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Resumo

A aranha marrom, Loxosceles intermedia, € uma espécie venenosa e cosmopolita,
amplamente distribuida no municipio de Curitiba. Como esses animais colonizaram
0os ambientes antropicos com sucesso, sdo considerados um problema de saude
publica na regido. A grande distribuicdo dessas aranhas estéa relacionada com a sua
resisténcia — podendo passar semanas sem alimento ou agua - e a sua alta
capacidade reprodutiva, uma vez que fémea armazena os espermatozodides dos
machos com 0s quais copulou em estruturas denominadas espermatecas. O objetivo
deste trabalho foi descrever, anatdmica e histologicamente, as espermatecas de L.
intermedia, 24 horas apés a cépula. Para tanto, foram realizados trés métodos de
andlise: montagem total (MT), microscopia de luz (MO) e microscopia eletrénica de
varredura (MEV). Fémeas adultas foram coletadas e 24 horas apés a coépula,
anestesiadas e sacrificadas. Em seguida, o abdome foi fixado através da injecao de
paraformaldeido 4% em tampéao fosfato 0,1 M, pH 7,4 na regido posterior, durante
15 minutos. Apds esse periodo, sob microscépio estereoscoépico, foram retirados o
hepatopancreas e ovarios para a observacdo das espermatecas, que foram fixadas
por mais 2 horas. Através da montagem total € possivel analisar anatomicamente as
espermatecas. Observou-se que a fémea contém 2 espermatecas que se inserem
proximas a fenda genital. Cada uma é formada por um ducto alongado, sinuoso e
quitinizado, sendo encontrados poros em toda sua extensdo. Em seu término, ha um
bulbo, de pequena dimensdo se comparado ao comprimento do ducto, nos bulbos
ndo foi detectado a presenca de poros. Através deste método foi possivel perceber
claramente que o bulbo n&o é quitinizado. Em microscopia de luz, a regido das
espermatecas foi submetida ao protocolo padrao para emblocagem em historesina.
Cortes seriados de 5um foram corados com HE, azul de toluidina e PAS, e
analisados ao microscopio de luz. Os resultados obtidos mostraram que a
espermateca é revestida por um tecido glandular com nudcleos basais. Foi detectada
a presenca de secrecao espermatecal, composta por glicoproteinas basicas, na qual
estdo imersos espermatozdides, organizados em sincicio, por toda a extensédo das
espermatecas. A MEV permitiu a observacdo dos poros nos ductos. Uma vez que
esse 0rgdo é capaz de manter espermatozoides por longos periodos apos a cépula,
0 seu estudo € fundamental para limitar a reproducdo de L. intermedia e,

consequentemente, a incidéncia de acidentes loxoscélicos.



1. INTRODUCAO

O género Loxosceles € atualmente representado por cerca de 100 espécies,
classificado dentro da familia Sicaridae e ordem Araneae. Esses animais
apresentam distribuicdo cosmopolita, podendo ser encontrados tanto no ambiente
peridomiciliar como no intra-domiciliar. No Brasil ja foram observadas oito espécies
de Loxosceles, sendo quatro encontradas no estado do Parana: L. intermedia, Mello-
Leitdo 1934, L. gaucho Gertsch, 1967, L. laeta Nicolet, 1849, e L. hirsuta Mello-
Leitdo, 1931 (MARQUES DA SILVA & FISCHER, 2005).

A Loxosceles intermedia, popularmente conhecida como aranha marrom,
apresenta grande incidéncia no municipio de Curitiba, sendo a espécie responsavel
pelos altos indices de loxoscelismo na regido. Acredita-se que um dos principais
motivos do crescente nimero de acidentes loxoscélicos de loxoscelismo em Curitiba
se deva a mudanca de habitat desses animais, do peri para o intra-domiciliar. O
aumento do desmatamento e da construgdo civil resulta na destruicdo do ambiente
natural das aranhas, mas em contrapartida, elas encontraram no novo habitat
condicbes ainda melhores de sobrevivéncia e reproducdo. No ambiente intra-
domiciliar elas estdo protegidas da predacdo e contras as mudancas ambientais.
Alimentam-se de pequenos insetos como formigas, tracas e cupins, além de
poderem sobreviver longos periodos sem comida ou agua (FUTRELL,1992), sendo
esta uma caracteristica do género Loxosceles.

Esta espécie apresenta habito tipicamente sedentario e noturno. Durante o dia
ficam escondidas, preferencialmente em locais escuros, secos e quentes, sendo
este o ambiente preferido para se desenvolverem. Elas sdo reconhecidas
principalmente por sua coloracdo marrom-avermelhada uniforme, apresentando
pernas longas, pelos no corpo, seis ocelos noturnos homogéneos divididos em trés
diades e fenda genital simples, ou seja, abertura sem presenca de placa
esclerotizada sobre o orificio genital. Os machos geralmente tém o corpo menor e
pernas mais longas do que as fémeas. Reproduzem-se preferencialmente nos
meses mais quentes do ano, periodo no qual se observa um maior nimero de casos

de loxoscelismo.



2. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo principal ampliar os conhecimentos
sobre a biologia reprodutiva da aranha marrom Loxosceles intermedia Mello-Leitdo
(1934) e, como objetivo especifico a caracterizagdo anatdmo-morfoldégica das
espermatecas das fémeas, 24 horas apds a coOpula, por meio de técnicas de

montagem total, microscopia de luz e microscopia eletrénica de varredura

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Aspectos gerais

Atualmente existem 34.000 espécies de aranhas descritas e agrupadas em
aproximadamente 100 familias. A Ordem Araneae é usualmente dividida em trés
sub-ordens, Mesothelae, Mygalomorphae e Areneomorphae. Dentro da sub-ordem
Araneomorphae, as chamadas aranhas verdadeiras, encontram—se 32.000 espécies
em 2.700 géneros, agrupados em 90 familias, entre elas a familia Sicariidae, a qual
pertence o género Loxosceles (FOELIX, 1982; FISCHER, 2000)

3.2. Loxosceles intermedia

3.2.1 Distribuicao

O desmatamento e o crescimento de areas urbanas favoreceram a mudanca
da L. intermedia do ambiente peridomiciliar para o intra-domiciliar. Outros fatores
que possivelmente contribuiram para tal mudanca, como a reducdo de seus
predadores naturais (lagartixa, galinha e sapo, por exemplo). Essas aranhas
também apresentam um grande poder adaptativo, conseguindo se desenvolver em
ambientes antropicos (MANGILI, 2003).

Ocorrem em todo o estado do Parana, principalmente no municipio e regiao
metropolitana de Curitiba devido ao clima favoravel, hébito da populacéo,
construgcBes antripicas, area verde circundante, presenca de muitos substratos e
desequilibrio ecologico (FISCHER, 2000).



Segundo Fischer e Marques da Silva (2005), a L. intermedia encontra-se em
construgbes urbanas, pois estas fornecem melhores condi¢cdes de reproducéo e
desenvolvimento, uma vez que as aranhas ficam protegidas das amplas variacdes

climaticas.

3.2.2 Caracteristicas

Existem varias caracteristicas que permitem a identificacdo da espécie L.
intermedia como, por exemplo, sua coloracdo marrom-avermelhada, poucos pelos
no corpo, pernas longas e finas, abdome com o formato arredondado, seis ocelos
noturnos homogéneos, divididas em trés diades e dispostos em linha recurva, fenda
genital simples, disposicdo dos pelos na regido cefélica, relacdo entre a distancia
dos olhos posteriores a borda lateral a linha mediana (MELLO-LEITAO, 1934;
FISCHER, 2000). Outra caracteristica determinante da espécie € a segunda perna
maior do que a quarta, possuindo formula 2341 (FISCHER, 2000). Esta formula
corresponde as medidas das quatro pernas da aranha, sendo que todas apresentam
tamanhos diferentes, sendo a medida de cada uma numeradas de 1 a 4. O niUmero
1 corresponde a medida da menor perna e o nimero 4 a da maior perna.

Esses animais apresentam dimorfismo sexual, sendo que machos e fémeas
podem ser facilmente distinguidos pelas médias de tamanho de pernas, a partir do
terceiro instar e, quando adultos, também pelos pedipalpos. O maior comprimento
das pernas e pedipalpos dos machos em relacdo as fémeas reflete sua atuacéo no
comportamento sexual (FISCHER, 2000). Alem destas caracteristicas, pode-se
observar que as fémeas geralmente apresentam um abdome maior e mais
arredondado do que os machos.

A teia de L. intermedia é composta de fios irregulares e pegajosos,
assemelhando-se a algoddo. H4 uma area de maior concentracéo de fios, de onde
irradiam os demais. A teia é construida por toda superficie onde vivem as aranhas,
sendo utilizada principalmente para a manutencdo de suas presas apds a caca
(FISCHER, 1993 e 1996; MARQUES DA SILVA, 2002).

A alimentacao desses animais é muito variada. Podem se alimentar de insetos,
formigas, besouros, outras familias de aranhas, restos alimentares, entre outros
(FISCHER, 1996).



3.2.3 Aparelho reprodutor

A maturidade é atingida em diferentes instares entre os individuos de L.
intermedia. As fémeas geralmente atingem a maturidade entre o quarto e o sétimo
instar ninfal, enquanto os machos do quinto ao sétimo (FISCHER, 1996).

Os 0Orgdos sexuais internos nas aranhas sao pares para machos e fémeas. Os
machos apresentam dois testiculos longos e enovelados — situados no interior do
abdome — que convergem para um ducto comum, que se abre na fenda genital. Os
espermatozodides possuem flagelo enrolado em torno da sua cabeca e recebem uma
capa proteica ainda no lumen testicular. Um padrdo para as aranhas € a
transferéncia do esperma para os pedipalpos modificados e no momento da cépula,
sua deposicdo nas espermatecas no interior do sistema reprodutor da fémea
(FOELIX, 1982; GILBERT, 1997).

Em aranhas fémeas o aparelho reprodutor € constituido por um par de ovarios,
um par de ovidutos, um utero impar, seguido pela vagina que termina na abertura
genital. Nos ovarios alongados 0s ovécitos sdo presos a parede por um conjunto de
células do epitélio ovariano (pedunculo) e ligados aos seus respectivos ovidutos, que
correm paralelos em direcdo a parte anterior do abdome, onde se unem formando
uma bolsa Unica denominada utero (MORISHITA, 2000). Da abertura genital partem
dois ductos terminados em saco de fundo cego denominado de espermateca ou
receptaculo seminal. Nessa estrutura os espermatozéides sdo armazenados durante
um periodo prolongado de tempo, cabendo a fémea a fertilizagdo dos ovos no
momento adequado (FISCHER, 2000). Semanas ou meses passam entre a
inseminacao e a fertilizacdo dos ovos (GERTSCH, 1967; UHL 1994).

