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RESUMO

Sedas sao compostos protéicos secretadas por glandulas especializadas
encontradas em diferentes grupos de artropodes. Aranhas produzem uma
diversidade de fibras, que sado predominantemente compostas por proteinas
repetitivas (espidroinas), codificadas por uma familia multigénica. A
caracterizacao dessa familia esta focada em espidroinas sintetizadas por
espécies de Araneomorphae (aranhas verdadeiras), enquanto poucas
sequéncias de Mygalomorphae (tarantulas) sdo conhecidas. Sedas formam
uma familia diversa de materiais naturais com extraordinarias propriedades
mecanicas, como resisténcia e extensibilidade, além da biocompatibilidade
demonstrada. A possibilidade de produzir novos biomateriais com propriedades
similares as das espidroinas levou a inumeros estudos dessas proteinas.
Apesar das potenciais caracteristicas mecanicas, a inabilidade de domesticar
as aranhas para produzir quantidades suficientes de proteinas conduziu ao
desenvolvimento de estratégias alternativas para a produgdo das sedas
utilizando a tecnologia do DNA recombinante. Proteinas com resisténcia e
elasticidade definidas podem ser produzidas utilizando engenharia genética de
maneira a misturar os modulos repetitivos em proporgdes especificas,
produzindo biomateriais com grande potencial para uso na medicina e
engenharia. Este trabalho envolve a expressdo recombinante de seda de
aranhas em Escherichia coli, por meio da manipulagdo genética de genes
isolados das glandulas produtoras de seda das espécies Nephilengys cruentata
(Araneomorphae) e Avicularia juruensis (Mygalomorphae). A proteina AJSilk
Gland Protein — 1 de A. juruensis identificada neste trabalho pode ajudar no
melhor entendimento da diversidade e evolugdo da familia de genes das
espidroinas. Além disso, genes sintéticos foram construidos para codificar um
analogo a Flag-like de N. cruentata. Esses genes artificiais foram obtidos por
meio de uma estratégia controlada, usada para proteinas repetitivas compostas
por diferentes unidades repetitivas in tandem. Resultados de analises por SDS-
PAGE e “Western blot” e a purificagdo (em coluna de afinidade) demonstraram
que as proteinas Flag recombinantes foram expressas com sucesso em
microorganismos.

Palavras-chaves: aranhas, espidroinas, DNA recombinante, biopolimeros,
seda Flageliforme, Nephilengys cruentata e Avicularia juruensis.

Xii



ABSTRACT

Silks are protein compounds secreted by specialized glands, and are found in
different groups of arthropods. Spiders can produce a number of silk fibers
(spidroins) that are predominately composed of repetitive amino acid modules
encoded by a multigenic family. The characterization of this multigenic family
has focused on spidroins synthesized by Araneomorphae species (true
spiders), whereas only a few sequences are known from the Mygalomorphae
species (tarantulas). Silks represent a diverse family of natural materials with
extraordinary mechanical properties such as high tensile strength and
extensibility, as well as a great biocompatibility. The possibility of producing new
biomaterials properties similar to spidroins motivated this research. Despite
their superior mechanical characteristics, the inability of domesticating spiders
to produce enough protein for industrial applications had lead to alternative
strategies for silk production, mainly through the recombinant DNA technology.
By using genetic engineering aproaches to mix the conserved and repetitive
modules in specific proportions, proteins with defined strength and elasticity can
be designed, and they may have many potential medical and engineering uses.
This work involves the recombinant expression of spider silk proteins in
Escherichia coli through the manipulation of silk genes isolated from glands of
the Brazilian species Nephilengys cruentata (Araneomorphae) and Avicularia
juruensis (Mygalomorphae). The protein AJSilk Gland Protein — 1 from A.
juruensis was identified in this work and could enlighten some diversity and
evolution issues of the spidroin multigenic family. In addition, synthetic genes
were designed to encode analogs of the N. cruentata Flag-like gene. These
artificial genes were constructed by using a controlled strategy to generate
repetitive proteins composed of tandem different repeat units. The results of
SDS-PAGE, Western blot analysis and the purification (using a affinity column)
of the spider flagelliform recombinant proteins demonstrated that the strategy
was successfully conducted to produce these spider proteins in
microorganisms.

