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RESUMO 
 

As aranhas do gênero Loxosceles (aranhas-marrons) são responsáveis pela 
maioria dos acidentes envolvendo animais peçonhentos em Curitiba e região 
metropolitana, sendo consideradas um problema de saúde pública. O veneno 
dessas aranhas tem sido amplamente estudado e diversos grupos de pesquisa 
têm investido na caracterização de suas toxinas. Entretanto, a literatura referente à 
hemolinfa dessas aranhas é bastante restrita: o único artigo existente foi publicado 
pelo nosso grupo em 2015. Baseado na premissa de que o conhecimento dos 
conteúdos celular, lipídico e protéico podem fornecer informações importantes 
sobre a toxinologia e sobre moléculas bioativas, o objetivo deste trabalho foi a 
caracterização bioquímica e celular da hemolinfa de L. intermedia, bem como 
analisar potenciais atividades biológicas da hemolinfa e suas moléculas. O perfil 
proteico da hemolinfa de L. intermedia em eletroforese (SDS-PAGE) uni e 
bidimensional revelou a presença de proteínas e peptídeos com massas variando 
de 20 a 200 kDa. As proteínas da hemolinfa apresentaram os resíduos de 
glicosilação: galactose ɓ (1,4) N-acetilglucosamina e alta manose. Por meio de 
espectrometria de massas foi verificado que os lipídios predominantes na 
hemolinfa são a fosfatidilcolina e a fosfatidiletanolamina. Quanto à fração celular 
da hemolinfa, quatro tipos de hemócitos foram identificados: os pró-hemócitos, os 
plasmatócitos, os adipohemócitos e os granulócitos. A atividade esfingomielinásica 
da toxina recombinante fosfolipase-D de L. intermedia (LiRecDT1) foi reduzida em 
70% na presença da hemolinfa, contudo não foi encontrado um inibidor específico 
para essa enzima, sugerindo que essa redução tenha sido decorrente da 
dificuldade da toxina em encontrar seu substrato preferencial. O ensaio de 
imunodetecção indicou na hemolinfa a presença de uma proteína de 
aproximadamente 36 kDA com epítopo similar ao da toxina LiRecDT1, mas a 
hemolinfa não apresentou toxicidade para camundongos nas concentrações 
testadas. O cultivo primário dos hemócitos foi realizado em meio Sf-900-III SFM 
contendo 250 µg/ml de gentamicina e 10% de soro (SFB). Verificou-se que a 
incubação dos hemócitos com veneno de L. intermedia e com a toxina loxoscélica 
recombinante LiRecDT1 não alterou as características morfológicas das células 
em microscopia optica, sugerindo ausência de processos de apoptose ou necrose. 
Dificuldades metodológicas não permitiram a caraterização dos hemócitos por 
microscopia eletrônica de transmissão. O estudo de proteômica (shotgun) não 
identificou inibidores de proteases ou de outras enzimas presentes no veneno; e 
grande parte das identificações foram relacionadas a proteínas estruturais e à 
hemocianina. Os experimentos de citometria de fluxo utilizando a sonda 
fluorescente Mitotracker permitiram a separação eficiente das populações de pró-
hemócitos e plasmatócitos, contudo havia granulócitos nas duas amostras 
isoladas. Os ensaios de atividade antimicrobiana de peptídeos presentes na 
hemolinfa isolados por HPLC não evidenciou a inibição do crescimento dos 
microrganismos Candida albicans, Escherichia coli e Staphylococcus aureus. A 
hemolinfa é uma amostra biológica muito rica que deve continuar a ser 
investigada, contudo as dificuldades de estudá-la estão relacionadas com o baixo 
rendimento da coleta da amostra e a grande complexidade bioquímica do seu 
conteúdo (celular e proteica).  
 
Palavras-chaves: hemolinfa, L. intermedia, hemócitos, antimicrobiano, cultivo 
primário, 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 ɓ (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-III SFM medium plus 250 ɛg /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- INTRODUÇÃO 

 

Os animais pertencentes ao filo Arthropoda são capazes de habitar os 

mais diversos ambientes como o terrestre, o aquático e o aéreo, 

conquistando uma posição de grande sucesso evolutivo. Além disso, os 

artrópodes apresentam uma complexa diversidade genética e bioquímica o 

que lhes confere grande capacidade de superação às adversidades do meio 

ambiente. Em termos de número de espécies e importância ecológica, as 

aranhas são os indivíduos com maior sucesso evolutivo dentro do Subfilo 

Chelicerata (SANGGAARD et al., 2016). Por isso, investigar os mecanismos 

que esses animais possuem para se relacionar com o meio ambiente pode 

gerar novos conhecimentos, como descoberta de novas moléculas e novos 

insights dentro dos diversos ramos da ciência: toxinologia, toxicologia, 

farmacologia, biologia celular e molecular, entre outras áreas (RICILUCA et 

al., 2012; VILCINSKAS, 2013; KUHN-NENTWIG et al., 2014; RAHMAN et 

al., 2017).  

As aranhas possuem alta sinantropia, a qual está associada à 

abundância de alimento, à ausência dos predadores naturais, à diminuição 

do território natural (selvagem) e ao acúmulo de lixo e sujeira no meio 

ambiente e áreas urbanas (FISCHER et al., 2011). A abundância de aranhas 

nas cidades causa prejuízos públicos principalmente em relação à saúde, 

pois causam envenenamentos que podem incapacitar indivíduos 

temporariamente, e em casos mais severos, levar a vítima a óbito (SANTOS 

et al., 2013; STROMDAHL; HICKLING, 2012). 

