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Resumo

Loxosceles intermedia € uma espécie de aranha venenosa amplamente distribuida na
regido de Curitiba e Campos Gerais do Parana. Ha descricdes na literatura sobre o
comportamento reprodutivo dessa espécie e, mais recentemente, estudos tém sido
realizados a fim de descrever o desenvolvimento pds-embrionario do sistema reprodutor
masculino. O sistema reprodutor masculino adulto € composto por dois testiculos, ligado
ao vas deferens por duas estruturas, um ducto e uma ampola, ainda nao descritas para
outras espécies de aranhas. Neste trabalho foram descritos os aspectos morfologicos do
desenvolvimento do sistema reprodutor masculino, a morfologia do ducto e da ampola no
macho adulto e discutidas as possiveis implicagcdes funcionais e evolutivas destes
segmentos sobre a reprodugao de L. intermedia. Para a analise em microscopia optica,
os machos em diferentes fases do desenvolvimento foram anestesiados e sacrificados.
Seus abdomens foram removidos e fixados em 4% paraformaldeido / tampéo fosfato 0,1
M, pH 7,4, e incorporado em historesina (Leica). Posteriormente, os cortes seriados a 5
um foram submetidos a coloracdo HE e reacdao PAS. Para a analise em MEV, machos
adultos foram dissecados e o conjunto testiculo-ducto-ampola foi removido e fixado em
cacodilato de sddio 0,2 M, glutaraldeido 2,5% e paraformaldeido 2%, pH 7,4. Os tecidos
foram desidratados e secos em série alcodlica e ponto critico. Posteriormente, os tecidos
foram cobertos com ouro e analisadas por MEV. Considerando-se o fato de que os
orgaos do sistema reprodutor masculino de L. intermedia sao pequenos e frageis, o que
torna dificil a dissecgao para observagcao em MEV pelos métodos usuais, neste trabalho
também foram avaliados alguns protocolos de infiltragéo, utilizando parafina, paraplast e
PEG (por tempo curto e longo prazo de infiltragdo), para a obtengao de cortes seriados,
bem como testou-se trés substancias de adesao as laminulas (albumina 5,5%, gelatina
0,1% e gelatina 1%), as amostras de tecidos foram submetidos a infiltragdo e cortes a 20
Mum foram obtidos. Estes foram colocados em Iaminas de vidro, lavados com solvente ou
agua, secos a temperatura ambiente, revestidos com ouro e analisados em MEV.
Infiltragdo com PEG por um tempo curto e aderéncia com gelatina 1% foi o melhor
protocolo resultando na manuten¢ao da forma das células e das caracteristicas do tecido.
No desenvolvimento do sistema reprodutor masculino da aranha marrom foi observado
que a maturacao do testiculo é o primeiro evento a acontecer. Apds o aparecimento da
synspermium dentro dos testiculos, a diferenciagdo do ducto, ampola e vas deferens é
observada e, finalmente, a modificagdo externa do palpos em érgaos copulatorios ocorre.
No macho adulto, o tecido do ducto € composto de um epitélio ndo secretor, sem uma luz
definida. A funcao do ducto €, provavelmente, a selegcdo de espermatozdides viaveis. A
parede da ampola é composta por um epitélio secretor, cuja secre¢ao glicoproteica
envolve o synspermium. A secregao liberada pelo ampola pode esta envolvida em
aspectos distintos da funcionalidade dos gametas, bem como pode também estar
relacionada a mecanismos de seleg¢do sexual, ainda ndo definidos para esta espécie de
aranha. Conclui-se que, esta novidade morfolégica no sistema reprodutor masculino de
L. intermedia parece constituir um importante evento evolutivo na reproducao de aranha.

Palavras-chave: aranha-marrom, infiltracdo, Loxosceles intermedia, microscopia
eletrébnica de varredura.



Programa de Pos-Graduagdo em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO)
Abstract

Loxosceles intermedia is a poisonous species widely distributed in the region of
Curitiba and Campos Gerais of the Parana State. There are descriptions in the
literature concerning the reproductive behavior of this species and, more recently,
studies have been carried out in order to describe the post-embryonic development of
the female reproductive system. The adult male reproductive system is composed by
two testicles connected to the vas deferens by two structures, a duct and an ampuilla,
not yet described for other spider species. Then in this work were described the
morphological aspects of the development of the male reproductive system, the
morphology of the duct and ampulla in the adult male and discussed possible
functional and evolutionary implications of this segments on reproduction of L.
intermedia. For the analysis in light microcopy, male animals at different stages of the
development were etherized and sacrificed. Their abdomens were removed and fixed
in 4% paraformaldehyde/ 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4, and embedded in historesin
(Leica). Subsequently, the serial 5 ym sections were submitted to HE staining and
PAS reaction. For the analysis in SEM, adult male animals were dissected and their
whole testis-duct-ampulla was removed and fixed in 0.2 M sodium cacodilate, 2.5%
glutaraldehyde and 2% paraformaldehyde, pH 7.4. The tissues were dehydrated and
dried in alcohol series and critical point, respectively. Subsequently, the tissues were
coated with gold and analyzed by SEM. Considering the fact that the organs of the
male reproductive system of L. intermedia are tiny and fragile, which makes them
difficult to dissect for observation in SEM by the usual methods, in this work was also
evaluated some protocols, using paraffin, paraplast or PEG (for short and long time of
infiltration) as infiltration medium, for obtaining serial sections, as well as three
adherence substances to slides (5.5% albumin, 0.1% gelatin and 1% gelatin, the
tissues samples were submitted of infiltration and 20 um sections were obtained,
placed on glass slides, washed with solvent or water, dried at room temperature,
coated with gold and analyzed in SEM. Infiltration with PEG for a short time and
adhesion with 1% gelatin was found to be the best protocol resulting in the
maintenance of the cell shape and tissue characteristics. Following the development
of the male reproductive system of the brown spider it was observed that the
maturation of the testis is the first event to take place. After the appearance of
synspermium inside the testicles, the differentiation of the duct, ampulla and vas
deferens is observed, and finally the external modification of the palps in copulatory
organs occurs. In adult male, the tissue of the duct is composed of a non-secretory
epithelium, without a defined lumen. The function of the duct is probably the selection
of viable sperm cells. The ampulla wall is composed of a secretory epithelium whose
glycoprotein secretion involves the synspermium. The secretion released by the
ampulla could be involved in distinct aspects of the functionality of the gametes. The
ampulla secretion could also be related to mechanisms of sexual selection, not yet
established for this species of spider. In conclusion, this morphological novelty in L.
intermedia male reproductive system appears to constitute an important evolutionary
event on spider reproduction.

Key words: brown spider, infiltration, Loxosceles intermedia, scanning electron
microscopy.
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1 Introducgao Geral

A espécie de Loxosceles intermedia (aranha marrom) pertence ao Filo
Arthropoda, Subfilo Chelicerata, Classe Arachnida, Ordem Araneae e Familia

Sicariidae.

A familia Sicariidae € caracterizada por aranhas cujas fémeas séao
haploginas, ou seja, ndo apresentam uma placa esclerotizada sobre os orificios
genitais (denominada epigino) e possuem um par de canais fertilizantes internos

(GERSTCH & ENNIK, 1983; SCHNEIDER-RIBEIRO, 2007).

As aranhas do género Loxosceles Heinecken e Lowe (1832) possuem
coloragcdo em diferentes tons de marrom, pernas longas e finas e olhos
homogéneos dispostos em trés diades (MARQUES-DA-SILVA & FISCHER,
2000). Esses animais apresentam queliceras com orientagdo vertical cujo

movimento é lateral (RASH & HODGSON, 2002).

O problema da sistematica do género Loxosceles relaciona-se com sua
natureza haplogina, em que ha uniformidade nos caracteres somaticos,
especialmente da genitalia, além das grandes semelhangas comportamentais,
devido a uma explosiva radiacdo adaptativa que produziu espécies muito
proximas, provavelmente, por explorarem habitats semelhantes (GERSTCH,

1967; GERSTCH & ENNIK, 1983; SCHNEIDER-RIBEIRO, 2007).
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Na década de 1960, a taxonomia das espécies do género
Loxosceles foi alvo de inumeros debates, principalmente, com respeito ao numero
de sinonimias do grupo ocorrente na Ameérica do Sul (MARQUES-DA-SILVA et

al., 2006).

As aranhas do género Loxosceles constroem teia irregular, constituida por
fios grosseiros e pegajosos, sendo encontradas sob troncos de arvores caidos e
entulhos e ocupam preferencialmente espagos escuros, ao abrigo das intempéries
do ambiente. Estes animais toleram temperaturas variando de 8 a 43°C e
sobrevivem sem alimento por prolongados periodos de tempo (FUTRELL,1992,

apud MARQUES-DA-SILVA, 2002).

O género Loxosceles é cosmopolita e possui mais de 100 espécies que tém
como centro de origem a Africa e as Américas. Destas espécies, 20 sdo
endémicas da Africa, 50 da América do Norte e Central e 30 da América do Sul

(GERSTSH, 1967).

No Brasil, sdo registradas oito espécies: as endémicas séo L. similis
Moenkhaus (1998) (PA, SP, MG e MS), L. gaucho Gerstch (1967) (RS e SP), L.
amazonica Gerstch (1967) (AM, MG e MA) e L. puortoi Martins et al. (2002) (TO)
enquanto L. adelaida Gertsch (1967) (RJ), L. hirsuta Mello-Leitdo (1931), L. laeta
Nicolet (1849), e L. intermedia Mello-Leitdo (1934) ocorrem também nos paises
vizinhos. As trés ultimas e L. gatcho ocorrem também no Estado do Parana
(GERSTSH 1967; MARTINS et al., 2002; MARTENS 1976; MARQUES-DA-SILVA

& FISCHER, 2000).



Programa de Pos-Graduagdo em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO)
16

O grupo gaucho é composto por L. gaucho, L. similis e L. adelaida. A
espécie L. gaucho é predominante e seus registros sdo, principalmente, no
Estado de Sao Paulo (CARDOSO et al., 1988), mas também ocorre no Parana,

nos municipios proximos a divisa com Sao Paulo e Mato Grosso do Sul.

L. hirsuta foi descrita originalmente como ocorrendo somente no Rio
Grande do Sul e, apenas recentemente, foi confirmada a sua ocorréncia no
Estado do Parana (MARQUES-DA-SILVA & FISCHER, 2000; 2005). A espécie L.
hirsuta parece ser representada por pequenas populacdes distribuidas por todo

estado do Parana.

Segundo estudo realizado por Marques-da-Silva & Fischer (2005), a
espécie L. laeta ocorre em 13 municipios e 7 regionais de saude, predominando
nos municipios localizados na regiao sul do Estado do Parana. Esta espécie é
nativa do sul da América Latina, provavelmente Argentina ou Chile. InUmeros
problemas de sinonimia estao relacionados a tipos encontrados no Peru, Chile e

Argentina.

L. intermedia, que é a espécie predominante na regido de Curitiba e
Campos Gerais, possui tamanho médio de 16 mm, poucos pélos de coloragao
marrom-avermelhada com disposicao caracteristica na regidao do cefalotérax, que
por sua vez apresenta sulcos laterais menos curvos, além da presenca de dois

receptaculos seminais nas fémeas (MELLO-LEITAO, 1934; FISCHER 1994).

O dimorfismo sexual nesta espécie € notado pela presenga nos machos de

palpos modificados (pedipalpos) em 6rgaos copulatérios (bulbo plumoso). As
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fémeas possuem o abdomem mais volumoso que os machos, porém suas
pernas sao relativamente mais curtas, sendo assim, aparentemente menores que

eles.

Fischer (2002), demonstra que a ampla distribuigdo da L. intermedia esta
relacionada com a especificidade do seu habito e habitat. A L. infermedia é mais
generalista do que a L. laeta em varios aspectos ecoldgicos, ocupando desta
forma os espagos vazios, obtendo sucesso na colonizagdo de locais com

condicbes ambientais favoraveis.

L. intermedia possui distribuicio ampla pelo Estado do Parana,
abrangendo municipios agrupados em 13 regionais de saude. Existem registros
de ocorréncias desta espécie em estados do sudeste, como Rio de Janeiro e
Minas Gerais, e centro-oeste, como Brasilia (MARQUES-DA-SILVA & FISCHER,

2005).

O alto grau de infestacdo de L. intermedia (estimado em 97% das
residéncias) intra e/ou peridomiciliarmente e, provavelmente, a alta incidéncia de
acidentes em Curitiba, podem estar relacionados com o comportamento ativo
desta espécie, que locomove-se mais e possui habito generalista com relagdo aos
fatores ambientais, o que proporciona maior contato com o ambiente antrépico.
Comparando-se os padroes comportamentais apresentados por L. intermedia e L.
laeta, espécies ocorrentes no municipio de Curitiba, chegou-se a conclusdo que
L. intermedia tolera mais o filhote coespecifico, que pode ser outro fator

responsavel por sua predominancia no Estado (FISCHER 1994, 2002; FISCHER
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& VASCONCELLOS-NETO 2003; MARQUES DA SILVA, 2002). Além do
mais, construcbes humanas oferecem condicbes de reprodugdo e
desenvolvimento favoraveis, por ndo estarem expostas a amplas oscilagdes

meteoroldgicas (FISCHER, 1993, 1996).

Durante a cépula das aranhas, o macho introduz o pedipalpo na fenda
genital da fémea, expelindo o esperma no interior dos receptaculos seminais ou
espermatecas (GILBERT, 1997). Gerstch (1967) descreve para L. intermedia a
anatomia dos pedipalpos como sendo uma tibia conspicua com um distintivo
émbolo e das espermatecas como sendo estruturas separadas sem glandula

acessoria.

Segundo o Ministério da Saude (1998), trés géneros de aranhas possuem
importancia médica no Brasil: Loxosceles Heinecken e Lowe, 1832, Phoneutria

Perty, 1833, e Latrodectus Walckenaer, 1805.

A picada da aranha marrom L. intermedia pode causar uma sindrome
necrotizante-hemolitica, conhecida como loxoscelismo, sendo essa a forma mais
grave de araneismo no Brasil cujos acidentes concentram-se principalmente nos
estados da regido Sul (MINISTERIO DA SAUDE, 1998; CARDOSO et al., 1988,
SEZERINO et al., 1998; MALAQUE et al., 2002 apud MARQUES-DA-SILVA,

2002).

Segundo Marques-da-Silva (2002), a importancia do loxoscelismo no
Estado do Parana é relevante, pois, quando comparado com a ocorréncia de

outros agravos a saude, observa-se uma frequéncia alta de registros, o que levou
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0os acidentes por animais pegonhentos a ocupar o segundo lugar em

notificacdes no ano de 2001.