Keywords: spider, spidroins, recombinant DNA, biopolymers, Flagelliform silk,
Nephilengys cruentata and Avicularia juruensis.
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1. INTRODUCAO

1.1. Aranhas

As aranhas formam um grupo monofilético, cuja monofilia é apoiada
pela presenca de apéndices abdominais modificados, como fiandeiras,
glandulas sericigenas (responsavel pela produgdo da seda) e fusulas. S&o
animais artrépodes pertencentes a ordem Araneae da classe dos aracnideos.
A ordem Araneae € o segundo maior grupo dentre os aracnideos (Foelix, 1996)
e o0 sétimo dentre os artrépodes (Parker, 1982), com 40.024 espécies incluidas
em 108 familias (Platnick, 2008), sendo menor apenas do que a ordem Acari e
cinco ordens de insetos, no que se refere ao numero de espécies (Parker,
1982). A diversidade de espécies se deve, em grande parte, a capacidade das
aranhas de produzir sedas durante sua vida como também a utilizacio
especializada dos diferentes tipos produzidos. Das 108 familias de aranhas
encontradas no mundo, 67 sdo encontradas no Brasil (Brescovit et al., 2002;
Brescovit et al., 2004).

Esta ordem é dividida em duas infraordens: Mesothelea e
Opisthotheleae. A primeira é constituida de aranhas com caracteristicas mais
parecidas com seus ancestrais, a exemplo do abdémen segmentado. O grupo
Opisthotheleae é constituido pelas aranhas Mygalomorphae (caranguejeiras e
similares), que ndo constroem teias orbiculares e as Araneomorphae (aranhas
verdadeiras), que constituem o grupo das aranhas tecedoras de teias
orbiculares.

Os vetores de expressdo construidos nesta dissertacdo foram
baseados nas sequéncias de cDNA de duas espécies de aranhas coletadas no
Brasil. Uma pertencente a familia Nephilidae (Nephilengys cruentata) e a outra
a familia Theraphosidae (Avicularia juruensis), que sao pertencentes as

subordens Araneomorphae e Mygalomorphae respectivamente.

1.1.1. Nephilengys cruentata

As espécies do género Nephilengys (Koch, 1872) sdo familiares para

a maioria dos bidlogos tropicais (Kuntner, 2007). Possuem um grande



dimorfismo sexual de tamanho, com fémeas gigantes em relagdo aos machos,
aléem de uma vivida coloragao, tornando-as por isso importante objeto de
estudo (Kuntner, 2007).

A espécie Nephilengys cruentata (Araneae: Nephilidae) (Figura 1),
utilizada neste estudo, € uma aranha arboricola, geralmente encontrada em
residéncias construidas em Sao Paulo, Brasil (Chuck-Paim e Alonso, 2001).
Os individuos utilizados na construcao da biblioteca de cDNA foram coletadas
na Mata Atlantica em S&o Paulo — Brasil (S 230 33’ 54” e W 460 46’ 09”).

Sua distribuicdo pode ser observada na Figura 2, mostrando que
esta ja foi observada na Africa tropical e subtropical em uma limitada area da
América do Sul: Brasil e Paraguai (Kuntner, 2007).

Figura 1. Nephilengys cruentata, fotografias de aranhas vivas. A — Macho
copulando com uma fémea de Adiepo Doume, Ivory Coast (foto por R.Jocque)
(Kuntner, 2007); B — Fémea coletada na Mata Atlantica em Sao Paulo — Brasil
(S 23°33 54” e W 46° 46’ 09”) (foto por Felipe Rodrigues da Silva).
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Figura 2. Distribuicao global da Nephilengys cruentata de acordo com Kuntner
(2007).

