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RESUMO

Loxosceles intermedia € uma aranha pe¢onhenta que vive em ambientes antropicos e
se encontra em grande quantidade na regiao sul e sudeste do Brasil. Sua incidéncia
nas regides urbanas tem sido o motivo do alto nimero de acidentes causados por sua
picada em humanos. Este fato estimulou o estudo do sistema reprodutor desta
espécie para contribuir com dados que poderao ser utilizados no controle populacional
de L. intermedia.

O sistema reprodutor da fémea jovem foi comparado com o da fémea adulta. Nao ha
parametros de diferenciagdo entre os sexos desta espécie, enquanto jovens. As
aranhas utilizadas foram mantidas em laboratério e os ovarios processados em
historresina JB4 para andlise em microscopio de luz. Alguns materiais foram
processados por imunocitoquimica com anticorpo primario pan-caderina e o
secundario conjugado com peroxidase. A parede ovariana da aranha jovem apresenta
apenas ovocitos imaturos, os quais no inicio do desenvolvimento apresentam um
grande nucleo com cromossomos evidentes, mostrando etapas de divisdo celular. O
citoplasma dos ovocitos mais desenvolvidos apresenta alta concentragdo de RNAs.
As células associadas ao ovocito no menor estagio de desenvolvimento sao,
possivelmente, as células que darao origem ao pedunculo, que liga o ovécito a parede
ovariana. Nao foram encontrados produtos de secregdo no limem do ovario de-
fémeas jovens de L. intermedia, ao contrario das fémeas adultas. Observou-se a

presen¢ca de caderina na membrana do ovécito imaturo, o qual se encontra entre
células do epitélio ovariano.



1. Introducgao

1.1 A importancia de Loxosceles intermedia

Loxosceles intermedia Mello-Leitdo, 1934, € um artrépodo classificado na ordem
Araneae, familia Sicariidae. Caracteriza-se, dentre os da sua familia, por apresentar
uma cor marrom avermelhada, seis olhos, dispostos em trés diades, pedipalpo
copulador com bulbo simples e abertura genital ndo esclerotizada. E uma aranha
peconhenta que apresenta um veneno de agao citotoxica. Em geral L. infermedia tem
afinidade por ambientes antrépicos, vivendo em regiées urbanas e portanto sendo
uma dos maiores responsaveis por acidentes, causados por animais pegonhéntos, em
Curitiba e regiao metropolitana. Mais de 1500 casos sao registrados por ano (Andrade
at al, 2000). Oliveira e colaboradores (1999), através do método ELISA, observaram
que a fémea de L. intermedia apresenta um veneno com maior potencial
dermonecroético do que o encontrado no macho.

Muitos trabalhos tém sido realizados sobre o veneno de L. intermedia (Araujo et
al, 2003; Monteiro et al, 2002; Andrade et al, 1999; entre outros)_ € apenas um
manuscrito descreve o comportamento sexual ae L. intermedia (Fiécher e
Vasconcelos-Neto, 2000) -

L. intermedia pode pér, a cada postura, em médiz_-§>'20 ovos (Andrade at al, 2000);
e o tempo médio de incubagao desses ovos, até a eéloséo, é dé 46 dias (Fischer,
1996). |

Apo6s a eclosdo do ovo, as aranhas sdao denominadas de pré-larvas (apresentam
poucos movimentos, sdo cegas, e ainda nao tém todas as suas estruturas ‘formadas),
fazem uma muda ou ecdise e passam a ser chamadas de larvas, as duais ja possuem
alguns movimentos, mas somente apdés uma Segunda ecdise, as aranhas
denominadas de ninfa | terdo movimentos rapidos e conseguirdao comer. Nesta etapa
elas saem da ooteca. A aranha mérrom apresenta 4 a 7 mudas para alcangar a
maturidade (Fischer 1996), mas o nimero de mudas em Arachnida pode variar para
cada individuo (Francke e Sissom, 1984).

O sistema reprqdutivo de L. intermedia tem sido alvo de estudos no nosso

laboratério por ser possivel fonte de dados que possam contribuir para pesquisas de



controle populacional desta espécie. Este trabalho relata o estudo do sistema

reprodutor da fémea jovem, dando énfase aos processos da ovogénese.