Normalmente, a picada €& imperceptivel e o quadro clinico do
envenenamento apresenta duas formas caracteristicas: a forma cutdnea de maior
frequéncia e a forma sistémica (hemolitica) de menor frequéncia, porém, de maior
gravidade. A forma cutanea é de instalagdo lenta e progressiva e as principais
manifestagbes clinicas locais s&o, inicialmente, edema e eritema no local da
picada cuja lesdo evolui com areas hemorragicas mesclada com palidez (“placa
marmorea”), com sensacao de dor e queimadura ou prurido; apos a delimitagao
da lesado, ha formacao de crosta necrética seca que se desprende deixando uma
ulcera que pode demorar meses para cicatrizagdo completa. Na forma cutaneo-
visceral, observa-se além das manifestagdes locais, comprometimento clinico
devido a hemdlise intravascular como anemia, ictericia e hemoglobinuria, que se
instalam geralmente nas primeiras 24 h. Nos casos graves, pode haver evolugao
para insuficiéncia renal aguda (IRA), de etiologia multifatorial, sendo esta a
principal causa de 6bito relacionado ao loxoscelismo (MINISTERIO DA SAUDE,

1998).

O primeiro caso de loxoscelismo documentado foi em 1879, no Tennessee.
Existem ainda alguns dados sobre acidentes com aranhas referentes a cerca de
cinquenta anos atras documentados no Chile, e outros posteriormente registrados
no Brasil e Estados Unidos. Esses dados sao registros de acidentes com aranha
marrom evidenciados por um quadro de dermonecrose (MACCHIAVELLO, 1947,

ATKIN et al., 1958 e SAMS et al., 2001 apud APPEL et al., 2005).
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No Brasil, a maioria dos acidentes é registrada nas Regides Sul e
Sudeste, sendo observado um incremento das notificagdes nos Estados do Sul.
No Parana, as aranhas dos géneros Loxosceles e Phoneutria sao as principais
causadoras de acidentes conhecidos como loxoscelismo e foneutrismo

(MARQUES-DA-SILVA, 2002).

Pelo fato das aranhas marrons, aparentemente, ndo serem agressivas, as
picadas ocorrem quando as pessoas comprimem-nas contra o0 corpo ao vestirem

suas roupas ou enquanto dormem (MARQUES-DA-SILVA, 2002).

Em Curitiba, Ribeiro et al. (1993) analisaram 923 acidentes loxoscélicos
ocorridos entre 1989 e 1990, correspondendo a 52,7% dos acidentes por
aracnideos notificados no Estado no referido periodo. Os autores verificaram que
os acidentes ocorreram em todas as zonas urbanas da cidade, e que L.

intermedia foi a espécie predominante.

A reproducéo de L. intermedia ocorre, preferencialmente, entre os meses
mais quentes, podendo essa depositar uma média de 20 ovos por postura
(Andrade et al., 1999), dos quais eclodem as aranhas jovens em 46 dias (Fischer,
1996). A fémea constréi uma ooteca, em formato de saco, onde os ovos séo
acondicionados no momento da postura. Ferreira (2001) descreveu as fases
iniciais do desenvolvimento embrionario para esta espécie, onde sao observados
ovos do tipo centrolécito possuindo clivagem superficial. Apés a eclosao, ainda

dentro da ooteca, as pré-larvas sofrem duas mudas e, posteriormente, 4 a 7
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mudas ocorrerao antes que o0s animais atinjam a maturidade sexual

(FISCHER, 1996).

1.2 Estrutura do sistema reprodutor de L. intermedia

Em L. intermedia os 6rgaos sexuais internos sao pares e posicionam-se
ventralmente no interior do abdomem, para machos e fémeas. Estes encontram-

se recobertos pelo hepatopancreas difuso.

Nas fémeas, no lumen dos ovarios, pares e tubulares, localizados entre o
trato digestério e as glandulas da seda, sado liberados os ovdécitos os quais se
desenvolvem presos a parede ventral do epitélio ovariano, recobertos por uma
espessa banda protéica, além da lamina basal (Figura 1). Apds liberados, passam
pelo utero, que é formado pela fusao dos dois ovarios, onde provavelmente ocorre

a fecundagédo (MORISHITA et al., 2003).

Em fémeas adultas, o epitélio do ovario secreta granulos eosindfilos no
limen (SANTIAGO-FILHA, 2003). Os ovdécitos, que se encontram em diferentes
estagios de desenvolvimento, ligam-se aos pedunculos (células epiteliais) da

parede ventral do ovario (MORISHITA, 2000).

Morishita et al., (2003) descreveram o desenvolvimento dos ovécitos para L
intermedia, sendo ele dividido em 6 estagios: o primeiro caracterizado como
imaturo, uma vez que os ovocitos diferem das células do epitélio apenas pela
morfologia do nucleo; o segundo caracterizado por ovécitos que comegaram a se

projetar para fora da face ventral do ovario; o terceiro caracterizado por ovocitos



Programa de Pos-Graduagdo em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO)
22

que ja apresentam um volume citoplasmatico muitas vezes maior que o das

células do epitélio e que se encontram presos ao pedunculo; o quarto
caracterizado por ovécitos que apresentam pequenas inclusdes citoplasmaticas
de granulos de vitelo; o quinto caracterizado por ovécitos que apresentam
granulos maiores de vitelo em meio aos de menor tamanho; e o ultimo
caracterizado por ovocitos mais volumosos, com células do pedunculo
morfologicamente distintas, sendo maiores e mais alongadas aquelas que se

encontram em contato direto com os ovocitos.

Apos a copula, os espermatozéides ficam armazenados em um par de
receptaculos seminais denominados espermatecas, as quais sdo do tipo fundo de
saco, e encontram-se separadas espacialmente. Cada espermateca possui um
ducto unico e longo, para entrada e saida de fluido seminal, através do qual se da
a conexao com o uterus externus (UHL, 1994 a, b, 2000; MARGRAF & COSTA-
AYUB, 2006). A fertilizacao é interna e ocorre quando os espermatozoides séo
liberados das espermatecas no momento da passagem dos ovdcitos pelo utero e
0S quais sao depositados na ooteca para o desenvolvimento dos embrides

(GILBERT, 1997).

Nos machos, os testiculos de L. intermedia consistem em um longo par de
corpos cilindricos, os quais se estendem entre a abertura genital e a base interna
das fiandeiras, ventralmente ao epistossoma. Uma pequena camada de células
achatadas, ricas em actina F, semelhantes a células midides, cobre os testiculos
cuja parede é composta por dois tipos celulares: as somaticas e as ceélulas da

linhagem germinativa. Em contato com a lamina basal, as células somaticas sao
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grandes, irregulares, com um nucleo basal e muitas projegdes, entre as

quais estdo as células da linhagem germinativa. As espermatogbnias estao
presentes na regido basal do tecido germinativo e em contato com as células
somaticas. Espermatécitos em diferentes fases da meiose sido observados,
enquanto as espermatides e os cistos de espermatozodides (com espermatides
iniciais, espermatides tardias e espermatozéides) sao localizados na posigao ad-

luminal desse tecido (COSTA-AYUB, 2006).

Cada testiculo é conectado ao vas deferens por um fino ducto seguido por
uma ampola (COSTA-AYUB, 2006). Segundo Michalik (comunicagcao pessoal),
essas estruturas nao foram descritas ainda para outras espécies de aranha e sao,
provavelmente, caracteristicas espécie-especificas observadas por Costa-Ayub e

Faraco (2006) (Figura 2).
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|Ezcuema geral da anatomia visceral de aranhas [Flgura de "The spider”, 1994)
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Figura 2. Desenho esquematico da vista interna do sistema reprodutor masculino
de L. intermedia. A= ampola; EC= canal ejaculatério; EF= fenda genital; D= ducto; T=

testiculos.
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O vasa deferentia consiste de dois finos, longos e espiralados tubos
que percorrem anteriormente entre os pulmdes e se fusionam para formar o canal
ejaculatdrio, o qual atinge o sulco epigastrico. Uma pequena camada de células
epiteliais com funcéo secretora forma a parede do vas deferens. A secrecao é
PAS e ninhidrina-Schiff positiva, indicando composigéao de glicoproteinas basicas.
No final do vas deferens, uma capa de secrecao é depositada ao redor de cada
unidade synspermium (conjunto de espermatozdides envoltos por citoplasma e
membrana plasmatica comuns), e o conjunto, synspermia mais secreg¢ao, €

liberado durante a cépula (COSTA-AYUB, 2006).

A principal fungdo das secregdes, provavelmente, € manter a integridade
dos espermatozdides, pois 0s mesmos sdo produzidos nos testiculos e retidos no
trato genital masculino por tempo indeterminado até o momento da copula

(COSTA-AYUB, 2006).

O epitélio da ampola também produz uma secrecédo glicoprotéica que
envolve o synspermia e que, certamente, esta envolvida com a manutengéo da
integridade dos espermatozoides, além de outros aspectos de sua funcionalidade

(COSTA-AYUB, 2008).

Devido a escassez de estudos sobre a organizagcdo dos sistemas
reprodutores de aranha, faz-se necessario, primeiramente, que novas pesquisas
sejam realizadas, relacionadas a descricdo morfolégica das estruturas que os
compdem. Estes dados podem futuramente contribuir para um melhor

entendimento dos processos reprodutivos de aranhas e fomentar discussdes
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filogenéticas, taxonémicas e evolutivas sobre o grupo. Além de contribuir
com dados para estudos futuros relacionados ao controle populacional da

espeécie.

1.3 Desenvolvimento do Sistema Reprodutor de L. intermedia

Em fémeas jovens que realizaram a terceira ecdise, tanto o oviduto como o
uterus externus aparecem como corddes de células, sem luz aberta e,
consequentemente, sem producado de secrecdo. A espermateca aparece como
um broto ainda em formacado. Diferentes fémeas jovens com quatro mudas
apresentam morfologias distintas do aparato genital, sendo encontrado nesta fase
animais semelhantes aos de trés mudas, bem como animais mais desenvolvidos,
com ovidutos, uterus internus e externus e espermatecas formados, abertos e

com deposic¢ao de secrecdo (MARGRAF & COSTA-AYUB, 2006).

Segundo Margraf e Costa-Ayub (2006), o processo de desenvolvimento do
sistema reprodutor feminino, em L. intermedia, prioriza a formacdo dos ovarios,
uma vez que somente apds o surgimento de ovdcitos em vitelogénese € que nota-
se a diferenciacdo final dos ductos, dos ovidutos e uterus externus, e por ultimo,
das espermatecas. A quarta muda é o periodo de maior modificagcdo morfolégica
no aparelho reprodutor feminino, a partir da qual este animal torna-se apto para a

reprodugao.

Segundo a descricdo realizada por Fischer (1996) baseada em dados

macroscopicos, os machos desenvolvem seu dimorfismo sexual pela modificagao
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dos palpos em pedipalpos com bulbos copulatorios, a partir da sexta muda

e tornam-se capazes de reproduzir.

Os dados sobre o desenvolvimento do aparato genital de aranhas séo de
extrema relevancia para a compreensao das estratégias evolutivas de reprodugao
desse grupo, porém, este tipo de estudo ainda € bastante escasso na literatura.
Assim, a realizacdo de estudos histologicos relacionados ao desenvolvimento
interno do aparelho reprodutor de machos de L. intermedia torna-se importante
para complementar a descricdo morfolégica do desenvolvimento desse sistema

para esta espécie.

1.4 Estudos Evolutivos e Filogenéticos

Diferengas ultraestruturais dos espermatozoéides e o modo de transferéncia
dos mesmos entre as espécies tém sido foco de investigacdbes em aranhas, com
implicagbes filogenéticas (ALBERTI, 1990; MICHALIK et al., 2003, 2004a, b).
Variagbes anatomicas no sistema genital masculino da espécie de aranha L.
intermedia concernente aos canais espermaticos foram primeiramente descrita

por Costa-Ayub, (2006).

Segundo Eberhard (apud FUTUYMA, 2002), as causas de divergéncias na
morfologia genital de uma espécie sao desconhecidas, porém, ndo se pode
descartar o papel na selecido sexual. Portanto, a peculiaridade encontrada no
trato genital de machos de L. infermedia possivelmente trata-se de uma estratégia

evolutiva para adaptagao reprodutiva da espécie.
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Além do mais, conhecimento a cerca das caracteristicas
morfolégicas das espécies € uma das primeiras ferramentas utilizadas no
estabelecimento de arvores filogenéticas. Segundo Loman (1903 apud
MARTENS, 1976), o aparelho genital nos oferece sem duvida, dentre todos os

sistemas do organismo, o carater diagnostico mais acurado.

2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral:

e Contribuir com dados para as discussbes sobre as implicagdes evolutivas
de variagdes anatdbmicas no sistema reprodutor masculino de L. intermedia
a partir da sua descricdo morfolégica no nivel microscopia de luz e

eletrbnica de varredura.

2.2 Objetivos especificos:

e Descrever o desenvolvimento do sistema reprodutor masculino de L.

intermedia ;

e Descrever a morfologia do ducto e da ampola do sistema reprodutor
masculino de L. intermedia através das microscopias de luz e eletrdnica de

varredura;

o Estabelecer o papel do ducto e da ampola no armazenamento e regulagao

da passagem do synspermium;
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e Contribuir com dados para a compreensao da estratégia evolutiva de

reproducao de L. intermedia;

e Avaliar diferentes protocolos para obtencao de cortes de tecidos do sistema
reprodutor masculino de L. Intermedia para analises mais acuradas em

microscopia eletrdnica de varredura.

3 Material e Métodos

3.1 Coleta e manutengao dos animais

Machos e fémeas adultos foram coletados nas cidades de Ponta Grossa e
Palmeira, Parana, Brasil (25° 11’ 16” S/50° 08’ 40” O e 20° 24’ 46”S/50° 00’ 23” O
respectivamente). Os machos e fémeas foram classificados e separados pela
observagdo dos palpos modificados em o6rgao copulatorio (pedipalpo). Os
animais foram acondicionados individualmente em potes plasticos com tampa,

sendo fornecida agua em algodao e larvas de Tenebrio molitor, mensalmente.

Os potes contendo cada animal foram acondicionados em caixas maiores
de papelao, o que facilitou o seu manuseio e transporte. Estas caixas, por sua
vez, foram mantidas em lugar seco, nas dependéncias do laboratério de Biologia
do Desenvolvimento — M69 — SEBISA/DEBIOGEM/UEPG, e protegidas da luz e
do calor excessivo, uma vez que esses fatores podem aumentar o estresse e

causar a morte dos animais.

3.1.1 Manutencéo dos besouros Tenebrio molitor em laboratério
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Os besouros da espécie T. molitor foram obtidos junto a casas de
materiais para pesca e acondicionados em um recipiente plastico com tampa
parcialmente fechada, permitindo a oxigenagdo, com a presenga de pao

envelhecido, farelo de aveia e fornecimento mensal de agua por esborrifamento.

