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RESUMO

As aranhas do género Loxosceles (aranhas-marrons) séo responsaveis pela
maioria dos acidentes envolvendo animais pec¢onhentos em Curitiba e regido
metropolitana, sendo consideradas um problema de saude publica. O veneno
dessas aranhas tem sido amplamente estudado e diversos grupos de pesquisa
tém investido na caracterizacdo de suas toxinas. Entretanto, a literatura referente a
hemolinfa dessas aranhas é bastante restrita: o Unico artigo existente foi publicado
pelo nosso grupo em 2015. Baseado na premissa de que o conhecimento dos
contetdos celular, lipidico e protéico podem fornecer informacdes importantes
sobre a toxinologia e sobre moléculas bioativas, o objetivo deste trabalho foi a
caracterizacdo bioquimica e celular da hemolinfa de L. intermedia, bem como
analisar potenciais atividades biologicas da hemolinfa e suas moléculas. O perfil
proteico da hemolinfa de L. intermedia em eletroforese (SDS-PAGE) uni e
bidimensional revelou a presenca de proteinas e peptideos com massas variando
de 20 a 200 kDa. As proteinas da hemolinfa apresentaram os residuos de
glicosilacdo: gal act o s e -adetilglucbsamtina e Mita manose. Por meio de
espectrometria de massas foi verificado que os lipidios predominantes na
hemolinfa sdo a fosfatidilcolina e a fosfatidiletanolamina. Quanto a fracéo celular
da hemolinfa, quatro tipos de hemacitos foram identificados: os pré-hemacitos, os
plasmatdcitos, os adipohemacitos e os granuldcitos. A atividade esfingomielinasica
da toxina recombinante fosfolipase-D de L. intermedia (LiRecDT1) foi reduzida em
70% na presenca da hemolinfa, contudo nédo foi encontrado um inibidor especifico
para essa enzima, sugerindo que essa reducdo tenha sido decorrente da
dificuldade da toxina em encontrar seu substrato preferencial. O ensaio de
imunodeteccdo indicou na hemolinfa a presenca de uma proteina de
aproximadamente 36 kDA com epitopo similar ao da toxina LiRecDT1, mas a
hemolinfa ndo apresentou toxicidade para camundongos nas concentracdes
testadas. O cultivo primario dos hemdcitos foi realizado em meio Sf-900-III SFM
contendo 250 pg/ml de gentamicina e 10% de soro (SFB). Verificou-se que a
incubagd@o dos hemacitos com veneno de L. intermedia e com a toxina loxoscélica
recombinante LiRecDT1 ndo alterou as caracteristicas morfologicas das células
em microscopia optica, sugerindo auséncia de processos de apoptose ou necrose.
Dificuldades metodolégicas ndo permitiram a caraterizacdo dos hemacitos por
microscopia eletrbnica de transmissdo. O estudo de protedémica (shotgun) nao
identificou inibidores de proteases ou de outras enzimas presentes no veneno; e
grande parte das identificacbes foram relacionadas a proteinas estruturais e a
hemocianina. Os experimentos de citometria de fluxo utilizando a sonda
fluorescente Mitotracker permitiram a separacao eficiente das populacbes de pré-
hemdécitos e plasmatocitos, contudo havia granulécitos nas duas amostras
isoladas. Os ensaios de atividade antimicrobiana de peptideos presentes na
hemolinfa isolados por HPLC n&o evidenciou a inibicdo do crescimento dos
microrganismos Candida albicans, Escherichia coli e Staphylococcus aureus. A
hemolinfa € uma amostra biolégica muito rica que deve continuar a ser
investigada, contudo as dificuldades de estuda-la estéo relacionadas com o baixo
rendimento da coleta da amostra e a grande complexidade bioquimica do seu
conteudo (celular e proteica).

Palavras-chaves: hemolinfa, L. intermedia, hemadcitos, antimicrobiano, cultivo
primario, inibidores, citometria.



ABSTRACT

Loxosceles genus spiders (Brown spiders) are responsible for most of the
accidents involving venomous animals in Curitiba and metropolitan region and for
this reason they are considered a public health problem. The venom from these
spiders has been widely studied and several research groups have been focused in
the characterization of the toxins. However, the literature on the hemolymph from
these spiders is rather restricted: the only article was published by our group in
2015. Based on the premise that knowledge of the cellular, lipidic and proteic
contents can provide important information about toxinology and bioactive
molecules, the aim of this work was biochemical and cellular characterization from
L. intermedia hemolymph as well as to analyze potential biological activities present
in this hemolymphand yours molecules. The protein from hemolpymph of L.
intermedia hemolymph in one and two-dimensional SDS-PAGE revealed the
presence of proteins and peptides with molecular mass varying from 20 to 200 kDa.
The protein from hemolymph presented glycosylation: galactose b (1,4) N-
acetylglucosamine and high mannose. By means of mass spectrometry analysis
was verified the lipidic predominance in the hemolymph are phosphatidylcholine
and phosphatidylethanolamine. In relation to the hemolymph cellular fraction four
types of hemocytes were identified: pro-hemocytes, plasmatocytes,
adipohemocytes and granulocytes. The sphingomyelinase activity of L. intermedia
recombinase phospholipase-D (LiRecDT1) was decreased 70% In the presence of
hemolymph, however, no specific inhibitor to this enzyme was found, suggesting
that this reduction was related to difficulty of the toxin to find your preferential
substrate. The immunodetection assay indicated there are in the hemolymph a
protein with nearly 36 kDa with epitope resembling LiRecDT1, but this protein
showed no toxicity to mice at the concentrations tested. The primary culture of
hemocytes was done in Sf-900-11 SFM medium plus 250 €g /ml gentamycin and
10% FBS. It was found that the incubation venom from L. intermedia and toxin
LiRecDT1with hemocytes did not present morphological alterations in these cells
analyzed by optical microscopy, indicated no apoptosis or necrosis. Methodological
difficulties did not allow the hemocytes to be characterization by transmission
electron microscopy. In proteomic (shotgun) analysis no protease inhibitors or other
enzymes present in the venom; and the most of identification were related to
structural proteins and hemocyanin. The experiments of flow citometry with
MitoTracker probe labeling resulted in the efficient isolation of prohemocytes and
plasmatocytes, however there was granulocytes in both of samples isolated. The
antimicrobial activity assays of peptides present in hemolymph isolated by HPLC
did no show isolated activity against Candida albicans, Escherichia coli and
Staphylococcus aureus. Hemolymph is a very rich biological sample that needs to
be investigated more thoroughly, but the difficulties of studying it are related to the
low amount of sample (cellular and protein).

Key-words: Hemolymph, L. intermedia, hemocytes, antimicrobial, primary culture,
inhibitors, cytometry.
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1- INTRODUCAO

Os animais pertencentes ao filo Arthropoda séo capazes de habitar os
mais diversos ambientes como o terrestre, o aquatico e o0 aéreo,
conquistando uma posicdo de grande sucesso evolutivo. Além disso, 0s
artropodes apresentam uma complexa diversidade genética e bioquimica o
que lhes confere grande capacidade de superacéo as adversidades do meio
ambiente. Em termos de numero de espécies e importancia ecoldgica, as
aranhas sdo os individuos com maior sucesso evolutivo dentro do Subfilo
Chelicerata (SANGGAARD et al., 2016). Por isso, investigar os mecanismos
gue esses animais possuem para se relacionar com o0 meio ambiente pode
gerar novos conhecimentos, como descoberta de novas moléculas e novos
insights dentro dos diversos ramos da ciéncia: toxinologia, toxicologia,
farmacologia, biologia celular e molecular, entre outras areas (RICILUCA et
al., 2012; VILCINSKAS, 2013; KUHN-NENTWIG et al., 2014; RAHMAN et
al., 2017).

As aranhas possuem alta sinantropia, a qual esta associada a
abundancia de alimento, a auséncia dos predadores naturais, a diminuicao
do territorio natural (selvagem) e ao acumulo de lixo e sujeira no meio
ambiente e areas urbanas (FISCHER et al., 2011). A abundéancia de aranhas
nas cidades causa prejuizos publicos principalmente em relacdo a saude,
pois causam envenenamentos que podem incapacitar individuos
temporariamente, e em casos mais severos, levar a vitima a 6bito (SANTOS
et al., 2013; STROMDAHL; HICKLING, 2012).

De acordo com o SINAN (Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificagéo) foram registrados 4.817 casos de acidentes loxoscélicos no
Brasil em 2015, desses 4.202 foram na regido sul e 1.280 em Curitiba e
regido metropolitana (SINAN, 2015). Além do Brasil, as aranhas do género
Loxosceles estdo distribuidas geograficamente em todo o planeta, sendo
consideradas nativas das Américas e da Africa (consideradas introduzidas
nas demais areas onde ocorrem espécies do género) (GERTSCH, 1967;

PLATINICK, 2014). As aranhas-marrons da espécie Loxosceles intermedia



20

sdo as principais responsaveis pelas notificacdes reportadas ao SINAN, pois
essa espécie de aranha peconhenta € a mais abundante em Curitiba e
regido metropolitana, justamente por ter se adaptado bem ao ambiente
intradomiciliar (MARQUES-DA-SILVA et al., 2005; CHRISTOFF et al., 2008;
FISCHER et al. 2014).

Os sintomas mais preocupantes decorrentes do envenenamento sao a
demonecrose no local da picada e a lesdo renal, ambas causadas
principalmente pelo efeito das enzimas fosfolipases-D. Essa familia de
toxinas € a mais bem caracterizada do veneno da aranha-marrom.
Isoladamente essa classe de toxinas é capaz de reproduzir os eventos de
dermonecrose, hemodlise, agregacdo plaquetéaria, lesdo renal, aumento da
permeabilidade vascular e resposta inflamatéria intensa, eventos
caracteristicos do quadro clinico do envenenamento (CHAVES-MOREIRA et
al., 2011, GREMSKI et al., 2014).

Existem diversos estudos sobre o veneno das aranhas-marrons, nos
quais varias toxinas ja foram caracterizadas e estudadas isoladamente com
o auxilio de técnicas de biologia molecular. Dentre as toxinas identificadas,
podemos destacar, além das fosfolipases-D, o0s peptideos inseticidas
(MATSUBARA et al.,, 2017), hialuronidadases (FERRER, et al., 2013),
metaloproteases (TREVISAN-SILVA et al., 2013), serinoproteases
(GREMSKI et al., 2010), alérgenos, TCPT (Translationally Controlled Tumour
Protein) (SADE et al., 2012) e serpinas (APPEL et al., 2008; CHAIM et al.,
2011b; GREMSKI et al., 2010).

