conseqﬁenciado
estagio de desenvolvimento do ovo utilizado como antigeno imu
nizante. EBERT (1970) cita que no processo de desenvolvimento
do embrido ocorre uma seqliéncia ordenada de transformagdes, re
sultando num aumento do grau de complexidade e que poderia ser
traduzido pela diminuicdo da sua capacidade ou pelo apareci-
mento de novas propriedades biogquimicas ou estruturais. Nesse
caso, o ovo recém-ovipositado, pela sua menor diferenciagio,
poderia proporcionar antissoros com maior poder de resolugdo
de linhas do gue aqueles obtidos de ovos em diapausa e ovos
com opérculo.

CONCLUSOES

Dos resultados obtidos pode-se concluir que:

1. Ovos de D. flavepieta podem ser utilizados como anti-
geno no preparo de antissoros especificos.

2. Com a técnica de 1njecao no linfonddulo do coelho é
possivel detectar-se reacoes espec1flcas para ovos com opércu
lo, dez dias ap0s uma Gnica injegdo do antigeno; treze dias a
pos para ovos recém-ovipositados e quinze dias apds para ovos
em diapausa.

3. A fase de desenvolvimento do ovo de D. flavopicta u-
tilizada como antigeno imunizante influi no poder de resolu-
cdo do antissoro obtido.

FIGURA 1 - Reacao serologica de dupla difusdo em
agar entre os AS-R, AS-D e AS-0 e o
antigeno para ovos com opérculo (AG-0).
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