3.2 Manejo das copulas para a obtengcdo de animais em estagios iniciais de

desenvolvimento

Aleatoriamente foram selecionados machos e fémeas adultos dentre os
animais mantidos em laboratério para as copulas; cada casal foi colocado em um
recipiente plastico grande (25cmx25cm) com tampa. Todos os movimentos
realizados por ambos, se houve cortejamento ou ndo e se houve sucesso na
copula bem como seu tempo de duragao foram registrados. Os casais que nao
obtiveram sucesso na cépula foram substituidos, mas antes disso cada fémea foi
colocada com machos diferentes e somente aquelas que rejeitaram os machos
foram substituidas. O mesmo procedimento foi feito com os machos, e somente
aqueles que nao cortejaram nenhuma fémea foram substituidos. Os machos apos

a copula foram recolados aos respectivos potes.

Cada fémea que obteve sucesso na copula foi acondicionada em seu pote,
sendo fornecida apenas agua até a postura de seus ovos e eclosdo de seus
filhotes. Apds a eclosao, os filhotes foram individualizados em potes plasticos,

sendo fornecido a eles o0 mesmo tratamento dos adultos (Item 3.1).

Estes filhotes foram acompanhados e sempre que realizavam alguma

ecdise, as exuvias eram retiradas do potes plasticos e as datas de suas retiradas



Programa de Pos-Graduagdo em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO)
31

anotadas nas partes externas das tampas dos potes para um controle do

numero de ecdises sofridas por cada individuo.

Em cada estagio do desenvolvimento (baseado aqui pelo numero de
ecdises), 3 animais foram selecionados e submetidos aos procedimentos de

rotina realizados em estudos de microscopia de luz, descritos no item 3.3.

3.3 Microscopia de Luz

Os animais selecionados foram eterizados individualmente por cerca de 20
minutos, em um vidro com tampa contendo um algodao embebido em éter etilico
dentro de uma capela, até que estivessem totalmente anestesiados. Em seguida,
cada animal foi preso em uma placa de petri contendo parafina com o auxilio de
um alfinete entomolégico inserido em seu cefalotérax. Com o auxilio de uma
seringa de insulina, injetou-se fixador paraformaldeido (PAF) 4% em tampéo
fosfato 0.1M, pH 7.4, pela base das fiandeiras e o abdomen foi separado, em
seguida, do cefalotérax com o auxilio de uma tesoura oftalmoldgica e mergulhado
no mesmo fixador, sendo mantido por 2h em temperatura ambiente. A medida das
pernas de cada animal foi tomada, sendo registrados o comprimento do fémur do
primeiro par de pernas, bem como do fémur e das pernas dos segundo e quarto
pares. Este procedimento teve como finalidade a manutengcédo de um cadastro

mais detalhado acerca dos animais utilizados nos experimentos.

Os abdomens foram lavados duas vezes em tampao fosfato 0,1M,
desidratados em solugdes crescentes de etanol, compostas por: alcool 50% por

10 minutos, alcool 70% por duas horas, alcool 80% por dez minutos e alcool 90%
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por dez minutos. Em seguida deu-se inicio ao processo de infiltragéo,

sendo os abdomens submetidos por duas horas a uma solugao 1:1 de alcool 90%
e historesina conforme instrugcdes do fabricante. Posteriorme, os abdomens foram
mantidos por cerca de duas semanas, até que nao flutuassem (condigdo de
totalmente infiltrado). Apds a infiltragdo foi preparada uma outra solugéo de
historesina para emblocamento dos abdomens, conforme instrugbes do
fabricante. Este procedimento foi realizado nas dependéncias do laboratério de

Biologia Celular, M67a, SEBISA/DEBIOGEM/UEPG.

O bloco de historesina foi trimado, fixado em um suporte de madeira e
encaixado no microtomo (LEICA RM 2025). Cortes seriados de 5 pm foram
obtidos, sendo estes colocados em laminas contendo gotas de agua. As laminas
foram secas em placa aquecida para aderéncia dos cortes e, posteriomente,
submetidas as coloracdes H&E e histoquimica de Acido Periddico Schiff (PAS).
Este procedimento foi realizado nas dependéncias do laboratério de Histotécnica,

M60, SEBISA/DEBIOGEM/UEPG.

As laminas foram analisadas em microscopio de luz e a fotodocumentacao
foi realizada com o auxilio de microscopio Nikon acoplado a camera fotografica
digital Sony 1080. Este procedimento foi realizado nas dependéncias do

laboratério de Biologia Celular, M67a, SEBISA/DEBIOGEM/UEPG.
3.4 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Os animais selecionados foram eterizados como descrito no item 3.3. Com

o auxilio de uma seringa de insulina injetou-se pela base das fiandeiras fixador
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glutaraldeido (GLUTA) 2,5% e paraformaldeido (PAF) 2% em tampao

cacodilato (CACO) 0,2M pH 7,4. Em seguida, dissecou-se os testiculos, ductos e
ampolas de cada macho adulto e estes foram mantidos no mesmo fixador por 2
horas em temperatura ambiente. As medidas das pernas foram tomadas

conforme descrito no item 3.3.

Depois da fixacao, os tecidos foram desidratados em gradiente de etanol,
cada etapa durando cerca de dez minutos, sendo composta por alcool 50%, 70%,
80%, 90%, e 2X no 100%. Em seguida, o material foi totalmente desidratado em
ponto critico (BAL TEC CPD 030 Cristical Point Dryer), na UFPR. Os testiculos,
ductos e ampolas desidratados foram fraturados com auxilio de pingas,
transferidos para um suporte metalico, recobertos com ouro (SCD 030 BALZERS
UNION FLSL 9496 BALZERS) na UFPR e analisados em MEV JEOL JSM-

6360LV, na UFPR, ou em MEV SHIMADZU SSX 500, no CIPP — UEPG.

Alguns testiculos com ductos e ampolas apés disseccao e fixagao, foram

submetidos a diferentes procedimentos de infiltracdo descritos a seguir:

Para infiltracdo em Parafina, os materiais foram desidratados em série
alcoolica crescente de 70% a 100% por dez minutos; diafanizados em xilol + alcool
100% (1:1), por dez minutos e 2X em xilol, por cinco minutos cada; em seguida os
mesmos foram mergulhados em parafina + xilol (1:1), por cinco minutos, seguido
de 3X parafina pura, por 15 minutos cada. Os materiais foram emblocados em

parafina a temperatura ambiente.
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Para a infiltracdo dos materiais em Paraplast seguiu-se os mesmos

procedimentos descritos acima para inclusdo em parafina.

Dois protocolos de inclusdo com Polietilenoglicol 1.500 (PEG) foram

avaliados.

No primeiro, os materiais foram lavados em alcool 70%, em seguida,
transferidos para uma solucéo de PEG + alcool 70% (1:1) e deixados na estufa a
60° C por duas horas em frasco tampado. Posteriormente, o frasco foi aberto e
permaneceu na estufa por 24 horas até que a agua evaporasse. Os materiais
entdo foram colocados em PEG puro e permaneceram na estufa, ainda a 60°C,
por 24 horas. Em seguida, procedeu-se o emblocamento em PEG puro em

freezer por 5 minutos.

No segundo protocolo, os materiais foram lavados em agua destilada por 5
minutos e colocados em solugdo de agua + PEG (3:1) na estufa a 60° C, por
duas horas em frasco tampado. Em seguida foram colocados em solugdo de
agua + PEG (1:1) por 2 horas na estufa em frasco tampado. Entéo, o frasco foi
aberto para que a agua evaporasse e 0s materiais permaneceram na estufa
aquecida por 12 horas. Posteriormente, trocou-se a solugdo por PEG puro e o
frasco foi mantido por mais 12 horas na estufa. Em seguida, procedeu-se o

emblocamento em PEG puro em freezer por 5 minutos.

Cortes de 20 ym foram obtidos dos materiais submetidos aos diferentes
protocolos de infiltragdo, fixados em suporte metalico, cobertos com ouro e

encaminhados a microscopia eletrénica de varredura.
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4 Resultados

Os resultados estdo organizados em dois capitulos correspondentes aos artigos
cientificos:

Capitulo |
ANALISE MORFOLOGICA DO SISTEMA REPRODUTOR MASCULINO DE
JOVENS E ADULTOS DE Loxosceles intermedia MELLO-LEITAO (1934)
(ARANEAE: SICARIIDAE), COM ENFASE NOS SEGMENTOS DO DUCTO E DA

AMPOLA: UMA PERSPECTIVA EVOLUTIVA

Capitulo Il
AVALIACAO DA EFICIENCIA DE DIFERENTES PROTOCOLOS PARA
OBTENCAO DE CORTES DE ESTRUTURAS DO SISTEMA REPRODUTOR
MASCULINO DA ARANHA MARROM Loxosceles intermedia MELLO-LEITAO
1934 (ARANEAE: SICARIIDAE) COM VISTAS A ANALISE EM MICROSCOPIA

ELETRONICA DE VARREDURA
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RESUMO

Variagdbes no sistema reprodutor masculino tém sido descritas para
diferentes espécies de aranhas, principalmente sobre a morfologia dos
espermatozoides e sua forma de transferéncia para o corpo da fémea. O sistema
reprodutor masculino de L. intermedia € composto por dois testiculos, cada um
ligado ao vas deferens por duas estruturas, um ducto e uma ampola, ainda n&o
descritas para outras espécies de aranhas. O presente trabalho teve como
objetivo descrever a morfologia das estruturas reprodutivas masculinas, durante
o desenvolvimento pds-embrionario de L. intermedia, a nivel de microscopia de
luz. Os animais selecionados foram anestesiados e sacrificados. Seus
abdomens foram removidos e fixados em paraformaldeido 4%, tampao fosfato
0,1 M, pH 7,4, e impregnagao em historesina. Posteriormente, cortes seriados a
5 um foram submetidos a coloracdo HE e reacdo PAS. Na sequéncia do
desenvolvimento do sistema reprodutor masculino de L. intermedia, observou-se
que as aranhas com quatro ecdises ainda possuem seus testiculos imaturos,
sem producado de synspermia. A ampola e o vas deferens, nestes animais,
aparecem como um cordao de células sem luz visivel. Na quinta ecdise, inicia a
producao de synspermium no testiculo e torna-se visivel a abertura do lumen da
ampola e do vas deferens. Em periodos mais avangados do desenvolvimento,
mas antes da sexta ecdise, 0os animais jovens ja possuem synspermia no interior
da ampola e do vas deferens, indicando que a quinta ecdise € o estagio
fundamental para a diferenciagcdo das estruturas do sistema reprodutor
masculino de L. intermedia. A modificagdo dos palpos em pedipalpos, contendo
bulbos copulatérios, é observada somente a partir da sexta ecdise. No entanto,
0s animais com cinco ecdises ja possuem seus palpos muito perto do cefalotérax
de forma semelhante a posicdo dos pedipalpos do macho adulto. O
desenvolvimento do sistema reprodutor masculino da aranha marrom prioriza a
maturagcdo dos testiculos. Apds o aparecimento de synspermium dentro dos
testiculos, o desenvolvimento do ducto, ampola e vas deferens tem lugar e,
finalmente, ocorre a modificacdo externa do palpos em 6érgaos copulatérios. O
ducto € composto por um epitélio simples ndo secretor, sem luz definida. A
funcao do ducto €&, provavelmente, selecionar espermatozoides viaveis. A parede
da ampola é composta por um epitélio secretor, cuja secregédo glicoproteica
envolve o synspermia. A secrecgao liberada pela ampola deve estar envolvida na
funcionalidade dos gametas, como a manutengéo de sua integridade, a nutrigao,
a transferéncia para o corpo da fémea, e pode também estar relacionada aos
mecanismos de selecdo sexual, ainda nao definidos para esta espécie de
aranha. Estes aspectos, provavelmente, foram importantes para ampliar as
estratégias evolutivas de reproducédo em L. intermedia.

Palavras chave: Loxosceles intermedia, sistema reprodutor masculino,
desenvolvimento, ducto e ampola.
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Abstratct

Variations on male reproductive system have been described for different
spider species mainly concerning the sperm cells morphology and their
transference manner for the female body. The adult male reproductive system of
L. intermedia is composed by two testicles each one connected to the vas
deferens two others structures, a duct and an ampulla, not yet described for other
species of spiders. The present study aimed to describe the morphology of male
reproductive structures, during post embryonic development of L. intermedia at
light microscopy level. The selected animals were etherized and sacrificed. Their
abdomens were removed and fixed in 4% paraformaldehyde/ 0.1 M phosphate
buffer, pH 7.4, and embedded in historesin (Leica). Subsequently, the serial 5 um
sections were submitted to HE staining and PAS reaction. Following the
development of the male reproductive system of L. intermedia it was observed
that spiders with four ecdysis still have immature testis, without synspermia
production. The ampulla and the vas deferens in these animals appear as a
string of cell without a visible lumen. In the fifth ecdysis, begins the production of
synspermium in the testis and it is clear the opening of the lumen of the ampulla
and vas deferens. In more advanced periods of the development, but before sixth
ecdysis, young animals have already synspermia within ampulla and vas
deferens, indicating that the fifth ecdysis is the key stage for differentiation of the
structures of male reproductive system of L. Intermedia. A change of palps in
pedipalps containing copulatory bulbs is only observed from the sixth ecdysis.
However, animals with five ecdysis already show their palps very close to the
cephalotorax similarly to the male adult pedipalps position. The development of
the male reproductive system of the brown spider prioritizes the maturation of the
testis. After appearance of synspermium inside the testicles, the development of
the duct, ampulla and vas deferens take place, and finally the external
modification of the palps in copulatory organs occurs.The tissue of the duct is
composed of a simple non-secretory epithelium, without a defined lumen. The
function of the duct is probably the selection of viable sperm cells. The ampulla
wall is composed of a secretory epithelium whose glycoprotein secretion involves
the synspermia. The secretion released by the ampulla should be involved in
functionalities of the gametes like the maintenance of their integrity, nutrition,
transference to the body of the female, and may also be related to mechanisms
of sexual selection, not yet established for this species of spider. These aspects
probably were important to enlarge the evolutionary strategies of reproduction in
L. intermedia.

Keywords: Loxosceles intermedia, male reproductive system, development,
ducto and ampulla.
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1. Introdugao

Variagdes do sistema reprodutor masculino tém sido descritas para
diferentes espécies de aranhas, principalmente, no que diz respeito a morfologia
dos espermatozéides e a forma de transferéncia dos mesmos para o corpo da
fémea (COSTA-AYUB, 2006; MICHALIK & HUBER, 2006; TALARICO et al.,

2008).

Os testiculos de Loxosceles intermedia consistem de um longo par de
corpos cilindricos conectados, cada qual, a um extenso e espiralado vas deferens
por meio de um fino ducto e uma volumosa ampola (COSTA-AYUB & FARACO,

2006).

Segundo Michalik (comunicagdo pessoal), as estruturas do ducto e da
ampola ndo foram ainda descritas em outras espécies de aranhas e sao,
provavelmente, caracteristicas espécie-especificas observadas, em L. intermedia,
por Costa-Ayub e Faraco (2006). De acordo com Costa-Ayub e Faraco (2006), a
forma de transferéncia dos espermatozdéides em L. intermedia é o synspermium,
conjunto de quatro espermatozdides envoltos por citoplasma e membrana
plasmatica comuns, e os epitélios do testiculo, da ampola e do vas deferens
produzem secregdes glicoprotéicas que envolvem os gametas e possivelmente

participam de diferentes aspectos funcionais da reproducéo nesta espécie.