De acordo com o SINAN (Sistema de Informação de Agravos de 

Notificação) foram registrados 4.817 casos de acidentes loxoscélicos no 

Brasil em 2015, desses 4.202 foram na região sul e 1.280 em Curitiba e 

região metropolitana (SINAN, 2015). Além do Brasil, as aranhas do gênero 

Loxosceles estão distribuídas geograficamente em todo o planeta, sendo 

consideradas nativas das Américas e da África (consideradas introduzidas 

nas demais áreas onde ocorrem espécies do gênero) (GERTSCH, 1967; 

PLATINICK, 2014). As aranhas-marrons da espécie Loxosceles intermedia 
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são as principais responsáveis pelas notificações reportadas ao SINAN, pois 

essa espécie de aranha peçonhenta é a mais abundante em Curitiba e 

região 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 são a 

demonecrose no local da picada e a lesão renal, ambas causadas 

principalmente pelo efeito das enzimas fosfolipases-D. Essa família de 

toxinas é a mais bem caracterizada do veneno da aranha-marrom. 

Isoladamente essa classe de toxinas é capaz de reproduzir os eventos de 

dermonecrose, hemólise, agregação plaquetária, lesão renal, aumento da 

permeabilidade vascular e resposta inflamatória intensa, eventos 

característicos do quadro clínico do envenenamento (CHAVES-MOREIRA et 

al., 2011, GREMSKI et al., 2014).  

Existem diversos estudos sobre o veneno das aranhas-marrons, nos 

quais várias toxinas já foram caracterizadas e estudadas isoladamente com 

o auxílio de técnicas de biologia molecular. Dentre as toxinas identificadas, 

podemos destacar, além das fosfolipases-D, os peptídeos 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 artrópodes e a hemolinfa desses animais peçonhentos ainda 

está negligenciada. Nos últimos anos houve um grande número de 

publicações científicas caracterizando hemolinfas de diversos artrópodes 

não venenosos, apontando principalmente moléculas bioativas e seus 

sistemas imunológicos (KUHN-NENTWIG et al., 2011; MAFRA et al., 2012; 

MAKAROVA et al., 2016; VIEIRA et al., 2016). 

As células presentes na hemolinfa dos artrópodes são denominadas de 

hemócitos, possuem função na imunidade inata, realizam os processos de 

fagocitose, melanização, opsonização e produção de peptídeos 
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antimicrobianos (GUPTA, 2009; FUKUZAWA et al., 2008; KUHN-NENTWIG 

et al., 2011). Os artrópodes são incapazes de desenvolver uma resposta 

imune adaptativa, como aquela observada nos vertebrados, por isso, os 

peptídeos produzidos pelos hemócitos devem ser eficientes contra uma 

gama de patógenos sejam eles fungos, bactérias ou vírus (BAUMANN et al., 

2010b; JOAZEIRO et al., 2012; KUHN-NENTWIG, L.; NENTWIG, 2013). 

Algumas moléculas biotivas encontradas na hemolinfa dos artrópodes 

já foram descritas e caracterizadas, dentre elas podemos citar os peptídeos 

antimicrobianos (AMPs) (LORENZINI et al., 2003a; LORENZINI et al., 

2003b; PEREIRA et al., 2007; RICILUCA et al., 2012; MAFRA et al., 2012). 

Esses peptídeos são liberados na hemolinfa quando há infecção, são 

catiônicos e por esse motivo se ligam facilmente à membrana dos 

patógenos, causando vários eventos que levam à lise do microrganismo 

invasor (RAHMAN et al., 2017).   

Além dos AMPs, inibidores de proteases também já foram descritos, 

eles são encontrados na hemolinfa, pois são importantes reguladores da 

cascata imunológica. Por exemplo, foram encontrados na hemolinfa da 

mariposa de Mythimna unipuncta dois inibidores de serinoproteases 

(CHERQUI et al., 2001). Inibidores de metaloproteases são 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 relevância em caracterizar a 

composição da hemolinfa de L. intermedia, pois pouco se sabe sobre a 

hemolinfa das aranhas desse gênero. Além disso, esse estudo poderia gerar 

descoberta de novas moléculas, novos insumos biotecnológicos ou ainda 

conhecimentos relevantes que poderiam ser utilizados em estratégias para o 

controle biológico da aranha. Atualmente, existem poucos métodos 

eficientes para o combate à grande infestação 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 são naturalmente encontrados no sangue de serpentes 

venenosas e os inibidores estão presentes na hemolinfa por atuarem na 

cascata imunológica, alguns desses inibidores de proteases apresetam 

reação cruzada e podem ser úteis na medicina.  A partir disso, o objetivo 

deste trabalho foi caracterizar as células presentes na hemolinfa (os 

hemócitos), realizar o estudo proteômico e lipidômico das moléculas 

presentes da hemolinfa de L. intermedia e realizar ensaios biológicos para 

identificação de moléculas bioativas como potenciais produtos 

biotecnológicos.  

 O primeiro artigo científico de caracterização da composição celular e 

bioquímica da hemolinfa de L. intermedia foi publicado em 2015, decorrente 

deste trabalho de tese (BEDNASKI et al., 2015- ANEXO 1) que compõe o 

capitulo 1. Nesse estudo, foi apresentado o perfil proteico e lipídico da 

hemolinfa de L. intermedia. Além disso, foram identificados quatro tipos de 

hemócitos: os pró-hemócitos, os adipohemócitos, os granulócitios e os 

plasmatócitos (BEDNASKI et al., 2015).  O capítulo 2 contempla estudos 

relacionados com a atividade biológica da hemolinfa de L. intermedia e sua 

relação com o veneno da aranha-marrom. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



23 

 

2- REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

2.1. Aranhas-marrons 

 

As aranhas do gênero Loxosceles são conhecidas como aranhas-

marrons, pois possuem uma coloração que varia de marrom claro a marrom 

escuro. Também são denominadas de aranhas-violino, por possuírem um 

desenho que lembra tal instrumento musical no cefalotórax (Figura 1A) 

(CHAIM et al., 2011b; GREMSKI et al., 2014). Possuem dimosfismo sexual, 

a fêmea apresenta corpo maior e pernas menores em relação ao macho 

(Figura 1B) (FUTRELL, 1992; CHAIM et al., 2011b). Outra característica do 

gênero Loxosceles é possuir três pares de olhos dispostos em semicírculo 

no cefalotórax (Figura 1A) (FUTRELL, 1992; APPEL et al., 2008; GREMSKI 

et al., 2014).  