Loxosceles, dentro da classificacdo, € considerado como género de aranhas
haploginas, pois possuem um o6rgdo genital feminino simples e sem ductos de
fertilizacdo, diferentemente de aranhas enteléginas, que possuem Orgao genital
feminino mais complexo com ductos de fertilizacdo pareados e epigeno (FOELIX,
1982, FISCHER, 2000).

O sistema reprodutor de fémeas hapléginas possui tipicamente uma cavidade
genital ectodermal, a espermateca com cada ducto simples conectado ao limen
espermatecal e a cavidade genital. Contrariamente a isso, aranhas enteléginas
possuem espermateca consistindo de dois ductos separados: um para entrar o fluido

seminal na placa esclerotizada, chamada de epigeno, e o outro ducto de fertilizacéo



gue leva para a cavidade genital da espermateca, lugar onde ocorre a fertilizacao
(UHL, 2000).

Essa diferenca entre aranhas haploginas e enteléginas implica no
armazenamento e na utilizacdo do esperma. Na situacdo haplégina, o udltimo
esperma que entra, ou seja, o Ultimo macho que copula tem prioridade de esperma.
Na situacdo entelégina, é o contrario, o primeiro macho tem a prioridade de esperma
(AUSTAD, 1984).

3.2.4 Espermateca e Secrecio espermatecal

As espermatecas se originam de invaginacbes do tegumento e
morfologicamente sdo distinguidas em areas que variam dependendo do género e
espécie.

Aranhas do género Grammostola possuem pequenas variacfes especificas,
com forma basica de pregas, mas todas tendo uma éarea distal em fundo de saco
esferéide, um colo bem marcado e um ducto. Esse Ultimo se anexa a parede
ventrolateral da vagina e desemboca na abertura epigastrica, oculta pela prega
epigastrica (CARLO, 1973).

Em Antrodiaetus, os dois pares de espermatecas estdo organizados em uma
Gnica linha transversal. Abrem-se em canais curtos por meio de uma parede
cuticular fina para a parte anterior da bursa copulatoria, a qual, por sua vez, tem uma
saida comum com o Utero e a abertura genital. Cada espermateca consiste de um
terminal de bulbo com parede espessa e cuticula esclerotizada, também, como uma
bolsa mediana e ducto proximal estreito, ambos fortemente esclerotizados com
cuticula espessa. O lumen da espermateca é grande nas regidées do bulbo e do
diverticulo posterior, mas muito estreita no ducto (COYLE, 1968, 1971).

As espermatecas de L. intermedia foram inicialmente estudadas por Costa-
Ayub (2006), que demonstrou que séo do tipo fundo de saco, com um ducto simples
que leva e traz o sémen, desembocando no teto do uterus externus. Seu epitélio é
do tipo pseudoestratificado e secretorio, constituidos por unidades glandulares
compostas por mais de uma célula secretoria.

A existéncia de células secretoras que integram a capa epitelial coloca em
evidéncia a fungcédo glandular que cumpre a espermateca, compensando, desta

maneira, a falta de glandulas acessorias espermatecais. As funcdes desta secrecao



ainda sdo controversas. A secrecao das células mencionadas e das reacgfes
caracteristicas dos mucopolissacarideos, possivelmente sirva para conservar o
estado ativo dos espermatozodides acumulados na espermateca durante o tempo
entre a copula e a fecundacéo, que pode demorar varios meses (CARLO, 1973). No
entanto, segundo Uhl (1994), a secrecdo espermatecal serve apenas para a
manutenc¢do da matriz para manté-los na posi¢do especifica dentro do trato genital.
Os espermatozoides sdo armazenados no estado inativo, sendo assim, acredita-se
gue nédo sofram gasto energético.

Em Antrodiaetus, cada espermateca é circundada por uma glandula
espermatecal, que libera secre¢des, presumivelmente liberada no Iumen da
espermateca através de canais que penetram no ducto e na bolsa cuticular, mas
parecem ser raros ou inexistentes no bulbo esclerotizado cuticular (COYLE, 1968,
1971).

As glandulas epidermais (incluindo as glandulas espermatecais) associadas
com as genitdlias de aranhas fémeas produzem lubrificacdo, facilitando a insercéo
do palpo masculino e ferormbnios sexuais, além de proporcionar um ambiente mais
controlado e protegido a longo prazo para o armazenamento do esperma e talvez
uma mistura mais eficiente de esperma com ovos durante a ovoposi¢cédo (KOVOOR,
1982).

As unidades glandulares liberam suas secrecbes para o0 lumen das
espermatecas através de poros. Esses poros s6 foram observados por Michalik e
colaboradores (2005), em Antrodiaetus unicolor, na regido do ducto, mais

esclerotizado, estando ausentes no bulbo (pouco esclerotinizado).