As peculiaridades encontradas no sistema reprodutor masculino de L.
intermedia, possivelmente, constituem uma estratégia evolutiva de reprodugao

para a adaptacao da espécie.
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A realizacdo de estudos morfolégicos funcionais baseados em
analise de microscopia de luz e eletrdnica, combinados com observacdes do
comportamento de cépula, contribuem para o melhor entendimento das estruturas
do sistema reprodutor em aranhas, bem como da sua evolugdo (EBERHARD,
1985, 1996,2004a; EBERHARD et al., 1993; Alberti, 1995; GALIS,1996;
HELLRIEGEL & WARD, 1998; UHL, 2002; ALBERTI & MICHALIK, 2004; HUBER,

2004a; MICHALIK et al., 2005a. Apud BURGER et al., 2006a).

Os objetivos deste trabalho foram: 1) descrever o desenvolvimento do
sistema reprodutor masculino de L. intermedia; 2) investigar a morfologia do ducto
e das secregdes da ampola através de microscopia de luz e eletrbnica de
varredura; 3) discutir o papel destes segmentos na regulagdo da passagem e
armazenamento do synspermium e em outros aspectos de sua funcionalidade; 4)
apresentar suas possiveis implicagbes na estratégia evolutiva de reproducdo

dessa espécie.

2. Metodologia

Machos e fémeas adultos de L. intermedia foram coletados em residéncias
nas cidades de Ponta Grossa e Palmeira ( 25° 11’ 16” S/50° 08’ 40” O e 20° 24’
46”S/50° 00’ 23” O, respectivamente), Parana, Brasil. O dimorfismo sexual,
baseado na analise dos palpos, serviu de parametro para diferenciacdo entre
machos e fémeas a partir da quinta ecdise. Estes animais foram acondicionados

individualmente em potes plasticos, com o fornecimento mensal de agua em
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algodéo umidecido e larvas de Tenebrio molitor, sendo acompanhados

periodicamente para controle das ecdises.

Machos e fémeas adultos mantidos em laboratério foram preparados para
copula, a fim de se obter animais em estagios iniciais de desenvolvimento. Apés a
eclosdo, os animais foram individualizados em potes plasticos tendo recebido o
mesmo tratamento supra descrito para os individuos adultos. Aranhas jovens na
terceira, quarta, quinta e sexta ecdises foram selecionadas e, dentre essas, fez-se
uma coleta aleatdéria de animais com ecdises precedentes a quinta devido a
auséncia de qualquer dimorfismo sexual nessas fases do desenvolvimento.
Animais que realizaram a sexta ecdise foram colocados para copular, a fim de

evidenciar a sua maturidade sexual.

Para a microscopia de luz, os machos adultos foram eterizados e
dissecados para isolamento dos testiculos, ducto e ampola, que foram fixados em
paraformaldeido (PAF) 4% em tampao fosfato 0.1M, pH 7.4, por 2 horas em
temperatura ambiente. As estruturas foram desidratadas usando gradientes de
etanol e embebidas em historesina. Cortes seriados foram obtidos com espessura
de 5 ym e corados com Hematoxilina e Eosina ou submetidos a reacao
histoquimica do Acido Periédico Schiff (PAS) para deteccdo de carboidratos
neutros. A fotodocumentacao foi realizada com o auxilio de camera fotografica
digital, Sony 1080, acoplada a microscopio Nikon. Um total de 10 animais adultos

foram utilizados nas analises.
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Os animais jovens foram anestesiados com éter etilico, tendo seus
abddémens fixados e submetidos as mesmas etapas para obtencdo de laminas
histoldgicas, ja descritas para os adultos. Em média foram utilizados 3 animais

para cada etapa do desenvolvimento, em um total de 9 animais analisados.

Para microscopia eletrénica de varredura, os animais adultos selecionados
foram eterizados, tiveram seus testiculos, ductos e ampolas dissecados e fixados
em glutaraldeido (GLUTA) 2.5%, paraformaldeido (PAF) 2% em tampéo
cacodilato (CACO) 0,2M, pH 7,4, por 2 horas em temperatura ambiente. Na
sequéncia, os tecidos foram desidratados em gradientes de etanol e submetidos a
ponto critico (BAL-TEC CPD 030 Critical Point Dryer). As estruturas foram
fraturadas e transferidas para um suporte e submetidos a metalizacao (SCD 030
BALZERS UNION FLSL 9496 BALZERS). Um total de 20 animais adultos foram

utilizados nas analises.

3. Resultados

Nao se observou diferenciacdo na anatomia do sistema reprodutor nos
animais sacrificados anteriormente a realizacdo da quarta ecdise, portanto nao

foram utilizados nas analises.

3.2 Animais jovens com quatro ecdises

Os machos jovens com quatro ecdises apresentam fenda genital fechada e
palpos indiferenciados com relagdo ao seu aspecto morfolégico e posicionamento

anatbmico, ndo sendo possivel ainda distingui-los externamente das fémeas



Programa de Pos-Graduagdo em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO)
43

(Figuras 1c, ¢, ¢”). Os testiculos, sem luz evidente, aparecem compostos

pelo tecido germinativo (Figura 2a). Cada testiculo é envolto por uma camada de
células achatadas, as células miodides (Figura 2b). Células germinativas em
processo de meiose e synspermia ndo foram observados. Os segmentos do
ducto, da ampola e do vas deferens nao apresentam diferenciagdo morfoldgica, e
aparecem representados como um longo e estreito corddo de células que se
estende do testiculo até a fenda genital. Nao foi visualizada nesta fase do
desenvolvimento atividade secretora desempenhada pelos tecidos dos testiculos,

ampola e vas deferens.

3.3 Animais jovens com cinco ecdises

Para os animais na quinta ecdise, observou-se uma disposigéo diferencial
dos palpos em alguns especimens, similar a visualizada em machos adultos, o
que levou a uma escolha precoce dos mesmos. Todos 0s animais machos jovens
com cincos ecdises foram selecionados com base na posigcdo anatdmica dos
palpos, uma vez que 0s mesmos encontravam-se ainda morfologicamente

indiferenciados (Figuras 1 a, a’,a”).

Em animais que acabaram de sofrer a quinta ecdise, o testiculo ainda nao
apresenta células do tecido germinativo em processo de espermatogénese
(Figura 3a), sendo possivel observar o inicio da formagao do limen na ampola e
no vas deferens, que ja se encontram morfologicamente individualizados (Figuras

3 b-d). O ducto também se apresenta individualizado, mas sem lumen (Figura 3a).
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A fenda genital j& se encontra aberta e o lumen do canal ejaculatério esta

em processo de formagao (Figura 3e).

Em animais mais adiantados do desenvolvimento, apés a quinta ecdise,
observam-se nos testiculos células germinativas em processo de meiose e alguns
espermatozoides ja se apresentam compondo synspermium em sua luz,
indicando o inicio da espermatogénese. Entretanto, pouca atividade secretora
pode ser evidenciada (Figura 4a). O ducto apresenta-se ainda com células
justapostas, sem um lumen evidente (Figura 4b). A ampola encontra-se ainda em
formacao e suas células mostram-se pouco afastadas umas das outras (Figura

4c) e a porgao final do vas deferens apresenta uma luz estreita (Figura 4d).

Em outros individuos, neste mesmo estagio do desenvolvimento, notou-se
uma maior atividade nos testiculos. Estes encontravam-se em ativa
espermatogénese, apresentando um numero maior de células germinativas em
processo de meiose e diferenciagcao das espermatides. Notou-se evidentemente a
luz deste segmento e uma grande quantidade de synspermia em seu interior,
juntamente com o aumento da atividade secretora neste segmento (Figura 5a). O
tecido do ducto apresentou uma unica camada de células cilindricas justapostas
(Figura 5d). A luz da ampola encontra-se completamente aberta bem como a do
vas deferens. A presenga de synspermia acumulado no interior da ampola foi
visualizada. Grande quantidade de synspermia € observado atravessando o vas
deferens. Na porcdo da ampola, observou-se pouca atividade secretora, porém na
regido do vas deferens foi possivel notar a presenga de grande quantidade de

secregao glicoproteica (Figuras 5b e c).
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3.4 Animais jovens com seis ecdises

Os palpos dos machos com seis ecdises ja se apresentavam diferenciados
contendo bulbos copulatérios, sendo esses selecionados por esse critério
(Figuras 1b, b’,b”). Esses animais apresentaram comportamento de cépula de
acordo com o descrito para o animal adulto (FISCHER, 1996), o que comprova a
sua maturidade sexual. A avaliacdo morfolégica para os animais nessa fase do

desenvolvimento encontra-se ainda em andamento.

3.5 Machos adultos

Em machos adultos, um longo par de testiculos, constituido de epitélio
germinativo em ativo processo de espermatogénese, aparece conectado ao vas
deferens, por meio de um ducto de tamanho variavel e didmetro aproximado de
41,5 um e uma volumosa ampola (Figura 6). Nos testiculos de todos os individuos
adultos analisados, observou-se o tecido germinativo extremamente ativo na
meiose indicando a ocorréncia de espermatogénese, porém, foi observada uma
pequena quantidade de synspermia acumulada em sua luz (Figura 7). O ducto é
composto por células cilindricas justapostas de aspecto compacto, mostrando-se
sempre com sua luz colabada nas analises em microscopia eletrbnica de
varredura e microscopia de luz (Figuras 8 a e b), quando n&o apresenta
synspermium em seu interior. Um unico synspermium foi observado passando
através do fino ducto em preparados de microscopia de luz (Figura 9). As células
deste segmento ndo apresentam caracteristicas secretoras, sendo este resultado

confirmado com a realizagao de testes histoquimicos.
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A parede da ampola também mostra-se composta por um epitélio
simples, composto por células poligonais com nucleo arredondado, secretor.
Neste segmento, o synspermia se acumula, e compdem, juntamente com uma
abundante secrecdo glicoproteica, o sémen (Figura 10). Posteriormente, os
synspermia seguem para o vas deferens e, finalmente, alcangam a fenda genital.
Na ampola, aparentemente, a secre¢do mostra-se com aspecto granuloso

(Figuras 11a, b).

4. Discussao

Estudos presentes na literatura a respeito do desenvolvimento do sistema
reprodutor de aranhas sao bastante raros. Portanto, o presente trabalho contribui
com dados a respeito do desenvolvimento do sistema reprodutor masculino da
aranha marrom L. intermedia, os quais podem ser importantes para estudos

comparativos futuros em outras espécies de aranhas.

O desenvolvimento do sistema reprodutor masculino de L. intermedia
segue uma seqléncia de eventos, ocorrendo primeiramente a formacado dos
testiculos, seguido pela diferenciagdo do ducto, ampola e vas deferens e
finalizando com a observacédo da abertura da fenda genital e diferenciacdo dos
palpos em 6rgaos copulatorios. Essa sequéncia de desenvolvimento do sistema
reprodutor masculino contempla estruturas mais internas em relagcdo as mais
externas. Da mesma forma, o desenvolvimento do sistema reprodutor feminino
de L. intermedia ocorre por meio de uma sequéncia de eventos, iniciando-se pela

formacdao das estruturas mais internas e finalizando com o surgimento das
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estruturas mais externas, assim, inicia-se pela formagdo dos ovarios,
seguido pelo aparecimento dos ovodcitos em vitelogénese e, posteriormente,
observa-se a formagédo dos ductos dos ovidutos e uterus internus e, por ultimo,

das espermatecas (MARGRAF & COSTA-AYUB, 2006).

A maturacao sexual em machos de L. intermedia parece ser precoce em
relacdo a outras aranhas, uma vez que ela acontece em animais em fase juvenil,
que precisam sofrer, no mimino, mais uma ecdise antes de atingir a fase adulta
(FISCHER, 1996). O periodo da ultima ecdise da fase juvenil (sexta ecdise) em L.
intermedia é bastante variavel, podendo levar dias, semanas e até meses para
ocorrer. Assim a passagem para a fase adulta em L. intermedia ndo pode ser
estabelecida previamente devido a grande assincronia no desenvolvimento
desses organismos. Diferentemente, em Pholcus phalangioides, aranha haplogina
da familia Pholcidae, o desenvolvimento pds-embrionario € bem mais sincronico,
podendo ser estabelecido o tempo das ecdises para que esse organismo atinja a
fase adulta (MICHALIK & UHL, 2005). No presente trabalho, demonstrou-se que a
maturidade sexual em machos de L. infermedia comeca a ser estabelecida ja na
quinta ecdise, quando varias etapas do processo de espermatogénese e atividade
secretora ja sao visualizadas no interior do testiculo, ainda que a diferenciagao do
palpo em 6rgao copulatério, segundo Fisher, (1996), ocorra somente a partir da
sexta ecdise. A atividade secretora também é evidenciada no vas deferens e na
ampola em individuos com cinco ecdises. Outro aspecto importante da genitalia
externa evidenciada no presente trabalho foi a posi¢cao anatdmica arqueada para

baixo e em direcdo ao abdomen dos palpos, caracteristica dos machos adultos,
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em animais que nao sofreram a sexta ecdise, indicando que essa estrutura

inicia a sua modificagdo concomitantemente ao inicio do processo de
espermatogénese nos testiculos. A espermatogénese em L. intermedia é também
continua no adulto, uma vez que se observa células em meiose e na
espermiogénese no tecido testicular, o que esta de acordo com o descrito na
literatura para espécies que apresentam um tempo longo de vida adulta e copula
varias vezes (MICHALIK & UHL, 2005). No adulto, ha ainda uma maior atividade
secretora dos testiculos, dos vas deferens e da ampola. A secreg¢do presente no
vas deferens e, provavelmente, no testiculo e ampola, estdo envolvidas com a
formacdo de uma capsula protéica em torno de cada synspermium (COSTA-

AYUB & FARACO, 2006).

A Unica descrigao do desenvolvimento do sistema reprodutor masculino
em aranhas mostra que o processo de espermatogénese em P. phalangioides
tem inicio apenas algumas semanas antes da ecdise que precede a formagao do
adulto, portanto, a sua maturidade sexual € mais tardia quando comparada a L.
intermedia (MICHALIK & UHL, 2005). Apesar da maturidade sexual em machos
de L. intermedia ser atingida em um periodo juvenil mais precoce que de P.
phalangioides, a sua passagem para adulto, conforme descrito por Fischer (1996),

€ tardia em relagao a essa espécie de aranha.

Ha ainda a necessidade de mais esclarecimentos se a presenga de
estruturas especializadas no sistema reprodutor masculino de L intermedia, nunca
descritas para outras espécies de aranha, contribuem de forma significativa para

a eficiéncia do seu processo reprodutivo, fazem com que essa espécie necessite
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de um tempo maior (indeterminavel) para atingir a fase adulta. Assim,
provavelmente, o organismo despende muito tempo e energia para garantir o

sucesso reprodutivo a partir do desenvolvimento gradual de estruturas peculiares.