1.2 O estudo da ovogénese

Ovogénese, a diferenciagdo do ovécito, difere da espermatogénese por varios
fatores. Enquanto o espermatozéide é essencialmente uma célula-ntcleo mével, o
gameta formado pela ovogénese contém todos os fatores precisos para iniciar e
manter o metabolismo de um individuo até o tempo especifico. Portanto, na
ovogénese, é necessario um gasto muito grande para preparar um citoplasma com
todas as moléculas necessarias para o inicio do desenvolvimento. Considerando este
gasto metabdlico, entendemos por qué na maioria das espécies o nimero de
gametas femininos € menor que o de masculinos, pois o ovécito desenvolve um
citoplasma consideravelmente complexo (Gilbert, 1994).

Alguns pesquisadores descreveram o sistema reprodutivo de aracnideos, mas
nenhum deu énfase a ovogénese de aranhas, exceto Morishita (2003). Os artrépodes
compdem um filo parafilético. Porta'nto, ao estudar uma classe, podemos compara-la
com outras ja estudadas. |

Warburg e colaboradores (1995) descreveram o ovario do escorpido Leiurus
quinquestriatus, H. & E., como consistindo de trés tubos Iongitudinéis‘com cinco
ramificagbes que conectam os tubos entre si. Na parte ventral do ovario encontram-se
ovocitos de diferentes tamanhos ligados a ele por um pedtnculo.

lkuta e Makioka (1997), estudando o crustaceo Argulos japonicus Thiele,
descrevem seu ovario como estrutura nica, mediana, semelhante a um saco. Esta
estrutura conteria, na parede dorsal, um germario com ovogodnias, ovécitos imaturos
em estado pré-vitelogénico e células somaticas jovens. A parede. ventral do ovario
conteria ovocitos menores proximos ao germario e ovécitos maiores mais abaixo.

Para entender o que acontece em aranhas, também buscamos informagdes no
grupo mais estudado dos artrépodos: os insetos. Muitos estudos tém sido feitos com
ovarios de insetos (Mazzini, 1985; Giorgi ,1993 e Viscuso, 1997, entre outros).

De uma maneira geral os ovarios dos insetos sao formados por um numero

variavel de ovariolos. Cada ovariolo estd constituido por um germinario, com



ovogbnias envoltas por células foliculares , um vitelario, onde ocorre a atividade
vitelogénica, e um pedunculo (Quadro 1). Cada ovariolo apresenta duas células-
tronco de linhagem germinativa que mantém a producado de ovécitos (Xie, 2000).
Quando o ovariolo apresenta apenas células foliculares, este é chamado de
panoistico. Quando além de células foliculares o ovariolo também apresenta
trofécitos, este € chamado de meroistico. Os trofécitos ou “nurse cells” sdo células de
mesma origem que o ovocito que parecem providenciar o desenvolvimento do ovdcito
com o transporte de macromoléculas e até ribossomos para o citoplasma do ovdcito
através de pontes intercelulares. Trofécitos também sdo encontrados em outros
invertebrados como celenterados, anelideos e moluscos (Garcia e Fernandéz, 2001).
Nos insetos, a vitelogenina pode tanto ser captada pelos ovOcitos através da
hemolinfa como pode ser por eles sintetizada. N&o foram ainda observadas células

trofocitarias, e nem foi ainda descrito o processo de vitelogénese em L. intermedia.

Quadro 1. Esquema do ovario de Drosophila: Pélos anterior (A) e posterior (P). Ovdcito (ov)
localizado posteriormente (Figura extraida do livro de Gilbert, 1994. p. 814)

1.3 Descrigdo do ovario de L. intermedia

O sistema reprodutor feminino de L intermedia se caracteriza por apresentar um
par de ovarios tubulares localizados ventralmente no abdémen, entre o trato digestivo
e glandulas de seda, um padrdo semelhante ao descrito para outras aranhas (Quadro
2). O sistema € envolto pelo hepatopancreas, o qual preenche o abdémen. Cada
ovario apresenta um oviduto, sendo que cada um se funde, em estrutura Unica,
formando o utero (Morishita et al, 2003), o qual desemboca na abertura genital. As

fémeas também apresentam um par de espermatecas cujos espermodutos terminam
na abertura genital.