O foco dos pesquisadores toxinologistas vem sendo o estudo dos
venenos dos artropodes e a hemolinfa desses animais pe¢conhentos ainda
esta negligenciada. Nos Ultimos anos houve um grande numero de
publicacdes cientificas caracterizando hemolinfas de diversos artrépodes
nao venenosos, apontando principalmente moléculas bioativas e seus
sistemas imunolégicos (KUHN-NENTWIG et al., 2011; MAFRA et al., 2012,
MAKAROVA et al., 2016; VIEIRA et al., 2016).

As células presentes na hemolinfa dos artrépodes sdo denominadas de
hemdécitos, possuem funcdo na imunidade inata, realizam os processos de

fagocitose, melanizacdo, opsonizacdo e producdo de peptideos
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antimicrobianos (GUPTA, 2009; FUKUZAWA et al., 2008; KUHN-NENTWIG
et al., 2011). Os artropodes sd@o incapazes de desenvolver uma resposta
imune adaptativa, como aquela observada nos vertebrados, por isso, os
peptideos produzidos pelos hemdcitos devem ser eficientes contra uma
gama de patdgenos sejam eles fungos, bactérias ou virus (BAUMANN et al.,
2010b; JOAZEIRO et al., 2012; KUHN-NENTWIG, L.; NENTWIG, 2013).

Algumas moléculas biotivas encontradas na hemolinfa dos artropodes
ja foram descritas e caracterizadas, dentre elas podemos citar os peptideos
antimicrobianos (AMPs) (LORENZINI et al.,, 2003a; LORENZINI et al.,
2003b; PEREIRA et al., 2007; RICILUCA et al., 2012; MAFRA et al., 2012).
Esses peptideos sdo liberados na hemolinfa quando ha infeccdo, séo
catibnicos e por esse motivo se ligam facilmente a membrana dos
patégenos, causando Varios eventos que levam a lise do microrganismo
invasor (RAHMAN et al., 2017).

Além dos AMPs, inibidores de proteases também ja foram descritos,
eles sdo encontrados na hemolinfa, pois sdo importantes reguladores da
cascata imunoldgica. Por exemplo, foram encontrados na hemolinfa da
mariposa de Mythimna unipuncta dois inibidores de serinoproteases
(CHERQUI et al.,, 2001). Inibidores de metaloproteases sdo encontrados
naturalmente na hemolinfa de Drosophila melanogaster (Diptera) e na
hemolinfa de Galleria mellonella (Lepidoptera), esses inibidores atuam
principalmente em metaloproteases de outros microrganismos como forma
de defesa (VILCINSKAS; WEDDE, 2006; VILCINSKAS, 2013).

Com o exposto, foi observada a grande relevancia em caracterizar a
composicdo da hemolinfa de L. intermedia, pois pouco se sabe sobre a
hemolinfa das aranhas desse género. Além disso, esse estudo poderia gerar
descoberta de novas moléculas, novos insumos biotecnolégicos ou ainda
conhecimentos relevantes que poderiam ser utilizados em estratégias para o
controle biolégico da aranha. Atualmente, existem poucos métodos
eficientes para o combate a grande infestacdo de aranhas-marrons, sendo
comumente citada, como a principal estratégia, a limpeza dos ambientes
domésticos, além do uso de inseticidas. Também é importante buscar na

hemolinfa inibidores de toxinas e inibidores de proteases, pois se sabe que
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inibodores de toxinas sédo naturalmente encontrados no sangue de serpentes
venenosas e os inibidores estdo presentes na hemolinfa por atuarem na
cascata imunologica, alguns desses inibidores de proteases apresetam
reacdo cruzada e podem ser Uteis na medicina. A partir disso, o objetivo
deste trabalho foi caracterizar as células presentes na hemolinfa (os
hemdécitos), realizar o estudo protedmico e lipiddmico das moléculas
presentes da hemolinfa de L. intermedia e realizar ensaios biolégicos para
identificacdo de moléculas bioativas como potenciais produtos
biotecnolégicos.

O primeiro artigo cientifico de caracterizacdo da composicao celular e
bioquimica da hemolinfa de L. intermedia foi publicado em 2015, decorrente
deste trabalho de tese (BEDNASKI et al.,, 2015- ANEXO 1) que compde o
capitulo 1. Nesse estudo, foi apresentado o perfil proteico e lipidico da
hemolinfa de L. intermedia. Além disso, foram identificados quatro tipos de
hemacitos: os pro-hemdacitos, os adipohemdécitos, os granuldcitios e os
plasmatdcitos (BEDNASKI et al.,, 2015). O capitulo 2 contempla estudos
relacionados com a atividade biolégica da hemolinfa de L. intermedia e sua

relacdo com o veneno da aranha-marrom.
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2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aranhas-marrons

As aranhas do género Loxosceles sdo conhecidas como aranhas-
marrons, pois possuem uma coloracdo que varia de marrom claro a marrom
escuro. Também sdo denominadas de aranhas-violino, por possuirem um
desenho que lembra tal instrumento musical no cefalotérax (Figura 1A)
(CHAIM et al., 2011b; GREMSKI et al., 2014). Possuem dimosfismo sexual,
a fémea apresenta corpo maior e pernas menores em relacdo ao macho
(Figura 1B) (FUTRELL, 1992; CHAIM et al., 2011b). Outra caracteristica do
género Loxosceles é possuir trés pares de olhos dispostos em semicirculo
no cefalotorax (Figura 1A) (FUTRELL, 1992; APPEL et al., 2008; GREMSKI
et al., 2014).

As aranhas-marrons estdo incluidas no Filo Arthropoda, Subfilo
Chelicerata, Classe Arachnida, Familia Sicariidae e Género Loxosceles sp
(CHAIM et al., 2011b; PLATINICK, 2014). No mundo foram registradas 130
espécies de Loxosceles, distribuidas nos seguintes paises: Estados Unidos
da América, México, Peru, Bolivia, Argentina, Equador, Africa, Tunisia,
Guatemala, Etidpia, Colombia, Venezuela e Chile (PLATINICK, 2014). No
Brasil foram identificadas 15 espécies de aranhas do género Loxosceles
(PLATINICK, 2014). Ha registro de quatro espécies de aranhas-marrons no
estado do Parana: Loxosceles laeta, L. gaucho, L. hirsuta e L. intermedia,
sendo a Ultima mais abundante em Curitiba e regido metropolitana
(MARQUES-DA-SILVA et al., 2005; CHRISTOFF et al., 2008; FISCHER et
al., 2014).

As aranhas-marrons possuem habitos noturnos e sdo sedentarias,
alimentando-se principalmente de pequenos insetos. Seus habitats naturais
sao principalmente locais escuros e que promovam algum tipo de protecao
ao animal. No ambiente intradomiciliar, essas aranhas podem ser
encontradas atras de quadros, sob a mobilia, em gavetas e entre as roupas
(FUTRELL, 1992; FISCHER; VASCONCELLOS-NETO, 2005; FISCHER et
al. 2014; CANALS et al., 2015).
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B Loxosceles intermedia

L

Figura 1. Aranha-marrom, Loxosceles intermedia. A) Imagem aproximada da regido do
cefalotérax da L. intermedia, a seta indica o desenho que lembra violono e as cabecas de
seta a posicao dos pares de olhos em semi-circulo; B) Imagem que representa o dimorfismo
sexual que ha entre as aranhas. Adaptado de CHAIM et al., 2011b.

2.1.1 Veneno de L. intermedia

Ha mais de 20 anos, nosso grupo de pesquisa estuda o veneno e as
toxinas da aranha-marrom da espécie Loxosceles intermedia. Essa aranha
peconhenta € muito abundante na cidade de Curitiba e regido metropolitana,
de acordo com o SINAN (Sistema de Informacéo de Agravos de Notificacao)
em 2015 foram registrados 1.280 casos de envenenamento por aranhas do
género Loxosceles na regido. Isso torna os acidentes loxoscélicos um
problema de saude publica.

O veneno é uma mistura cristalina de toxinas predominantemente de
baixa massa molecular (de 5 a 36 kDa) (Figura 2) (GREMSKI et al., 2010;
CHAIM et al., 2011b; GREMSKI et al., 2014). Entre as toxinas ja
caracterizadas no veneno estdo as fosfolipases D (APPEL et al., 2008;
CHAIM et al., 2011a; CHAIM et al., 2011b; CHAVES-MOREIRA et al., 2011),
metaloproteases (TREVISAN-SILVA et al., 2013), hialuronidades (FERRER
et al.,, 2013), peptideos inseticidas (MATSUBARA et al., 2017) e TCPT
(SADE et al., 2012).
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Figura 2. Veneno de Loxosceles intermedia e seu perfil proteico. A) Coleta de veneno
por estimulacéo da glandula por eletrochoque de 12 V, a seta indica o extravasamento do
veneno cristalino (adaptado de CHAIM et al., 2011b); B) Perfil proteico das toxinas do
veneno em gel gradiente 8-18% de poliacrilamida (SDS-PAGE), na coluna 1 o perfil ndo
reduzido e na coluna 2 o perfil reduzido, com proteinas predominantemente de baixa massa
molecular (adaptado de GREMSKI et al., 2010).

A fosfolipase-D do veneno de L. intermedia € uma enzima que hidrolisa
preferencialmente esfingomielina, gerando ceramida-1-fosfato e colina
(CHAIM et al.,, 2011a). A fosfolipase-D também é capaz de hidrolisar
lisofosfatidilcolina e nesse caso gera o acido lisofosfatidico (LPA), ambos os
produtos gerados (ceramida-1-fosfato e LPA) sdo agentes proé-inflamatérios
(CHAVES-MOREIRA et al., 2016). Isoladamente essa classe de toxinas é
capaz de reproduzir varios sinais clinicos observados ap6s a picada da
aranha-marrom (GREMSKI et al., 2014). A fosfolipase-D foi clonada para a
expressao heteréloga, o que possibilitou estudos moleculares e bioquimicos
da enzima (VUITIKA et al., 2016; CHAVES-MOREIRA et al., 2016). Estudos
biolégicos mostraram que a toxina recombinante provoca dermonecrose,
hemolise, agregacao plaquetaria, lesdo renal, aumento da permeabilidade
vascular e resposta inflamatéria intensa, assim como ocorre no
envenenamento loxoscélico (CHAVES-MOREIRA et al., 2011; CHAIM et al.,
2011a; GREMSKI et al., 2014).

