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RESUMO

A aranha conhecida popularmente como aranha marrom é, atualmente, responsavel por um
elevado indice de acidentes na cidade de Curitiba e regido metropolitana. Tal situa¢do aponta a
necessidade de estudos a respeito da espécie, incluindo seu desenvolvimento com vistas a
estratégias de controle populacional da mesma. O aparelho reprodutor feminino de Loxosceles
intermedia apresenta ventralmente um par de ovarios cujos ovidutos se unem para formar o tutero
(Morishita, 2003), o qual desemboca na abertura genital. Ao uUtero conectam-se um par de
espermatecas. Os ovocitos estdo localizados na parede ventral do ovario e ai comegam seu
processo de diferenciagéio em que o ovocito se distingue inicialmente por apresentar nicleo e
volume citoplasmatico maior em relagdo as células epiteliais ao seu redor. Enquanto os ovdcitos
amadurecem comegam a aumentar de tamanho, o citoplasma de basoéfilo passa a ser eosinéfilo e
um pedinculo de células epiteliais se forma, conectando os ovocitos a parede do ovario. Para
estudos ao microscopio eletrOnico de transmissdo, foi realizada uma padronizagdio do
processamento do material para uma eficiente preservagdo do mesmo. A padronizaggo foi obtida
através da andlise e da comparagdo dos resultados de quatro experimentos com solugdes
fixadoras e tamponantes com diferentes osmolaridades, implicando em diferentes niveis de
penetragdo das solugdes no ovario e consequentemente, diferentes niveis de preservagdo do
mesmo. Os melhores resultados foram obtidos com solugdo fixadora composta por
paraformaldeido 2%, glutaraldeido 2%, cacodilato de sodio 0,1M e NaCl 0,2M, sendo a fixagéo
em geladeira por 3 horas. Tal fixagdo permitiu a observagdo de interdigitagdes e organelas como
mitocondrias ¢ complexo de Golgi das células ovarianas e foi repetida em experimentos
imunocitoquimicos na tentativa de se conseguir marcagio de moléculas classicas de adesdo ao
microscopio eletronico de transmissdo, porém, nenhum resultado foi obtido. Nenhuma marcagao
foi observada possivelmente devido a ma preservacdo das membranas celulares como
conseqiiéncia do longo periodo de tempo decorrido até ser realizada a fixagdo com o
glutaraldeido, a fim de se evitar alteragdes nas moléculas de adesdio. Em futuros experimentos
imunocitoquimicos sera necessdrio estabelecer o momento certo para se realizar a fixagdo com
glutaraldeido e a concentragdo propria do mesmo de maneira a se conseguir obter uma boa
preservagdo do ovario de Loxosceles intermedia.
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1. INTRODUCAO

1.1 Loxosceles intermedia

A aranha Loxosceles intermedia, conhecida popularmente como aranha marrom, pertence a
ordem Araneae cujas principais caracteristicas sdo a presenca de orgdos fiadores no abdome,
queliceras com glandulas de veneno e quatro pares de patas segmentadas (RUPPERT;
BARNES, 1996) (Figura 1).

Figura 1: Fotografia de Loxosceles intermedia. O abdome ovalado (cabega de seta) e a auséncia de bulbos
copulatérios nos pedipalpos (seta) caracterizam o espécimen como fémea. (Fonte: laboratério de Biologia do

Desenvolvimento).

Segundo ANDRADE e colaboradores (1999), as aranhas Loxosceles spp. sdo as principais
responsdveis por casos de envenenamento no Brasil, sendo encontradas trés espécies:
Loxosceles intermedia MELLO LEITAO, 1934; L. laeta NICOLET, 1849 e L. gaucho
GERTSCH, 1967 (ANDRADE et al., 1999).



FISCHER (1996) descreve o género Loxosceles como aranhas primitivas, construtoras de
teias irregulares, de habitos noturnos e adaptadas ao meio urbano. Loxosceles intermedia encaixa-
se nessa descri¢do, sendo encontrada em residéncias na cidade de Curitiba e regido metropolitana.
Consequentemente, o niimero de acidentes por picada de aranha marrom demonstra-se elevado,
tornando a situagdo um caso de satide publica.

Como pouco se sabe a respeito ndo somente do género Loxosceles, mas também a respeito da
ordem Araneae, as perspectivas para se encontrar uma estratégia, a curto prazo, que diminua o
numero de ocorréncias de acidentes sdo quase inexistentes.