Muito embora estes estudos sobre aspectos morfolégicos do
desenvolvimento do sistema reprodutor de aranhas sejam escassos na literatura,
0s mesmos contribuem para novas inferéncias filogenéticas e/ou taxondmicas

e/ou evolutivas desse grupo de organismos.

As descricoes da literatura, em geral, para machos de aranhas adultas,
apontam para a conexao dos testiculos diretamente ao vasa deferentia, que é um
par de tubulos alongados e contorcidos estendendo-se longitudinalmente na
regido posterior do corpo (SIMEO et al., 2009). Em L. intermedia, os testiculos se
conectam ao vasa deferentia por meio de duas estruturas, um fino ducto e uma
ampola volumosa, as quais sdo aqui descritas pela primeira vez para aranhas.
Essa peculiaridade do sistema reprodutor de L. intermedia pode ter implicacbes

filogenéticas e/ou taxondmicas e/ou evolutivas.

A diversidade morfolégica dos espermatozéides em aranhas fundamentada
em estudos de ultraestrutura e de seus distintos modos de transferéncia para o
corpo da fémea tém sido um carater usado na definigao de taxon desde o século
XIX e, mais recentemente, no estabelecimento de relacbes filogenéticas desse
grupo de organismos (MICHALIK et al., 2004a; MICHALIK et al., 2005a;
MICHALIK et al., 2006; MICHALIK & HUBER, 2006). Outros caracteres, como a

morfologia externa e, mais recentemente, aspectos moleculares também tém sido
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utilizados no estabelecimento de relagdes filogenéticas em aranhas

(MICHALIK et al., 2006). Com relagdo a morfologia interna das aranhas,
principalmente, concernente a peculiaridades de seu sistema reprodutor, sé&o
raros os relatos na literatura que a considera no estabelecimento de relagdes

filogenéticas e/ou taxondmicas e/ou evolutivas.

Com relacdo ao provavel papel dessas estruturas descritas para L.
intermedia, pode-se considerar que o ducto seleciona os espermatozoides aptos
por meio de controle da entrada e saida dos mesmos através de seu lumen, o
qual se abre e fecha muito rapidamente, e permite apenas a passagem de um
sysnpermium de cada vez. Prova disso € que somente em um evento, durante
toda realizagdo dos experimentos, observou-se no lumen do ducto a presencga de
um synspermium. Previamente a esta descricdo, ha relato de uma unica
observagado de um sysnpermium no interior do ducto (Costa-Ayub, comunicagao
pessoal). Ainda, a membrana do synspermium faz um contato estreito com as
células que compdem o ducto, o que sugere que mecanismos de reconhecimento
celular devem estar envolvidos no processo de selegdo. O fato de o synspermia
ser acumulado na ampola e nao no testiculo, pode reforgcar o importante papel do
ducto na selecdo dos gametas, uma vez que, sé sera acumulado aquele
synspermium que passou por um crivo e foi aprovado. Por outro lado, as células
da ampola produzem uma abundante secrecao glicoprotéica que envolve cada
synspermium e o acompanha por todo o trajeto no vas deferens, que pode estar
relacionada ao seu armazenamento no interior do sistema genital do macho e a

diversos aspectos de sua funcionalidade. A secre¢ao da ampola, aparentemente,
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€ mais granulosa que da regido distal do vas deferens (COSTA-AYUB,

2006). Portanto, o ducto atuaria na selecdo do synspermium funcional e o
encaminharia para o armazenamento na ampola, onde seria envolto por secre¢ao
somente aquele capaz de fecundar, evitando que a energia gasta no processo de
produgdo dos mesmos no testiculo, selegao pelo ducto, e produgcédo de secregao
pela ampola, durante a copula fosse desperdicada com células defeituosas,
fazendo com que este animal tivesse o seu sucesso reprodutivo comprometido. A
protecdo da integridade dos espermatozoides faz-se necessaria para garantir o
armazenamento dos mesmos tanto no sistema copulatério do macho como
durante a sua transferéncia e estocagem na espermateca da fémea, sendo que
as secregoes produzidas pelo sistema genital do macho tem importante papel
nesse aspecto (MICHALIK et al., 2004a; MICHALIK & UHL, 2005; TALARICO et
al., 2008). A secrecgao produzida e liberada por estruturas do sistema reprodutor
dos machos pode também estar envolvida com a nutricao e ativagdo dos mesmos
no sistema reprodutor da fémea (MICHALIK & UHL, 2005; BURGER et al.,

2006a).

Outro aspecto que nado se pode deixar de considerar ao evidenciar o
surgimento de novas estruturas no sistema reprodutor de aranhas é o papel na
evolucdo da reproducéo desse grupo de organismos, a partir da discussao da sua

provavel vantagem seletiva.

Segundo Eberhard & Cordero (1995), nao se pode deixar de considerar o
papel da selegao sexual na origem de variagcbes na morfologia genital de uma

espécie. Evidéncias dessa afirmacao podem ser vistas em Masta & Maddison
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(2002) cujos estudos demonstraram que a diversificagdo da genitalia de

populagdes de Habronattus pugillis, da familia Salticidae, é resultante do processo
de selecdo sexual. Os machos sao fenotipicamente distintos nas diferentes
populagdes, enquanto as fémeas ndo mostram diversificagdo morfolégica externa,
evidenciando a ocorréncia de selegdo sexual unidirecional nesta espécie de

aranha.

Variacbes morfolégicas que parecem estar relacionadas com processo de
selecao sexual sao objetos de estudos em diferentes espécies de aranhas. Em
fémeas poligdmicas, em geral, a escolha de espermatozéides de um determinado
macho pode estar relacionada a morfologia das espermatecas. As espermatecas
de L. intermedia sao do tipo “fundo de saco”, descrita por Margraf e Costa-Ayub
(2006), caracteristico das aranhas haploginas (UHL, 1994a,b; 2000a),
determinando que os ultimos espermatozoides a serem depositados sejam os
primeiros a serem liberados, estabelecendo a prioridade do ultimo macho a
copular (BURGER et al. 2006a; UHL, 2000a). Entretanto, outros mecanismos de
selecao sexual podem estar atuando, de maneira que a morfologia do receptaculo
das fémeas poligdmicas possa nao ser o unico fator determinante da prioridade
dos espermatozoides (UHL, 2000a). Um outro mecanismo de selegao sexual
pode ser devido as secreg¢des produzidas e liberadas por estruturas do sistema
reprodutor masculino de aranhas que, ao constituir um bloqueio a entrada de
outros espermatozodides, determina um processo de competicdo entre os machos
(HUBER, 2005). No receptaculo das fémeas de Silhouettella loricatula, espécie

de aranha haplégina da familia Oonopidae, sao encontrados espermatozoéides de
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cada macho envoltos por uma capa de secrecdo, sendo que a fémea pode
ejetar pacotes de gametas de determinados machos durante a cépula,
evidenciando-se assim um outro processo de selegdo sexual (BURGER et al,

2006b).

Em L. Intermedia, a transferéncia dos espermatozoéides do corpo do macho
para a fémea ocorre na forma de synspermia, que constitui uma grande massa de
espermatozoides (COSTA-AYUB & FARACO, 2006). Para machos de
Indicoblemma lannaianum, espécie de aranha haplégina pertencente a familia
Tetrablemmidae, somente uma pequena quantidade de espermatozoides é
produzida e transferida no momento da copula, o que indica a ocorréncia de
pouca ou nenhuma competicdo dentro da fémea (BURGER, et al., 2006a). Esses
dados sugerem que em L. intermedia exista alguma competicao entre
espermatozoides de cada macho dentro do corpo da fémea, uma vez que as
mesmas sao poligamicas e copulam algumas vezes antes da ovoposicdo. Assim,
a grande quantidade de espermatozdides depositados por um macho no interior
do corpo da fémea de L. intermedia pode garantir o sucesso reprodutivo deste
individuo e promover a prevaléncia de suas informagdes genéticas, constituindo-
se assim em um mecanismo de selecao sexual. Ainda, a presenga de estruturas
como o ducto e a ampola, como caracteres divergentes em L. infermedia, além de
poderem servir para reforcar o controle de qualidade e funcionalidade dos
espermatozoides, podem permitir a selegdo sexual por estabelecer mecanismos
de prioridade de machos. Se ndo ha competicdo de espermatozoides em /.

lannaianum, o sucesso reprodutivo do primeiro macho a copular ja esta, de certa
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forma, garantido, ndo havendo a necessidade de gastar energia na

manutencdo de estruturas que possam estar envolvidas com mecanismos de
selecdo sexual. Para L. intermedia, o sucesso reprodutivo de um determinado
macho parece ser alcangado porque, além de uma grande quantidade de
synspermia que pode ser depositada no corpo da fémea contendo a maioria dos
espermatozoides devem estar aptos para fertilizagdo, outros mecanismos de
selecdo sexual podem estar atuando devido a morfologia peculiar do sistema
reprodutor masculino desta espécie. Em P. Phalangioides, a energia € gasta
durante a cépula, uma vez que os machos movimentam seus palpos de maneira
que os espermatozdides depositados anteriormente por outros machos sejam
expelidos, determinando assim um outro processo de selegdao sexual (UHL,

2000a).

Em machos de P. Phalangioides, diferentes tipos de secregdo séao
produzidas pelo vas deferens, testiculos e 6rgado copulatério, potencialmente,
apresentando distintas fungdées (MICHALIK & UHL, 2005). Em L. intermedia,
similarmente ao que ocorre em P. phalangioides, diferentes tipos de secregbes
sao produzidas pelos testiculos, vas deferens e ampola, as quais, certamente,

desempenham distintas fungdes no processo reprodutivo dessa espécie.

Estudos realizados em outras espécies de animais confirmam o exposto
acima, como por exemplo, em Drosophila melanogaster (Diptera), onde alguns
componentes do fluido seminal tém efeitos severos no sucesso reprodutivo de
machos e fémeas: as proteinas e peptideos do fluido seminal podem diminuir a

receptividade das fémeas, aumentar a producdo de ovos, auxiliar na estocagem
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dos espermatozoides, além de serem necessarios para a transferéncia e

competicdo dos espermatozoéides (GILLOTT, 2003).

Morfologicamente, as secre¢des observadas nos testiculos e vas deferens
de L. intermedia sao distintas das descritas para outras espécies (KLAN et al.,
2005; MICHALIK et al., 2005a; MICHALIK & UHL, 2005; MICHALIK & HUBER,
2006) e, conjuntamente com a secregdao da ampola, caracterizam uma
divergéncia na composi¢cao do fluido seminal, que pode estar atuando em
mecanismos de selecdo sexual baseados no estabelecimento da prioridade de
espermatozoides. Diferencas entre tipos de secrecbes no sistema reprodutor
masculino foram observadas para outras espécies de aranhas (MICHALIK et al.,

2005b), evidenciando especificidades na reproducao desse grupo.

Os dados acima demonstram que é complexo o processo de reprodugao
de aranhas e que as divergéncias encontradas nas estruturas que compdéem o
sistema reprodutor de espécies distintas, no caso de L. intermedia, a presencga de
estruturas como o ducto e a ampola, bem como as secrec¢des produzidas, tanto
nas fémeas como nos machos, desempenham distintos papéis, evidenciando uma
forte pressdo para que novos mecanismos de selecdo sexual atuem a fim de
garantir o sucesso reprodutivo desses organismos. Assim, examinar a morfologia
do sistema genital de aranhas em profundidade auxilia na compreensao de sua
funcionalidade, o que, em conjunto com estudos sobre o seu comportamento de
acasalamento, dentre outros, acabam por estabelecer um conhecimento mais
detalhado sobre a complexidade dos sistemas reprodutivos de aranhas e de seu

papel na selecao sexual e evolugdo do grupo (BURGER et al., 2006a). Este tipo
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de estudo pode contribuir para a elaboragdo de estratégias de controle
desta espécie de aranha que, no estado do Parana (regido dos Campos Gerais),

€ considerada endémica.

O presente estudo contribui com dados sobre o desenvolvimento e
descrigao morfolégica do sistema genital masculino de L. infermedia que sao de
extrema relevancia para a compreensao das estratégias evolutivas de reproducao
dessa espécie. Entretanto, estudos sobre a composicao e fungdo das secregdes
de machos e fémeas fazem-se necessarios para se estabelecer a contribuicao
precisa de cada sexo nesse processo. Do mesmo modo, o processo de
reconhecimento de gametas que parece ocorrer no ducto pode constituir-se em
uma estratégia evolutiva divergente que permitiria a essa espécie ter um melhor
controle na produgao de seus espermatozoides, garantindo a sua viabilidade ao
atingir o sistema reprodutor feminino. Entretanto, estudos mais aprofundados
sobre a biologia molecular da interagdo entre o synspermium e as células dos

ductos devem ser realizados a fim de avaliar melhor essa hipétese.
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Figura 1. Posicdo e morfologia dos palpos de Loxosceles intermedia. a. Vista
dorsal do cefalotérax de um animal com cinco ecdises. As setas indicam os palpos, que
neste estagio de desenvolvimento ndo apresentam bulbos copulatérios. a’. Vista lateral
da porgéo anterior do cefalotorax. A seta indica um palpo, que ja apresenta sua posigao
anatdbmica arqueada para baixo e em direcdo ao abddbmen caracteristica dos machos
adultos. a”. Vista frontal da por¢cao anterior do cefalotérax. As setas indicam os palpos
sem a presenca dos bulbos copulatorios. b. Vista dorsal do cefalotérax de um macho
com seis ecdises. A seta indica os palpos diferenciados em bulbos copulatérios. b’. Vista
lateral da porgéo anterior do cefalotérax. A seta indica os palpos com os bulbos
copulatdérios com sua posicao anatdmica arqueada para baixo e em direcdo ao abdémen
caracteristica dos machos adultos. b”. Detalhe dos bulbos copulatérios presentes nos
palpos diferenciados de um macho adulto. ¢. Vista dorsal da por¢ao anterior do
cefalotéorax de uma fémea adulta. A seta indica os palpos que nao apresentam bulbos
copulatdrios. ¢’. Vista lateral da por¢cao anterior do cefalotérax. As setas indicam os
palpos. ¢”. Vista frontal da porgéao anterior do cefalotérax. As setas indicam os palpos em
posicao anatdmica caracteristica das fémeas.

Figura 2. Corte longitudinal do abdomen de macho de Loxosceles intermedia com quatro
ecdises. Microscopia de Iluz e coloraggo H.E. a. O testiculo esta disposto
longitudinalmente ao plano do corte, ndo sendo possivel evidenciar seu lumen. Aumento
100X (+Zoom 2.0). b. Porcdo do testiculo, mostrando as células midides de formato
achatado (seta branca) Nenhuma atividade espermatogénica nas células germinativas foi
observada. Aumento de 400X (+Zoom 2.0). T — testiculos.