As aranhas-marrons estão incluídas no Filo Arthropoda, Subfilo 

Chelicerata, Classe Arachnida, Família Sicariidae e Gênero Loxosceles sp 

(CHAIM et al., 2011b; PLATINICK, 2014). No mundo foram registradas 130 

espécies de Loxosceles, distribuídas nos seguintes países: Estados Unidos 

da América, México, Peru, Bolivia, Argentina, Equador, África, Tunísia, 

Guatemala, Etiópia, Colombia, Venezuela e Chile (PLATINICK, 2014). No 

Brasil foram identificadas 15 espécies de aranhas do gênero Loxosceles 

(PLATINICK, 2014). Há registro de quatro espécies de aranhas-marrons no 

estado do Paraná: Loxosceles laeta, L. gaucho, L. hirsuta e L. intermedia, 

sendo a última mais abundante em Curitiba e região metropolitana 

(MARQUES-DA-SILVA et al., 2005; CHRISTOFF et al., 2008; FISCHER et 

al., 2014).  

As aranhas-marrons possuem hábitos noturnos e são sedentárias, 

alimentando-se principalmente de pequenos insetos. Seus hábitats naturais 

são principalmente locais escuros e que promovam algum tipo de proteção 

ao animal. No ambiente intradomiciliar, essas aranhas podem ser 

encontradas atrás de quadros, sob a mobília, em gavetas e entre as roupas 

(FUTRELL, 1992; FISCHER; VASCONCELLOS-NETO, 2005; FISCHER et 

al. 2014; CANALS et al., 2015). 
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Figura 1. Aranha-marrom, Loxosceles intermedia. A) Imagem aproximada da região do 
cefalotórax da L. intermedia, a seta indica o desenho que lembra violono e as cabeças de 
seta a posição dos pares de olhos em semi-circulo; B) Imagem que representa o dimorfismo 
sexual que há entre as aranhas. Adaptado de CHAIM et al., 2011b. 
 

2.1.1 Veneno de L. intermedia 

Há mais de 20 anos, nosso grupo de pesquisa estuda o veneno e as 

toxinas da aranha-marrom da espécie Loxosceles intermedia. Essa aranha 

peçonhenta é muito abundante na cidade de Curitiba e região metropolitana,  

de acordo com o SINAN (Sistema de Informação de Agravos de Notificação) 

em 2015 foram registrados 1.280 casos de envenenamento por aranhas do 

gênero Loxosceles na região. Isso torna os acidentes loxoscélicos um 

problema de saúde 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 já 

caracterizadas no veneno estão 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), peptídeos 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 estimulação da glândula 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 não 
reduzido e na coluna 2 o perfil reduzido, com proteínas predominantemente de baixa massa 
molecular (adaptado de GREMSKI et al., 2010). 
 

A fosfolipase-D do veneno de L. intermedia é 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 ácido lisofosfatídico (LPA), ambos os 

produtos gerados (ceramida-1-fosfato e LPA) são agentes pró-inflamatórios 

(CHAVES-MOREIRA et al., 2016). Isoladamente essa classe de toxinas é 

capaz de reproduzir vários sinais clínicos observados após a picada da 

aranha-marrom (GREMSKI et al., 2014). A fosfolipase-D foi clonada para a 

expressão heteróloga, o que possibilitou estudos moleculares e bioquímicos 

da enzima (VUITIKA et al., 2016; CHAVES-MOREIRA et al., 2016). Estudos 

biológicos mostraram que a toxina recombinante provoca dermonecrose, 

hemólise, agregação plaquetária, lesão renal, aumento da permeabilidade 

vascular e resposta inflamatória 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 gênero Loxosceles apresenta um conjunto de sinais e sintomas 

denominado Loxoscelismo, o qual inclui lesões cutâneas/dermonecróticas 
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e/ou sintomas sistêmicos (APPEL et al., 2008; CHAIM et al., 2011b). Após a 

picada, em um período de 12 a 48 horas, há o surgimento de uma área de 

tecido isquêmico, circundada por um halo vermelho e zonas pálidas, 

denominados placa marmórea (Figuras 3A e 3B) (FUTRELL, 1992; 

CABRERIZO et al., 2009).  As lesões cutanâneas apresentam espalhamento 

gravitacional decorrente da ação da fosfolipase-D, das metaloproteases e da 

hialuronidase (FERRER et al., 2013). A lesão cutânea desenvolvida no 

acidentado pode permanecer por longos períodos de tempo, com ulcerações 

cutâneas persistentes. Em alguns casos a cicatriz causada pela 

dermonecrose é grande e causa desconforto às vitímas, em casos mais 

graves há 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 corticóides e antibióticos, mais recentemente 

sugere-se também o tratamento com 100% de oxigênio, sob pressão 

atmosférica aumentada (Hyperbaric Oxygen Therapy - HBOT) (BARBARO et 

al., 2005; HADANNY et al., 2016). O soro antiloxoscélico, produzido pelo 

CPPI (Centro de Produção e Pesquisa de Imunobiológicos), também pode 

ser administrado com até 48 horas após o envenenamento (PAULI, 2008). 
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Figura 3. Lesão cutânea decorrente do envenenamento loxoscélico. A) Placa 
marmórea formada após 36 h da picada; B) Aproximação do ferimento onde notam-se 
regiões com tecido isquêmico e espalhamento gravitacional; C) Período de cicatrização 
após 8 dias do envenenamento; D) Cicatriz permanente. Adaptado de CABRERIZO et al., 
2009. 