Quadro 2: Esquema geral da anatomia visceral de aranhas (Figura de “The spider”, 1994)

Coracdo

Hepatopéncreas

ovirio Gland. de seda

O lumen do ovario de fémeas adultas apresenta granulos eosindfilos, secretados
por células do epitélio, semelhantes aos encontrados no cérion do ovo apés a postura.
Estes granulos também foram observados em Baculum thaii Haus (Viscuso et al,
1997), porém apenas no oviduto.

Os ovocitos, em diferentes estagios de desenvolvimento, se encontram na
parede ventral do ovéario ligando-se a ele por meio de pedunculos celulares. Os
ovocitos menores, no inicio do desenvolvimento se encontram alternando-se com
células epiteliais. Esta descricdo anatdomica é semelhante a descrita na aranha
Pamphobeteus sorocabae, por Valente (1984), e no escorpido L. quinquestriatus
estudado por Warburg e colaboradores (1994). Miyasaki e colaboradores (2001)
também descreveram uma anatomia similar para Schizomus sawadai. E observado
em L. intermedia que a medida que os ovdécitos imaturos se projetam para fora da
parede epitelial, a lamina basal é empurrada cobrindo-o até a fase de ovécito maduro.
Morishita (2003) define as fases de desenvolvimento do ovOcito desde o estagio
imaturo | até o estagio VI. O estagio | se caracteriza por diferir das células do epitélio
apenas pela morfologia do nucleo. Os ovocitos de estagio Il sdo os que comegam a se
projetar para fora da face ventral do ovario. O estagio lll é caracterizado por ser um
ovOcito que ja apresenta um volume citoplasmatico muitas vezes maior que as células

do epitélio e que ja se encontra preso ao pedunculo. Ovdcitos de estagio IV sdo os



que comegam a apresentar incluséo citoplasmatica de pequenos granulos de vitelo e
os do estagio V apresentam granulos de vitelo maiores em meio aos de menor
tamanho. Entre os ovécitos de estagio IV e células do pedunculo comega a ser
evidenciada uma camada protéica. O ovécito de estagio VI é aquele que se encontra
em maior tamanho, com células do pedinculo morfologicamente distintas e com as
células imediatamente em contato com o ovécito sendo maiores e mais alongadas.

No momento da postura, os ovacitos sao liberados para o limen do ovario, de
onde migram para a abertura genital passando pelo Gtero onde poderdo ser
fecundados. Ao serem internalizados para o limem, os ovécitos maduros deixam uma

cicatriz formada pela Iamina basal e uma banda protéica que os encobria (Morishita et
al, 2003).

1.4 A importancia da caderina na formac¢ao dos tecidos e na ovogénese

As caderinas, inicialmente descritas apenas para vertebrados, sdo glicoproteinas
transmembrana, calcio-dependentes. Existem varios tipos de caderinas descritas. As
caderinas localizadas nos tecidos epiteliais sdo as E-caderinas ou uvomorulinas.
Estas sdo as mais bem estudadas. Elas ligam-se a moléculas de actina do citoplasma
e fazem ligagbes, aderentes, homofilicas com outras células (Alberts, et al 1997).

Adesbes por moléculas de caderina sdo determinantes na morfogénese dos
tecidos, com diversos efeitos no comportamento da célula. A perda da atividade de E-
caderina é o maior determinante da progressdao e invasdo de tumores (Semb e
Christofori, 1998, apud Kovacks e Yap, 2003).

Estudos recentes mostram que a caderina também age no mecanismo de
reconhecimento e sinalizagdo celular, devido a sua interagdo com as muitas
moléculas sinalizadoras (Kovacks e Yap, 2003).

Em estudo feito em Drosophila demonstrou-se a mediagao de E-caderina na
ancoragem das células tronco de linhagem germinativa na regido do ovario (ver
quadro 1), ligando-as as células somaticas do epitélio ou “cap cells” (Song, et al
2002). Ainda em Drosophila, outro estudo indica que as adesdes homofilicas das DE-
caderinas (Drosophila E-caderina) mediam a migragao de células foliculares em torno
das células germinativas (Niewiadomska, et al 1999).



Em Xenopus a U-caderina, uma caderina importante na adesao de células do
blastéporo, comega a ser armazenada no ovocito no momento da ovogénese, em uma
estagio do ovécito onde ha grande quantidade de sintese de proteinas durante a
maturagao (Miiller, et al 1992).