O envenenamento de seres humanos a partir de acidentes com
aranhas do género Loxosceles apresenta um conjunto de sinais e sintomas

denominado Loxoscelismo, o qual inclui lesbes cutaneas/dermonecroticas
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e/ou sintomas sistémicos (APPEL et al., 2008; CHAIM et al., 2011b). Apés a
picada, em um periodo de 12 a 48 horas, ha o surgimento de uma éarea de
tecido isquémico, circundada por um halo vermelho e zonas palidas,
denominados placa marmorea (Figuras 3A e 3B) (FUTRELL, 1992,
CABRERIZO et al., 2009). As lesdes cutananeas apresentam espalhamento
gravitacional decorrente da acao da fosfolipase-D, das metaloproteases e da
hialuronidase (FERRER et al., 2013). A lesdo cutanea desenvolvida no
acidentado pode permanecer por longos periodos de tempo, com ulceracdes
cutaneas persistentes. Em alguns casos a cicatriz causada pela
dermonecrose € grande e causa desconforto as vitimas, em casos mais
graves ha necessidade de realizar enxerto de tecido (Figura 3C e 3D)
(FUTRELL, 1992; CABRERIZO et al.,, 2009; HADANNY et al., 2016). O
tratamento é basicamente com corticéides e antibidticos, mais recentemente
sugere-se também o tratamento com 100% de oxigénio, sob pressao
atmosférica aumentada (Hyperbaric Oxygen Therapy - HBOT) (BARBARO et
al., 2005; HADANNY et al., 2016). O soro antiloxoscélico, produzido pelo
CPPI (Centro de Producado e Pesquisa de Imunobioldgicos), também pode
ser administrado com até 48 horas apos o envenenamento (PAULI, 2008).
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Figura 3. Lesdo cutanea decorrente do envenenamento loxoscélico. A) Placa
marmérea formada apos 36 h da picada; B) Aproximacédo do ferimento onde notam-se
regibes com tecido isquémico e espalhamento gravitacional, C) Periodo de cicatrizacédo
apo6s 8 dias do envenenamento; D) Cicatriz permanente. Adaptado de CABRERIZO et al.,
2009.

Alguns casos de loxoscelismo desenvolvem sintomas sistémicos, que
sdo hemdlise e disturbios renais, os quais podem progredir e levar a vitima a
Obito (CHAIM et al., 2006; APPEL, 2008). A insuficiéncia renal aguda (IRA) é
decorrente da necrose tubular renal. Sugere-se que a hemoglobina livre,
proveniente das hemécias que sofreram hemolise, precipita-se ao longo dos
néfrons e retarda o fluxo tubular renal. A reducdo na filtracdo glomerular,
ocasionalmente, provoca a faléncia do 6rgdo e pode levar o acidentado a
morte (FUTRELL, 1992; BARBARO; CARDOSO, 2003; CHAIM et al., 2006).

2.2 Hemolinfa

A hemolinfa é o liquido que banha a hemocele dos invertebrados,
essencialmente reserva agua e nutrientes que sdo disponibilizados em

periodos de escassez e possibilita excretas celulares. Além disso, a
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hemolinfa carrega e armazena proteinas importantes para o0 sistema
imunologico inato dos artrépodes. E frequentemente incolor ou levemente
pigmentada (amarelo, verde e azul) devido ao complexo de ion-proteina
presente nas moléculas carregadoras de oxigénio (GUPTA, 2009; GULLAN;
CRANSTON, 2008; KLUBMANN-FRICKE et al., 2014). A hemolinfa também
transporta altas concentracbes de aminoacidos e fosfatos organicos,
concentracbes variadas de acucares, vitaminas, acidos organicos (acidos
graxos), diacilglicerol, triacilglicerol, horménios, ions inorganicos e outros
compostos importantes para suprir as necessidades fisiologicas dos animais
(GULLAN; CRANSTON, 2008; ZACHARIAH; MITCHELL, 2009;
PERKHULYN et al., 2014).

As células circulantes na hemolinfa sdo denominadas hemdcitos, sdo
elas que realizam fagocitose, melanizagao (deposicdo de melanina sobre a
injuria ou sobre o microrganismo nos processos de defesa), opsonizacao
(processo que adiciona proteinas do sistema imune sobre o microrganismo
invasor, para inativacdo e identificacdo para fagocitose) e produzem os
peptideos antimicrobianos (AMPs) (RODRIGUES et al., 2010; KUHN-
NENTWIG et al., 2014). Os artropodes ndo sdo capazes de desenvolver
uma resposta imune adaptativa, como a observada em vertebrados,
portanto, os peptideos produzidos pelos hemacitos sédo eficazes contra uma
extensa gama de patdégenos, sejam eles fungos, bactérias ou virus (SILVA
JR, 2000; LORENZI et al., 2003; FUKUZAWA et al., 2008; MAFRA et al.,
2012). Foi mostrado que hemécitos de Anopheles gambiae (mosquito)
podem apresentar memadria imunoldgica e aumentar a eficiéncia no combate
de patégenos, mas nao modulam resposta imunolégica adaptativa
(RODRIGUES et al., 2010).

A circulacdo da hemolinfa nos invertebrados ocorre em sistema aberto,
isso significa que a hemolinfa bombeada pelo coragéo circula por vasos até
bem proximo aos orgdos, mas extravasa em lacunas corporais para suprir os
tecidos e retorna lentamente aos vasos carregando as excretas celulares
(FERREIRA, 2006; GULLAN; CRANSTON, 2008). Uma proteina que auxilia
nas trocas gasosas € a hemocianina, essa proteina é ligada a um ion de

cobre e assim pode aumentar substancialmente a concentragcdo de oxigénio
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circulante (COATES; NAIRN, 2014). A hemocianina é uma proteina bem
conservada entre os invertebrados e representa cerca de 80% das proteinas
plasmaticas (COATES; NAIRN, 2014). Nas aranhas o principal vaso
transportador de hemolinfa € o dorsal que sai do abdémen em direcdo ao
cefalotérax (Figura 4, seta) (FERREIRA, 2006; GULLAN; CRANSTON,
2008). Sendo assim, esse é o local preferencial para coleta de hemolinfa
(RICILUCA et al., 2012; BEDNASKI et al., 2015).

A glandula produtora de veneno € isolada do contato com a hemolinfa,
contudo ha hipétese de haver inibidores das toxinas do veneno na
hemolinfa, pois é sabido que circula no sangue das serpentes venenosas
proteinas antiveneno que impedem o0 seu autoenvenenamento durante
periodos de acasalamento (BIARDI et al., 2011; MARCUSSI et al., 2007).

Importante ressaltar que o hepatopancréas das aranhas € muito ativo e
mobiliza lipideos e glicose para hemolinfa em determinados periodos de
escassez nutricional, além disso, ja foi mostrado que AMPs como defensinas
também s&o produzidos nesse 6rgdo (GARCIA et al., 2002; PORCHER,
2005; BAUMANN et al., 2010).
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Figura 4. Desenho esquematico da anatomia interna das aranhas. Nota-se 0 vaso
dorsal principal, com 6rgédo pulsante (coragdo), que sai da regido abdominal em direcao ao
cefalotorax. A seta indica o local de coleta de hemolinfa. Adaptado de
www.portalsaofrancisco.com.br (acesso: 10/01/2017).
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2.2.1 Hemocitos

Todas as células presentes na hemolinfa dos invertebrados estédo
relacionadas com defesa inata dos animais. Os hemocitos sdo células
nucleadas que participam ativamente das func¢des imunologicas dos
invertebrados, atuam em eventos de fagocitose e opsonizagao, produzem as
proteinas das cascatas de coagulagéo, os peptideos antimicrobianos (AMPS)
e citocinas (GUPTA, 2009; CHEN et al., 2016; TOMIOTTO-PELLISSIER et
al., 2016).

A populacado de hemdcitos pode variar muito de espécie para espécie
(GUPTA, 2009). Sao encontrados diferentes tipos de hemdcitos, com
diferentes denominacdes, com as mais diversas funcfes e estagios de
diferenciacdo (GUPTA, 2009; SOARES, 2011; KUHN-NENTWIG et al.,
2014). A populacdo de hemdcitos também pode variar frente a agentes
estressores, Stalmach e colaboradores (2015) observaram uma diminuigao
na populacdo de hemdcitos do tipo granulécito e plasmatécito quando
aranhas Xerolycosa nemoralis eram expostas a escassez alimentar.
Hemdcitos de mariposa Galleria melonella quando expostos a agentes
toxicos, como pesticidas, também tem sua populacdo diminuida (KURTI;
KAYIl k, ). Zéanbén foi relatado alteragdoes das caracteristicas
morfolégicas de granulocitos e plasmatécitos quando hemdcitos de
Anopheles gambiae (mosquito) foram incubados com o parasita Plasmodium
(RODRIGUES et al., 2010).

A caracterizagdo dos hemocitos € baseada em descricdes
morfolégicas, ultraestrutura e funcdo (SOARES, 2013). Na hemolinfa de L.
intermedia foram identificados quatro tipos de células: os pr6-hemdécitos, os
plasmatocitos, os granulécitos e os adipohemocitos (BEDNASKI et al.,
2015). Mas, na hemolinfa da aranha Lasiodora sp. (caranguejeira) foram
descritas seis populagbes de hemdécitos: pré-hemacitos, granulécitos do tipo
| e Il, esferulécitos, oenocitdide e plasmatocitos (SOARES, 2013). Soares
(2011) observou que os granuldcitos do tipo | e Il de caranguejeira eram 0s
principais responsaveis pela fagocitose de latex in vitro e que havia

degranulacdo nas primeiras horas de desafio in vitro. E na hemolinfa da
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aranha Cupiennius salei foram descritos quatro tipos de hemdcitos: pro-
hemacitos, plasmatdcitos, granulécitos e cianocitos. Os pro-hemocitos e
cianocitos sdo considerados células-tronco, pois podem se diferenciar em
outros tipos celulares (KUHN-NENTWIG et al., 2014).