 

Alguns casos de loxoscelismo desenvolvem sintomas sistêmicos, que 

são hemólise e distúrbios renais, os quais podem progredir e levar a vítima a 

óbito (CHAIM et al., 2006; APPEL, 2008). A insuficiência renal aguda (IRA) é 

decorrente da necrose tubular renal. Sugere-se que a hemoglobina livre, 

proveniente das hemácias que sofreram hemólise, precipita-se ao longo dos 

néfrons e retarda o fluxo tubular renal. A redução na filtração glomerular, 

ocasionalmente, provoca a falência do órgão e pode levar o acidentado à 

morte (FUTRELL, 1992; BARBARO; CARDOSO, 2003; CHAIM et al., 2006). 

 

2.2 Hemolinfa 

 

A hemolinfa é o líquido que banha a hemocele dos invertebrados, 

essencialmente reserva água e nutrientes que são disponibilizados em 

períodos de escassez e possibilita excretas celulares. Além disso, a 
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hemolinfa carrega e armazena proteínas importantes para o sistema 

imunológico inato dos artrópodes. É frequentemente incolor ou levemente 

pigmentada (amarelo, verde e azul) devido ao complexo de íon-proteína 

presente nas moléculas carregadoras de oxigênio (GUPTA, 2009; GULLAN; 

CRANSTON, 2008; KLUßMANN-FRICKE et al., 2014). A hemolinfa também 

transporta altas concentrações de aminoácidos e fosfatos orgânicos, 

concentrações variadas de açúcares, vitaminas, ácidos orgânicos (ácidos 

graxos), diacilglicerol, triacilglicerol, hormônios, íons inorgânicos e outros 

compostos importantes para suprir as necessidades fisiológicas dos animais 

(GULLAN; CRANSTON, 2008; ZACHARIAH; MITCHELL, 2009; 

PERKHULYN et al., 2014).  

As células circulantes na hemolinfa são denominadas hemócitos, são 

elas que realizam fagocitose, melanização (deposição de melanina sobre a 

injúria ou sobre o microrganismo nos processos de defesa), opsonização 

(processo que adiciona proteínas do sistema imune sobre o microrganismo 

invasor, para inativação e identificação para fagocitose) e produzem os 

peptídeos antimicrobianos (AMPs) (RODRIGUES et al., 2010; KUHN-

NENTWIG et al., 2014). Os artrópodes não são capazes de desenvolver 

uma resposta imune adaptativa, como a observada em vertebrados, 

portanto, os peptídeos produzidos pelos hemócitos são eficazes contra uma 

extensa gama de patógenos, sejam eles fungos, bactérias ou vírus (SILVA 

JR, 2000; LORENZI et al., 2003; FUKUZAWA et al., 2008; MAFRA et al., 

2012). Foi mostrado que hemócitos de Anopheles gambiae (mosquito) 

podem apresentar memória imunológica e aumentar a eficiência no combate 

de patógenos, mas não modulam resposta imunológica adaptativa 

(RODRIGUES et al., 2010). 

A circulação da hemolinfa nos invertebrados ocorre em sistema aberto, 

isso significa que a hemolinfa bombeada pelo coração circula por vasos até 

bem próximo aos orgãos, mas extravasa em lacunas corporais para suprir os 

tecidos e retorna lentamente aos vasos carregando as excretas celulares 

(FERREIRA, 2006; GULLAN; CRANSTON, 2008). Uma proteína que auxilia 

nas trocas gasosas é a hemocianina, essa proteína é ligada a um íon de 

cobre e assim pode aumentar substancialmente a concentração de oxigênio 
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circulante (COATES; NAIRN, 2014). A hemocianina é uma proteína bem 

conservada entre os invertebrados e representa cerca de 80% das proteínas 

plasmáticas (COATES; NAIRN, 2014). Nas aranhas o principal vaso 

transportador de hemolinfa é o dorsal que sai do abdômen em direção ao 

cefalotórax (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 glândula produtora de veneno é isolada do contato com a hemolinfa, 

contudo há hipótese de haver inibidores das toxinas do veneno na 

hemolinfa, pois é sabido que circula no sangue das serpentes venenosas 

proteínas antiveneno que impedem o seu autoenvenenamento durante 

períodos de acasalamento (BIARDI et al., 2011; MARCUSSI et al., 2007). 

Importante ressaltar que o hepatopancrêas das aranhas é muito ativo e 

mobiliza lipídeos e glicose para hemolinfa em determinados períodos de 

escassez nutricional, além disso, já foi mostrado que AMPs como defensinas 

também são produzidos nesse órgão (GARCÍA et al., 2002; PORCHER, 

2005; BAUMANN et al., 2010).  

 

Figura 4. Desenho esquemático da anatomia interna das aranhas. Nota-se o vaso 

dorsal principal, com órgão pulsante (coração), que sai da região abdominal em direção ao 

cefalotórax. A seta indica o local de coleta de hemolinfa. Adaptado de 

www.portalsaofrancisco.com.br (acesso: 10/01/2017). 