Nao existem estudos que relacionem a presenga de caderina com 0s processos
de ovogénese em aranhas, e ainda ndo se conhece nelas a localizagdo e origem das
células germinativas primordiais.

Justificativa

O estudo de ovario de fémeas adultas tem sido feito no laboratério de biologia
do desenvolvimento desta universidade. Porém ainda nao se sabe como inicia-se a
formacdo do ovario da fémea jovem ou como ocorre o desenvolvimento dos primeiros

ovécitos. Motivados por estas questdes propomos o0s nossos objetivos.



2. OBJETIVOS

Descrever o ovario de fémeas jovens de L. intermedia com o uso de métodos histo e
imunocitoquimicos.
Comparar o ovario da fémea jovem de L. infermedia com o da fémea adulta.



3. METODOLOGIA
3.1 Manutencao e escolha dos espécimes

As aranhas foram coletadas na regido metropolitana de Curitiba, identificadas
segundo Gertsch (1967) e mantidas individualmente em potes de plastico em
temperatura e fotoperiodo ambiente.

Fischer (1996) estudando a biologia da aranha-marrom, fornece dados
comparativos entre o tamanho dos segmentos das pernas da aranha marrom e o
estagio de desenvolvimento. Estes dados foram usados na identificagdo dos instares
das aranhas coletadas.

As aranhas, utilizadas para analise morfolégica e imunocitoquimica, foram
alimentadas regularmente, enquanto as aranhas utilizadas para diferenciagdo sexual
nao foram alimentadas por um periodo minimo de 2 semanas, para que a presenga do
alimento no sistema digestivo nao alterasse os dados de peso e morfologia. As
aranhas jovens selecionadas para os processamentos foram as de 3° ao 7° instar.
Aranhas adultas também foram coletadas e processadés para comparagao.

3.2 Analise externa das aranhas jovens

Oito aranhas foram analisadas ao microscépio estereoscopico. Foram tiradas as
medidas de tamanho, com régua graduada, e peso com balanga analitica, conforme -
tabela 1. _

As aranhas foram fixadas com solucdo de paraformaldeido 4% em solugao
tampéao de 0,1M pH 7,4; dissecadas e as gbnadas retiradas para a verificagdo da
identidade sexual. .

3.3 Processamento do material para a morfologia
Onze aranhas foram selecionadas para analise. Os espécimes foram

anestesiados com éter etilico e fixados em solugdo de paraformaldeido 2%,

glutaraldeido 2% em solugao tampao de 0,1M pH 7,4. Apds dissecagdo, as gbnadas



foram processadas e, como néo € possivel definir o sexo dos espécimes enquanto
jovens, alguns testiculos também foram processados.

Apdés desidratagdo, o material foi infiltrado e incluido em historresina JB4. Foram
feitos cortes de 3 e 4um, os quais foram corados com hematoxilina e eosina, verde de

metila ou preparados para o processamento com o reativo de Schiff (PAS). Os cortes
foram analisados ao microscopio de luz Zeiss Axiophot.

3.4 Processamento do material para a imunocitoquimica: Detecgao da presenca
de caderinas.

Aranhas no 5° instar foram selecionadas para a analise imunocitoquimica.

As aranhas foram fixadas com paraformaldeido 2% em solugdo tampao fosfato
0,1M pH 7,4. As aranhas foram lavadas em solugdo de TTBS (Tris Tween Buffered
Saline — Tris pH 7,5 100mM; NaCl 150 mM e Tween 20 0,1% em agua destilada), e
em seguida por TTBST (TTBS + Triton x-100). Os ovarios passaram pela solugao
bloqueadora da peroxidase endégena (H,0, 0,5%) e foram incubados em solugédo de
soroalbumina bovina (BSA) 1% em TTBST e em seguida o material ficou 2h em soro
de cabra 10% em solugdo BSA 0,1% para o bloqueivo dos sitios inespe’_ciﬁcos. O
material foi deixado “overnight” a 2°C no anticorpo prirhério: anti-caderina, produzido
em coelho(exceto o material controle). - | _

No dia seguinte o material foi.lavado 3x em TTBST, deixado urria hora ém
solugéo de BSA 1%, e duas horas em soro de cabra como no dia anterior, para enféo
ser deixado “overnight” no anticorpo secundario anti-igG do coelho, prdduzido em
burro. _

No terceiro dia de protocolo, o material foi lavado em TTBS e preparado para a
reagcao com diaminobenzidina (DAB, 0,05%, H,0, 0,01% em TTBS), para marcar, com
cor marrom amarelada, o complexo formado pelos anticorpos mais a peroxidase.