Os trabalhos ja realizados sobre a reprodugdo e o desenvolvimento de Loxosceles intermedia
talvez possam contribuir para um futuro controle populacional da espécie, porém, ainda que essa
possibilidade seja remota, o estudo por si s6 ja possui grande importancia para a Biologia do
Desenvolvimento e para a pesquisa, pois concentra-se em um grupo de dificil analise devido aos
problemas para se conseguir realizar o processamento dos espécimens em laboratorio e a falta de

informagdes na literatura a respeito do grupo.
1.2 OVOGENESE NA Loxosceles intermedia

A aranha Loxosceles intermedia apresenta um par de ovarios localizados ventalmente no
abdome, conforme descrito para a ordem Araneae. (FELGENHAUER, 1999). Cada ovario
apresenta um oviduto e os dois unidos formam o tero (MORISHITA et al., 2003). Encontram-
se ovocitos em diferentes estagios de desenvolvimento no mesmo ovario (Figura 2), sendo que o
processo de diferenciagdo dos mesmos pode ser dividido em 6 fases (MORISHITA, 2003).
Inicialmente os ovocitos encontram-se presos a parede do ovario, envoltos por células epiteliais,
das quais podem ser diferenciados através de seus nucleos aumentados. A medida que o
amadurecimento acontece o conteudo citoplasmatico passa a aumentar, o processo de
vitelogénese avanga e os ovdcitos passam a se destacar da parede do ovario, permanecendo
ligados 2 mesma por pedunculos constituidos de células epiteliais (Figura 3). Quando os ovocitos
se apresentam totalmente maduros, sdo liberados para dentro do limen ovariano, apds o
afastamento das células pedunculares.

Figura 2: Fotografia de um par de ovarios de L. intermedia: ovocitos (seta) em diferentes estagios de

desenvolvimento. (Fonte: MORISHITA, 1999).



O local onde ocorre a fertilizagdo também € uma questdo discutida em L. intermedia,
mas acredita-se que o tUtero € o local mais provavel, o que indicaria uma fecundagio interna
como ja descrito na aranha Achaearanea tepidariorum (SUZUKI, 1995). Segundo este autor,
nesta espécie os espermatozdides sdo ativados antes da oviposi¢do e migram para a cavidade
ovariana através dos ductos de fertilizagdo e ovidutos, porém, ndo se sabe exatamente quando a
fecundagdo acontece.

Em aranhas adultas de L. intermedia foram encontradas cicatrizes formadas pela
membrana basal e pela banda proteica apds a liberagdo dos ovdcitos (MORISHITA, 2003)
(Figura 4), porém, em aranhas jovens essas cicatrizes ndo foram observadas, demonstrando que
a primeira reprodugdo ainda ndo ocorreu, pois nenhum ovdcito foi liberado no limen ovariano
(SANTIAGO FILHA, 2003). No caso de Buthotus judaicus (WARBURG; ROSENBERG,
1992), cicatrizes também sdo formadas, mas sdo minisculas e provém da degeneragdo dos

pedunculos.

Figura 4: Fotografia de um corte longitudinal de ovério de L. intermedia corado com azul de toluidina:

cicatrizes (cz) formadas ap6s a liberag@o dos ovocitos no limen ovariano (lo). (Fonte: SANTIAGO FILHA, 2002).




A divisdo do processo de diferenciagdo dos ovdcitos em diferentes fases observada em L.
intermedia também foi encontrada em Hypostomus cf tietensis (FAVARO; CHAVES, 1999). O
processo também se caracteriza pelo aumento gradativo dos ovocitos, cujos citoplasmas de
basofilos passam a ser eosinofilos a medida que a vitelogénese avanga.

A presenga de pedinculos conectando os ovocitos a parede do ovario (MORISHITA,
1999) se assemelha com o que foi observado nas aranhas Ramphobeteus sorocabae (VALENTE,
1984) e Plexippus paykulli (OSAKI, 1972), nas quais as células epiteliais cumprem esse papel.

Assim como no caso de Schizomus sawadai (MIYAZAKI et al., 2001), nenhuma célula
folicular ou “nurse cells” foram observadas. Possivelmente, as células pedunculares cumprem
essa fungdo, pois conforme foi observado por MORISHITA (2003), microvilosidades sdo
encontradas entre células pedunculares e ovocitos, além de vesiculas de pinocitose nos tltimos.
Tais observagdes levam a crer que talvez haja alguma influéncia das células pedunculares no
desenvolvimento dos ovoécitos, como por exemplo, no processo de vitelogénese. Este, por sua
vez, ¢ fonte de controvérsias, pois ainda ndo ha evidéncias de que o vitelo tenha procedéncia da
hemolinfa, do hepatopancreas ou do pedunculo. Em Carausius morosus (GIORGI et al., 1993),
notou-se que varias moléculas encontradas no vitelo tinham reagdo imunocitoquimica semelhante
a da hemolinfa da fémea, o que poderia indicar alguma relagdo entre os dois. J4 no camardo
Macrobrachium rosenbergii (SOROKA et al., 2000) foram encontrados precursores do vitelo em
altas concentragdes tanto na hemolinfa quanto no hepatopancreas, acreditando o autor que
proteinas sdo produzidas inicialmente no hepatopancreas e apos glicosilagdo e incorporagdo de
lipidios e carotendides, necessarios a produgdo do precursor do vitelo, este ¢ secretado na
hemolinfa e acumulado com algumas mudangas no ovario.