 

http://www.portalsaofrancisco.com.br/
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2.2.1 Hemócitos 

 

Todas as células presentes na hemolinfa dos invertebrados estão 

relacionadas com defesa inata dos animais. Os hemócitos são células 

nucleadas que participam ativamente das funções imunológicas dos 

invertebrados, atuam em eventos de fagocitose e opsonização, produzem as 

proteínas das cascatas de coagulação, os peptídeos antimicrobianos (AMPs) 

e citocinas (GUPTA, 2009; CHEN et al., 2016; TOMIOTTO-PELLISSIER et 

al., 2016).    

A população de hemócitos pode variar muito de espécie para espécie 

(GUPTA, 2009). São encontrados diferentes tipos de hemócitos, com 

diferentes denominações, com as mais diversas funções e estágios de 

diferenciação (GUPTA, 2009; SOARES, 2011; KUHN-NENTWIG et al., 

2014). A população de hemócitos também pode variar frente a agentes 

estressores, Stalmach e colaboradores (2015) observaram uma diminuição 

na população de hemócitos do tipo granulócito e plasmatócito quando 

aranhas Xerolycosa nemoralis eram expostas à escassez alimentar. 

Hemócitos de mariposa Galleria melonella quando expostos a agentes 

tóxicos, como pesticidas, também tem sua população diminuída (KURTI; 

KAYIķ, 2015). Também foi relatado alteraçãoes das características 

morfológicas de granulócitos e plasmatócitos quando hemócitos de 

Anopheles gambiae (mosquito) foram incubados com o parasita Plasmodium 

(RODRIGUES et al., 2010). 

A caracterização dos hemócitos é baseada em descrições 

morfológicas, ultraestrutura e função (SOARES, 2013). Na hemolinfa de L. 

intermedia foram identificados quatro tipos de células: os pró-hemócitos, os 

plasmatócitos, os granulócitos e os adipohemócitos (BEDNASKI et al., 

2015). Mas, na hemolinfa da aranha Lasiodora sp. (caranguejeira) foram 

descritas seis populações de hemócitos: pró-hemócitos, granulócitos do tipo 

I e II, esferulócitos, oenocitóide e plasmatócitos (SOARES, 2013). Soares 

(2011) observou que os granulócitos do tipo I e II de caranguejeira eram os 

principais responsáveis pela fagocitose de látex in vitro e que havia 

degranulação nas primeiras horas de desafio in vitro. E na hemolinfa da 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0269749115300026
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aranha Cupiennius salei foram descritos quatro tipos de hemócitos: pró-

hemócitos, plasmatócitos, granulócitos e cianócitos. Os pró-hemócitos e 

cianócitos são considerados células-tronco, pois podem se diferenciar em 

outros tipos celulares (KUHN-NENTWIG et al., 2014).  

Para melhor estudar os hemócitos os pesquisadores têm utilizado 

diferentes técnicas de biologia celular e molecular. Há estudos de 

caracterização bioquímica e celular e também estudos funcionais, nos quais 

é investigada a participação dos hemócitos nas respostes imunes, os 

peptídeos antimicrobianos e as vias de sinalização das cascatas de 

coagulação e de defesa inata.   

A citometria de fluxo tem sido uma grande aliada na caracterização de 

hemócitos, Anderl e colaboradores (2016) utilizaram a citometria de fluxo 

para separar células de Drosophila melanogaster responsivas à infecção de 

ovos de vespa. Utilizando métodos de biologia molecular acoplaram GFP ao 

gene que era ativado a cada infecção, toda vez que o gene era acessado a 

GFP era produzida, sendo assim núcleos com maior fluorescência puderam 

ser separados e as células responsivas foram analisadas. E Bryant e Michel 

(2016) investigaram se a alimentação de sangue pelo mosquito Anopheles 

gambiae (transmissor da malária) constitui etapas na diferenciação celular 

ou ativação celular transitória dos hemócitos utilizando a citometria de fluxo, 

pois os hemócitos da hemolinfa de A. gambiae são importantes no ciclo de 

vida do parasita da malária e da sua transmissão ao humano.  

 Marringa e colaboradores (2014) utilizam a citometria de fluxo para 

determinar as diferenças entre os hemócitos da hemolinfa de membros de 

uma mesma colméia de abelhas, identificando assim indivíduos com 

diferenças metabólicas, quando submetidos a fatores de estresse. Indicando 

assim que essa técnica também pode ser utilizada para determinação de 

características individuais dos hemócitos e separação dos mesmos. 

Não há na literatura científica um consenso sobre a melhor forma de se 

realizar o cultivo primário de hemócitos, os pesquisadores utilizam diversos 

meios de cultura, como RPMI, Grace, Sf-900 III ou II SFM. O uso de 

antibiótico e antimicótico também são variáveis, mas utliza-se sempre 10% 

de soro fetal bovino e a temperatura de 28°C para manutenção das células 
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em cultura (GUPTA, 2009; TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2016; SOARES, 

2011). Além disso, estabelecer a quantidade de células ideal para o 

plaqueamento é importante para evitar apoptose. Uma dificuldade 

encontrada pelos pesquisadores em manter o cultivo primário de hemócitos 

é a recorrente contaminação da cultura (GUPTA, 2009).   

Manter os hemócitos em cultivo primário é uma grande vantagem para 

estudos in vitro. A maioria dos ensaios que determinam as funções dos 

hemócitos precisam do cultivo prévio dessas células para então estudar os 

eventos de ativação dos hemócitos, fagócitos, a degranulação, entre outros 

(SOARES, 2011, TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2016; KUHN-NENTWIG et 

al., 2014). 