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Obtencado e manutencao de Loxosceles intermedia

A grande maioria das fémeas e machos adultos utilizados foram obtidos na
regido metropolitana de Curitiba e de Ponta Grossa, tanto no ambiente intra-
domiciliar quanto no peridomiciliar. Foram analisadas também aranhas que
nasceram no laboratério.

Todos os animais foram individualizados em recipientes plasticos, com tampas

contendo pequenos furos para passagem de ar, apresentando um volume



aproximado de 140 ml e, por fim, enumerados de acordo com a ordem de chegada.
Todas as aranhas foram catalogadas, constando no registro de cada uma o local e
data de coleta (ou data de nascimento para as que nasceram no laboratério), sexo,
porte do animal, mudas observadas (fase do desenvolvimento), além de
observacbes extras, como por exemplo, a integridade fisica do animal ou se ela foi
e quando copulada no laboratério. Estas informacdes sdo necessarias e importantes
para uma padronizacdo experimental.

As aranhas foram colocadas em estufa, com temperatura constante, em torno
de 27° C. O ambiente escuro e relativamente quente, similar ao que esses animais
procurariam na natureza, proporcionou um ambiente favoravel ao seu
desenvolvimento e reproducao.

A alimentagao foi feita com larvas do besouro Tenebrio molitor. A cada duas
semanas foi oferecida uma larva por aranha e colocada uma pequena porgéao de
algoddo embebido com &gua (FIGURA 1). A razdo para a escolha de larvas dos
besouros de Tenebrio molitor para a alimentacdo das aranhas é que esse animal é
relativamente facil de obter e de se manter em laboratoério. Eles foram mantidos no
laboratério em uma caixa de plastico de 3 litros, ventilados e abrigados da luz direta
(FIGURA 2). Foi oferecido pdo para sua alimentacdo, mas pode-se dar, também,
farelo de trigo ou aveia. Para a alimentacdo das aranhas bem pequenas foi dada
larva de Drosophila, pois as de Tenebrio muitas vezes comiam as aranhas

pequenas.

FIGURA 1 - Alimentacdo das

aranhas




FIGURA 2 — Caixa de manutencdo dos

Tenebrio molitor.

4.2. Identificacdo dos espécimes coletados:

Para confirmacdo da espécie, no laboratorio, os animais coletados foram
identificados com base nas seguintes caracteristicas descritas por MELLO-LEITAO
(1934):

e coloragcdo marrom-avermelhada, tamanho médio de 4 cm, poucos pélos
no corpo e de disposi¢ao caracteristica na regiao cefalica;

e aforma e sulcos limitantes laterais menos curvos da regido cefélica,

e a relacdo entre a distancia dos olhos posteriores a borda lateral e a linha
mediana;

e pernas longas e finas;

e presenca de seis ocelos noturnos homogéneos em trés diades em linha
recurva na regido anterior do cefalotorax;

e presenca de fenda genital simples — sem presenca de placa esclerotizada

sobre os orificios genitais.
4.3. Identificacdo da fémea e macho adultos
Para que sejam formados casais para a realizacdo da cépula, é necessaria a

identificacdo do macho e da fémea. Como apresentam dimorfismo sexual, é possivel

visualizar a diferenca externamente. Assim, foram observados 0s seguintes itens:



o Fémeas (FIGURA 3A): Abdome geralmente mais arredondado do que o dos
machos. Auséncia de 6rgdo genital externo. Os pedipalpos sdo menores e
sem a presenca do bulbo copulatorio. Presenca de abertura genital simples.

e Machos (FIGURA 3B): apresentam um abdome mais alongado. Possuem as
pernas relativamente mais longas do que as fémeas. O par de pedipalpos &
maior e apresenta um bulbo copulatério na extremidade, dentro dos quais sao

estocados os espermatozoides.

Os animais sO realizardo a copula quando tiverem atingido sua maturidade
sexual.

Apés efetuada a sexagem, os individuos machos e fémeas foram
acondicionados separadamente em recipientes plasticos sendo submetidos ao

tratamento de rotina descrito anteriormente.

FIGURA 3 - Loxosceles intermedia. (A) Fémea; (B) macho.

4.4. Copula

Os animais adultos foram colocados em recipiente plastico transparente na
propor¢cdo de um macho para uma fémea, mantidos em local escuro e silencioso e
monitorados constantemente até o momento da cépula. Apds, os animais foram
separados, pois se tornam agressivos. As fémeas, 24 horas apés a cOpula, foram

selecionadas para os estudos de anélise morfolégica das espermatecas.
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4.5 Sacrificio e disseccéao

Fémeas adultas, totalizando um numero de 10 para a analise em montagem
total, 12 para MO e 6 para microscopia eletrbnica de varredura, foram sacrificadas
24 horas apés a copula.

Para anestesia, as aranhas foram colocadas em recipiente contendo uma
porcdo de algoddo embebido em éter etilico (FIGURA 4A). O tempo para que a
aranha figue completamente anestesiada varia muito de individuo para individuo,
podendo levar de dez a trinta minutos. Posteriormente, foram fixadas pelo dorso do
cefalotorax — com o auxilio de um alfinete entomoldgico, em placa de Petri
preenchida com cera (FIGURA 4B), e tomadas as medidas do corpo e das pernas. A
medicdo do segundo e quarto par de pernas nos permite identificar a espécie. Em

Loxosceles intermedia o segundo par de pernas deve ser maior do que o quarto.