Para individuos adultos de L. intermedia foi observada por MORISHITA (2003) uma
banda proteica entre o envoltdrio vitelinico e a membrana plasmatica que, segundo a autora, pode
estar envolvida na sustentagdo do ovocito. Tal banda ndo foi encontrada por SANTIAGO FILHA
(2003) no ovario de fémeas jovens. Essas apresentam ovocitos até o estagio IV com citoplasma
rico em RNAs detectados através de colora¢des com verde de metila. De acordo com a autora,
ovocitos sdo encontrados somente nos estagios iniciais em ovario de fémeas jovens.

Outra diferencga entre € a presenga de granulos eosin6filos no limen ovariano das adultas
e auséncia destes no ovario das jovens. SANTIAGO FILHA (2003) relata que tais granulos sdo

semelhantes aos encontrados no coérion do ovo.



Figura 3: Fotografia de um corte longitudinal de ovario de L. intermedia corado com HE, aumento: 160x.

Pedunculo (P); ovdcito (OV). (Fonte: SANTIAGO FILHA, 2003).




1.3INFLUENCIA DAS MOLECULAS CLASSICAS DE ADESAO NO
DESENVOLVIMETO EMBRIONARIO

Caderinas sdo glicoproteinas transmembranas, encontradas nas jungdes entre células epiteliais
¢ dependente de célcio, na presenca do qual se ligam com caderinas de células adjacentes através
de ligagdes hidrofobicas (GARTNER; HYATT,1999). Seu dominio citoplasmatico se conecta a
um feixe de filamentos de actina que além de apresentarem comunica¢Bes entre si também
comunicam-se com a membrana plasmatica por meio de moléculas como a vinculina e a
catenina.

Algumas caderinas sdo tidas como classicas, como por exemplo as caderinas das familias E e
N e, segundo YAP e KOVAKS (2002), essas caderinas sdo determinantes na coesdo dos tecidos
durante e apos o desenvolvimento embriondrio. Tal afirma¢8o € corroborada por varios estudos
envolvendo a caderina no desenvolvimento de diferentes grupos, animais como os anfibios e os
insetos. Porém, estfio relacionadas a distintos processos como a ancoragem de células tronco de
linhagem germinativa em seus nichos ovarianos em Drosophila (SONG et al., 2002), a migragéo
de células foliculares na superficie de células germinativas também em Drosophila
(NIEWIADOMSKA et al., 1999) ¢ a sinalizacgdo celular (YAP; KOVAKS, 2002).

No caso da L. intermedia a marcagdo de caderinas foi observada em microscopia de luz na
parede ventral do ovario, ao redor de ovdcitos em inicio de diferenciagdo e em torno de todo o
perimetro dos ovocitos mais maduros. Também foi observada marcacgdo nas células pedunculares
e no citoplasma dos ovocitos (MORISHITA, 2003). Segundo a autora, caderinas foram
encontradas nos mesmos locais das jung¢Ges gap, talvez atuando como um pré-requisito para as

mesmas que, por sua vez, podem atuar na sinalizag@o e no transporte de moléculas.

1.4 PROCESSAMENTO DOS OVARIOS DE FEMEAS JOVENS DE Loxosceles intermedia
PARA MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Os ovarios de jovens de L. intermedia para serem observados ao microscopio eletronico de

transmissdo precisam passar por um processamento especifico do material para observagdo em



altas magnifica¢des. Trabalhos anteritores feitos no laboratdrio de Biologia do Desenvolvimento
do Departamento de Biologia Celular da Universidade Federal do Parana n3o alcangaram
resultados satisfatdrios, obtendo-se pobre preservagio da ultraestrutura das células. Uma analise
detalhada do papel dos varios passos empregados no preparo dos espécimens se faz necessario
para permitir uma adequada analise ultraestrutural dos ovarios da aranha — marrom.

A fixagdo quimica € realizada, através do uso de glutaraldeido e/ou do paraformaldeido. Tal
fixag@o € responsavel pela estabilizagdo de macromoléculas, sendo que os fixadores reagem com
sitios especificos das mesmas através de ligagdes cruzadas . Esses fixadores sdo chamados
aditivos, pois sdo incorporados aos tecidos, ao contrario do etanol, chamado ndo aditivo e
responsavel pela desnaturacdo de proteinas que passam, entfio, a exibir radicais hidrofobicos e
finalmente precipitam (HADDAD et al., 1998).