1.1.2. Avicularia juruensis

Avicularia juruensis (Mello-Leitdo, 1923) (Figura 3) € uma aranha
migalomorfa encontrada na regido da Amazonia, Brasil e pertence a familia
Theraphosidae (Thorell, 1870). Os individuos utilizados neste trabalho foram
coletados préximos a cidade de Monte Negro — Ronddnia (RO) (S 10°17°40” e
W 60° 19' 21”). Diferente das araneomorfas, as migalomorfas ndo produzem
teias orbiculares, utilizando suas sedas apenas para construcdo de casulos e

tocas.
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Figura 3. Foto de uma fémea da aranha Avicularia juruensis. (fonte: Guy Tansley —
www.giantspiders.com).

1.2. Sedas

Sedas sao produzidas somente por artropodes e apenas por animais
das classes Insecta, Arachnida e Myriapoda (Craig, 1997). Os insetos em
conjunto, produzem diferentes tipos de sedas, sendo que cada espécie produz
apenas um tipo — enquanto uma unica aranha pode produzir até seis diferentes
tipos de seda (Vollrath, 1992). Esses animais utilizam as sedas de diversas
formas: construgdo de abrigos, reproducgdo, alimentagdo e dispersao (Craig,
2003).

A Tabela 1 a seguir contém a comparagdo do uso que aranhas e
insetos fazem das sedas e evidencia a forma similar desse uso. A seda
produzida por miriapodas (lacraia, piolho-de-cobra) - ainda nao caracterizada -

é utilizada por machos, durante a reproducgao (Craig, 2003).



Tabela 1. Comparagao do uso que aranhas e insetos fazem das sedas.

Funcéao

Exemplos para insetos

Exemplos para aranhas

Abrigos para protecao

Suporte estrutural

Reprodugao

Casulo de seda produzido
por Lepidoptera

Saco de seda com ovos
produzidos por Neuroptera
Restricdo de movimento
durante o acasalamento por

Sedas de abrigo
produzido por aranhas
Sacos de ovos produzidos
por Araneidae

Bolsa de esperma
produzido por machos de

Thysanoptera aranhas

Busca por comida Seda para captura de Teias para captura de
presas produzidas por presas produzidas por
Trichoptera Araneidae

Disperséao Disperséao da ninhada de Dispersdo de juvenis de
Lepdoptera aranhas

Fonte: adaptada de Craig (2003).

Os chineses domesticaram o bicho da seda (Bombyx mori) ha cerca
de quatro mil anos, tendo em vista o uso de sua seda na industria téxtil. Os
casulos desses animais sao compostos por dois filamentos continuos de seda,
fibroinas pesada (~ 350 kDa) e leve (~25 kDa), aderidos por meio de proteinas

adesivas denominadas sericinas (Jin e Kaplan, 2003).

Diferente do bicho da seda, as aranhas nao foram domesticadas
para produzirem fibras em escala industrial. Essa diferenca deve-se a
dificuldade de se obter grandes populagdes de aranhas, devido a sua natureza
solitaria e predadora. Além disso, as sedas de aranhas sao produzidas em
pequena quantidade e nao podem ser enoveladas como uma fibra simples, de
forma semelhante ao que ocorre com o casulo do bicho da seda (Altman et al.,
2003). Entretanto, as caracteristicas fisicas das sedas de aranhas s&o muito
superiores as encontradas nas sedas de Bombyx mori.

Constata-se que sedas de aranhas vém despertando o interesse dos
cientistas nos ultimos 40 anos, conforme Xu e Lewis (1990), em especial via
estudos sobre as varias propriedades mecanicas e fisicas dessas sedas.

As sedas de aranhas sao biomateriais leves, extremamente fortes e
elasticas e apresentam caracteristicas mecanicas comparaveis as melhores
fibras sintéticas produzidas pela alta tecnologia (Hinman et al., 2000). Os

componentes das fibras s&o proteinas e no caso das aranhas sao chamadas



de espidroinas. Sdo secretadas por glandulas abdominais especializadas e
utilizadas em diferentes combinacgdes, que resultam em estruturas para captura
de presas, reproducgdo, locomogao, entre outras fungdes. (Gosline et al., 1986;
Guerette et al., 1996; Vollrath, 1992).