FIGURA 4 A - Aranha sendo anestesiada; B - Aranha presa pelo cefalotérax.

A préxima etapa consistiu em fixar o abdome do animal. Para isso foi utilizado
o fixador paraformaldeido 4% em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,4. Com o auxilio de
uma seringa, o fixador foi injetado no abdome da fémea, através da fiandeira
(localizada na extremidade posterior do abdome). Cerca de 15 minutos apés a
injecdo do fixador, sob microscopio estereoscépio e com o auxilio de pincas finas,
alfinetes entomoldgicos e tesoura olftalmolégica, foi realizada a disseccdo, que
consistiu em uma incisdo na regido dorsal do abdome, iniciando proximo as
fiandeiras e se estendendo até perto do cefalotérax. Em seguida, retirou-se o
hepatopancreas e ovarios, para a observacado da fenda genital e das espermatecas
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(FIGURA 5). Uma vez localizada as espermatecas, iniciou-se o processo de limpeza,
com a retirada dos musculos da regido genital e externamente dos pelos da regiao
ventral do abdome. Ambos os procedimentos foram realizados com o auxilio de
microagulha.

Apéds a disseccao, o material permaneceu em solucédo fixadora até completar

duas horas.

FIGURA 5 - Espermateca (SP) e abertura genital
( |:> ) em vista ventral.

4.6 Montagem Total

Para esta técnica, as espermatecas foram obtidas como descritas
anteriormente, fixadas por 2 horas e, em seguida, lavadas em tampéo fosfato 0,1 M,
pH 7,4 e em agua destilada.

O material, entdo, foi desidratado em série crescente de alcool etilico (50%,
60%, 70%, 80%, 90%, 95% e, por fim,100% por duas vezes), permanecendo
durante dez minutos em cada um dos banhos. Em seguida, o material foi colocado
em xilol | e em xilol 1l, permanecendo 3 minutos em cada, para que as espermatecas
fossem diafanizadas, permitindo melhor observacéo das mesmas.

Por fim, o material foi colocado sobre uma gota de resina Permount (Sigma) e
voltadas para cima em lamina histologica, de modo que as espermatecas ficaram
imersas na resina. Finalizando o procedimento, foi colocada uma laminula sobre o
material imerso na resina, caracterizando uma montagem total.

As espermatecas foram analisadas e fotografadas em fotomicroscopio Axiophot

— Zeiss.
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4.7. Microscopia de luz

Apos a obtencdo do material (abertura genital + espermateca) e fixacdo, o
material foi lavado duas vezes em tampao fosfato 0,1M, pH 7,4 e, em seguida, trés
vezes em agua destilada.

Para preparar o material para a microscopia de luz, seguiu-se o protocolo para
historesina. Trabalhos anteriores no laboratério mostraram que esta resina
apresenta melhores resultados para estruturas pequenas quando comparados com
outras resinas de emblocagem. Neste caso, o material passou por uma Sseérie
crescente de alcool (50%, 70%, 80%, 90%, 95% e dois banhos de alcool 100%), 10
minutos em cada alcool.

Em seguida, foi colocado em solucéo de historesina pura e alcool 100% (1:1),
por duas horas, na geladeira. Apds este periodo, passou para historesina pura, por
uma semana, também na geladeira. Apds muitas tentativas, constatou-se que este é
0 tempo necessario para que a resina infiltre bem em todo o material.

Completada uma semana de infiltragéo, iniciou-se o processo de emblocagem.
Para tal, foi preparada uma nova solugdo. Esta consistiu em 400 pl de solugdo A
(historesina) e 17 pl de solucdo B (p6 ativador), para um recipiente de emblocagem
de 417 pl. O material foi, entdo, colocado no recipiente de emblocagem com a nova
solucdo preparada, e deixado no vacuo até a solugdo endurecer totalmente. O
tempo de endurecimento variou. Completada essa etapa, o material, agora
emblocado, estava pronto para ser cortado.

Foram realizados cortes seriados transversais do material, cada um com 5
um de espessura. Os cortes foram colocados em laminas histoldgicas, cada uma
com oito cortes. Estes foram colocados sempre em uma mesma ordem, para se
saber qual foi o primeiro e o ultimo corte e as laminas numeradas, de modo a
permitir a observacdo seriada da espermateca ao microscopio de luz. Para a
distensédo dos cortes, foi colocada uma gota de agua destilada sobre lamina e os
cortes distendidos com a ajuda de um pincel. Quando todos os cortes estavam sobre
a lamina, a mesma foi colocada para secar em placa aquecida.

Para a observacdo e andlise das espermatecas de L. intermedia ao
microscoépio de luz foram utilizados os corantes: Azul de Toluidina (AT), Hematoxilia
— Eosina (HE) e por fim Acido Periodico de Shiff (PAS).
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Para a coloragcdo com HE, devido a utilizagdo da historesina, foi necessério
fazer uma pequena variacdo na técnica bésica para coloracdo com este corante,
pois ndo ha necessidade de passar pelos banhos de alcool e xilol. Assim, colocou-se
as laminas em uma cuba para a coloracdo contendo agua destilada de forma a
cobrir todos os cortes, por 5 minutos para hidratar o material. Em seguida, corou-se
com hematoxilina, por 1 minuto e 20 segundos. Transcorrido esse tempo, as laminas
permaneceram em agua corrente por dez minutos, para viragem da coloracdo. Em
seguida, ficou na eosina por 20 segundos. Por fim, o material foi lavado trés vezes
em agua destilada e colocado para secar em uma placa aquecedora. Finalmente, as
laminas foram montadas em resina Permount e observadas e fotografadas em
microscopio fotomicroscopio Axiophot — Zeiss..