 

2.2.2 Sistema imunológico  

Os componentes do sistema imunológico dos invertebrados incluem 

fenoloxidase, fatores de coagulação, fatores de complemento, lectinas, 

inibidores de proteases, peptídeos antimicrobianos (AMPs), receptores do 

tipo Toll (mediadores na produção dos AMPs) e outros fatores humorais da 

hemolinfa e seus hemócitos (Figura 5) (IWANAGA; LEE, 2005).  
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Figura 5. Esquema dos componentes do sistema imunógico dos invertebrados. Os 
invasores apresentam na membrana lipopolissacarídeos (LPS), lipoproteínas, peptídeo 
glicanos (PGN), (1, 3) ɓ-D-glucose e ácidos lipoproteicos que estimulam os receptores de 
reconhecimento. Após a ativação dos receptores de reconhecimento são ativadas cascatas 
de coagulação, cascatas de proteases e sistema complemento de lectinas que 
consequentemente induzem a liberação de AMPs, melanização e processos de fagocitose. 
Adaptado de IWANAGA; LEE, 2005.  

 

Grande parte das moléculas bioativas presentes na hemolinfa participa 

da resposta imunológica. Há indícios de que os pró-hemócitos são 

produzidos na parede do coração das aranhas e são liberados para 

circulação na hemolinfa. Os pró-hemócitos por sua vez dão origem aos 

plasmatócitos, granulócitos e cianócitos, cada um deles desempenha papéis 

diferentes na resposta imune. Frente a uma infecção ou injúria do tegumento 

os granulócitos e os plasmatócitos são os responsáveis por produzir e liberar 

os peptídeos antimicrobianos e fatores de coagulação, respectivamente. 

Além disso, são liberados na hemolinfa fragmentos da hemocianina para 

ajudar a combater infecção e proteínas protomotoras de nodulação 

(formação de complexo de proteínas e do microrganismo invasor que ainda 

não foi fagocitado), melaninação (deposição de melanina sobre a injúria ou 

sobre o microrganismo nos processos de defesa) e encapsulação (processo 

em que células de defesa fagocitaram o complexo proteína e agente invasor 

mas ainda não o digeriram) (Figura 6) (KUHN-NENTWIG; NENTWIG, 2013). 
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Figura 6.  Esquema do sistema imunológico das aranhas. Origem e função dos 

hemócitos. Hemócitos produtores de proteínas e suas respectivas funções no sistema 

imune. Adaptado de KUHN-NENTWIG; NENTWIG, 2013. 

 

A hemocianina é uma proteína glicosilada que foi primeiramente 

descrita como carreadora de oxigênio, ela possui associação com íon cobre 

que a auxilia nesse transporte (HELLMANN; DECKER, 2003; COATES; 

NAIRN, 2014). Mas alguns pesquisadores têm atribuído outras funções à 

hemocianina, como antiviral, antifúngico e enzimática (fenoloxidase) 

(CERENIUS et al., 2010; RICILUCA et al., 2012; DANG et al., 2011).   

 Muitos processos envolvidos na coagulação e eventos celulares ainda 

não foram bem caracterizados. Sabe-se que algumas moléculas de 

bactérias, como lipopolissacarídeos e peptideoglicanos, ativam a cascata de 

serinoprotease, que culmina na melanização. A pro-fenoloxidase quando 

clivada pela serinoprotease se torna ativa. A feloxidase ativada cataliza a 

oxidação de compostos fenólicos, gerando espécies reativas de oxigênio e a 

gradual polimerização de quinona, resultando na formação de melanina 

(Figura 7) (SOARES, 2011; KUHN-NENTWIG; NENTWIG, 2013; COATES; 

NAIRN, 2014). A melanina é então depositada no local de injúria ou sobre o 
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microrganismo invasor, processo denominado de melanização (CERENIUS 

et al., 2010; SOARES, 2011). Animais do Subfilo Chelicerata, no qual estão 

incluídos escorpiões e aranhas, não produzem uma fenoloxidade verdadeira, 

por isso a hemocianina desses animais atua na cascata imunológica como 

fenoloxidade (CERENIUS et al., 2010; KUHN-NENTWIG; NENTWIG, 2013).  

 

 

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

 

As enzimas que degradam a fenoloxidase e cessam suas atividades 

são 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 peptídeos 

antimicrobianos, a rondonina, taquiplesina e taquistatinas são peptídeos já 

caracterizados de hemocianina que apresentam atividade antifúngica 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 vírus do herpes 

(tipo 1).  

Para o estudo do sistema imunológico dos invertebrados os 

pesquisadores utilizam as mais diversas técnicas de bioquímica, biologia 

celular e molecular. Entre as principais estão a espectrometria de massas, 

eletroforese de proteínas (SDS-PAGE) e técnicas de expressão heteróloga 

de proteínas 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 proteínas isoladas da hemolinfa com atividade biológica 

são a hemocianina, os inibidores de proteases e os peptideos 

antimicrobianos (KUHN-NENTWIG; NENTWIG, 2013). 

A hemocianina representa cerca de 80% das proteínas totais da 

hemolinfa de vários invertebrados. É uma proteína de aproximadamente 70 

kDa ligada à um íon de cobre, isso torna a hemocianina um importante 

transportador de oxigênio. Em alguns invertebrados a hemocinina pode 

formar complexos hexaméricos ou octaméricos, tornando-se assim uma 

proteína molecularmente grande (COATES; NAIRN, 2014). Vários autores já 

mostraram que a hemocianina desempenha outras funções na hemolinfa 

dos invertebrados, podem atuar como fenoloxidase, AMPs e estimulador do 

sistema imunológico (CAMPO et al., 2011; RICILUCA et al., 2012; 

SHESHADRI; ABRAHAM, 2012).  