O glutaraldeido nfio s6 estabiliza a estrutura fina, como aumenta a permeabilidade dos
tecidos ao meio de embebi¢do (HAYAT, 1970). E o fixador que causa o menor impacto na
conformagdo das proteinas, no entanto, dificulta a obtengdo de um contraste eficiente do material.

O paraformaldeido é o formaldeido sem metanol, cuja presenga na solugdo fixadora
prejudica a observagdo, pois extrai boa parte do material do citoplasma e das membranas da
célula. O paraformaldeido ndo apresenta a mesma capacidade de preservagdo do glutaraldeido,
mas, também ndo ¢ tdo prejudicial as propriedades imunogénicas das moléculas, pois acarreta
poucas ligagdes cruzadas, permitindo que o numero de sitios antigénicos reativos seja
consideravel (HADDAD et al., 1998).

Para lavagens e para veiculo dos fixadores um dos tampdes utilizados ¢ o tampdo fosfato,
considerado o tampdo mais fisiologico porque é encontrado em células na forma de fosfatos
inorganicos e éster de fosfato. Possui importincia, como todos os tampdes, na manutengdo do pH
que ndo pode variar para ndo causar alteragdes nas moléculas e consequentemente nas estruturas
celulares. Essas solugdes contém bases ou 4cidos fracos, consequentemente, pouco dissocidveis,
impedindo a acidificagdo da solugéo fixadora (HADDAD et al., 1998).

Outro tampdo utilizado é o cacodilato que ajuda na preservagdo da atividade de
determinadas enzimas, possui resisténcia a contaminag@o com bactérias e ao contrario do tampdo
fosfato, ndo apresenta o risco de liberar ions fosfato no material, porém apresenta arsénico na sua

formula, o que o torna perigoso para o manipulador (HAYAT, 1970).



A pos — fixagdo, em geral, ¢ feita com tetroxido de 6smio que permite uma melhor
preservagdo ultraestrutural, estabilizando principalmente fosfolipidios de membranas plasmaticas,
com afinidade pelos 4cidos graxos insaturados, ou seja, os que apresentam ligagdes duplas
(HADDAD et al., 1998).

Os meios de inclusdo para a microscopia eletronica nfo sdo misciveis em agua, ¢é
necessario desidratar o material para que o alcool, com o qual a resina é miscivel, possa penetrar.
Tal desidratacdo ¢ gradual, através de uma série crescente de etanol, impedindo o colabamento
das estruturas.

O éxido de propileno € utilizado apés a desidratagio e antes da infiltragdo para facilitar a
entrada da resina no material, pois possui baixa viscosidade dissolve a resina mais rapidamente
que o etanol, além de infiltrar prontamente e ser totalmente miscivel com a agua. Os lipidios
facilmente sdo extraidos pelo 6xido de propileno, podendo este retirar até mesmo os lipidios
fixados (HADDAD et al., 1998).

A inclus@o pode ser realizada em SPURR, resina especial cuja viscosidade é baixa e
portanto, ideal para materiais de penetragdo dificil.

Para permitir uma boa preservagdo da estruturas ¢ essencial se fazer a medida da
osmolaridade das solugdes fixadoras e tamponantes. Osmolaridade representa o nimero de mols
de particulas osmoticamente ativas por litro de solu¢des (HADDAD et al., 1998). A medigéo
deve ser feita para impedir que as solugdes sejam hipotdnicas em relagdo a hemolinfa da aranha.
A hipotonicidade da solugdo provocaria a entrada de agua nas células resultando na ma
preservagdo do material enquanto o uso de solugdo causaria o colabamento do citoplasma através
da brusca saida de 4gua das mesmas.

Buscou-se nesse trabalho analisara todos estas condi¢des para se obter a situagdo 6tima de
preservagdo que permitisse o estudo detalhado de ultraestrutura dos ovarios de L. intermedia.

Em trabalhos anteriores os resultados obtidos estiveram longe do ideal, especialmente

quando buscou-se analisar as interagdes celulares.