A coloracdo com Azul de Toluidina foi realizada para corar possiveis
glicosaminoglicanas sulfatados na secrecdo espermatecal. Para esta técnica, as
laminas foram colocadas em uma cuba com agua destilada, onde permaceram por
cinco minutos. Em seguida, foram entdo colocadas no AT foi de vinte minutos,
lavadas em agua destilada e colocadas para secar em placa aquecedora.

A reacdo histoquimica com Acido Periddico de Shiff (PAS) foi feita com a
finalidade de verificar se a composicdo da secrecdo espermatecal de L. intermedia
apresenta carboidratos basicos. Primeiramente as laminas permaneceram durante 5
minutos em uma cuba de coloracdo com agua destilada. Em seguida, a agua foi
descartada, e adicionado acido periédico 0,5%, a 60°C durante 60 minutos.
Transcorrido este periodo, as laminas foram lavadas com agua destilada para entdo
adicionar o Reativo de Shiff, que reagiu durante 60 minutos, em local escuro a
temperatura ambiente. Apés esta etapa, as laminas passaram por trés banhos de
agua sulfurosa, 5 minutos cada. Feito isso, as laminas permaneceram em agua
corrente por 10 minutos para posterior adicdo de hematoxilina, por 20 segundos. Por
fim foi feito o ponto de viragem da coloracéo, deixando as laminas em agua corrente
por 10 minutos, e entdo as laminas foram secas em uma placa aquecida e montadas

da mesma forma como descrito anteriormente.

4.5. Microscopia Eletrénica de Varredura

Para este tipo de analise, o procedimento para a obtencdo e fixacdo das

espermatecas de L. intermedia foi 0 mesmo descrito anteriormente no presente
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trabalho. Depois de completadas as 2 horas de fixacdo do material, foi realizada
uma limpeza extra com KOH 5%. Esse procedimento teve a finalidade de dissolver a
maior quantidade possivel de tecido que envolve a espermateca, a fim de obter
apenas sua estrutura (FIGURA 6), para melhor analise ao microscopio eletrénico de

varredura.

FIGURA 6. — Visdo geral da regido das espermatecas apés limpeza com KOH. Lupa,
aumento 40X.

Depois da limpeza com KOH 5%, o material foi desidratado em série crescente
de alcool (70%, 80%, 90%, 95%, 100% | e 100% II, sendo que cada banho foi de 10
minutos) montado em suporte e submetido ao ponto critico. Apos, foram colocadas
em suporte e metalizados, para a observacéo e registro fotografico.

5. RESULTADOS

5.1. Montagem Total

Para a analise anatdmica das espermatecas de L. intermedia foram utilizadas
10 fémeas adultas, 24 horas apos a cépula.

L. intermedia apresenta um par de espermatecas, separadas espacialmente,
localizadas na regido ventral do animal (FIGURA 7A). Cada uma é composta de um
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ducto quitinizado, que parte de uma regido, também quitinizada, proxima a fenda
genital. Em geral, os ductos apresentam-se mais grossos na base, tornando-se
afilados e sinuosos em seu comprimento (FIGURA 7B e 7C). A composicéo
quitinosa da parede dos ductos impede a visualiza¢do do seu conteudo interno.

No apice de cada ducto encontra-se um bulbo (FIGURA 7D). Esta estrutura &
notavelmente distinta do ducto por ser arredondada, com menor dimensao e nao
quitinizada. Sendo assim, a relativa transparénicia da parede do bulbo, possibilitou
a observacdo de seu conteudo interno (espermatozoides e secre¢do — confirmados
pela MO). E possivel observar que a massa de espermatozdéides no interior do bulbo
é circundada por uma regido mais clara (FIGURA 7D).

Além disso, a técnica de montagem total permitiu a observacdo da presenca
de poros em toda a extensdo dos ductos (FIGURA 7E). Esses poros, no entanto,

nao foram observados no bulbo, somente na regido dos ductos.

5.2. Microscopia de Luz

Para a andlise histologica das espermatecas de L. intermedia foram utilizadas
12 fémeas adultas 24 horas apés a cépula.

Foram analisados ao microscépio de luz cortes longitudinais de 5um das
espermatecas, corados com hematoxilina - eosina, azul de toluidina e acido
periodico de shiff. Essas coloracdes possibilitaram a visualizacdo da disposicdo das
espermatecas, a analise do conteldo interno e os tipos de tecidos que compde as
espermatecas além da localizacdo e dos espermatozoéides no seu interior. (FIGURA
8A e 8B)

Com relacdo a parede das espermatecas, na microscopia de luz também é
possivel distinguir o bulbo do ducto, uma vez que o bulbo n&o apresenta quitina,
portanto, ndo é possivel visualizar a parede desta regido (FIGURA 9).