Para melhor estudar os hemdcitos os pesquisadores tém utilizado
diferentes técnicas de biologia celular e molecular. Ha estudos de
caracterizacao bioguimica e celular e também estudos funcionais, nos quais
€ investigada a participagdo dos hemdcitos nas respostes imunes, 0s
peptideos antimicrobianos e as vias de sinalizacdo das cascatas de
coagulacéo e de defesa inata.

A citometria de fluxo tem sido uma grande aliada na caracterizacdo de
hemacitos, Anderl e colaboradores (2016) utilizaram a citometria de fluxo
para separar células de Drosophila melanogaster responsivas a infeccéo de
ovos de vespa. Utilizando métodos de biologia molecular acoplaram GFP ao
gene que era ativado a cada infeccdo, toda vez que o gene era acessado a
GFP era produzida, sendo assim nucleos com maior fluorescéncia puderam
ser separados e as células responsivas foram analisadas. E Bryant e Michel
(2016) investigaram se a alimentacdo de sangue pelo mosquito Anopheles
gambiae (transmissor da malaria) constitui etapas na diferenciacdo celular
ou ativacdo celular transitéria dos hemdcitos utilizando a citometria de fluxo,
pois os hemdécitos da hemolinfa de A. gambiae sédo importantes no ciclo de
vida do parasita da malaria e da sua transmissdo ao humano.

Marringa e colaboradores (2014) utilizam a citometria de fluxo para
determinar as diferencas entre os hemdcitos da hemolinfa de membros de
uma mesma colméia de abelhas, identificando assim individuos com
diferengas metabolicas, quando submetidos a fatores de estresse. Indicando
assim que essa técnica também pode ser utilizada para determinacdo de
caracteristicas individuais dos hemacitos e separacdo dos mesmos.

N&o ha na literatura cientifica um consenso sobre a melhor forma de se
realizar o cultivo priméario de hemdcitos, os pesquisadores utilizam diversos
meios de cultura, como RPMI, Grace, Sf-900 Il ou II SFM. O uso de
antibiotico e antimicético também sao variaveis, mas utliza-se sempre 10%

de soro fetal bovino e a temperatura de 28°C para manutencdo das células



32

em cultura (GUPTA, 2009; TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2016; SOARES,
2011). Além disso, estabelecer a quantidade de células ideal para o
plagueamento € importante para evitar apoptose. Uma dificuldade
encontrada pelos pesquisadores em manter o cultivo primario de hemaocitos
€ a recorrente contaminacgéo da cultura (GUPTA, 2009).

Manter os hemdcitos em cultivo primario € uma grande vantagem para
estudos in vitro. A maioria dos ensaios que determinam as fungbes dos
hemacitos precisam do cultivo prévio dessas células para entdo estudar os
eventos de ativacao dos hemdacitos, fagécitos, a degranulacdo, entre outros
(SOARES, 2011, TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2016; KUHN-NENTWIG et
al., 2014).

2.2.2 Sistema imunoldgico

Os componentes do sistema imunoldgico dos invertebrados incluem
fenoloxidase, fatores de coagulacdo, fatores de complemento, lectinas,
inibidores de proteases, peptideos antimicrobianos (AMPSs), receptores do
tipo Toll (mediadores na producédo dos AMPS) e outros fatores humorais da
hemolinfa e seus hemdcitos (Figura 5) (IWANAGA; LEE, 2005).
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Figura 5. Esquema dos componentes do sistema imundégico dos invertebrados. Os
invasores apresentam na membrana lipopolissacarideos (LPS), lipoproteinas, peptideo
glicanos ( P®Nlcose € dcidos Bppprofeicos que estimulam os receptores de
reconhecimento. Apos a ativacéo dos receptores de reconhecimento séo ativadas cascatas
de coagulacdo, cascatas de proteases e sistema complemento de lectinas que
consequentemente induzem a liberacdo de AMPSs, melanizacdo e processos de fagocitose.
Adaptado de IWANAGA; LEE, 2005.

Grande parte das moléculas bioativas presentes na hemolinfa participa
da resposta imunolégica. Ha indicios de que os pré-hemocitos sao
produzidos na parede do coragdo das aranhas e sao liberados para
circulacdo na hemolinfa. Os pr6-hemécitos por sua vez dédo origem aos
plasmatocitos, granuldcitos e ciandécitos, cada um deles desempenha papéis
diferentes na resposta imune. Frente a uma infeccao ou injuria do tegumento
os granuldcitos e os plasmatocitos sdo o0s responsaveis por produzir e liberar
0s peptideos antimicrobianos e fatores de coagulacdo, respectivamente.
Além disso, sdo liberados na hemolinfa fragmentos da hemocianina para
ajudar a combater infeccdo e proteinas protomotoras de nodulacdo
(formacdo de complexo de proteinas e do microrganismo invasor que ainda
nao foi fagocitado), melaninacédo (deposicdo de melanina sobre a injaria ou
sobre o microrganismo nos processos de defesa) e encapsulagéao (processo
em que células de defesa fagocitaram o complexo proteina e agente invasor
mas ainda néo o digeriram) (Figura 6) (KUHN-NENTWIG; NENTWIG, 2013).
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Figura 6. Esquema do sistema imunoldégico das aranhas. Origem e funcdo dos
hemdcitos. Hemdcitos produtores de proteinas e suas respectivas fun¢des no sistema
imune. Adaptado de KUHN-NENTWIG; NENTWIG, 2013.

A hemocianina é uma proteina glicosilada que foi primeiramente
descrita como carreadora de oxigénio, ela possui associagcdo com ion cobre
gue a auxilia nesse transporte (HELLMANN; DECKER, 2003; COATES;
NAIRN, 2014). Mas alguns pesquisadores tém atribuido outras funcbes a
hemocianina, como antiviral, antifingico e enzimética (fenoloxidase)
(CERENIUS et al., 2010; RICILUCA et al., 2012; DANG et al., 2011).

Muitos processos envolvidos na coagulacdo e eventos celulares ainda
ndo foram bem caracterizados. Sabe-se que algumas moléculas de
bactérias, como lipopolissacarideos e peptideoglicanos, ativam a cascata de
serinoprotease, que culmina na melanizagdo. A pro-fenoloxidase quando
clivada pela serinoprotease se torna ativa. A feloxidase ativada cataliza a
oxidacdo de compostos fenodlicos, gerando espécies reativas de oxigénio e a
gradual polimerizacdo de quinona, resultando na formacdo de melanina
(Figura 7) (SOARES, 2011; KUHN-NENTWIG; NENTWIG, 2013; COATES;

NAIRN, 2014). A melanina € entdo depositada no local de injaria ou sobre o
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microrganismo invasor, processo denominado de melanizagdo (CERENIUS
et al., 2010; SOARES, 2011). Animais do Subfilo Chelicerata, no qual estéo
incluidos escorpides e aranhas, ndo produzem uma fenoloxidade verdadeira,
por isso a hemocianina desses animais atua na cascata imunolégica como
fenoloxidade (CERENIUS et al., 2010; KUHN-NENTWIG; NENTWIG, 2013).

Peptidoglicano

(=1, 3-glucano l ' Lipopolissacarideo

Moléculas de Reconhecimento

: 2

Serina-proteases

(ex.:Peroxinectina) proteases

Mediadores da
Defesa Imune | <{mmm <4mmm Inibidores de
PRO-FENOLOXIDASE - FENOLOXIDASE

Fenois (o]

Quinonas

|

Melanina

Figura 7. Esquema da cascata imunoldgica de insetos. Etapa de ativacdo da
fenoloxidase a partir da ativacdo de uma serino-protease. Adaptado de SILVA JR, 2000.

As enzimas que degradam a fenoloxidase e cessam suas atividades
sao tripsinas e quimiotripsinas, sendo assim os inibidores de todas essas
enzimas podem ser encontrados na hemolinfa, pois atuam como reguladores
das cascatas (CERENIUS et al., 2010; KUHN-NENTWIG; NENTWIG, 2013).
Além disso, fragmentos da hemocianina podem atuar como peptideos
antimicrobianos, a rondonina, taquiplesina e taquistatinas sao peptideos ja
caracterizados de hemocianina que apresentam atividade antifungica e
antibacteriana, respectivamente (RICILUCA et al., 2012; KUHN-NENTWIG;
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NENTWIG, 2013). Dang e colaboradores (2011) mostraram que a
hemocianina pode ainda apresentar atividade antiviral contra virus do herpes
(tipo 1).

Para o estudo do sistema imunolégico dos invertebrados os
pesquisadores utilizam as mais diversas técnicas de bioquimica, biologia
celular e molecular. Entre as principais estdo a espectrometria de massas,
eletroforese de proteinas (SDS-PAGE) e técnicas de expressao heterdloga
de proteinas recombinantes (HELLMANN; DECKER, 2003; BAUMANN et al.,
2010b; RICILUCA et al., 2012; PARK et al., 2015; BEDNASKI et al., 2015).

2.2.2.1 Moléculas bioativas

As principais proteinas isoladas da hemolinfa com atividade biologica
sdo a hemocianina, os inibidores de proteases e o0s peptideos
antimicrobianos (KUHN-NENTWIG; NENTWIG, 2013).

A hemocianina representa cerca de 80% das proteinas totais da
hemolinfa de varios invertebrados. E uma proteina de aproximadamente 70
kDa ligada a um ion de cobre, isso torna a hemocianina um importante
transportador de oxigénio. Em alguns invertebrados a hemocinina pode
formar complexos hexaméricos ou octaméricos, tornando-se assim uma
proteina molecularmente grande (COATES; NAIRN, 2014). Vérios autores ja
mostraram que a hemocianina desempenha outras fun¢gées na hemolinfa
dos invertebrados, podem atuar como fenoloxidase, AMPs e estimulador do
sistema imunolégico (CAMPO et al., 2011; RICILUCA et al., 2012;
SHESHADRI; ABRAHAM, 2012).