A Tabela 2 contém comparacdes das propriedades mecanicas de
alguns tipos de sedas da espécie de aranha Nephila clavipes em relagcéo a
alguns materiais naturais ou sintéticos. Essa foi uma das primeiras espécies
utilizadas como modelo para estudo, devido a facilidade de coleta e de

extragao da glandula produtora de seda (Hinman et al., 2000).

Tabela 2. Comparacao entre as propriedades mecanicas da seda de aranha e
alguns materiais.

Seda Resisténcia  Elasticidade Energia para romper
(N.m?) (%) (J Kg™)

Seda linha de seguranga 4 x10° 35 1x10°

Seda flageliforme 1 x 10° >200 1x10°

Seda ampolada secundaria 1 x 10° 5 3x10*

Kevlar® 4 x10° 5 3 x 10*

Borracha 1x 10° 600 8 x 10*

Tendao 1x10° 5 5x 10°

Nylon, tipo 6 7 x10° 200 6 x 10*

Fonte: adaptada de Hinman, et al. (2000).

Diversos trabalhos publicados comparam a seda de aranha com os
materiais sintéticos mais resistentes, em especial com o Kevlar® (Gosline et
al., 1999; Hayashi et al., 2004; Hinman et al., 2000; Lewis, 2006; Li et al.,
1994). Esse constitui uma fibra de poliamida aromatica produzida pela empresa
“‘DuPont” e é considerada como uma inovagao tecnologica. O Kevlar® — assim
como a fibra mais resistente da aranha (seda linha de seguranga) — é
extremamente resistente e possui baixo peso molecular, por isso € de grande
interesse para a industria. Essa fibra sintética pode ser produzida de diferentes
formas dependendo de sua aplicagdo, muitas vezes relacionada com a
seguranga — a exemplo de coletes a prova de balas, produtos resistentes a

incéndio e abrigos contra furacdes, tempestades e tornados. Nessa perspectiva



€ possivel que alguns materiais a base de biopolimeros de seda de aranha
sejam desenvolvidos e encontrem grande aceitagao e aplicabilidade

A producdo em larga escala das fibras de aranhas tornaria possivel a
elaboracdo de uma nova geragdo de biomateriais com alto grau de
biodegradabilidade, envolvendo aplicagbes praticas em diferentes segmentos
do setor industrial. Mas a inabilidade de domesticar as aranhas, de forma a
produzirem quantidades necessarias e suficientes de proteinas para propiciar
estudos e utilizacdo comercial, induziu ao desenvolvimento de estudos para se
viabilizar a producdo das proteinas dessa seda, em especial por meio de
sistemas de expressodes heterdlogos.

A ciéncia tem investido na biomimetizacdo do processo de produgao
de seda por aranhas em laboratério (Miao et al., 2006). Mas a produgéo das
proteinas da seda recombinantes tem sido complicada devido a natureza
repetitiva dos genes, por serem sequéncias ricas em G-C (guanidina-citosina),
pelo grande tamanho desses genes e pelos cédons preferenciais das aranhas
(Huemmerich et al., 2004). Essas dificuldades levaram a construgdo de genes
sintéticos, com base nas sequéncias de cDNA do bicho da seda (Capello et al.,
1990) e de aranha, (Arcidiacono et al., 1998; Fahnestock e Irwin, 1997; Lewis
et al., 1996; Prince et al.,, 1995) - clonados e expressos em sistemas
procariéticos, como Escherichia coli. Mas os niveis de expressao dessas
sequéncias sintéticas ainda foram baixos. Na tentativa de melhora-los,
Fahnestock e Bedzyk (1997) utilizaram Pichia pastoris, levedura comumente
utilizada para expressdo de proteinas heterélogas, como organismo para
expressao. Esses autores mostraram que P. pastoris - comparada a E. coli - é
capaz de produzir uma maior quantidade de proteinas, além de ser mais
eficiente na expressao de proteinas com maiores pesos moleculares. Apesar
dos bons resultados, esses dois sistemas de expressdao mostraram formacgdes
de proteinas truncadas.