Figura 3. Cortes longitudinais de testiculos de machos de Loxosceles intermedia que
acabaram de sofrer a quinta ecdise. Microscopia de luz e coloragdo H.E. Imagens a, b, d
e e com aumento de 400X (+Zoom 2.0) e imagem ¢ com aumento de 100X (+Zoom 2.0).
Neste estagio de desenvolvimento o ducto, a ampola e o vas deferens nao apresentam a
tipica conformacdo de um corddao de células, encontrada em individuos com quatro
mudas, sendo possivel observar o inicio da formacdo de um lumen. a. O testiculo ainda
nao apresenta atividade de espermatogénese e parte da porgao distal que ira compor o
ducto é vista a partir da porcdo proximal do testiculo; b. Nota-se a porgcéo proximal do
testiculo e um cordao de células em corte transversal que ira compor a regiao distal da
ampola. As células que compdéem a ampola aparecem se distanciando umas das outras.
c. O vas deferens também aparece em processo de abertura de seu lumen. d. Detalhe
do processo de formacgao do lumen no vas deferens. e. Por¢cao da fenda genital, onde
pode-se notar o canal ejaculatério em processo de abertura para formacdo de seu
lumem. A fenda genital ja aparece aberta. A — ampola; CE — canal ejaculatério; D —
ducto; FG — fenda genital; T — testiculo; VD — vas deferens.
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Figura 4. Corte longitudinal do abdomen de macho de Loxosceles intermedia em
estagio mais adiantado do desenvolvimento, apos a quinta ecdise. Microscopia de luz e
coloragdo H.E. a. O testiculo apresenta luz evidente e células em processo de
espermatogénese, notando-se atividade meiotica nas células germinativas (seta branca).
Percebe-se a presenga de secregcao neste segmento (simbolo *). Aumento 100X (+ Zoom
2.0). b. Porcao distal do testiculo unido a por¢ao proximal do ducto, esta estrutura
notadamente encontra-se com suas células justapostas, sem evidéncia de Ilumen.
Aumento 400X (+Zoom 2.0). c¢. Porgao da ampola com células que parecem ter se
afastado umas das outras para delimitar um lumen, portanto, nota-se uma pequena
abertura em seu interior. Aumento 400X (+Zoom 2.0). d. Porgdo do vas deferens com
suas células compondo um corddo delimitando um lumen estreito, porém, assim como
nas células que compdem a ampola, elas parecem ter se afastado umas das outras para
delimitarem uma luz. A — ampola; D — ducto; T — testiculo; VD — vas deferens.

Figura 5. Corte longitudinal de abdomen de macho de Loxosceles intermedia em estagio
mais adiantado da quinta ecdise. Microscopia de luz e reagao de PAS. a. Porgcdo do
testiculo, onde nota-se o0 aumento da atividade espermatogénica nas células
germinativas, podendo-se visualizar maior numero de células em processo de meiose
proximas ao lumen deste 6érgao. Aumento 100X (+ Zoom 2.0). b. Por¢ao da ampola, onde
as células que compdem este segmento produzem uma secregao glicoprotéica. Nota-se
no interior deste segmento uma massa de synspermia envolta pela secrecdo. Aumento
400X (+ Zoom 2.0). c. Na porcao do vas deferens as células que o compdem delimitam
um lumen que aparece estreito, porém, repleto de secrecao glicoprotéica (simbolo *). d.
Aumento 400x (+Zoom 2.0). Porgéo proximal do testiculo conectado a porg¢ao distal do
ducto. O ducto possui epitélio tipo simples composto por células cilindricas justapostas.
Aumento 100X (+ Zoom 2.0). A— ampola; D — ducto; T — testiculo; VD — vas deferens.

Figura 6. Microscopia Eletronica de Varredura dos segmentos do testiculo, ducto e
ampola de macho de Loxosceles intermedia. O testiculo é conectado a uma volumosa
ampola por um ducto que possui didmentro aproximado de 41.5 uym (seta branca). A —
ampola; T — testiculo.

Figura 7. Corte longitudinal do abdomen de macho adulto de Loxosceles intermedia,
coloragado H. E. Aumento de 400x (+Zoom 2.0). O testiculo apresenta tecido germinativo
extremamente ativo na meiose e espermatogénese, porém pouca quantidade de
synspermium é acumulada em sua luz (seta vazada). As cabecgas de seta apontam
synspermium se direcionando para a luz do testiculo; a direita, notadamente, observa-se
quatro synspermium na porg¢ao proximal do testiculo proximo a entrada do ducto.
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Figura 8. Segmento do ducto de macho de Loxosceles intermedia. As células que

o0 compdem nao possuem caracteristicas secretoras e este sempre aparece com sua luz
colabada tanto em MEV como em microscopia de luz. a. Microscopia Eletronica de
Varredura do segmento do ducto. b. Corte transversal do ducto. Microscopia de luz e
coloragao H.E. Aumento 400X (+Zoom 2.0).

Figura 9. Corte transversal do ducto de macho Loxosceles intermedia. Microscopia de luz
e coloracao H.E. Nota-se a presenca de um synspermium atravessando o ducto (cabeca
de seta). As células que compdem o ducto estdo afastadas umas das outras, delimitando
um lumen, e a membrana do synspermium faz um contato estreito com as células desse
segmento (seta branca). Aumento 400X (+Zoom 2.0).

Figura 10. Corte longitudinal do segmento da ampola de macho adulto de Loxosceles
intermedia. Microscopia de luz e coloragdo H.E. a. Lumen da ampola prenchido por
synspermia. A seta vazada aponta para uma das células que compdéem o epitélio da
ampola. b. O simbolo * indica a secreg¢ao glicoprotéica langada pelas células da ampola.
Aumento 400X (+Zoom 2.0).

Figura 11 a. Vista transversal da ampola de macho de Loxosceles intermedia em MEV.
As setas brancas indicam alguns dos muitos synspermium que compdem a synspermia
no interior da ampola. b. Detalhe mostrando a secregcdo granulosa produzida pelas
células da ampola (cabecas de seta brancas). As setas brancas indicam alguns
sysnpermiun em meio a secregao.
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Resumo

A aranha marrom é uma espécie venenosa, predominante em Curitiba e
cidades vizinhas, no estado do Parana (Brasil). E amplamente distribuida no ambiente
doméstico, o que explica a alta incidéncia de loxoscelismo nessa regido e o grande
interesse na pesquisa dedicado a sua reproducdo, especialmente ao nivel
morfolégico. Considerando-se o fato de que os 6rgaos do sistema reprodutor
masculino da L. intermedia sao pequenos e frageis, o que torna dificil a sua dissec¢ao
para observagdo em microscopia eletronica de varredura (MEV) pelos métodos
usuais, esse trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar protocolos, utilizando
parafina, paraplast ou polietileno glicol 1500 (PEG) (por tempo curto e longo de
infiltragdo) como meio de infiltragdo, para a obtencao de cortes seriados para analise
de estruturas bioldgicas destes 6rgaos em MEV. Quatro protocolos de infiltragéo
foram avaliados, bem como trés substancias de adesao as laminulas (albumina 5,5%,
gelatina 0,1%, gelatina 1%). Os machos adultos foram dissecados e o conjunto
testiculos-ducto-ampola foi fixado em cacodilato de sédio 0,2 M, glutaraldeido 2,5% e
paraformaldeido 2%, pH 7,4. Posteriormente, as estruturas foram submetidas aos
protocolos distintos de infiltragdo e microtomia. Cortes seriados a 20 ym foram
colocados em laminas de vidro, lavados com xilol (solvente de parafina e paraplast e
agua para PEG), secados em condicbes ambientais e recobertos por ouro para
analise em MEV. A eficiéncia dos quatro diferentes protocolos foi avaliada com base
em parametros distintos relacionados ao processamento do material, bem como a
preservacdo das caracteristicas teciduais, sendo verificados através da analise das
imagens dos preparados para MEV. O material incluido em parafina, tornou-se muito
fragil e ndo foi possivel realizar cortes dos tecidos. No material infiltrado em paraplast
e montados em laminas revestidas com albumina 5,5% nao foi possivel distinguir
claramente as superficies das células da parede da ampola, nem as do ducto, devido
a ma preservagao das estruturas teciduais. Apos a infiltracdo com PEG durante um
periodo prolongado e aderéncia com gelatina 1%, as células do topo do testiculo
apresentaram suas membranas celulares com aparéncia irregular. Infiltragdo com
PEG por um tempo curto e aderéncia com gelatina 1% foi o melhor protocolo
resultando na manutencao da forma celular e as caracteristicas teciduais. Conclui-se
que , é possivel obter cortes das estruturas reprodutivas, bem como de outros tecidos
pequenos e frageis da aranha marrom L. intermedia (e provavelmente de outras
espécies de invertebrados), utilizando os protocolos acima, a fim de alcangar uma
andlise morfolégica de alta qualidade por meio de microscopia eletrébnica de
varredura.

Palavras-chave: aranha-marrom, infiltracdo, Loxosceles intermedia, sistema
reprodutor masculino, microscopia eletrénica de varredura.
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Abstract

The Brown spider is a venomous species, predominant in Curitiba and
neighborhood cities in the state of Parana (Brazil). It is abnormally widespread in
domestic habitats, which explains the high incidence of loxoscelism in this region
and the great interest in research dedicated to its reproduction, especially at
morphological level. Considering the fact that the organs of the male reproductive
system of the L. intermedia are tiny and fragile, which makes them difficult to
dissect for observation in scanning electron microscopy (SEM) by the usual
methods, this work was done with the objective to evaluate protocols, using
paraffin, paraplast or polyethylene glycol 1500 (PEG) (for short and long time of
infiltration) as infiltration medium, for obtaining serial sections for analysis of
biological structures of these organs at SEM. Four protocols of infiltration were
evaluated, as well as three adherence substances to slides (5.5% albumin, 0.1%
gelatin, 1% gelatin). Adult males were dissected and their whole testis-duct-
ampulla was fixed in 0.2 M sodium cacodilate, 2.5% glutaraldehyde and 2%
paraformaldehyde, pH 7.4. Afterwards, the structures were submitted to the
distinct protocols of infiltration and microtomy. 20 ym sections were placed on
glass slides, washed with solvent (Xylene for paraffin and paraplast and water for
PEG), dried at room conditions and gold coated for analysis in SEM. The
efficiency of the four different protocols was evaluated on the basis of distinct
parameters concerning the processing of the material, as well as the preservation
of tissue characteristics, which was verified by analyzing images of the
preparations in SEM. The material embedded in paraffin became very fragile and
no tissue sections were obtained. In the material embedded in paraplast and
mounted on slides coated with 5.5% albumin it was not possible to clearly
distinguish the surfaces of cells in the wall of the ampulla, nor those of the duct,
due bad preservation of the tissue structure. After infiltration with PEG over a
prolonged period and adhesion with 1% gelatin, the cells of the top of the testicle
show membranes with irregular appearance. Infiltration with PEG for a short time
and adhesion with 1% gelatin was found to be the best protocol resulting in the
maintenance of the cell shape and tissue characteristics. In conclusion, it is
possible to obtain sections of the reproductive structures as well as of other small
and fragile tissues of the brown spider of L. intermedia (and probably of other
species of invertebrates), using the protocols above, in order to achieve accurate
morphological analysis by scanning electron microscopy.

Keywords: brown spider, infiltration, Loxosceles intermedia, male reproductive
system, scanning electron microscopy.
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1. Introdugéao

A aranha marrom Loxosceles intermedia Mello-Leitdo (1934) tem sido foco
de estudos recentes devido ao crescimento dos acidentes causados por sua
picada, conhecidos como loxocelismo, que se tornou um problema de saude
publica no Estado do Parana, onde essa espécie € a predominante (COSTA-

AYUB, 2006; FISCHER 2002).

Os estudos sobre aspectos morfolégicos do sistema reprodutor de L.
Intermedia em nivel de microscopia de luz e eletrbnica de transmissao foram
realizados por Costa-Ayub e Faraco (2006). Para a realizacdo dos estudos
morfolégicos utilizando microscopia eletrbnica de transmissao, foi necessaria a
padronizagao de um protocolo de fixacdo dos tecidos baseado na osmolalidade
da hemolinfa dessa espécie (COSTA-AYUB et al., 2006). Entretanto, trabalhos
complementares utilizando microscopia eletrénica de varredura (MEV) sao
necessarios para um melhor entendimento da biologia reprodutiva da aranha
marrom e para dar subsidios a estudos futuros que visem estabelecer estratégias

de controle do crescimento populacional dessa espécie.

Segundo Caetano (2007), dados obtidos em microscopia eletrénica de
varredura (MEV) permitem compreender melhor a anato-fisiologia de um sistema.
Além disso, muitas respostas sobre comportamentos exibidos por animais foram
dadas gracgas a conhecimentos gerados por estudos anatomo-fisioldgicos obtidos

através de técnicas de MEV.
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Assim, estudos utilizando MEV parecem ser promissores na
identificacdo de caracteristicas morfolodgicas peculiares das estruturas do sistema
reprodutor de L. intermedia, permitindo desta forma fazer inferéncias a respeito de

sua funcionalidade e/ou comportamento reprodutivo dessa espécie.

O grande desafio que enfrentamos ao trabalhar com aranhas, é o fato de
que as estruturas do seu aparelho reprodutor sdo pequenas e de consisténcia
bastante delicada, o que acaba comprometendo o manuseio do material e,
portanto, a qualidade das preparagdes para analises em MEV. Diante dessas
dificuldades, o estabelecimento de metodologias que permitam uma maior
precisao na manipulacdo desse material bioldgico podera propiciar a identificagao
de estruturas de interesse, resultando numa analise morfolégica de alta

qualidade.

A grande maioria das técnicas ja descritas para analise em MEV permite a
visualizacdo da morfologia externa de estruturas pequenas e integras ou partes
de drgaos ou esfregacos de células que passaram por processo de fixagédo, ponto
critico e metalizacdo. Entretanto, essas técnicas nao sao eficientes quando as
estruturas bioldégicas a serem analisadas s&do bastante delicadas e muito

pequenas, como é o caso daquelas do aparato genital masculino de L. intermedia.

A eficiéncia das analises em MEV poderia ser melhorada se o material
bioldgico pudesse ser seccionado, o que proporcionaria uma melhor identificagao
e caracterizagao das estruturas de interesse. Esse modo de trabalho € rotineiro

em preparagdes para a microscopia de luz, onde a obtengdo dos cortes dos
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tecidos é realizada apds a impregnagdo do material com algum meio de
sustentacao, denominado material de inclusdo, que mantém as células e as
estruturas intercelulares unidas e firmes. Entretanto, ndo ha trabalhos na literatura

a respeito de protocolos para obtencio de cortes para analise em MEV.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar diferentes protocolos
para a obtencdo de cortes de tecidos do sistema reprodutor masculino de L.
Intermedia para a analise em MEV, de maneira a obter uma técnica que aliasse a
manutencdo das caracteristicas teciduais com a praticidade do procedimento a

ser realizado.