OBJETIVOS

Testar diferentes solu¢es fixadoras para se obter boa uma preservagdo ultraestrutural de
ovarios de L. intermedia

Testar uma marcagdo imunocitoquimica para detec¢do, ao microscopio eletronico de
transmissgo, de caderinas nas jungdes aderentes entre as células epiteliais do ovario e ao redor

de ovdcitos em inicio de diferenciagéo.
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3.MATERIAIS E METODOS

3.1 PADRONIZACAO DA FIXACAO PARA MICROSCOPIA ELETRONICA DE
TRANSMISSAO

Para se obter uma melhor preservagdo do ovario a fim de se observar ao microscopio
eletronico de transmissdo foram experimentados diferentes fixadores e procedimentos visando
obter solugdes com osmolaridades proximas ao fluido da aranha.

e Solugdo com paraformaldeido 2%, glutaraldeido 2%, em tampdo fosfato 0,1M pH 7,4

fixagdo em geladeira a 4° C por 3 horas

e Solugdo com paraformaldeido 2%, glutaraldeido 2%, NaCl S0mM em tampdo fosfato

0,1M pH 7.4 fixagdo em geladeira a 4° C por 3 horas

e Solugdo com paraformaldeido 2%, glutaraldeido 2%, cacodilato de s6dio 0,1M, NaCl

0,2M fixagdo em geladeira a 4° C por 3 horas

o Solugdo com paraformaldeido 2%, glutaraldeido 2%, cacodilato de sédio 0,1M, NaCl

0,25M fixagio em geladeira a 4° C por 3 horas

As osmolaridades das solu¢des fixadoras e tamponantes foram medidas através de um
microsmometro de pressdo de vapor (Wescor EUA VAPRO 5520) antes do processamento do
material para os quatro experimentos. ;

O material também foi processado para microscopia eletronica de transmissdo passando por
uranila 0.5% e 6smio 1%, porém, ndo foi colocado em 6xido de propileno e os cortes ultrafinos

foram contrastados com uranila 5% por 30 minutos e citrato de chumbo por 10 minutos.

3.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO PARA DETECCAO DA
PRESENCA DE CADERINAS

Utilizou-se para esta analise imunocitoquimica protocolo ja testado para outros tecidos ou
para analise em microscopia de luz (MORISHITA, 2003).

Aranhas jovens em diferentes estagios de desenvolvimento foram selecionadas e fixadas em
solugdo com paraformaldeido 2% em solugdo tampdo fosfato 0,1M pH 7,4 com NaCl 80 mM.
Ap6s a fixagdo, o material foi lavado em TTBS (Salina tamponada com Tris pH 7,5 100mM;



11

NaCl 150mM e Tween 20 0,1%) e em seguida em TTBSS (TTBS + Saponina). O material passou
pela solugdo bloqueadora da peroxidase enddgena com agua oxigenada a 0.5%, sendo a seguir
bloqueada com soro albumina bovina a 1% (BSA) em TTBSS. Ap6s permanecer 2 horas no soro
de cabra a 10% com BSA de 0,1%, os ovérios foram deixados, durante uma noite em solugfo
bloqueadora com anticorpo de coelho anti-pan-caderina, diluido na proporgdo de 1:1000. Ovarios
controle foram incubados sem anticorpo primario.

No dia seguinte, o material foi lavado em TTBSS e fixado em solu¢do de paraformaldeido
2%, glutaraldeido 2% em tampdo fosfato 0.1IM pH 7.4. Apds a fixagdo os ovarios foram
novamente lavados com TTBSS, deixados uma hora no BSA 1%, duas horas no soro de cabra e
por ultimo em anticorpo secundario anti - IgG de coelho, feito em burro, durante a noite.

No terceiro dia o material foi lavado em TTBS e colocado na solugdo de diaminobenzidina
(DAB 0,05%, H202 0,01% em TTBS) para com o objetivo de marcar complexo formado pelos
anticorpos e a peroxidase. Em seguida foi realizada uma lavagem com TTBS, sendo o material
deixado em 6smio 1% durante 1 hora. Em seguida o material foi desidratado, tratado com 6xido
de propileno e em infiltrado em 6xido de propileno: resina. No dia seguinte os ovarios foram
incluidos em SPURR.

Os cortes semifinos de 900 nm foram corados com azul de toluidina e os cortes ultrafinos de

70 nm foram observados sem contraste.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PADRONIZACAO DA FIXACAO PARA MICROSCOPIA ELETRONICA DE
TRANSMISSAO

Quatro experimentos foram realizados simultaneamente, utilizando-se distintas solug¢bes
fixadoras e tamponantes para se observar o poder de penetragdo e a capacidade de preservagéo
das solugdes de acordo com suas distintas concentragdes osmoticas, pois a osmolaridade exerce
influéncia significativa na qualidade da preserva¢do do material (HAYAT, 1970). O autor afirma
que em relacdo a osmolaridade total da solugo fixadora, a concentragdo do veiculo dos fixadores
parece ser mais importante que a do glutaraldeido, pois este ndo exerce efeito osmotico
consideravel. A concentracdo de glutaraldeido pode ser modificada dentro de um extenso
intervalo com relativamente pouca alteragdo na morfologia da estrutura fina.
No entanto, as solu¢des fixadoras utilizadas no presente trabalho, assim como a hemolinfa da
aranha L. intermedia, tiveram suas osmolaridades medidas com o glutaraldeido e o
paraformaldeido ja acrescentados. Os resultados foram os seguintes:
¢ Hemolinfa da aranha L. intermedia: 543 mosmol/ Kg H,O.
e Soluc¢do com paraformaldeido 2%, glutaraldeido 2%, em tampdo fosfato 0,1M pH 7,4 :
644 mosmol/ Kg H,0; solugdo tampdo fosfato 0,1M pH 7.,4: 222 mosmol/ Kg H,O.