Os inibidores de proteases são amplamente descritos na hemolinfa dos 

artrópodes porque atuam como reguladores das cascatas imunológicas, já 

foram descritos inibidores de serinoproteases e metaloproteases 

(CERENIUS et al., 2010). Pela primeira vez na literatura foi identificada uma 

proteína 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 ação, sua estrutura tridimensional e resíduos 

conservados (SOARES, 2011). Os inibidores de serinoproteases são os 

mais bem descritos e caracterizados, eles são incluídos na família das 

serpinas, Kazal ou Kunitz (SOARES, 2011). Os inibidores do tipo serpina 

são importantes na regulação da cascata de melanização atuando muito 

provavelmente sobre a fenoloxidase (CERENIUS et al., 2010). 

Na hemolinfa de Musca domestica (mosca) foi identificado um inibidor 

de fenoloxidase com nó de cistina, esse motivo estrutural é comumente 

encontrado em peptídeos de veneno de aranha e serpentes (DAQUINAG et 

al., 1999). Esses achados evolutivos são importantes, pois permitem 

entender melhor as relações entre as proteínas do veneno e da hemolinfa. 

 

2.2.2.1.1 Peptídeos antimicrobianos 

 

As bactérias super-resistentes que não respondem aos fármacos atuais 

e o desenvolvimento de novos antibióticos são uma preocupação crescente 

da comunidade científica e médica (OLIVEIRA; DAMASCENO, 2010; 

EVANGELISTA; OLIVEIRA, 2015; RAHMAN et al., 2017). O surgimento 

dessas bactérias resistentes está relacionado ao uso indiscriminado de 

antibióticos na medicina humana e veterinária (STANGE et al., 2016), assim 

como ambientes hospitalares, que favorecem o surgimento de bactérias 

resistentes por utilizarem antibióticos de maneira profilática por longos 

períodos (OLIVEIRA; DAMASCENO, 2010). A disseminação dessas 

bactérias é feita facilmente pela água e pode atingir as populações mais 

longínquas dos seus pontos de infecção inicial (STANGE et. al., 2016). 

Como o Brasil tem um sistema de tratamento de água e esgoto precário 

(quando não inexistente), as bactérias resistentes podem nos próximos anos 

tornar-se um problema de saúde publica maior ainda.  

Nesse cenário, os estudos que buscam novos meios de combate ou 

que favoreçam o conhecimento sobre moléculas que possam atuar sobre 

essas bactérias resistentes são de grande importância.  
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Os animais pertencentes ao filo Arthropoda podem ser grandes aliados 

da busca por novos fármacos, pois esses animais produzem peptídeos 

antimicrobianos (AMPs) de amplo espectro como forma de defesa imune. 

Como não desenvolvem defesa imune adaptativa, os AMPs liberados na 

hemolinfa devem ser eficientes no combate aos possíveis microrganismos 

invasores (DOSSEY, 2010; KUHN-NENTWIG et al., 2014). Os peptídeos 

antimicrobianos são produzidos para proteger o animal de infecções 

provocadas por bactérias, fungos e vírus. Possuem sequências e estruturas 

variadas e geralmente são peptídeos pequenos de até 10 kDa com caráter 

catiônico e anfipático (BAUMANN et al., 2010b). Nas aranhas sua produção 

é constitutiva e os AMPs ficam armazenados nos granulócitos (LORENZINI 

et al., 2003; PEREIRA et al., 2007; RODRIGUES et al., 2010; BAUMANN et 

al., 2010b). Os peptídeos antimicrobianos de aranhas podem ser divididos 

em quatro classes: defensinas, peptídeos ricos em glicina, pequenos 

peptídeos cíclicos (abertos/fechados) e fragmentos de hemocianina (KUHN-

NENTWIG; NENTWIG, 2013).  

O caráter anfipático dos AMPs permite que esses peptídeos atuem na 

membrana dos microrganismos invasores, eles se inserem na membrana 

causando a lise celular ou atuam intracelularmente impedindo a síntese de 

proteínas importantes ao microrganismo (Figura 8) (DAFFRE et al., 2001). 

Já foram descritos vários peptídeos antimicrobianos oriundos da 

hemolinfa e dos hemócitos de aranhas. Podem ser citados a acantoscorrina, 

a gomesina, as defensinas, os peptídeos ricos em glicina e a rodamina, 

todos eles com ações 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 ação dos AMPs. Sugere-se que os AMPs se ligam a 

membrana do invasor e causam a lise celular ou induzem a morte celular por impedir a 

síntese proteica (DAFFRE et al., 2001). 

 

Esses achados reforçam a importância de se pesquisar a hemolinfa, 

pois várias proteínas identificadas tem grande potencial biotecnológico, 

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

de vetores.  

 

2.2.3 Lipídios 

 

O conteúdo lipídico da hemolinfa dos artrópodes é pouco investigado, 

mas conhecer essa classe de moléculas é tão importante quanto conhecer 

seu perfil proteico, pois se sabe que muitos lipídios são mensageiros 

intracelulares e atuam ativamente nas cascatas de sinalização (FRUTTERO 

et al., 2017). Os lipídios também são utilizados como reserva energética e 

são fundamentais na formação dos hormônios e membranas biológicas 

(SCHMITT et al., 2015; LAINO et al., 2015; XIE et al., 2016; FRUTTERO et 

al., 2017). 

A concentração e os diferentes tipos de lipídios na hemolinfa são muito 

variáveis, pois alterações metabólicas podem recrutar mais ou menos 
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lipídios. Na hemolinfa da aranha Brachypelma albopilosa há uma variação 

na composição lipídica que ocorre entre as fases do ciclo de vida e nas 

épocas de acasalamento. Os cientistas afirmam que essa variação influencia 

o comportamento de predação, podendo inibi-lo ou estimulá-lo (TRABALON, 

2011). Os outros fatores como, espécie, idade e dieta nutricional também 

podem facilmente alterar a composição lipídica circulante na hemolinfa 

(CAPPELARI et al., 2009; LAINO et al., 2015). 