2. Material e Métodos

Um total de 20 machos adultos foram utilizados no presente trabalho,
sendo os testiculos, ductos e ampolas de 5 aranhas utilizados em cada protocolo

avaliado no presente trabalho (Tabela I).

A Figura 1 mostra uma ilustragdo das etapas do procedimento

metodoldgico utilizado no presente trabalho.

Cada macho foi selecionado baseado em sua morfologia externa, ou seja,
com base na observacdo de um palpo modificado em dérgado copulatoério
(pedipalpo). Os animais foram anestesiados com éter etilico, dissecados conjunto
testiculo-ducto-ampola e fixados em glutaraldeido (GLUTA) 2,5% e
paraformaldeido (PAF) 2%, em tampao cacodilato (CACO) 0,2M, pH 7.4. Apds

fixacdo dos tecidos por 3h a 4°C, os materiais foram lavados 3X por 5 minutos,
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em tampao CACO 0,2M, e submetidos aos quatro diferentes protocolos de
impregnagao em diferentes meios de inclusdo para obtengdo de cortes para

analise em microscopia eletrénica de varredura (Tabela I).

Posteriormente, cortes de 20 uym foram obtidos e o conjunto testiculo +
ducto + ampola foi fixado a laminula e lavado com solvente ou agua para
remogao do material de inclusdo e, em seguida, aderido ao suporte para
observacdao em MEV. Como consta na Tabela |, os meios de adesao dos cortes a
laminula avaliados foram: albumina 5,5%, gelatina 0,1%, e gelatina 1%. O preparo
da albumina seguiu os padrdes de rotina do laboratorio de técnicas histoldgicas
da UEPG, utilizando-se como estoque solugdo albumina:glicerina (1:1). Na
sequéncia, procedeu-se a metalizacdo (SCD 030 BALZERS UNION FLSL 9496
BALZERS) no Centro de Microscopia Eletrénica da Universidade Federal do

Parana.

As analises dos dados foram realizadas com base na comparagao entre as
imagens obtidas em MEV dos materiais submetidos aos diferentes protocolos de
infiltragdo (MEV JEOL JSM-6360LV, na UFPR). Buscou-se avaliar a preservagao
geral dos tecidos, aspectos superficiais das células, bem como a consisténcia das
secregbes. Ainda, levou-se em consideracdo nas analises da eficiéncia dos
protocolos avaliados, o tempo de processamento, a fragilidade do material, a
toxicidade para o manipulador dos reagentes utilizados, grau de praticidade da
técnica, remogcao do material de inclusdo, bem como a melhor substancia de

aderéncia dos cortes as laminulas.
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3. Resultados

A Tabela Il contém os dados sobre a avaliagcado da eficiéncia dos diferentes
protocolos de infiltragcado para obtencéo de cortes de tecidos do sistema reprodutor

masculino de L. intermedia com vistas as analises em MEV.

Os protocolos que utilizaram parafina ou paraplast como meio de infiltragcao
do material biolégico apresentaram os menores tempos de processamento
(Tabela I). No que se refere a parafina, os outros parametros avaliados nesse
protocolo ndo foram eficientes, uma vez que ao colocar as estruturas em xilol
observou-se uma visivel retragao do tecido, assim como ao proceder a infiltracao,
ou seja, ao coloca-las em parafina a 60°C, notou-se uma desidratagdo acentuada
das mesmas, resultando em um material bastante fragil, o que dificultou o seu
manuseio. Consequentemente, a fragilidade do material impossibilitou a
realizagao da microtomia e demais etapas subsequentes. Além disso, 0 uso do
xilol faz essa técnica apresentar um alto grau de toxicidade (Tabela IlI).
Resultados similares foram obtidos com o protocolo que utilizou o paraplast como
meio de inclusdo. As estruturas bioldgicas também se tornaram mais quebradicas
apo6s banhos em xilol e demais etapas de infiltracao, dificultando o seu manuseio.
Este protocolo de infiltragdo também possui alto grau de toxicidade devido ao uso
de xilol, apesar desse solvente ter sido capaz de remover a maior parte do
paraplast do material biolégico. Entretanto, foi possivel cortar esse material e
albumina 5,5% foi satisfatéria para adesdo dos cortes as laminulas (Tabela II).
Com relacdo a preservagcao das caracteristicas teciduais, ndao foi possivel

distinguir a maioria das estruturas celulares em grande parte do corte histologico,
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o qual continha as porcdes proximal e distal dos tecidos da ampola e ducto,

respectivamente (Figura 2A).

Ao efetuar o protocolo 1 de infiltragdo com PEG (Tabela 1), notou-se que
devido ao grande tempo de exposicdo do material ao produto em alta
temperatura, aproximadamente 50 horas, houve retragdo e aumento da
fragilidade do tecido, porém isso nao comprometeu 0 seu manuseio durante todo
o processamento. O fato de ndo haver necessidade de passar os tecidos pelo
xilol, diminui a toxicidade da técnica, e, mesmo utilizando-se agua destilada na
etapa de remogao do meio de infiltragdo, o processo foi adequado. A substancia
de aderéncia dos cortes as laminulas de melhor eficiéncia foi a gelatina 1%
(Tabela Il). A analise da regiao proximal do testiculo em MEV evidenciou uma
estrutura tecidual parcialmente preservada, com alguma alteragédo na morfologia
das células, notadamente as membranas celulares mostraram-se irregulares, nao
sendo possivel distinguir a presenga de synspermium (conjunto de quatro
espermatozoides compartilhando citoplasma e membranas plasmatica) dentre as

demais células da linhagem germinativa (Figura 2B).

No protocolo 2 de infiltragdo com PEG (Tabelal), o tempo de exposi¢ao do
material ao produto a altas temperaturas foi reduzido em cerca de 22 horas, 0 que
resultou em, visualmente, ndo se observar alteracdes estruturais significativas dos
tecidos. Portanto, o manuseio do material durante todo procedimento nao foi
comprometido. Esta técnica apresenta baixa toxicidade, o que confere maior
praticidade ao procedimento, e a remog¢ao do material de infiltracao, realizada em

agua destilada, foi satisfatoria. A substancia de aderéncia dos cortes as laminulas
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de melhor eficiéncia foi também gelatina 1% (Tabela Il). As analises de

preparacdes de porgdes do testiculo em MEV mostraram que a estrutura tecidual
apresentava-se totalmente preservada, com as superficies celulares tendo
aspecto integro e regular, sendo possivel distinguir o synspermium das demais

células da linhagem germinativa (Figura 2C).

4. Discussao

Em geral, o preparo de material biolégico (estruturas pequenas e integras
ou fraturadas e esfregago de células) para avaliacdo em MEV envolve disseccao,
fixacdo, desidratacdo e passagem por ponto critico. Posteriormente, o material é
colocado sobre laminula contendo substancia de aderéncia e orientado sobre
suporte metalico. O conjunto € passado por processo de metalizagao previamente

a observacdo em MEV.

A grande dificuldade em se trabalhar com tecidos de invertebrados, mais
especificamente com tecidos da aranha marrom, é o pequeno tamanho dos seus
orgaos e a presenca de grande quantidade de musculatura apoiando-os a parede

interna do abdomen (comunicagao pessoal Costa-Ayub).

Tentativas prévias, utilizando os protocolos usuais de MEV, mostraram-se
inadequadas para uma descricdo morfologica mais detalhada de estruturas
integras e/ou fraturadas do sistema reprodutor masculino da aranha marrom L.

intermedia (Dados n&o publicados).
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Com a finalidade de contornar esse problema, buscou-se avaliar
técnicas, as quais sdo comumente utilizadas para analises em microscopia de luz,
que permitissem obter cortes de estruturas do sistema reprodutor masculino de L.
infermedia que pudessem ser analisados em MEV. Na avaliagdo dos diferentes
protocolos para a obtencéo de cortes de tecidos do sistema reprodutor masculino
de L. intermedia, procurou-se obter uma técnica que aliasse a manutencao das
caracteristicas teciduais com a praticidade do procedimento a ser realizado com
vistas a possibilitar uma analise rapida de estruturas bioldégicas pequenas e
frageis em MEV. Testes com quatro protocolos diferentes utilizando meios de
infiltragdo distintos (parafina, paraplast e PEG 1500) e distintas substancias de
aderéncia dos cortes a laminula (albumina 5,5%, gelatina 0,1%, e gelatina 1%)
foram realizados e a eficiéncia de cada um deles foi avaliada com base no tempo
de processamento do material, nas alteragdes ocorridas no tecido durante o
procedimento que poderiam comprometer seu manuseio, na toxicidade das
substancias utilizadas, na remocao do material de infiltracdo, na aderéncia dos
cortes a laminula e, por ultimo, nas analises da preservacao das caracteristicas

teciduais em MEV.

Em trabalhos realizados anteriormente, o uso de parafina como meio de
infiltracdo de tecidos da aranha marrom L. intermedia mostrou-se inadequado
(Dados nao publicados). Esse dado foi confirmado no presente trabalho, uma vez
que a passagem dos tecidos (testiculo, ducto e ampola) primeiramente em xilol
levou a uma visivel retracdo do mesmo e a um aumento da sua fragilidade.

Posteriormente, ao proceder a inclusdo em parafina, observou-se uma
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desidratacdo acentuada do tecido, resultando em um material bastante

quebradico e de dificil manuseio. A passagem pelo xilol parece comprometer a
integridade dos tecidos e impedir a infiltracdo pela parafina, impossibilitando a
continuidade do procedimento. Com o uso do paraplast, os efeitos do xilol foram
semelhantes e a infiltracdo parece ter sido parcial, mostrando também um
resultado ndo satisfatorio. Além desse solvente ser inadequado para o preparo
dos tecidos para a infiltracdo com parafina e paraplast, muito embora o mesmo
mostre alguma eficiéncia, posteriormente, na remocdo do material de inclusao,

seu uso também é maléfico ao usuario devido a sua toxicidade.

O xilol € um composto volati que quando ingerido pode ser bastante
prejudicial a saude ou até fatal e também pode causar severas irritagdes quando
em contato com a pele, olhos e trato respiratério. Sua inalagao causa irritagéo ao
nariz e garganta e em altas concentragbes pode causar nausea, vomito, dores de
cabega, severas dificuldades de respiragao, dores e tosse. O seu vapor, em alta
concentracao, € anestésico e pode afetar o sistema nervoso central (MORAES,

2005; LANGMAN, 1994).

Em geral, é utilizada historesina como meio de infiltragdo nas preparagdes
de cortes histologicos de tecidos de aranha para avaliagdo em microscopia de luz,
uma vez que essa apresenta 6tima penetracédo e € a base de agua, dispensando
o uso de xilol. No entanto, uma vez polimerizada, € dificil dissolver o bloco desse
material, o que o torna inviavel para o preparo de tecidos para observagdo em

MEV. Outra opgao avaliada neste trabalho foi o uso do PEG 1500 como meio de
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infiltracdo dos tecidos, o qual é rotineiramente utilizado nas analises

histolégicas em vegetais (KRAUS & ARDUIM, 1997).

O PEG pertence a um grupo de polimeros com diferentes pesos
moleculares (200-4000) e pontos de fusdo. Esse polimero é miscivel em agua e
muitos solventes organicos, é inerte e n&o dissolve glicogénio e muitos lipideos
celulares (HAYAT, 2000; COUTINHO et al., 2003). Esse polimero tem sido
utilizado como um meio de infiltragado de tecidos para analises em microscopia de
luz ha anos, apresentando uma boa preservacdo da estrutura tecidual.
Particularmente, o uso desse polimero em histoquimica e imunohistoquimica €&
excelente, uma vez que a sensibilidade da deteccdo de antigenos é bastante

aumentada (GAO & GODKIN, 1991; SOFFIATTI & ANGYALOSSY, 2007).

A facil remocao do polietilenoglicol dos tecidos com agua torna esse
polimero um meio propicio para o uso em MEV, uma vez que o material biolégico
a ser analisado precisa estar completamente limpo e desidratado, a fim de
permitir a identificagcdo e a descricdo morfologica detalhada das estruturas de

interesse.

No decorrer dos dois protocolos avaliados utilizando-se o PEG 1500 como
meio de inclusdo notou-se que, a despeito do maior tempo de processamento,
houve uma maior praticidade em efetua-los, visto que poucos passos foram
necessarios para se concluir os procedimentos, principalmente no protocolo de
infiltracdo com PEG onde diminuiu-se o tempo de processamento. Esse meio

apresentou excelente infiltracdo e preservou melhor a estrutura geral dos tecidos
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e das membranas celulares, possibilitando analises morfolégicas mais
precisas em MEV. Com o uso desse material de incluséo, foi possivel distinguir
das demais células no interior do testiculo, um synspermium, devido a o6tima

preservacao dos contornos celulares.

Entretanto, a aderéncia dos cortes de polietilenoglicol nas laminulas é

baixa, o que requer a utilizagdo de substancias de aderéncia.

No presente trabalho, algumas substancias de aderéncia de cortes as
laminulas rotineiramente utilizadas em analises histologicas foram avaliadas. A
gelatina 1% foi a substancia de aderéncia mais eficiente em ambos protocolos

que utilizaram PEG 1500 como meio de infiltragdo dos tecidos.

Conclui-se que PEG 1500, aliado ao uso da gelatina 1% como substancia
de aderéncia dos cortes as laminulas, pode ser empregado como meio de
infiltracdo na obtencao de cortes de estruturas do sistema reprodutor da aranha
marrom L. intermedia e, provavelmente, para outros tecidos pequenos e frageis
dessa espécie e de outros invertebrados, com a finalidade de realizar analises

morfoldgicas de alta qualidade em MEV.
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Figura 1. Representacdo ilustrativa dos passos do procedimento

metodoldgico basico utilizado neste trabalho para preparagdo de cortes de tecidos
do sistema reprodutor masculino de Loxosceles intermedia a ser analisados em
MEV. A. Vista ventral, por transparéncia, do posicionamento dos 6rgaos do sistema
reprodutor masculino de um adulto da aranha marrom L. intermedia (A — ampola; D
— ducto; EC - canal ejaculatério; EF — fenda genital; L - pulmao; T- testiculos; VASA
- vas deferens. B. Conjunto dissecado contendo o testiculo, o ducto e a ampola
submetido a fixagdo e desidratagdo. C. Estruturas apds o emblocamento. D. Corte
histolégico a 20 ym do bloco contendo as estruturas. E. Fixagdo do corte na
laminula contendo substédncia de aderéncia. F. Remocdo da substancia de
emblocamento com auxilio de solvente ou agua destilada. G. Fixagao da laminula
sobre o suporte metalico de MEV com auxilio de fita dupla face. H. Metalizacdo do

conjunto: suporte + laminula + material cortado. I. Conjunto metalizado.