Os inibidores de proteases sao amplamente descritos na hemolinfa dos
artrépodes porque atuam como reguladores das cascatas imunoldgicas, ja
foram descritos inibidores de serinoproteases e metaloproteases
(CERENIUS et al., 2010). Pela primeira vez na literatura foi identificada uma
proteina da hemolinfa da aranha Lasiodora sp. (caranguejeira) com
capacidade de inibir uma elastase e também apresentou atividade

antimicrobiana contra Enterococcus faecalis (SOARES et al., 2011).
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Os inibidores de proteases podem ser classificados de acordo com sua
origem, seu mecanismo de acdo, sua estrutura tridimensional e residuos
conservados (SOARES, 2011). Os inibidores de serinoproteases sao 0S
mais bem descritos e caracterizados, eles sdo incluidos na familia das
serpinas, Kazal ou Kunitz (SOARES, 2011). Os inibidores do tipo serpina
sdo importantes na regulacdo da cascata de melanizacdo atuando muito
provavelmente sobre a fenoloxidase (CERENIUS et al., 2010).

Na hemolinfa de Musca domestica (mosca) foi identificado um inibidor
de fenoloxidase com n6 de cistina, esse motivo estrutural € comumente
encontrado em peptideos de veneno de aranha e serpentes (DAQUINAG et
al., 1999). Esses achados evolutivos s&o importantes, pois permitem

entender melhor as relagcdes entre as proteinas do veneno e da hemolinfa.

2.2.2.1.1 Peptideos antimicrobianos

As bactérias super-resistentes que nao respondem aos farmacos atuais
e 0 desenvolvimento de novos antibiticos sdo uma preocupacao crescente
da comunidade cientifica e médica (OLIVEIRA; DAMASCENO, 2010;
EVANGELISTA; OLIVEIRA, 2015; RAHMAN et al., 2017). O surgimento
dessas bactérias resistentes esta relacionado ao uso indiscriminado de
antibioticos na medicina humana e veterinaria (STANGE et al., 2016), assim
como ambientes hospitalares, que favorecem o surgimento de bactérias
resistentes por utilizarem antibiéticos de maneira profilatica por longos
periodos (OLIVEIRA; DAMASCENO, 2010). A disseminacdo dessas
bactérias é feita facilmente pela agua e pode atingir as populacbes mais
longinquas dos seus pontos de infeccdo inicial (STANGE et. al., 2016).
Como o Brasil tem um sistema de tratamento de agua e esgoto precario
(quando nao inexistente), as bactérias resistentes podem nos proximos anos
tornar-se um problema de saude publica maior ainda.

Nesse cenario, 0os estudos que buscam novos meios de combate ou
que favorecam o conhecimento sobre moléculas que possam atuar sobre

essas bactérias resistentes sdo de grande importancia.
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Os animais pertencentes ao filo Arthropoda podem ser grandes aliados
da busca por novos farmacos, pois esses animais produzem peptideos
antimicrobianos (AMPs) de amplo espectro como forma de defesa imune.
Como nao desenvolvem defesa imune adaptativa, os AMPs liberados na
hemolinfa devem ser eficientes no combate aos possiveis microrganismos
invasores (DOSSEY, 2010; KUHN-NENTWIG et al., 2014). Os peptideos
antimicrobianos sdo produzidos para proteger o animal de infeccdes
provocadas por bactérias, fungos e virus. Possuem sequéncias e estruturas
variadas e geralmente sdo peptideos pequenos de até 10 kDa com carater
cationico e anfipatico (BAUMANN et al., 2010b). Nas aranhas sua producéo
€ constitutiva e os AMPs ficam armazenados nos granuldcitos (LORENZINI
et al., 2003; PEREIRA et al., 2007; RODRIGUES et al., 2010; BAUMANN et
al., 2010b). Os peptideos antimicrobianos de aranhas podem ser divididos
em quatro classes: defensinas, peptideos ricos em glicina, pequenos
peptideos ciclicos (abertos/fechados) e fragmentos de hemocianina (KUHN-
NENTWIG; NENTWIG, 2013).

O carater anfipatico dos AMPs permite que esses peptideos atuem na
membrana dos microrganismos invasores, eles se inserem na membrana
causando a lise celular ou atuam intracelularmente impedindo a sintese de
proteinas importantes ao microrganismo (Figura 8) (DAFFRE et al., 2001).

Ja4 foram descritos varios peptideos antimicrobianos oriundos da
hemolinfa e dos hemdcitos de aranhas. Podem ser citados a acantoscorrina,
a gomesina, as defensinas, os peptideos ricos em glicina e a rodamina,
todos eles com acbes comprovadas contra bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas e fungos (SILVA JR, 2000; LORENZINI et al., 2003; FUKUZAWA
et al., 2008; BAUMANN et al., 2010a; BAUMANN et al., 2010b). A migalina é
uma poliaminada isolada da hemolinfa da aranha Acanthoscurria gomesiana
que apresenta atividade contra Escherichia coli e também participa da
resposta imune do animal (PEREIRA et al., 2007).
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Figura 8. Esquema do modo de acdo dos AMPs. Sugere-se que 0os AMPs se ligam a
membrana do invasor e causam a lise celular ou induzem a morte celular por impedir a

sintese proteica (DAFFRE et al., 2001).

Esses achados reforcam a importéncia de se pesquisar a hemolinfa,

pois varias proteinas identificadas tem grande potencial biotecnoldgico,

podendo ser utilizadas na medicina, na agricultura e no controle ambiental

de vetores.

2.2.3 Lipidios

O conteudo lipidico da hemolinfa dos artrépodes é pouco investigado,

mas conhecer essa classe de moléculas é tdo importante quanto conhecer

seu perfil proteico, pois se sabe que muitos lipidios sdo mensageiros

intracelulares e atuam ativamente nas cascatas de sinalizacdo (FRUTTERO

et al.,, 2017). Os lipidios também sao utilizados como reserva energética e

sdo fundamentais na formacdo dos hormdnios e membranas bioldgicas
(SCHMITT et al., 2015; LAINO et al., 2015; XIE et al., 2016; FRUTTERO et

al., 2017).

A concentracéo e os diferentes tipos de lipidios na hemolinfa sdo muito

variaveis, pois alteracbes metabodlicas podem recrutar mais ou menos
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lipidios. Na hemolinfa da aranha Brachypelma albopilosa ha uma variacéo
na composicao lipidica que ocorre entre as fases do ciclo de vida e nas
épocas de acasalamento. Os cientistas afirmam que essa variacdo influencia
0 comportamento de predacéo, podendo inibi-lo ou estimula-lo (TRABALON,
2011). Os outros fatores como, espécie, idade e dieta nutricional também
podem facilmente alterar a composicdo lipidica circulante na hemolinfa
(CAPPELARI et al., 2009; LAINO et al., 2015).

Os lipidios encontrados da hemolinfa de L. intermedia s&o os
fosfolipideos: fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, lisofafatidilcolina e
fosfatidil-inositol, sendo os dois primeiros os mais abundantes. Também
foram encontrados diacilglicerol, ergosterol e triacilglicerol. Os esterodis sao
encontrados na hemolinfa dos artropodes porque sdo metabdlitos que
representam reserva energética sendo disponibilizada (BEDNASKI et al.,
2015). Na hemolinfa de Drosophila melanogaster (mosca), assim como em
artrépodes, o diacilglicerol é comumente encontrado, além disso, o
fosfolipideo majoritariamente encontrado na hemolinfa da mosca foi a
fosfatidiletanolamina (PALM et al., 2012).

Os lipidios ndo circulam livremente pela hemolinfa devido seu carater
insolUvel, é necessario que os lipidios se associem a proteinas de transporte
denominadas de lipoproteinas (CAPPELARI et al., 2009). As principais
lipoproteinas ja descritas sdo a HDL (High-Density Lipoprotein - lipoproteina
de alta densidade) e a LDL (Low-Density Lipoprotein - lipoproteina de baixa
densidade) (CUNNINGHAM; POLLERO, 1996). Muitos pesquisadores tém
investigado sobre as lipoproteinas, pois entender o recrutamento de lipidios
na hemolinfa traz grandes revelacbes sobre o0 metabolismo e o
comportamento predatoério dos artrépodes, uma vez que ja foi descrito que
os lipidios influenciam diretamente no comportamento dos animais (BAEK et
al., 2016; KONUMA et al., 2016; PAREDES et al., 2016). Essas pesquisas
permitiram concluir que as lipoproteinas sdo bem conservadas entre o0s
invertebrados (KONUMA et al., 2016, FRUTTERO et al., 2017).

Nos insetos, o corpo gorduroso é o principal érgdo de armazenagem de
energia na forma de gordura, mas pouco se sabe sobre a armazenagem de

lipidios em aranhas, pois aranhas ndo possuem corpo gorduroso (LAINO et
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al., 2015). Sendo assim, 0 armazenamento de energia em aranhas pode
ocorrer em adipohemdécitos, células que possuem corpos lipidicos no
citoplasma, ou podem utilizar energia oriunda da degradacédo de proteinas
livres no plasma (CHAN et al., 2006; KONUMA et al., 2016; DEFFERRARI et
al., 2016).

Em nosso trabalho foi investigado o conteudo lipidico para melhor
entender as relacbes que poderiam existir entre a hemolinfa e as toxinas
encontradas no veneno de L. intermedia. Além disso, as informacdes
decorrentes da caracterizacdo do conteudo lipidico da hemolinfa podem
auxiliar em outras pesquisas, relacionadas com controle bioldgico de

aranhas, insumos biotecnoldgicos e fisiologia dos aracnideos.
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3- CAPITULO 1

Neste primeiro capitulo relatam-se os estudos das caracteristicas
proteicas, lipidicas e celulares da hemolinfa de L. intermedia. Os resultados
destes estudos compdem o artigo cientifico a seguir (BEDNASKI et al.,
2015), o qual descreve as caracteristicas bioquimicas das proteinas
encontradas na hemolinfa de aranha-marrom, a partir de ensaios de
eletroforese em géis de poliacrilamida (SDS-PAGE) uni e bidimensionais. Na
hemolinfa sdo encontradas proteinas de alta massa molecular (maiores que
200 kDa) e de baixa molecular (menores que 20 kDa) de carater neutro a
basico. As glicoproteinas encontradas sao glicosiladas com residuos de
galactose-b (1-4) N-acetilglucosamina e alta manose, ndo foram detectadas
proteinas glicosiladas com &cido sidlico ou galactose- b B)N-
acetilglucosamina.