e Solugdo com paraformaldeido 2%, glutaraldeido 2%, NaCl 50mM , em tampéo fosfato
0,1M pH 7,4: 681 mosmol/ Kg H,0; solugio tampdo fosfato 0,1M pH 7,4 mosmol/ Kg
H,0.

e Solugdo com paraformaldeido 2%, glutaraldeido 2%, cacodilato de sodio 0,1M, NaCl
0,2M: 965 mosmol/ Kg H,O; tampio cacodilato de sodio 0,1M: 510 mosmol/Kg H,O.

e Soluciio com paraformaldeido 2%, glutaraldeido 2%, cacodilato de sédio 0,1M, NaCl
0,25M: 1.041 mosmol/ Kg H,O; tampdo cacodilato de sodio 0,1M: 603/ Kg H,O.

A diferenga entre a osmolaridade das solugdes tamponantes e as solugdes contendo os
fixadores € grande, isto €, a presenga do glutaraldeido e do paraformaldeido faz diferenga na

osmolaridade final.
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O primeiro experimento apresentava solugfo fixadora com osmolaridade um pouco mais
elevada que a osmolaridade da hemolinfa da aranha L. intermedia que é de 543 mosmol/Kg H,0.
Devido a essa leve hipertonicidade foi possivel obter uma boa preservagio do material, podendo-
se observar os nicleos, os limites das células pelas suas membranas plasmaticas e os conteudos
citoplasmaticos, apesar desses ltimos se apresentarem edemaciados (Figura 5). A observagio
das mitocondrias mostrou cristas mitocondriais com aspecto normal, sem alteragdes dos espagos
entre membranas (Figura 6).

O segundo experimento apresentava solucdo fixadora com NaCl para impedir a entrada de
agua nas células junto com os aldeidos, facilitando a preservagdo das estruturas. A presenca do
NaCl fez pouca diferenga na osmolaridade tanto da solugfio fixadora quanto da tamponante. Os
resultados dessa fixagdo nfio puderam ser analisados porque o aspecto dos cortes ndo permitiu,
parecendo que ndo haviam sido totalmente distendidos (Figura 7). E necessaria uma repeticio
desse experimento para que se possa chegar a uma conclusio.

O terceiro experimento apresentou uma solucio fixadora com osmolaridade bastante elevada
em relagdo a osmolaridade da hémolinfa da aranha, sendo que tal hipertonicidade provavelmente
foi a causa do rompimento de algumas células do epitélio ovariano, no entanto, essa fixagdo foi a
que permitiu a melhor preservagdo dentre todas. Foi possivel observar a preservagdo das
membranas que geralmente séo utilizadas como pardmetro para andlises, além de organelas como
mitocOndrias e suas cristas gFigura 8), interdigitagdes entre as células pedunculares (Figuras 9 e
10) e complexo de Golgi (Figura 11). E contraditério encontrar em um mesmo ovario c€lulas
com suas estruturas tdo bem preservadas e células com seus citoplasmas extravasados, mas
parece que as células pedunculares podem ser bem analisadas através do uso do cacodilato de
sodio e do NaCl nas concentragdes utilizadas.

O quarto experimento também contava com o mesmo tampdo € o mesmo sal em
concentra¢do mais elevada, mas ndo foi notada nenhuma regido com células no mesmo nivel de
preservagdo. Os nicleos também foram afetados, apresentando um aspecto modificado em
relagdo ao observado normalmente (Figura 12), sem a possibilidade de se observar organelas ou
membranas nitidamente. Talvez a hipertonicidade dessa solug@io fixadora seja demasiada,
notando-se que a solu¢io tamponante sozinha ji apresenta osmolaridade de 603 mosmol/Kg H,O

que € maior que a da hemolinfa.
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Os quatro experimentos realizados levam a crer que o cacodilato e o NaCl juntos podem
fornecer uma consideravel preservagio das células desde que se leve em conta a concentragdo de
cada um, mas ainda é necessario que novas tentativas sejam feitas para se conseguir uma fixagio
ideal que até agora ndo foi atingida.

Para futuros experimentos ¢ importante atentar para uma observagio feita por HADDAD et
al. (1998) dizendo que para uma penetra¢dio mais rapida dos fixadores € preciso que o veiculo
seja hiperténico em relagdio a hemolinfa e nfio iso ou hipotdnico. Essa observacio demonstra a
importancia de se saber a osmolaridade das solugdes, pois da fixa¢do vdo depender os resultados

finais.