Figura 2. Analise da morfologia de estruturas do sistema reprodutor masculino
da aranha marrom L. intermedia submetidas a diferentes protocolos de infiltracdo
em MEV. A. Infiltragdo em paraplast e adesdo do corte a laminula recoberta com
albumina (5,5%). Nao é possivel distinguir com clareza as superficies das células da
parede da ampola, tampouco aquelas do ducto, devido a péssima preservacao das
caracteristicas teciduais. A seta branca indica um aglomerado celular, porém,
devido a ma qualidade da preservagao, torna-se impossivel analisa-lo. A seta
vazada indica ampla regido do material onde é impossivel distinguir qualquer
estrutura celular. B. Infiltracdo em PEG (protocolo 1) e adesao do corte a laminula
recoberta com gelatina 1%. Observa-se alteragdo das membranas celulares na
regido proximal do testiculo, as quais apresentam aspecto irregular (seta branca). C.
Infiltragdo em PEG (protocolo 2) e adesdo do corte a laminula recoberta com
gelatina 1%. Observa-se um agrupamento celular do testiculo de aparéncia normal

(seta vazada) e um synspermium (seta branca).
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Tabela |. Protocolos avaliados para a obtengdo de cortes de tecidos do
sistema reprodutor masculino de L intermedia com vistas a analise em

microscopia eletrénica de varredura.

Tabela Il. Dados da avaliacdo da eficiéncia dos diferentes protocolos de infiltragao
visando a obtencido de cortes de tecidos do sistema reprodutor masculino de L.

intermedia com vistas a analise MEV.
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Figura 2.
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Tabela ll
Protocolo Tempo de Fragilidade | Toxicidade* Remogéo do Melhor Preservagao
processamento material de substancia do material
incluséo de aderéncia
Parafina 1h e 40 min Extrema Alta Nao avaliada N&o avaliada Nenhuma
Paraplast 1h e 40 min Alta Alta Parcialmente Albumina Pouco
eficiente 5,5% preservado,
sendo dificil
a
identificagéo
das porcdes
cortadas
PEG (Protocolo 50h Alta Baixa Eficiente Gelatina 1% Parcial
1)
PEG 28h Nenhuma Baixa Eficiente Gelatina 1% Total

(Protocolo 2)

* Toxicidade em relag@o ao manipulador das substancias utilizadas nos diferentes protocolos
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Referéncias

As referéncias citadas neste capitulo estao listadas ao final da dissertagao
em um unico topico com todas as demais referéncias.
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5. Discussao Geral

Estudos a respeito do desenvolvimento do sistema reprodutor de aranhas,
em nivel morfolégico, sdo bastante raros na literatura, notadamente, no que diz
respeito ao desenvolvimento do sistema reprodutor masculino da aranha marrom
L. intermedia, assunto do presente trabalho. Este estudo fornece importantes
dados para estudos comparativos futuros em outras espécies de aranhas e nos
permite melhor compreender a estratégia reprodutiva dessa espécie de interesse

da saude publica no Estado do Parana, Brasil.

A sequéncia de desenvolvimento do sistema reprodutor masculino
contempla estruturas mais internas em relagdo as mais externas, ocorrendo de
maneira similar ao processo em fémeas de L. intermedia. O desenvolvimento do
sistema reprodutor feminino é estabelecido por uma sequéncia de eventos,
priorizando o surgimento dos ovarios, seguido pelo aparecimento dos ovdcitos em
vitelogénese e, posteriormente, observa-se a formacao dos ductos dos ovidutos e
uterus internus e, por ultimo, das espermatecas (MARGRAF & COSTA-AYUB,

20086).

A maturacdo sexual em machos de L. intermedia parece ser precoce em
relacdo a outras aranhas, uma vez que ela tem inicio em animais em fase juvenil
(cinco ecdises) que precisam sofrer uma ou mais ecdises antes de atingir a fase
adulta (FISCHER, 1996). Como o desenvolvimento pds-embrionario de L.

intermedia é assincrbnico, o tempo das ecdises que determinardo a transicdo da
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fase juvenil para a adulta ndo pode ser previamente determinado. Em

Pholcus phalangioides, aranha haplégina da familia Pholcidae, o desenvolvimento
pos-embrionario € bastante sincrdnico, podendo ser estabelecido o tempo (em
semanas) das ecdises para que esse organismo atinja a fase adulta (MICHALIK &

UHL, 2005).

No presente trabalho, demonstrou-se que a maturidade sexual em machos
de L. intermedia j4 comega a ser estabelecido na quinta ecdise, quando varias
etapas do processo de espermatogénese ja sao visualizadas no interior do
testiculo, ainda que a diferenciacdo do palpo em oérgao copulatério ocorra

somente a partir da sexta ecdise (FISCHER, 1996).

A espermatogénese em L. intermedia é também continua no adulto,
confirmada pela observacdo de células em processo de meiose e de
espermiogénese no tecido testicular, o que esta de acordo com o descrito na
literatura para as espécies que apresentam um tempo longo de vida adulta e

copula varias vezes, como é o caso da aranha marrom (MICHALIK & UHL, 2005).

A unica descricdo do desenvolvimento do sistema reprodutor masculino
em aranhas mostra que o processo de espermatogénese em P. phalangioides
tem inicio apenas poucas semanas antes da ecdise que precede a formacgao do
adulto, portanto, a sua maturidade sexual € mais tardia quando comparada a L.
intermedia, que necessita de um tempo maior para completar seu

desenvolvimento (MICHALIK & UHL, 2005).
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As descrigdes da literatura, em geral para machos de aranhas
adultas, apontam para a conexao dos testiculos diretamente ao vasa deferentia,
que é um par de tubulos alongados e contorcidos extendendo-se
longitudinalmente na regido posterior do corpo (SIMEO et al., 2009). Em L.
intermedia, os testiculos se conectam ao vasa deferentia por meio de duas
estruturas, um fino ducto e uma ampola volumosa, as quais sdo aqui descritas
pela primeira vez para aranhas. Essa peculiaridade do sistema reprodutor de L.

intermedia pode ter implicagdes filogenéticas e/ou taxondmicas e/ou evolutivas.

A diversidade morfolégica dos espermatozdides em aranhas,
fundamentada em estudos de ultraestrutura e de seus distintos modos de
transferéncia para o corpo da fémea, tem sido um caracter usado na definicao de
taxon desde o século XIX e, mais recentemente, no estabelecimento de relagdes
filogenéticas desse grupo de organismo (MICHALIK et al., 2004a e b; MICHALIK
et al., 2005a e b; MICHALIK et al., 2006; MICHALIK & HUBER, 2006). Outros
caracteres, como a morfologia externa e, mais recentemente, aspectos
moleculares também tém sido utilizados no estabelecimento de relagcbes
filogenéticas em aranhas (MICHALIK et al., 2006). Com relagdo a morfologia
interna das aranhas, com foco nas peculiaridades de seu sistema reprodutor, sao
raros os relatos na literatura que a considera no estabelecimento de relagbes

filogenéticas e/ou como tendo implicagdes taxondmicas e evolutivas.

Segundo Eberhard & Cordeiro (1995) ndo se pode deixar de considerar o
papel da selegao sexual na origem de variagcbes na morfologia genital de uma

espécie. Evidéncias dessa afirmacdo podem ser vistas em Masta & Maddison
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(2002) cujos estudos demonstraram que a diversificagdo da genitalia de
populagdes de Habronattus pugillis, da familia Salticidae, é resultante do processo

de selecao sexual.

Um mecanismo de selecdo sexual pode ser estabelecido devido as
secrec¢des produzidas e liberadas por estruturas do sistema reprodutor masculino
de aranhas que, ao constituir um bloqueio a entrada de outros espermatozoides,
determina um processo de competicdo entre os machos (HUBER, 2005;
BURGER et al., 2006a). No receptaculo das fémeas de Silhouettella loricatula,
espécie de aranha haplégina da familia Oonopidae, sao encontrados
espermatozoides de cada macho envoltos por uma capa de secrecido, sendo o
conjunto ejetado durante a copula, demonstrando-se assim um outro processo de

selegcdo sexual nessa espécie (BURGER et al., 2006b).

Em L. Intermedia, a transferéncia dos espermatozoides para o corpo da
fémea no momento da coépula, ocorre na forma de synspermia, (uma grande
quantidade de espermatozéides, envoltos por uma secregdo glicoprotéica)
(COSTA-AYUB & FARACO, 2006), o que indica que deve haver mecanismos de
selecdo sexual atuando nessa espécie. Para machos de Indicoblemma
lannaianum, espécie de aranha haplégina pertencente a familia Tetrablemmidae,
somente uma pequena quantidade de espermatozoides é produzida e transferida
no momento da copula, o que indica a ocorréncia de pouca ou nenhuma

competicdo dentro da fémea (BURGER, et al 2006a).
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A presenca de estruturas como o ducto e a ampola, como caracteres
divergentes de L. intermedia, podem ainda estar relacionadas com um maior
controle na selecao dos espermatozoides e com aspectos de sua funcionalidade
como nutricdo, protegdo e ativagdo no corpo da fémea, garantindo o sucesso na

fertilizag&o.

Em machos de P. phalangioides diferentes tipos de secregcao sao
produzidas pelo vas deferens e testiculos e também dentro do érgao copulatério,
potencialmente, apresentando distintas fungées (MICHALIK & UHL, 2005). Em L.
intermedia, similarmente, diferentes tipos de secreg¢des sao produzidas pelos
testiculos, vas deferens e ampola, as quais, certamente, desempenham distintas

fungdes no processo reprodutivo dessa espécie.

Morfologicamente, as secre¢des observadas nos testiculos e vas deferens
de L. intermedia sao distintas das descritas para outras espécies (MICHALIK et
al., 2005; MICHALIK & UHL, 2005; MICHALIK & HUBER, 2006) e, conjuntamente
com a secrecao da ampola, caracterizam uma divergéncia na composi¢ao do
fluido seminal, que pode também estar atuando em mecanismo de selegao sexual
espécie-especifico baseado no estabelecimento da prioridade de

espermatozoides.

Durante as analises de morfologia do ducto e da ampola em MEV houve a
necessidade de se estabelecer uma técnica mais especifica devido ao pequeno

tamanho e fragilidade dessas estruturas.
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Em geral, as analises convencionais para MEV envolvem dissecgéo,
fixagdo, desidratacdo e passagem por ponto critico. Posteriormente, o material é
colocado sobre laminula contendo substancia de aderéncia e orientado sobre
suporte metalico. O conjunto é passado por processo de metalizagao previamente

a observacdo em MEV.

Tentativas prévias, utilizando os protocolos usuais de MEV, mostraram-se
inadequadas para uma descricao morfolégica mais acurada de estruturas integras

e/ou fraturadas do sistema reprodutor masculino da aranha marrom L. intermedia.

Assim, procurou-se avaliar diferentes protocolos para a obtencao de cortes
de tecidos do sistema reprodutor masculino de L. intermedia, a fim de se obter
uma técnica que aliasse a manutencdo das caracteristicas teciduais com a
praticidade do procedimento a ser realizado com vistas a possibilitar uma analise
rapida de estruturas biolégicas pequenas e frageis em MEV. Experimentos
utilizando os meios de infiltracdo parafina, paraplast e PEG 1500 e distintas
substancias de aderéncia dos cortes a laminula como albumina 5,5%, gelatina

0,1%, e gelatina 1%, foram realizados.

A passagem dos tecidos dos testiculos, ductos e ampolas em xilol levou a uma
visivel retracdo dos mesmos € a um aumento da sua fragilidade. Posteriormente,
ao proceder a inclusdo em parafina, observou-se uma desidratacdo acentuada do
tecido, resultando em um material bastante quebradi¢co e de dificil manuseio. A
passagem pelo xilol parece comprometer a integridade dos tecidos e impedir a

infiltracdo pela parafina, impossibilitando a continuidade do procedimento. Com o
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uso do paraplast, os efeitos do xilol foram semelhantes e a infiltracdo

parece ter sido parcial, mostrando também um resultado nao satisfatério.

O PEG é um polimero que tem sido utilizado como um meio de infiltragao
de tecidos para analises em microscopia de luz ha anos, apresentando uma boa

preservacao da estrutura tecidual.

A facil remocao do polietilenoglicol dos tecidos com agua torna esse
polimero um meio pratico para o uso em MEV. Houve uma maior facilidade em
realizar os protocolos envolvendo esta substancia, visto que poucos passos foram
necessarios para se concluir os procedimentos. Esse meio apresentou excelente
infiltragdo e preservou melhor a estrutura geral dos tecidos e das membranas
celulares, possibilitando analises morfolégicas mais precisas em MEV. Com o
uso desse material de inclusdo, foi possivel distinguir das células no interior do

testiculo, devido a étima preservagao dos contornos celulares, um synspermium.

6. Consideragodes Finais

O desenvolvimento do sistema reprodutor masculino prioriza a maturagao
dos testiculos e posteriormente da-se a diferenciacao do ducto, da ampola e do

vas deferens na sexta ecdise.

A maturidade sexual em machos L. intermedia acontece apds a
modificagao dos pedipalpos em palpos contendo o bulbo copulatério, que ocorre a

partir da sexta ecdise. Em nivel morfolégico, observou-se que os os caracteres
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sexuais internos de macho desta espécies, ja estdo completamente

desenvolvidos e aptos para copula na quinta ecdise.

O ducto é composto por um epitélio ndo glandular, compacto e parece

controlar a passagem do synspermium, podendo estar selecionando os mesmos.

A ampola produz uma secrec¢ao glicoprotéica que € depositada ao redor do
synspermium e constitui o local de estocagem dos mesmos, podendo estar
atuando em varios aspectos de sua funcionalidade, como nutricdo, protecdo e
ativagao no corpo da fémea. Estas estruturas, propavelmente, tiveram um papel
significativo na selegcdo sexual de L. intermedia, sendo de grande importancia

para o sucesso reprodutivo desta espécie.

A presencga de estruturas peculiares no sistema reprodutor masculino de L.
intermedia foi favorecida pela selecdo e pode estar relacionada a ampliacdo das

estratégias evolutivas de reproducédo dessa espécie.

PEG 1500, aliado ao uso da gelatina 1% (como substancia de adesao a
laminula), pode ser empregado como meio de infiltracdo na obtencao de cortes de
estruturas do sistema reprodutor da aranha marrom L. intermedia e,
provavelmente, para outros tecidos pequenos e frageis dessa espécie e de outros
invertebrados, com a finalidade de realizar analises morfolégicas acuradas em

MEV.

O presente trabalho contribui para o debate de questdes ainda controversas

relacionadas com as variagbes morfolégicas encontradas no sistema reprodutor
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masculino de L. intermedia e podem vir a esclerecer aspectos evolutivos e

filogenéticos relacionados a esta espécie, por isso, maior detalhamento
morfolégico em nivel de microscopia eletrbnica de transmissao se fazem
necessarios. Tais analises envolvendo as interacdes celulares presentes entre as
células da parede do ducto e o synspermium estdo em andamento e serdo

anexadas aos resultados desta dissertagao.
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