O material foi processado para ser analisado ao microscépio de luz Zeiss
Axiophot, foi infiltrado com historesina JB4 e foram feitos cortes de 3um. Estesvforam

corados com hematoxilina e eosina (H.E).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise externa das aranhas jovens

As aranhas jovens nao apresentavam externamente nenhuma diferenca sexual
aparente (Figura 1 b e ¢). O pedipalpo do macho costuma ser diferenciado,
apresentando o ultimo segmento (tarso) com o bulbo copulatério (Figura 1 a). Nos
jovens, porém este segmento ainda nao apresenta bulbo, sendo afinado e semelhante
ao das fémeas. Apenas o pedipalpo de alguns machosv ja mostrava o tarso mais largo
que as fémeas. O tamanho ou cor do abdémen néo indicava a razdo sexual dos
individuos. Observando a tabela 1 poderiamos afirmar que o peso-das fémeas & maior
que o dos machos, mas a diferenca de peso entre as aranhas podera ser devida a
tftima alimentagédo e ao crescimento € ndo a presenga ou auséncia de ovécitos. No
estudo feito em um individuo da classe Scorpiones, Warburg e Rosemberg (1992) ja
observava que nao ha relagdo entre o numero de ovécitos e o peso da fémea. O
trabalho de diferenciagao sexual externa de jovens de L. intermedia teve inicio no fim
do periodo deste estagio, devido a falta de animaié jovens. Este -estudo deve ter

continuidade com um numero maior de espécimeS’.’e de caracteristicas externas

observadas.
Caracteristica/aranha A1 A2 A3 A4 A5 A6 ;A7 TTTA8T
Massa (g) 0.010 0.020 {0.011 |0.023 0.025 | ——--— 0.Q15 0.026
Corpo 65 68 |65 |65 70 |70 (60 |75
Forma abdoémen Oval Oval |Oval |Oval Oval | Oval Ci;rcula'r Circular
Perna 1 11.5 12.3 (9.8 15.3 123|128 |95 10.3
Perna 2 12.5 13.5 |10.0 |15.8 13.0 |103 |95 11.8
Perna 3 10.3 108 |82 13.3 10.8 8.1 80 -110.3
Perna 4 11.8 13.1 10.3 14.8 13.3 10.6 1Q.6 11.0
Forma do palpo Alargado |Fino |Fino | Alargado | Fino Fino Fino Fino
Determinagio sexual | Macho |Macho |Macho|Macho |Fémea|Fémea|Fémea |Fémea
Instar 6° 6° 5° 7° 6° 50 5° 6°

Tabela 1. medidas de comprimento em milimetro (mm), medidas de massa em gramas (g). A

massa da aranha 6 nao foi tomada, as outras medidas foram consideradas.
Devido a dificuldade de diferenciar externamente os machos das fémeas, foram

sacrificados os individuos indiscriminadamente e processados para analise. Porém
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como este trabalho da énfase ao estudo do sistema reprodutor feminino, foram
descritos aqueles em que pdde ser detectada a presenca de ovarios em
desenvolvimento. Alguns machos jovens foram processados para registro fotografico
(Figura 2). Estudos posteriores deverao ser feitos com machos jovens para descrever
e analisar os testiculos e os gametas em desenvolvimento.

Aranhas jovens, observadas externamente, mostram a regido da fenda genital
ainda nao aberta (Figura 3). Esta caracteristica das aranhas jovens é observada tanto
para as fémeas quanto para os machos. Nas fémeas jovens deve ocorrer,
posteriormente, um processo de arranjo celular e até mesmo apoptose de algumas
células para que se forme a abertura genital. Em fémeas adultas é observada uma

abertura genital quitinizada, evidente, com espermateca formada (Figura 4).