Os lipidios encontrados na hemolinfa foram identificados a partir da
técnica de espectrometria de massas. A fostatidilcolina foi o fosfolipidio mais
abundante presente na hemolinfa de L. intermedia, seguida de
fostatidiletanolamina e lisofosfatidilcolina (BEDNASKI et al., 2015).

Na fracdo celular da hemolinfa foram descritos quatro tipos de
hemdécitos: pré-hemacitos, adipohemdcitos, plasmatdcitos e granulécitos. Os
pro-hemécitos sdo células pequenas com ndcleo evidente. Foram
identificados adipohemdécitos que possuem inclusdes lipidicas no citoplasma,
evidenciadas pela coloracdo de Nile Red (citoquimica para lipidios). Os
plasmatocitos sdo as células mais abundantes e sdo descritos como
participantes ativos da resposta imunoldgica, assim como os granuldcitos.
Os granulécitos possuem como principal caracteristica o0s granulos

citoplasmaticos.
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4- OBJETIVOS

Objetivo Geral

Descrever as caracteristicas bioquimicas, moleculares e morfologicas das

fracOes proteica, lipidica e celular da hemolinfa de Loxosceles intermedia.

Objetivos especificos

1 Determinar a melhor metodologia de coleta da hemolinfa de L.
intermedia;

1 Descrever as caracteristicas bioquimicas das proteinas presentes na
hemolinfa de L. intermedia;

1 Determinar os lipidios (lipiddmica) presentes na hemolinfa de L.
intermedia;

1 Caracterizar morfologicamente os hemacitos presentes na hemolinfa

de L. intermedia.
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1. Introduction

This is the first study on the hemolymph from a spider of the Loxosceles genus. These animals are
responsible for a great number of envenomation cases worldwide. Several studies on Loxosceles venoms
have been published, and the knowledge about the venom and its toxins is considerable, not only
regarding the biological and biochemical characterization, but also regarding structural, genetic and
phylogenetic approaches. However, the literature on Loxosceles hemolymph is nonexistent. The main
goal of the present study was to characterize biochemically the hemolymph content, and especially, to
identify its different hemocytes. Moreover, many papers have already shown molecules whose source is
the hemolymph and their very interesting activities and biomedical applications, for example, antifungal
and antibacterial activities. A 2D-SDS-PAGE of brown spider hemolymph showed approximately 111
spots for pH 3—10 and 150 spots for pH 4—7. A lectin-blotting assay showed that hemolymph carbo-
hydrate residues were similar to those found in venom. Several types of TAG and DAG phospholipids
were found in the hemolymph and characterized by HPTLC and mass spectrometry. Four different he-
mocytes were characterized in Loxosceles intermedia hemolymph: prohemocyte, plasmatocyte, gran-
ulocyte and adipohemocyte. This paper opens new possibilities on toxinology, studying an unknown
biological material, and it characterizes a source of molecules with putative biotechnological
applications.

© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

commitment), and in rare cases, the victims can die (Paludo et al.,
2006; Chaim et al., 2011). Considering the medical relevance of

Loxosceles venoms are well-studied topics in toxinology, with a
broad range of studies concerning their composition and toxic ef-
fects (Gremski et al., 2014). Spiders from the Loxosceles genus, also
known as brown spiders, are responsible for a great number of
envenomations, which generally trigger cutaneous effects and
development of a dermonecrotic lesion. Occasionally, victims can
present systemic symptoms (fever, nausea, hemolysis, and kidney

* Corresponding author. Centro Politécnico, Department of Cell Biology, Federal
University of Parand, UFPR, Jardim das Américas, CEP 81531-990, Curitiba, PR,
Brazil.

E-mail addresses: senffribeiro@ufprbr, senffribeiro@gmail.com (A. Senff-
Ribeiro).
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0041-0101/© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Loxosceles genus, its venom has been well characterized, and
several toxins have been identified and studied. Phospholipases-D,
metalloproteases, hyaluronidases, and insecticidal peptides, among
others, have already been described and characterized as compo-
nents of Loxosceles venoms, whose effects are due to the synergistic
effect of the several toxins. Transcriptome analysis has also been
performed, showing the percentages of each toxin in the total
mRNA of the venom gland (Gremski et al., 2010; Fernandes-Pedrosa
et al., 2008). Concerning proteomic approaches, there are 2 studies
on the venom of Loxosceles spiders (Machado et al., 2005; dos
Santos et al,, 2009). In contrast, the hemolymph from Loxosceles
has been neglected by the scientific community. Arachnid hemo-
lymph and immune system are generally not well investigated.
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Hemolymph is a transparent fluid that transports nutrients, hor-
mones, oxygen and cells (hemocytes) through the open circulatory
system of arthropods. Hemolymph nourishes spider tissues, regu-
lates homeostasis, triggers healing and regeneration and protects
them from external infections (Cunningham et al., 1994; Zachariah
and Mitchell, 2009; Jalal et al., 2010; Hernandez-Martinez et al.,
2013). However, the few studies performed had already pointed
to its rich composition and putative biotechnological applications
(Vilcinskas and Wedde, 2002; Kanost, 1999; Trabalon et al., 2010).
Hemolymph is in direct contact with the venom gland, which
suggests that its composition is worthy of investigation. Herein,
Loxosceles intermedia hemolymph was biochemically characterized,
and its hemocytes were identified.

2. Materials and methods
2.1. Hemolymph collection from Brown spider

Adult L. intermedia spiders were individually anesthetized with
chloroform for approximately one minute. Then, for the puncture
method, each spider was immobilized with an adhesive tape and
the hemolymph was collected by a puncture on the dorsal vase
using a needle and ultrafine syringe (BD Micro-Fine ™ + Demi
8 mm, Diameter 0.30 mm) (Fig. 1) and then solubilized in PBS
(137 mM NaCl; 2.7 mM KCI; 10 mM NaHPO4; 2 mM KH2PO4)
containing 5% Protease Inhibitor Cocktail for mammalian tissues —
PIC (Sigma, St. Louis, MI, USA). For the leg method, legs were cut off
at the patellar region and the hemolymph was collected using a
micropipette with a regular tip. The procedure following the
collection was the same as the one already described for the
puncture method. All the assays were conducted using a hemo-
lymph pool from male and female adult spiders (at least 5-10
animals).

2.2. Gel electrophoresis (SDS-PAGE)

The protein concentrations of hemolymph samples were
determined by the Coomassie Blue method, using bovine serum
albumin (BSA) for the standard curve (Bradford, 1976). L. intermedia
hemolymph was analyzed by denaturant electrophoresis with
continuous gradient 5—15% (w/fv) polyacrylamide gels under
reducing and non-reducing conditions following Laemmli (1970).
The gels were staining with Coomassie Brilliant Blue R-250 (30 ug
of hemolymph) (Bio-Rad, Botafogo, R], Brazil) or monochromatic
silver (3 pug of hemolymph) (Wray et al., 1981). In these analyses a
hemolymph pool from 30 spiders was used. The molecular mass
markers were acquired from Sigma (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO,
USA).

2.3. Two-dimensional gel electrophoresis (2DE)

Prior to isoelectric focusing (IEF), hemolymph samples (from 50
spiders) were solubilized in 2DE rehydration buffer (7 M urea, 2 M
thiourea, 2% CHAPS, 0.5% IPG buffer, pH 3—10, 0.002% bromophenol
blue and 100 mM DTT). The protein concentration was determined
using a 2-D Quant Kit®, and 100—150 pg of hemolymph was diluted
in 200 puL of 2DE rehydration buffer. To rehydrate the strips, he-
molymph samples were applied on 13 cm immobilized pH gradient
(IPG) gel strips at a linear range of pH 3—10 or pH 4-7 (GE
Healthcare, Piscataway, NJ, USA) and incubated for 16 h at room
temperature. The IEF was performed at 20 °C on an IPGphor unit
(IPGphor 3 Isoelectric Focusing System — GE Healthcare, Pittsburgh,
PA, USA) with a total voltage accumulation of 15,500 V for 5 h at
50 pA/strip. After focusing, the strips were incubated for 15 min in
reducing solution (6 M urea, 30% glycerol, 2% SDS and 65 mM DTT)

and followed by a 15 min incubation in alkylation solution (6 M
urea, 30% glycerol, 2% SDS and 135 mM iodoacetamide). The SDS-
PAGE step was performed using 10% polyacrylamide gels at the
constant current of 45 mA per gel at 15 °C. For the colloidal Coo-
massie Brilliant Blue staining, the gel was incubated in fixation
solution (1.3% TCA and 20% methanol for 1 h) and followed by an
overnight incubation in staining solution (5% acetic acid and 50%
ethanol for 1 h). The gel was subsequently incubated for 3 min in
neutralization solution (0.1 M Tris pH = 6,5), washed in 20%
methanol for less than a minute and stabilized in 5% ammonium
sulfate for 1 h. The gel was maintained in a 1% acetic acid solution
and scanned using an ImageScanner Il LabScan 6.0 (GE Health-
care). The detection of the gel spot and calculation of the isoelectric
point (pl) and molecular weight (MW) were obtained using Image
Master 2D Platinum software (GE Healthcare). The gels were
repeated three times.

2.4. Lectin-blotting

For the evaluation of protein glycosylation we used the DIG
Glycan Differentiation Kit (Roche Applied Science, Indianapolis, IN,
USA). First of all, hemolymph samples were submitted to SDS-PAGE
(5—15% gradient acrylamide), then the proteins were transferred
onto nitrocellulose membranes that were then blocked with fat free
casein buffer and incubated for 1 h at room temperature with
distinct digoxigenin-labeled lectins: Sambucus nigra agglutinin
(SNA), Peanut agglutinin (PNA), Datura stramonium agglutinin (DSA)
and Galanthus nivalis agglutinin (GNA). To recognize the lectins, the
nitrocellulose sheets were incubated with anti-digoxigenin anti-
bodies conjugated with alkaline phosphatase for 1 h at room
temperature, The reaction was developed by NBT and X-phosphate
from the kit. The reactions were performed following the manu-
facturer's recommendations.