Os lipídios encontrados da hemolinfa de L. intermedia são os 

fosfolipídeos: fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, lisofafatidilcolina e 

fosfatidil-inositol, sendo os dois primeiros os mais abundantes. Também 

foram encontrados diacilglicerol, ergosterol e triacilglicerol. Os esteróis são 

encontrados na hemolinfa dos artrópodes porque são metabólitos que 

representam reserva energética sendo disponibilizada (BEDNASKI et al., 

2015). Na hemolinfa de Drosophila melanogaster (mosca), assim como em 

artrópodes, o diacilglicerol é comumente encontrado, além disso, o 

fosfolipídeo majoritariamente encontrado na hemolinfa da mosca foi a 

fosfatidiletanolamina (PALM et al., 2012). 

Os lipídios não circulam livremente pela hemolinfa devido seu caráter 

insolúvel, é necessário que os lipídios se associem a proteínas de transporte 

denominadas de lipoproteínas (CAPPELARI et al., 2009). As principais 

lipoproteínas já descritas são a HDL (High-Density Lipoprotein - lipoproteína 

de alta densidade) e a LDL (Low-Density Lipoprotein - lipoproteína de baixa 

densidade) (CUNNINGHAM; POLLERO, 1996). Muitos pesquisadores têm 

investigado sobre as lipoproteínas, pois entender o recrutamento de lipídios 

na hemolinfa traz grandes revelações sobre o metabolismo e o 

comportamento predatório dos artrópodes, uma vez que já foi descrito que 

os lipídios influenciam diretamente no comportamento dos animais (BAEK et 

al., 2016; KONUMA et al., 2016; PAREDES et al., 2016). Essas pesquisas 

permitiram concluir que as lipoproteínas são bem conservadas entre os 

invertebrados (KONUMA et al., 2016, FRUTTERO et al., 2017).   

Nos insetos, o corpo gorduroso é o principal órgão de armazenagem de 

energia na forma de gordura, mas pouco se sabe sobre a armazenagem de 

lipídios em aranhas, pois aranhas não possuem corpo gorduroso (LAINO et 
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al., 2015). Sendo assim, o armazenamento de energia em aranhas pode 

ocorrer em adipohemócitos, células que possuem corpos lipídicos no 

citoplasma, ou podem utilizar energia oriunda da degradação de proteínas 

livres no plasma (CHAN et al., 2006; KONUMA et al., 2016; DEFFERRARI et 

al., 2016).  

Em nosso trabalho foi investigado o conteúdo lipídico para melhor 

entender as relações que poderiam existir entre a hemolinfa e as toxinas 

encontradas no veneno de L. intermedia. Além disso, as informações 

decorrentes da caracterização do conteúdo lipídico da hemolinfa podem 

auxiliar em outras pesquisas, relacionadas com controle biológico de 

aranhas, insumos biotecnológicos e fisiologia dos aracnídeos.   
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3- CAPÍTULO 1 

 
Neste primeiro capítulo relatam-se os estudos das características 

proteicas, lipídicas e celulares da hemolinfa de L. intermedia. Os resultados 

destes estudos compõem o artigo científico a seguir (BEDNASKI et al., 

2015), o qual descreve as características bioquímicas das proteínas 

encontradas na hemolinfa de aranha-marrom, a partir de ensaios de 

eletroforese em géis de poliacrilamida (SDS-PAGE) uni e bidimensionais. Na 

hemolinfa são encontradas proteínas de alta massa molecular (maiores que 

200 kDa) e de baixa molecular (menores que 20 kDa) de caráter neutro a 

básico. As glicoproteínas encontradas são glicosiladas com resíduos de 

galactose-ɓ (1-4) N-acetilglucosamina e alta manose, não foram detectadas 

proteínas glicosiladas com ácido siálico ou galactose- ɓ (1-3)N-

acetilglucosamina.  

Os lipídios encontrados na hemolinfa foram identificados a partir da 

técnica de espectrometria de massas. A fostatidilcolina foi o fosfolipídio mais 

abundante presente na hemolinfa de L. intermedia, seguida de 

fostatidiletanolamina e lisofosfatidilcolina (BEDNASKI et al., 2015).   

Na fração celular da hemolinfa foram descritos quatro tipos de 

hemócitos: pró-hemócitos, adipohemócitos, plasmatócitos e granulócitos. Os 

pró-hemócitos são células pequenas com núcleo evidente. Foram 

identificados adipohemócitos que possuem inclusões lipídicas no citoplasma, 

evidenciadas pela coloração de Nile Red (citoquímica para lipídios). Os 

plasmatócitos são as células mais abundantes e são descritos como 

participantes ativos da resposta imunológica, assim como os granulócitos. 

Os granulócitos possuem como principal característica os grânulos 

citoplasmáticos.  
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4- OBJETIVOS 

 

Objetivo Geral 

 

Descrever as características bioquímicas, moleculares e morfológicas das 

frações proteica, lipídica e celular da hemolinfa de Loxosceles intermedia.  

 

Objetivos específicos 

 

¶ Determinar a melhor metodologia de coleta da hemolinfa de L. 

intermedia; 

¶ Descrever as características bioquímicas das proteínas presentes na 

hemolinfa de L. intermedia; 

¶ Determinar os lipídios (lipidômica) presentes na hemolinfa de L. 

intermedia; 

¶ Caracterizar morfologicamente os hemócitos presentes na hemolinfa 

de L. intermedia. 
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5- ARTIGO PUBLICADO 
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