Essas limitagdes levaram Scheller et al. (2001) a utilizarem plantas
como biorreatores, que tém se mostrado um eficiente sistema de expressao
para proteinas heterélogas. A seda de aranha foi expressa em folhas de
tabaco e em tubérculos de batata, de forma mais satisfatoria do que em E. coli
e P. pastoris (Scheller et al., 2001). Posteriormente, foram utilizadas

Arabidopsis e soja (Barr et al., 2004). Com a mesma finalidade, Lazaris et al.



(2002) analisaram a produgdo de proteinas de seda das aranhas Nephila
clavipes e Araneus diatematus, em cultura de células MAC-T (bovino) e BHK
(hamster).

Proteinas da seda também foram expressas em linhagens celulares
do inseto Spodoptera frugiperda usando-se o sistema de expressdo de
baculovirus (Huemmerich et al.,, 2004). Miao et al. (2006) utilizaram um
sistema “Bac-to-Bac”, para expressar uma proteina de seda de aranha em
linhagem de célula de B. mori. Esse mesmo grupo, utilizando a mesma
estratégia produziu uma seda da aranha Nephila clavata em linhagens de
células e na larva do inseto B. mori (Zhang et al., 2007).

Apesar dos avangos nos diversos sistemas de expressao,
constatam-se muitos trabalhos voltados para producao inicial da seda em E.
coli, por ser o sistema mais antigo e desta forma mais conhecido e explorado
(Balbas, 2001). Além disso, os protocolos de expressdao sao de simples
execugao e a produgao em geral ocorre de forma rapida, o que facilita os
estudos iniciais das caracteristicas da proteina recombinante de interesse.
Outro ponto positivo € que varios trabalhos estado voltados para otimizagao da
expressao em E. coli (Hannig e Makrides, 1998). Devido a essas facilidades, o

trabalho aqui descrito envolve a produgao de proteinas em E. coli.

1.2.1. Tipos de sedas

Aranhas podem possuir até sete diferentes tipos de glandulas, cada
uma produzindo um tipo de proteina - no caso, seis glandulas produzem sedas
especificas enquanto uma produz um tipo de cola (Vollrath, 1992). Porém, n&o
sao conhecidas familias de aranhas que possuam todos os sete tipos de
glandula em um so6 individuo. Algumas aranhas podem usar as sedas de forma
econdmica, combinando tipos diferentes (Figura 4) para realizar suas tarefas
como armadilhas e casulos (Huemmerich et al., 2004). A Tabela 3 mostra os
diferentes tipos de seda da N. clavipes.

O conhecimento das informacbdes contidas em cada uma das
sequéncias de proteinas, associados a producédo de determinado tipo de seda
€ de fundamental importancia para o entendimento das relacbes estrutura-
funcao (Kaplan et al., 1994; Kaplan et al., 1998).



Figura 4. Microscopia eletrénica de varredura das sedas ampolada principal e
secundaria e flageliforme coletadas da aranha Araneus diadematus
(Huemmerich et al., 2004).

Tabela 3. Sedas da aranha N. clavipes e sua utilidade.

Seda Utilidade Fiandeira

Seda linha de seguranga Moldura estrutural e linha de Anterior

seguranga
Seda ampolada menor Reforco da teia Medial
Seda flageliforme Fios espirais da teia Posterior
Agregata Seda adesiva dos fios espirais Anterior e Posterior
Tubuliforme ou Cilidrinca Casulo Posterior
Seda aciniforme Encapsulamento das presas, Anterior
construgcao do saco

espermatico e camada
primaria do saco de ovos

Seda piriforme Discos de adesao Anterior

Fonte: adaptada de Hinman, et al. (2000).

Acredita-se que essas diferentes glandulas evoluiram a partir de um
unico tipo e se divergiram na anatomia, no conteudo do lumen e na morfologia
(Vollrath, 1992). A Figura 5 mostra os diferentes tipos de glandulas e
respectivas sedas da Araneus diadematus, uma das espécies de aranhas mais

estudadas, face a facilidade de coleta e tamanho do abdémen.
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Figura 5. Esquema das glandulas produtoras de seda e suas respectivas
utilidades (adaptada Vollrath, 2000).