4.2 Analise morfologica do ovario jovem de L. intermedia

A dissecgido do abdémen de aranha jovens requereu maiores cuidados, pois o0s
ovarios apresentavam-se bastante reduzidos e alguns apresentavam ovécitos
transparentes, dificuitando a coleta.

O ovario da aranha jovem, p,elo menos a partir do quarto instar, apresenta uma
morfologia semelhante a da ara’nha adulta. Os ovécitos se encontram na regiao
ventral do ovario e prendem-se a parede ovariana por meio de peduinculos (Figura 5).

Uma das diferencas entre o ovario da aranha jovem e o da adulta é a presenga,
nas jovens, de apenas ovdcitos imaturos com citoplasma baséfilo, nucleo -grande
arredondado com grande nucléolo, e nos estagios mais avangados, o comego da
formacgao de granulos de vitelo no citoplasma. Os ovdcitos encontrados na aranha
jovem s&o os de estagio | ao IV (estagios classificados segundo Morishita, 2003). Os
ovécitos imaturos apresentam grande quantidade de RNAs, como foi possivel
observar com a coloragdo verde de metila para demonstracdo de RNAs e DNAs
(Figura 6). Outra diferenga importante encontrada € a grande quantidade de ovocitos
em inicio de desenvolvimento (estagio 1), entre células epiteliais de aranhas jovens.
Em alguns casos sio vistas duas células germinativas em desenvolvimento uma ao.
lado da outra (Figura 7). As células germinativas se diferenciam das epiteliais por

apresentarem aumento do volume citoplasmatico e nicleos maiores. Nas células
|
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germinativas, ainda pequenas e entre as células epiteliais, é freqliente a presenca de
mitoses. Ainda ao redor das células em desenvolvimento s&o observadas, em média,
duas células associadas a elas. Sugere-se que estas sejam células que darido origem
ao pedunculo (Figura 8).

Miyazaki e colaboradores (2001) no trabatho com o aracnideo Schizomus
sawadai, relatou a presenga de ovécitos imaturos, com citoplasma baséfilo na parede
dorsal e lateral do ovéario, enquanto a parede ventral apresentaria apenas ovocitos
maduros. Os autores relacionam esta distribuicdo dos ovocitos com uma possivel
localizagdo de um germario na linha dorso-mediana do ovario, contudo os dados
apresentados nao fornecem evidéncias conclusivas a este respeito. Esta descricdo
nao se aplica a L.intermedia, pois esta apresenta todos os ovoécitos na regido ventral,
enquanto na regido dorsal ha a presenga de apenas células epiteliais. Esta descrigao
anatdmica da disposicdo dos ovocitos no ovario da aranha-marrom € facilmente
observado ao microscopio estereoscépico no momento da dissecgdo. Muitas vezes
nas imagens obtidas, apds o processamento para visualizagdo ao microscdpio de luz,
0 ovario nao se apresenta polarizado, pois os ovécitos estdo dispostos de forma
distorcida dando a impressdo de que se encontrarﬁ em ambos os lados do ovario
(Figura 9 e 18). Isto se deve a pouca espessura da p'arede ovariana que dobrou-se no
momento do processamento. .

Bilinski (1998) sugeriu que, em insetos, os eétégios iniciais de ovogénese s0
ocorrem na fase pupal ou larval. Em aranhas tem sido por nos observado que o
desenvolvimento de ovocitos imaturos ocorre mesmo na fémea adulta, embora o -
ndmero destes ovocitos em desenvolvimento inicial diminua com o correr do tempo.

Fémeas jovens de L. intermedia nao apresentam ovoécitos maduros, portanto,
tambeém n&o apresentam cicatriz de liberagdo de ovos. Reagdes com o acido
periddico de Schiff nao mostraram, nas aranhas jovens, a camada proteica (Figura
10), encontrada logo abaixo da lamina basal dos ovdcitos maduros, como visto nas
adultas (Figura 11). o ,

O ovario de fémeas jovens apresenta limem bastante estreito, e ndo foram nele
observados granulos eosinéfilos como os encontrados nas aranhas adultas. Estes
granulos, na adulta, seriam secretados por células epiteliais do ovario e sdo muito

semelhantes aos granulos encontrados no coérion do ovo (Figura 12).
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Uma das aranhas adultas processadas, para comparagéo, estava realizando
postura. No limen do ovério foi encontrado um ovécito maduro (Figura 13). Este
ovocito ja apresentava granulos aderidos & sua superficie, caracterizando o coérion.
Estes granulos mostraram-se PAS negativos (Figura 14).