3.34.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO PARA DETECCAO DA
PRESENCA DE CADERINAS

A marcag@o imunocitoquimica realizada visava detectar a presenca de caderina nas jungdes
aderentes entre as células epiteliais do ovario, ao redor de ovécitos em inicio de diferenciagdo ou
no interior dos ovdcitos ja pedunculados. Porém, nenhuma marcagdo foi observada a ndo ser no
hepatopéancreas (Figura 13), pois as membranas plasmaticas das células romperam-se e os
contetidos citoplasmaticos extravasaram (Figura 14 e 15), permanecendo apenas os nmicleos das
células. Tal situagdo provavelmente ¢ devido ao longo periodo de tempo transcorrido entre a
morte dos espécimens e a fixagdo dos ovarios em solugdo fixadora contendo glutaraldeido que € o
fixador proprio para preservar a ultraestrutura, permitindo a observacdo ao microscopio
eletronico de transmissdo. Como o protocolo de imunocitoquimica demanda a presenga de um
anticorpo primario para se ligar & molécula em questfo, € preciso que a mesma tenha seus sitios
antigé€nicos preservados. No entanto, o glutaraldeido apresenta a capacidade de se fixar as
moléculas, modificando as suas conformagdes, 0 que pode vir a interferir nas ligagdes com os
anticorpos (HADDAD et al., 1998). Para tentar evitar esse problema a fixagdo com glutaraldeido
foi feita no dia seguinte ao inicio do processamento dos ovarios, o que acabou prejudicando a
preservagdo das membranas e do citosol.

Uma sugestéo feita pelo proprio HADDAD et al. (1998) € o uso de glutaraldeido em baixas
concentragoes (entre 0.05 % e 1%) associado ao formaldeido. Tal sugestdo foi colocada em

pratica, mas ndo forneceu resultados porque as aranhas utilizadas nessa tentativa eram muito
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pequenas, o que dificultou a dissecagdo das mesmas, demandando a inclusdo do abdome inteiro
na resina. No entanto, a presenca da quitina envolvendo o abdome n3o permitiu a entrada do
tetroxido de dsmio e do SPURR, atuando como uma barreira a pos fixago e infiltragio.

Nas tentativas de se observar a presenga da caderina foi utilizada a diaminobenzidina
(DAB) para detectar a atividade da enzima peroxidase, ligada ao anticorpo secundario. Consultas
posteriores a literatura mostraram que as reagdes entre o tetroxido de 6smio ¢ o DAB oxidado
resultam em uma imagem preta e opaca que vem se mostrando invalida para pesquisa
ultraestrutural. Como ndo foi possivel preservar o material apropriadamente, tal imagem ndo foi
observada, tendo sido notada somente uma possivel imunomarcagdo no hepatopancreas (Figura
13), mas a informagdo sera levada em conta em futuras tentativas, nas quais o 6smio pode ser
evitado ou, entfo, o ouro coloidal pode ser utilizado.

Outra sugestdo feita por HADDAD et al. (1998) é a utilizacdo de tampdo fosfato ou
cacodilato para imunomarcag¢do no lugar do tampdo TTBS com TRIS utilizado no presente
trabalho, pois aminas como essa tendem a reagir com o glutaraldeido, prejudicando a observagéo.

Sendo assim, ndo foi possivel observar ao microscopio eletrdnico de transmisséo a presenga
das caderinas no ovario das fémeas jovens nem obter informagdes a respeito de sua atuagdo na
ovogénese devido aos problemas para se conseguir preservar o material. Adaptagdes ao protocolo
experimental estdo sendo feitas visando obter a preservagdo dos tecidos aliada & manutengdo dos
epitopos.

Os objetivos principais desse trabalho ndo puderam ser atingidos devido a exiguidade de
tempo. As tentativas levadas a efeito, no entanto, foram instrutivas para o aprendizado da
metodologia de preparo de material para microscopia eletronica de transmissdo € para a
compreensdo de peculiaridades dos tecidos de aracnideos. Isto aponta para a continuidade dos