Nos exemplares analisado, foram encontrados espermatozoides por toda a
extensdo da espermateca. No entanto, ndo houve registro de espermatozdides fora
das espermatecas, como na abertura genital e (tero. L&, eles permanecem
organizados em sincicios (FIGURA 10). Em alguns cortes, ndo foram encontrados
espermatozoides em uma das estruturas (bulbo ou ducto), no entanto, nédo foi

encontrada relacdo entre esta disposicdo dos espermatozéides com a morfologia
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das espermatecas. Acredita-se que, devido ao processamento do material a massa
de espermatozodides possa ter sido perdida em alguns cortes.

Cada espermateca é envolvida por glandulas espermatecais, com nucleos
basais. Nos materiais corados com H.E, as células glandulares aparecem com o
nucleo basal evidente (corado pela hematoxilina) e o citoplasma pouco evidente
(FIGURA 11). Ao redor da regidao glandular, ha tecido muscular liso esquelético
(FIGURA 11).

Para a analise da secrecdo espermatecal, foi feita a rea¢do histoquimica com
PAS. A reacéo foi positiva, indicando a presenca de glicoproteinas basicas no lumen
das espermatecas de L. intermedia (FIGURA 9B, 10A), sendo encontradas tanto no
ducto como no bulbo.

Nos materiais corados com o A.T, ndo foi observada metacromasia, indicando,
portanto, que ndo h& glicosaminoglicanos sulfatados na secrecdo espermatecal
(FIGURA 9)

5.3. Microscopia Eletrénica de Varredura

A andlise das espermatecas de L. intermedia pela microscopia eletronica de
varredura possibilitou a confirmacdo de um resultado também fornecido pela
montagem total, a observados em toda a extensdo do ducto a presenca de poros
(FIGURA 12).

Os poros foram observados em toda a extensado dos ductos, no entanto, nao
foram encontrados na regiao do bulbo.
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FIGURA 7. — Andlise das espermatecas em Montagem Total. A — Vista ventral , presenca

de duas espermatecas separadas espacialmente (setas), partindo de uma regido proxima
a fenda genital (seta maior). Barra= 100 um. B, C — espermatecas compostas por duas
regifes distintas: bulbo(cabeca de seta) e ducto (seta). Barra= 100 um. D — Bulbo com
conteudo interno visivel (cabeca de seta) e parede relativamente transparente. Barra= 50

um. E — Preenca de poros no ducto. Barra= 50 um.
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FIGURA 8. — Vista geral em corte longitudinal das espermatecas (S) de L. intermedia,
mostrando a sinuosidade dos ductos quitinizados e o bulbo ndo quitinizado, ambas as
estruturas com espermatozoéides em seu interior ( *), em duas coloracfes: HE (A) e AT

(B). Barra = 100pm.
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FIGURA 9. — Diferenca entre a parede da do ducto (seta) e bulbo (cabeca de seta). Ducto
apresenta-se quitinizado, sinuoso e de menor didmetro do que o bulbo, o qual possui parede
transparente. Em ambas as estruturas observa-se espermatozoides (+). A- HE. Barra =
100um. B — reacao positiva com PAS, indicando a presenca de glicoproteinas basicas. Barra
= 100um. C, D — AT. Barra = 100um.
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FIGURA 10. — Disposicdo em sincicio dos espermatozoides (seta) no interior das
espermatecas. A — PAS, reacdo positiva. B- AT. C — HE (imerséo). D — PAS, reacao positiva
(imersao) Barra = 100um.



21

FIGURA 11 — Disposicdo das glandulas espermatecais, com nucleos basais (+) envolvidas
por musculatura lisa (M). A, B — HE. C —AT, novamente mostrando reacdo negativa para o
corante. Barra = 100um.
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FIGURA 12. — Analise das espermatecas de L. intermedia em microscépio eletronico de
varredura. A — Visdo geral da espermateca (cabeca de seta: bulbo; D: ducto). B — auséncia
de poros no bulbo. C — presenca de poros no ducto (setas). D — Detalhe dos poros do ducto
(setas).
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6. DISCUSSAO

O aparelho genital das fémeas de L. intermedia apresenta a constituicéo tipica
de aranhas hapldginas: uma cavidade gentital — Gtero externo ou bursa copulatriz —
e duas espermatecas separadas espacialmente, do tipo fundo de saco, isto é,
possuem apenas um unico ducto o qual conecta o limen da espermateca com o
Gtero externo, sendo, portanto, utilizado tanto para a entrada quanto para a saida de
espermatozoides (Uhl, 1994).

As espermatecas do tipo fundo de saco, sdo uma evidencia morfologica de que
0s espermatozéides do ultimo macho com o qual a fémea copulou tem prioridade
frente aos dos outros machos com os quais ela copulou anteriormente (Uhl, 2000).
Segundo Ayub (2006), o modo de inseminacdo em L. intermedia, no qual o macho
insere seus espermatozoéides diretamente no lumen das espermatecas, contribui
para a mistura dos espermatozoides de diferentes machos que ja copularam com a
fémea em questdo, indicando que talvez a prioridade do ultimo esperma ndo seja
uma regra.