4.3 Analise imunocitoquimica

Os ovéarios das aranhas jovens tratados para deteccdo de caderina,
. apresentaram um resultado semelhante ao encontrado nas fémeas adultas. A
membrana dos ovocitos de estagio | e Il foram marcados com o anticorpo da caderina
(Figura 15), bem como o envoltério vitelinico dos ovécitos dos estagios it e IV (Figura
16). A presenga de caderina na membrana vitelinica dos ovécitos pode ser devida a
sua fungéo sinalizadora e de definigdo do posicionamento na parede ovariana.

Foram encontrados no citoplasma dos ovdcitos, granulos marcados pelo
anticorpo da caderina (Figura 17). Estes granulos podem ser referidos como a sintese
das moléculas de caderina que poderdo ser usadas nas divisdes celulares do
embrido, como ja sugerido por Miller (1992), ou iniciaimente serem a fonte de
caderina observada na superficie das células.

Na maioria das aranhas jovens f_oi observada a marcagéo para caderina em toda
a extens&o da parede ventral do ovario, o que pode ser devido ao grande nimero de
célu,laé germinativas que se encontram entre as células do epitélio (Figura 18), e
mesmo de células epiteliais com potencialidade para constituirem as futuras células
de pedunculo. Morishita (2003) descreve em fémeas adultas a preseng¢a de caderina
em apénas alguns trechos do epitélio ventral do ovario, em areas em que células
germiniativas em diferenciagdo sdo observadas. Provavelmente no ovario adulto a
quantidade de células germinativas indiferenciadas vai progressivamente diminuindo a
medida que outras células vao finalizando a ovogénese.

Nao foi possivel, com as técnicas utilizadas, verificar a presenca de células
auxiliares (trofécitos) no ovario de L. intermedia.
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FIGURA 1 a: Vista do pedipalpo do macho de Loxosceles intermedia. Bulbo

copulatério (seta). Aumento de 40x.

FIGURA 1 b: Vista geral dorsal da aranha fémea jovem. A fémea ja apresenta

pedipalpo (P) afilado no sexto instar. Aumento de 10x.

FIGURA 1 c: Vista geral do macho jovem. O pedipalpo (P) é mais alargado na regiao

do tarso no sexto instar. Aumento de 16x.






FIGURA 2: Testiculos de aranha jovem. Grande quantidade de células em divisao

(setas). Coloragao HE, corte de 4um, aumento de  630x.
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FIGURA 3: Vista ventral do abdémen de aranha jovem. Regido da fenda genital

fechada (seta). Aumento de 40x.
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FIGURA 4: Abertura genital da fémea adulta. Regiao da fenda genital com abertura
evidenciada (seta). Parte anterior da abertura genital bastante quitinizada (Q), regiao

das espermatecas (cabec¢a da seta). Aumento de 16x.
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FIGURA 5 a: Vista geral do ovario de L. infermedia. Ovécitos (0) na regido ventral do
ovario. Grande quantidade de hepatopancreas (H), fiandeiras (F), parede ventral do

corpo (seta). Aumento de 100, coloragédo H. E., corte de 4um.

FIGURA 5 b: Ovdcitos no lado ventrai do ovario. Aranha no quarto estagio ninfal.
Ovario apresentando somente ovécitos imaturos (ov), que sao ligados ao ovario por
pedunculos (P), pérede ventral do corpo (seta). Coloragao H.E., corte longitudinal de

3um, aumento de 160x.
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FIGURA 6: Ovocitos com RNA citoplasmatico. Ovécitos imaturos (ov) apresentam
alta concentragcao de RNAs no seu citoplasma. Células do tecido epitelial (seta).