trabalhos com vistas a obten¢do de resultados mais conclusivos.
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Figura 5: Corte transversal de ovario de L. intermedia contrastado com uranila e chumbo.
Células de parede ovariana preservadas através do uso de solugdo fixadora e tampao fosfato
do experimento niimero 1 durante 3 horas na geladeira. E possivel observar membrana
plasmatica (seta), nicleos (N) e citoplasma (cabega de seta).
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Figura 6: Corte transversal de ovario de L. intermedia contrastado com uranila e chumbo.
Célula peduncular preservada através do uso de solug@o fixadora com aldeidos e tampao
fosfato do experimento nimero 1 durante 3 horas na geladeira, apresentando membrana
plasmatica (seta) e mitocondrias com cristas de aspecto normal (cabega de seta), sem
alteragdes dos espagos entre membranas. Aumento: 10.000 x
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Figura 7: Corte transversal de ovario de L. intermedia contrastado com uranila e chumbo.
Corte mal distendido e espesso impossibilitando a observacdo de organelas e limites
citoplasmaticos com nitidez, o que impede a analise dos resultados do experimento nimero
2.
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Figura 8: Corte transversal de ovario de L. intermedia contrastado com uranila e chumbo. A
boa fixagdo do material com solug@o fixadora do experimento numero 3 permite observar
cristas mitocondriais de células pedunculares (seta).
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Figura 9: Corte transversal de ovario de L. intermedia contrastado com uranila e chumbo.
Menor aumento da figura 8. E possivel observar interdigitagdes (cabeca de seta) e
mitocondrias com cristas de aspecto normal (seta) observadas em células pedunculares.
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Figura 10: Corte transversal de ovario de L. intermedia contrastado com uranila e chumbo.
Células pedunculares, apresentando interdigitagdes (seta), preservadas com o uso de
solugdo fixadora do experimento nimero 3.
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Figura 11: Corte transversal de ovario de L. intermedia contrastado com uranila e chumbo.
Fixador do experimento nimero 3 apresentou bons resultados na preservagdo das
membranas das células pedunculares, inclusive do complexo de Golgi (seta).
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Figura 12: Corte transversal de ovario de L. intermedia contrastado com uranila € chumbo.
Célula com nuicleo (N) de formato diferenciado em relagdo ao normalmente observado.
Solugdo fixadora do experimento numero 4. Aumento: 10.000 x
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Figura 13: Corte transversal de ovério de L. intermedia, sem contraste. Devido ao longo
periodo de tempo decorrido até ser realizada a fixagdo do material com glutaraldeido, as
células se apresentam com membranas plasmaticas rompidas (seta), nicleos mal
preservados (N) e contetdos citoplasmaticos extravasados (cabega de seta). O
hepatopancreas (m) apresenta depoésitos eletrondensos que podem representar possivel
marcagdo de caderina citoplasmatica.
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Figura 14: Corte transversal de ovéario de L. intermedia, sem contraste. Membranas
plasmaticas das células da parede do ovério rompidas (seta) e contetdos citoplasmaticos
extravasados (c¢) possivelmente devido ao longo tempo decorrido antes da fixagdo com
glutaraldeido. Néo € possivel observar marcagdo imunocitoquimica.
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Figura 15: Corte transversal de ovario de L. intermedia, sem contraste. Célula no inicio do
processo de diferencia¢do reconhecida por seu nucleo aumentado (N) em relacdo aos das
células epiteliais da parede do ovario (seta). Notar que o ovdcito apresenta citoplasma
extravasado (c) e membrana plasmatica ndo observavel, devido ao longo periodo de tempo
decorrido até ser realizada a fixagdo com glutaraldeido.



27




28

6. CONCLUSOES

Para se obter uma fixagfo ideal do material para microscopia eletrdnica de transmissdo uma
série de testes foi necessaria, utilizando—se tampéo fosfato, tampdo cacodilato de sédio e NaCl.
Tais combinagdes forneceram diferentes osmolaridades as solugdes o que afeta o tempo de
penetragdo das mesmas nos tecidos e resulta em diferentes niveis de preservagdo das estruturas. A
presenca do cacodilato de s6dio e NaCl juntos foi a que forneceu as maiores possibilidades de
analises, principalmente da ultraestrutura das células pedunculares do ovario.

A partir das tentativas de se observar caderinas nas jungdes aderentes do ovario de fémeas
jovens de Loxosceles intermedia, notou-se a dificuldade para conseguir uma boa preservagdo do
material sem mudar os sitios antigénicos das glicoproteinas pelo uso do glutaraldeido. Essa
dificuldade impossibilitou a observagdo de qualquer marcagdo, pois as membranas plasmaticas
que eram os locais onde se esperava encontrar moléculas de caderina, romperam-se. Em
experimentos futuros pode haver a possibilidade de se utilizar glutaraldeido em baixas
concentragdes, fixagdo em microondas, tampdo fosfato e de se evitar a pds - fixagdo com o
tetroxido de 6smio de modo a se obter os resultados desejados.

Como a fixaglo desejada ainda ndo foi encontrada, novas tentativas precisam ser colocadas
em pratica para que ndo somente a integridade do material seja garantida, mas também para que

outros estudos como a propria imunomarcagdo sejam possiveis.
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