2.5. Lipid analysis

2.5.1. High Performance Thin Layer Chromatography (HPTLC)

For lipid analysis, the hemolymph was collected and solubilized
in water, followed by organic extraction with MTBE (Methyl-Tert-
Butyl Ether) (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA) as described by
Matyash et al. (2008). Briefly, 250 pl of hemolymph samples (from
50 spiders) was added to 1.5 mL of methanol and 5 mL of MTBE. The
mixture was left to rest during an hour and vortexed every 10 min.
Lipid phase separation was achieved by adding 1.25 mL of water
and centrifuging the sample tubes at 1000 x g for 10 min. The
upper organic phase was dried with nitrogen flow in gentle heating
(37 °C). The neutral and charged lipids were submitted to a column
of silica gel 60 resin (Sigma Aldrich) packed into Pasteur pipettes,
washed with methanol and acetone and equilibrated with chloro-
form. The lipid sample was dissolved in 1 mL of chloroform and
loaded onto the column. Neutral lipids and free fatty acids were
eluted with 2—3 mL chloroform; this was followed by 2—3 mL
acetone to elute the glycolipids and ceramides, and 2—-3 mL
methanol to elute the phospholipids. All samples were dried under
a nitrogen stream and frozen until the moment of use. Dry samples
were suspended in chloroform/methanol (2:1 v/v). Lipid extracts
were analyzed by High Performance Thin Layer Chromatography
(HPTLC) on Silica Gel 60 Plates (Merck, Darmstadt, Germany). The
presence of different classes of lipids was analyzed as follows: i-for
phospholipids, the HPTLC were developed in chloroform/meth-
anol/methylamine 40% (60:35:10, v/v/v) and visualized using
Dittmer—Lester reagent (Tagliari et al., 2012); ii-for neutral lipids,
the HPTLC were developed by chloroform/ethyl ether/acetic acid
(80:20:1, v/v/v) as mobile phase and visualized as gray spots by
using 2 M H,S04 spray and heating the plates at 120 °C for 5 min
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(Nguyen et al., 2011); iii-for glycolipids, the HPTLC were developed
by 0.02% chloroform/methanol/CaCl; (60:40:9; v/v/v) as the mobile
phase and visualized by staining with orcinol/H2S04 and heating
the plates at 120 °C for 5 min (Toledo et al., 1995). The lipid stan-
dards were: phosphatidylinositol (PI), phosphatidylserine (PS),
phosphatidylcholine (PC), phosphatidylethanolamine (PE), tri-
acylglycerol (TAG), ergosterol (ERG), and cholesterol (COL).

2.5.2. Electrospray ionization mass spectrometry

Lipid extract samples were also submitted to mass spectrometry
analysis carried out using a Varian 310 Triple-Quadrupole mass
spectrometry with an ESI source (Varian Inc., Walnut Creek, CA).
Data acquisition was controlled with Varian MS Workstation
version 6.9. Sample analysis was carried out in positive and nega-
tive ESI modes using a variable needle voltage according to the
target lipid, as described by Guan et al. (2010). The mass scanning
range for non-targeted was m/z 200—1200, the capillary tempera-
ture was 200 °C, the drying gas pressure was 20 psi, and the
nebulizing gas pressure was 40 psi, MS2 experiments were carried
out using 2 mTorr Argon. The capillary and collision energy for MS2
ion fragmentation was optimized to minimize variations in relative
ion abundance due to differences in the rates of dissociation. As the
mobile phase, methanol:water (8:2, v/v) with 5 mM of ammonium
formate was used at a flow rate of 10—30 pl/min infused by a direct
infusion pump (Harvard Apparatus). For the detection of phos-
pholipids, precursor ion scan (PREIS) was used in negative mode for
the detection of parental ions containing phosphoinositol deriva-
tive (241 m/z; capillary at —145 V and collision energy at 38 V), and
PREIS was used in positive mode for phosphocholine (184 m/z;
capillary at 105 V and collision energy at 31 V). Neutral loss scan
(NLS) was used for the detection of parental ions containing serine
(87 m/z; capillary at 70 V and collision energy at 15 V) in negative
mode and phosphoserine (185 m/z; capillary at 60 V and collision
energy at 15 V) in positive mode. NLS of phosphoethanolamine
derivative (141 m|z; capillary at 40 V and CE at 14 V), in positive
mode, was carried out in the scan range between 500 and 900 m/z.
The lipid identities, PI, PC, PS and PE, were confirmed by collision-
induced dissociation (CID) (Guan et al., 2010; Busik et al., 2009;
Castro et al., 2013). ESI mass spectra analyses of TAG and DAG
molecular species were performed by specific fatty acid NLS (e.g.,
fatty acid 18:0, NL 284; fatty acid 18:1, NL 282), capillary at 70V and
collision energy at 22 V in positive mode, and the identity of DAGs
and TAGs fatty acids were confirmed by CID. Typically, 20 scans
were accumulated for the non-targeted scan range and 30 scans
were accumulated for the analysis of CID, PREIS or NLS.

2.6. Microscopy analysis

2.6.1. Light microscopy and May-Grunwald Giemsa staining
Hemolymph was obtained by the dorsal vase puncture method
of collection using citrate/EDTA buffer (0.45 M NaCl; 0.1 M glucose;
30 mM trisodium citrate; 26 mM citric acid and 10 mM EDTA) at pH
4.6 (Soderhall and Smith, 1983). This buffer prevented the coagu-
lation of hemolymph (which could be noticed by the presence of
granulocyte clusters on the slides), resulting in a better yield of
cells/mL. The slides were also cleaned and sterilized (200 °C, 2 h) to
prevent the coagulation of hemolymph by LPS (lipopolysaccharide).
Cells were counted using a Neubauer chamber and a cell solution of
2 x 10% cells/ml was prepared. The cells were placed onto slides by
centrifugation at 1200 x g for 5 min using a Cytospin (Shandon
Cytospin 3 - Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). After the
Cytospin process, cells were fixed with methanol 100% (Vetec,
Duque de Caxias, R], Brazil) for 5 min at room temperature. Then,
the cells were incubated with May-Griinwald concentrate dye
(Newprov, Pinhais, PR, Brazil) for 3 min. Subsequently, 300 ul of

water was added, and the slides were maintained in this solution
for 1 min; then, the solution was discarded. The next step was
staining the cells with Giemsa (Newprov) in the proportion 1:9 (v/
v) diluted with water for 15 min. Lastly, the slides were washed in
running water (Carneiro and Daemon, 1996). The slides were
analyzed with an optical microscope BX40 attached to a camera for
the registration of images (Olympus DP071).

2.6.2. Nile Red cytochemistry

The protocol used for this cytochemistry was adapted from
Greenspan et al. (1985). Briefly, the glass slides were treated with
poly-i-lysine (Sigma, St. Louis, MI, USA) for cell attachment. After
the Cytospin centrifugation (see Light Microscopy section), the cells
were fixed in paraformaldehyde 1% for 1 h and washed in PBS. For
unspecific autofluorescence due to fixation, the samples were
blocked with glycine 0.1 M for 1 h, and then the cells were stained
with Nile Red (Sigma, St. Louis, MI, USA) (diluted in acetone/PBS 1:1
v/v) for 20 min and washed again. The slides were mounted with
7 ul DAPI Fluoromount-G™ (Electron Microscopy Sciences, Hat-
field, PA, USA). The images were obtained using Confocal Micro-
scope Leica TCS SP8 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). DAPI
and Nile Red fluorescence was detected at 480/500 nm and 400/
515 nm excitation/emission, respectively.

3. Results
3.1. Brown spider hemolymph collection

Hemolymph collection from L. intermedia spiders was carried
out by two different methods for yield and protein profile com-
parison, as bath protocols are currently used and described in the
literature for hemolymph collection in different species of spiders.
The hemolymph was collected either by a puncture at the dorsal
vase using a needle and syringe or by cutting the legs at the patellar
region (Fig. 1A and B, respectively). The protein profile of hemo-
lymph obtained by the two different methods was the same
(Fig. 1C), discarding any possible contamination with venom by the
puncture method. The average protein yield obtained from
L. intermedia hemolymph collection was ~25 ugful. The total

B Cc

Fig. 1. Hemolymph collection of L intermedia spider. A: Hemolymph collection by
puncture of the dorsal vase using a syringe and needle; B: Hemolymph collection by
cutting the legs at the patellar region; C: SDS-PAGE protein profile of hemolymph
collected by both methods (DV — dorsal vase; Legs). 3 pg of total protein stained with
silver.
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volume/animal collected was 4—5 puL for the leg collection and
8—10 pL for the puncture method. The puncture method was
chosen for the study as it showed a better volume yield of hemo-
lymph per animal.

3.2. Protein profile of Brown spider hemolymph (SDS-PAGE and
2DE)

The hemolymph protein content analysis by SDS-PAGE, stained
by both Coomassie Blue and Silver methods, showed several bands
with electrophoretic mobility higher than 200 kDa as well as low
molecular mass proteins (lower than 29 kDa) (Fig. 2). Moreover,
these protein profiles reveal a representative band at 66 kDa.
Several low or high molecular mass proteins that were less repre-
sentative and hardly observed with Coomassie Blue Staining, could
be highlighted by Silver Staining.

The two-dimensional electrophoretic (2DE) analysis of
L. intermedia hemolymph, stained with Coomassie G-250, showed
~111 protein spots for pH 3—10, whose isoelectric points varied
from acidic to neutral pH (Fig. 3A). On the 2DE gels, proteins with
molecular mass ranging from higher than 100 kDa to lower than
29 kDa were detected (Table 1). Additionally, on the 66 kDa region,
a strong signal with several spots was also observed in the two-
dimensional profile of L. intermedia hemolymph (7 spots:
66—63 kDa and pl 6.12—6.99). To better analyze the gel, it was also
presented with the label of each spot identified (Fig. 3B). Moreover,
the pHs and pls of each spot are listed in Table 1. A 2DE analysis
using a pH range of 4—7 was also performed (Fig. 3C). The same
profile of spot distribution, high molecular mass proteins
(~140 kDa) and low molecular mass proteins (~20 kDa), was
observed with this approach, but a greater number of spots was
detected (~150). On the 66 kDa region, 14 spots (63—66 kDa and pl
5.33—6.24) could be observed. For better visualization of the

kDa NR R

kDa NR R

Fig. 2. Protein profile of L. intermedia hemolymph by SDS-PAGE (5—15% gradient).
Hemolymph was collected in PBS containing 5% PIC, non-reduced and reduced sample
buffer. A: 30 pg stained with Coomassie Blue R-250; B: 3.5 g stained by the silver
method.

protein profiles, spot identification numbers are shown (Fig. 3D).
The pHs and pls of each spot are listed in Table 2.