Coloragao verde de metila, corte transversal de 3um, aumento de 200x.
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FIGURA 7: Ovdcitos em estagio | - Ill.  Ovocitos (Ov) em diferentes graus de
maturagéo. Ovécitos menores de estagio | (0) entre células epiteliais. Coloragao H.E.,

corte transversal de 4um, aumento de 630x.
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FIGURA 8: Células associadas ao ovacito. Células do epitélio (setas) estao
associadas com o ovécito em desenvolvimento. Lamina basal (cabega da seta).Corte

longitudinal de 4um, coloragao H.E., aumento de 630x.
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FIGURA 9: Ovdécitos, aparentemente, dos dois lados do ovario. Ovdcitos (ov) em
estagio | —lll. Aumento de 400x, corte longitudinal de 4um, reacao para detec¢do de

caderina, coloracéo H.E.
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FIGURA 10: Ovdcitos de aranha jovem processados para o reativo de Schiff. Ovécitos
(ov) nado apresentam envoltério de camada proteica. Células secretoras da seda
apresentam granulos PAS positivos (seta). Corte longitudinal de 4um, reagdo com

PAS contracorado com hematoxilina, aumento de 400x.
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FIGURA 11: Ovécito de aranha adulta tratados com PAS. ‘Grénulos de vitelo (v) e
camada proteica (seta) na base do ovécito sdo PAS positivos. Aumento de 630x,

corte longitudinal de 4um, reagdo com PAS contracorada com hematoxilina.
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FIGURA 12 a: Granulos no oviduto de fémeas adultas. Granulos maiores (seta) e
menores (cabeca da seta) se encontram no oviduto de L. infermedia. Aumento de

200x. Coloragao H.E., corte longitudinal de 3um.

FIGURA 12b: Ovo de L. intermedia mostrando o cérion. Granulos de vitelo (v)
apresentam organizac¢ao diferente. Citoplasma (c), envoltorio viteliniico (cabec¢a da
seta), corion (seta). Aumento de 400x, coloragao azul de toluidina, corte transversal de
900nm.
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FIGURA 13: Ovdcito no lumen do ovario de fémea adulta. Ovécito (O) no limen (L),
entes da postura. Ovécitos (ov) em diferentes etagios de desenvolvimento na face

ventral. Aumento de 100x, coloragao H.E., corte longitudinal de 4um.
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FIGURA 14: Ovdécito no ltmen do ovario, evidenciando estruturas do cérion. Corion
(seta) e citoplasma periférico (C) sdao PAS negativos. Granulos de vitelo (v) e
conteido do limen (L) sdao PAS positivos. Aumento de 630x, corte longitudinal de

4um, reacao de PAS contracorado com hematoxilina.
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FIGURA 15: Ovécitos no estagio | marcados com anticorpo para caderina. Ovdcito
no estagio | (I). Corte longitudinal de 4pm, aumento de 400x, reagdo de

imunocitoquimica contracorada com H.E.
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FIGURA 16: Ovdcitos de estagio Il — IV marcados com anticorpo para caderina.
Lamina basal e regido de ligagdo ao hepatopancreas, com caderinas (seta). Aumento

de 200x, corte longitudinal de 4um, reacado imunocitoquimica contracorada com H.E.
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FIGURA 17: Granulos, no interior do ovécito, marcados com anticorpo para caderina
(seta). Aumento de 630x, corte longitudinal de 4um, reagao imunocitoquimica

contracorada com H.E.
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FIGURA 18: Face ventral do ovario marcada com anticorpo para caderina. Marcagcao
(seta) em toda a extensao da face ventral. Ovécitos em estagio | em desenvolvimento
na face ventral dobrada. Aumento de 200x, corte longitudinal de 4um, reagéao

imunocitoquimica contracorada com H.E.
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6. CONCLUSOES

=Ainda nao existem parametros para a diferencia¢cdo externa entre os sexos
de aranhas jovens do género Loxosceles.

=0 ovario da aranha jovem de L. infermedia ja apresenta a estrutura basica do
ovario da aranha adulta, mas com apenas as fases iniciais da oogénese. Os ovécitos
imaturos apresentam grande quantidade de RNAs no citoplasma.

=Ha uma grande quantidade de células germinativas em estagio inicial de
desenvolvimento entre as células epiteliais no ovario da fémea jovem.

=Células do epitélio sdo encontradas associadas as células germinativas em
desenvolvimento e sugere-se que estas células déem origem as células do
pedunculo.

= A reagao imunocitoquimica, com anticorpos para a caderina, mostram que a
mesma exerce ligagbes em grande quantidade nos ovécitos imaturos, podendo ter

fungdo de sinalizagao entre o ovécito e células vizinhas.
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