A morfologia externa das espermatecas de fémeas de L. intermedia
apresentou formato e dimensdes varidveis entre os exemplares analisados, mas
manteve a estrutura padrdo. Esta consiste em dois ductos quitinizados, finos,
sinuosos e separados entre si €, em seu apice, apresentam uma estrutura ovalada e
nao quitinizada denominada bulbo, caracteristicas que corroboram com os dados
apresentados por Fischer (1996). No entanto, essa caracteristica ndo € a regra.
Segundo Coyle (1968; 1971) em aranhas do género Antypoides o bulbo apresenta
uma parede espessa e cuticula escleronitizada.

Michalik e colaboradores (2005) dividem a espermateca de Antrodiaetus
unicolor em trés partes: o bulbo, a cavidade mediana (a qual corresponde a maior
parte do ducto) e o tronco (regido inicial, que desemboca no utero externo). Este
autor descreve que apenas a regido do ducto apresenta poros, através dos quais as
células glandulares, que envolvem as espermatecas, liberam seu conteddo no limen
destas. No bulbo, entretanto, ndo foram observados poros e acredita-se que esta
estrutura desempenhe uma funcéo diferenciada. Sua parede fina e flexivel, sem
poros, atua na liberacdo dos espermatozoéides, do lumen da espermateca para o
Gtero externo. A musculatura lisa que envolve a espermateca ao se contrair causa

uma pressao negativa no interior do bulbo, comprimindo-o, e forcando que os
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espermatozoides deixem a espermateca. Em L. intermedia, essa disposicdo dos
poros (em toda extensdo dos ductos e ausentes no bulbo) também foi observada,
assim como musculatura lisa envolvendo as espermatecas, através da técnica de
montagem total e microscopia eletrbnica de varredura, pode sugerir que as
diferentes regides das espermatecas possuam funcdes especificas.

Segundo Uhl (2000), o tecido glandular que envolve as espermatecas das
aranhas da espécie Dysdera erythrina € formado por unidades glandulares, sendo
gue cada unidade é formada por trés células secretoras, separadas por células
intercalares, que se unem formando um reservatério comum e trés canais celulares,
que se dispbem de modo a formar um Unico canal que desemboca no limen do
ducto da espermateca. Neste trabalho, as células intercalares e os canais por onde
as células secretoras liberam suas secre¢des ndo foram observadas pelas técnicas
utilizadas, indicando que uma analise mais detalhada deve ser realizada para uma
melhor compreensao sobre o tecido glandular e suas secrecdes de L. intermedia.

Os espermatozoides observados no interior da espermateca de L. intermedia
estavam imersos em uma secrecdo, que segundo Costa-Ayub (2006) e andlises
histoquimicas realizadas no presente estudo, € de composi¢ao glicoprotéica béasica.
Uhl (1996) descreve que a secrecdo de P. phalangioides € composta por
glicoproteinas e glicolipideos, o que confere a secrecdo um aspecto viscoso. Essa
autora afirma que a viscosidade da secrecdo espermatecel pode servir para reter 0s
espermatozoides no limen das espermatecas, para posterior fecundacao e evitar a
dessecacdo da massa de espermatozoides.

A manutencéo dos espermatozoides no interior do corpo da fémea sempre foi
atribuida a secrecdo espermatecal, no entanto, h4 muita discussdo em torno do
assunto. Trabalhos sobre a secrecdo espermatecal e comoposi¢cdo quimica do
esperma demonstram que os espermatozoéides mantém quantidades e composi¢cdes
diferentes de nutrientes no interior de suas capsulas e néo haveria, portanto,
necessidade dos espermatozoides obterem nutrientes do corpo da fémea (Uhl, 1994
e Michalik et al., 2005) . Segundo Uhl (1994), a secrecao espermatecal € o substrato
energético para a manutencdo da matriz para manter os espermatozoides na
posicéo especifica dentro do trato genital.

Eberhard e Huber (1998) a secrecdo do macho e da fémea se misturam
durante a coOpula, o que provoca em algumas alteragcbes nessas secrecoes, a

exemplo a descapsulacdo dos espermatozoides no interior do corpo da fémea em
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Leucauge mariana. Costa-Ayub (2006) demonstrou que ocorre alteracdo da

secrecdo quando ha mistura de esperma com a secrecdo espermatecal, em L.

intermedia.

7. CONCLUSAO

O presente trabalho teve como objetivo geral a descricdo anatbmica e

histoldgica da espermateca da aranha marrom L. intemedia.

Através dos experimentos e posteriores analises realizadas, as seguintes

conclusdes podem ser delineadas:

As espermatecas sao do tipo fundo de saco, com um ducto simples que leva
e traz os espermatozoides, desembocando no teto do Utero externo;

Sao constituidas por dois ductos quitinizados, que partem de uma insercao
Unica, horizontal também quitinizada. Os ductos sdo mais grossos em sua
base, tornando-se afilados e sinuosos em seu comprimento. Em seu &pice,
encontra-se bulbo e ndo quitinizado;

Espermatozoéides sdo encontrados em todo comprimento do ducto e também
no bulbo;

As espermatecas sao envolvidas por células glandulares;

A secrecao espermatecal apresenta glicoproteinas basicas;

Ductos apresentam poros em toda sua extensdo enquanto o bulbo né&o
apresenta. Suerindo uma funcao diferenciada para essas estruturas.

Este trabalho constitui uma pequena contribuicdo para o conhecimento da
genitalia feminina de L. intermedia. Sendo assim, estudos mais detalhados

sdo necessarios para um melhor entendimento sobre as espermatecas.
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