3.3. Glycosylation profile of the Brown spider hemolymph

The study of the glycosylation by Lectin-blotting showed that
L. intermedia hemolymph is enriched in molecules that contain
galactose- (1-4)N-acetylglucosamine and high mannose residues
(Fig. 4). Furthermore, several proteins that are positive for both
residues could be detected, for example, at ~116 kDa and ~97 kDa. A
protein that is strongly positive for N-acetylglucosamine can be
observed below the ~66 kDa band; however, there are low mo-
lecular mass proteins containing high mannose residues but not N-
acetylglucosamine glycosylation. Sialic acid and galactose-p (1-3)
N-actylgalactosamine residues were not detected in the
L. intermedia hemolymph proteins (Fig. 4).

3.4. Lipid profile of the Brown spider hemolymph

Fig. 5 shows in panel A the chloroform fraction containing only
phospholipids: phosphatidylcholine, phosphatidylethanolamine,
and phosphatidylinositol. We were not able to identify the presence
of phosphatidylserine. Panel B shows the methanol fraction con-
taining neutral lipids, such as TAG and steryl-ester, and we also
verified the presence of DAG and sterols. Steryl-ester and sterol
were not fully characterized by MS experiments. The silica gel
column described in the Material and methods section was an
effective way to separate neutral lipids from phospholipids.

To better assess the hemolymph lipid composition, a series of
mass spectrometry analyses was performed with chloroform and
methanol fractions, as described above. Fig. 6 shows the full scan of
the methanol fraction in positive mode (Fig. 6A) and negative mode
(Fig. 6B). By a combination of different methodologies (PREIS, NLS
and CID), the polar head and fatty acid composition of the major
peaks were determined. Phosphatidylcholine is the most abundant
among the phospholipids, as shown at peak 760 m/z, corresponding
to PC with total fatty acid 34:1; it is noteworthy that clusters of PC
corresponding to total fatty acids 30:0, 32:0, 34:0 and 36:0, with
variable insaturations, were detected. We also determined the
presence of lysophosphatidylcholine, a major peak of 522 m/z 18:1.
The presence of three clusters of PE (34:1, 36:1 and 38:1) with
variable insaturations was determined. PE and PC were also visu-
alized in the negative mode, note the formate adduct form for PC.
Phosphatidylinositol was visualized in the negative mode with a
weak abundance, and the major peak was 861 m/z, corresponding
to 36:2. Phosphatidylserine was not detected in these samples.

As shown in Fig. 7, the full scan of the chloroform fraction is
enriched with TAG and DAG, and in the figure, only the major peaks
of each cluster of pseudomolecular ion are emphasized. The fatty
acid composition was determined firstly by NLS of fatty acids, fol-
lowed by a selection of pseudomolecular ions, and finally, the
fragmentation (CID); the results were compared to obtain the total
fatty acid composition. As shown in Fig. 7, six clusters of TAG, with
the sum of fatty acids ranging from 46 to 56 carbons and variable
degrees of insaturation, were detected.

3.5. Brown spider hemocytes

The cellular analysis of L. intermedia hemolymph revealed 4
different populations of hemocytes. After hemolymph collection,
slide preparation and May-Grunwald Giemsa staining, 3058 cells
were analyzed. The most common cell type observed was the
plasmatocyte. However, granulocytes, adipohemocytes, and pro-
hemocytes were also identified. Plasmatocytes constituted 61% of
the total cell population, followed by granulocytes, with 20%.
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Fig. 3. Two-dimensional protein profile of L. intermedia total hemolymph. A—B: SDS-PAGE 10%, pH 3—10 (100 pg). Hemolymph collected directly in rehydration buffer and protein
content measured by 2D-Quant Kit (GE), stained with Coomassie. Molecular mass markers on the left. A: Total hemolymph profile. B: Spot identifications (MM and pls can be found
on Table 1). C~D: SDS-PAGE 10%, pH 4-7 (150 pg). Hemolymph collected directly in rehydration buffer and protein content measured by 2D-Quant Kit (GE), stained with Coomassie.
Molecular mass markers on the left. C: Total hemolymph profile. D: Spot identifications (MM and pls can be found on Table 2).

Adipohemocytes made up 15% of the hemocytes and prohemocytes
only 4%.

Prohemocytes were small cells ranging from 5 to 10 pm, with a
central and very dense nucleus, and showing a small cytoplasmic
area without vesicles or granules (Fig. 8A-1). Granulocytes were
large oval-shaped cells with characteristic highly basophilic gran-
ules of 30—40 pm in the cytoplasm (Fig. 8A-2). Adipohemocytes
were large cells, but smaller than granulocytes (20—40 pm), and
their nucleus showed loose chromatin. The main features of these
cells were the lipid inclusions in the cytoplasm (Fig. 8A-3). This
lipid content was well-characterized by Nile Red cytochemistry
(Fig. 8B). Plasmatocytes presented a central nucleus containing
condensed chromatin surrounded by an abundant but not well-
delimited cytoplasm. Some vacuoles could be observed, but no
granules were seen. Few cells presented cytoplasm projections, a
feature that was described as a characteristic of this hemocyte type
(Fig. 8A-4). Plasmatocytes and granulocytes from the brown spider
hemolymph presented a very similar size (on average).

4. Discussion

The driving reason to study the hemolymph of L. intermedia was
our experience in toxinology studying the venom of these spiders
over the last 20 years, characterizing its toxins and their
biochemical and biological activities. Even biotechnological appli-
cations were noted during these studies. Hemolymph plays an
important role in the immune system of these animals; it circulates
in the whole body and is, eventually, in direct contact with the
venom. Besides the immune physiological role and nutrition
function of hemolymph, a putative protection action against the
venom by the presence of toxin inhibitors must be considered and
should be investigated hereafter. These features of hemolymph
make it an interesting and medically important rich biological fluid
in a venomous animal, such as the brown spider.

The protein and lipid content of an arthropod can vary
depending on the species, age, and nutrition (Cappelari et al.,
2009). Therefore, to evaluate the L. intermedia hemolymph
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Identification of spots, their isoelectric points (pl) and molecular
mass (MM), based on the two-dimensional gel pH 3—10 of Fig. 3B.
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Spot pl MM (kDa)
1 5.50 139
2 7.15 126
3 712 121
4 6.76 110
5 717 98
6 717 90
7 717 73
8 7.16 68
9 6.37 103
10 6.23 103
11 6.72 90
12 7.55 75
13 6.64 83
14 6.43 73
15 6.43 66
16 6.28 65
17 6.12 63
18 6.12 69
19 5.89 65
20 5.61 65
21 5.49 65
22 5.82 62
23 7.40 60
24 725 60
25 6.35 58
26 6.27 58
27 6.19 58
28 6.99 65
29 6.05 57
30 5.89 59
31 5.76 56
32 5.64 56
33 5.88 54
34 5.98 52
35 6.49 54
36 6.41 54
37 6.39 55
38 6.57 56
39 6.66 53
40 6.57 51
41 6.39 51
42 6.42 48
43 6.49 47
44 5.84 48
45 574 46
46 5.86 46
47 7.09 45
48 7.29 45
49 7.45 44
50 7.50 40
51 6.45 41
52 6.35 41
53 6.05 43
54 6.11 42
55 5.45 44
56 5.69 42
57 5.44 42
58 5.64 41
59 5.82 4
60 5.94 41
61 5.78 39
62 6.43 40
63 6.33 40
64 6.39 39
65 6.84 39
66 6.93 38
67 7.53 37
68 6.98 37
69 6.78 37
70 6.03 37
71 5.90 37
72 5.57 36

Table 1 (continued )

Spot pl MM (kDa)
73 5.57 36
74 5.37 36
75 5.36 36
76 4.43 36
77 5.23 34
78 572 35
79 6.53 34
80 8.95 35
81 9.00 32
82 9.80 32
83 9.99 32
84 8.15 32
85 7.35 33
86 731 32
87 7.04 32
88 6.24 32
89 5.98 33
90 5.72 33
91 5.73 32
92 5.46 32
93 6 29
94 6.34 29
95 7.13 29
96 7.07 28
97 8.03 27
98 9.01 27
99 723 26
100 707 25
101 7.49 24
102 10 24
103 6.89 25
104 6.76 27
105 6.45 27
106 5.29 27
107 5.98 28
108 5.60 28
109 573 25
110 5.57 26
111 3.21 26

biochemical content and profile, a pool of hemolymph collected
from adult males and females was used to perform this study.
Hemolymph of other arthropods generally contains some already
described proteins, such as hemaocianins (proteins found in com-
plex with cooper that perform oxygen transport), hexamerins
(nutrient storage as amino acids), lipophorins or lipoproteins (lipid
transport), ferritins (present in iron complexes) and hormones
(Chan et al., 2006; Trabalon et al., 2010).

Hemocyanin is described as one of the most abundant proteins
present in the hemolymph of arthropods, presenting 70 kDa sub-
units. In Fig. 2, we observe a great band of protein at the ~66 kDa
region, suggesting to be L. intermedia hemocyanin bands. Hemo-
lymph studies of two mygalomorph spiders (Eurypelma cal-
ifornicum and Eurypelma helluo) showed that hemocyanins make
up 80—82% of the total proteins. Analysis of two species of ara-
neomorphs (Nephila inaurata and Cupiennus salei) found that this
protein represents 70—95% of the total protein content from he-
molymph (Trabalon et al., 2010).

Concerning the total amount of collected protein yield, Rhipi-
cephalus sp. (tick) hemolymph presents 35 pg/uL (Angelo et al.,
2010), a greater amount than the total protein concentration ob-
tained for L intermedia hemolymph in this study (25 pg/uL).
Trabalon et al. (2010) analyzed the protein profile of hemolymph
from the spider Brachypelma albopilosa, where the collected protein
yield was also high, 54.9-65 pgful (subadult animals) and
61.6—74.8 ng/uL (adult animals). The SDS-PAGE 10—15% protein
profile was very similar to the one obtained for L intermedia: a
three-protein band showing characteristic molecular masses. Two
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