Glandula Ampolada Principal

A fibra da ampolada principal (chamada linha de seguranga ou
“‘dragline”) € a mais estudada ja que essa glandula é a mais volumosa no
abdémen da aranha e sua forma de ampola faz com que seja facil identifica-la
e disseca-la. Além disso, as propriedades fisicas dessa seda sdo de grande
interesse, como mostrado na Tabela 2.

Dentre as diferentes sedas produzidas pelas aranhas, a linha de
segurangca € extremamente rigida e possui propriedades mecanicas
interessantes, tais como alta elasticidade e resisténcia a tensao (Denny, 1980;
Stauffer et al., 1994; Work, 1976). Ela é utilizada na fuga de predadores e
como moldura para a construgdo das teias. Possui uma for¢ca tensora
comparavel ao Kevlar (4 x 10° N m™) e revela uma elasticidade de 35%, sendo,
portanto, uma fibra extremamente forte (Work e Young, 1987).

A seda linha de seguranga isolada das espécies N. clavipes e A.
diadematus é a mais estudada entre todas as fibras sintetizadas por aranhas.
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Essa seda é formada por dois tipos de proteinas - produzidas pela glandula
ampolada principal - denominadas de MaSp1 e MaSp 2 (Major Ampullate
Spidroin) na espécie N. clavipes, e ADF-3 e ADF-4 (Araneus diadematus
Fibroin) na A. diadematus (Beckwitt et al., 1998; Guerette et al., 1996; Hinman
e Lewis, 1992). Embora a natureza da interagdo entre esses dois tipos de
proteinas nao esteja identificada, o fato de ambas estarem sempre acopladas
na linha de seguranga, independente da espécie de aranha, indica que a
associagao entre as duas proteinas é conservada (Tian et al., 2004).

As proteinas dessa glandula — ampolada principal — produzidas por
espécies diferentes possuem composicao muito semelhante. Em MaSp2 e
ADF-3, por exemplo, glicina, alanina, prolina, serina e tirosina s&o responsaveis
por 99% dos aminoacidos presentes em sua estrutura (Hayashi e Lewis, 1998).
Gatesy et al. (2001) examinaram as sequéncias de aminoacidos da espidroina,
que constitui a teia linha de seguranga, em 11 espécies de aranhas. O trabalho
revelou alto grau de conservagao entre as sequéncias, e identificou um
conjunto repetitivo de motivos. Além das consideragcbes evolutivas, esses
motivos repetitivos de aminoacidos contém uma estrutura definida de
componentes, com dominios ricos em alanina e glicina (poli-Alanina — poli-Ala e
(Glicina-Alanina)n — GA) e adotam uma estrutura em folhas-p3 responsavel pela
formagao de cristais (Grubb e Ji, 1999; Hayashi e Lewis, 1998; Lucas, 1964;
Parkhe et al., 1997; Qin et al., 1997; Riekel et al., 2000) (Figura 6). Além disso,
a regidao Glicina-Glicina-X (GGX) (X=leucina, tirosina, serina, alanina) forma
310-hélices que conectam os cristais de modo a estabilizar e orientar a estrutura
da fibra (Tamburro et al., 1991; Tatham e Shewry, 2000). Hipoteticamente, a
base para a elasticidade da fibra deve ser a prolina presente no motivo Glicina-
Prolina-Glicina-X-X (GPGXX) (X= glicina, tirosina, serina, alanina ou glutamina),
considerado responsavel por formar uma matriz mével e amorfa (Dong et al.,
1991; Gosline et al., 2002; Hayashi e Lewis, 1998). Esses motivos estruturais e
repetitivos, em conjunto, sao considerados o0s responsaveis pelas

caracteristicas mecénicas da fibra (Hayashi et al., 1999, Rising et al., 2005).
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Figura 6. Desenho esquematico da microestrutura da fibra da glandula
ampolada principal. Observa-se que dentro da fibra ha regides cristalizadas,
formadas por folhas-B, separadas por ligagcbes amorfas, criando um material
nanoestruturado. (fonte: http://www.answers.com/topic/spider-silk-microscopic-
structure-png-1). Glandula Ampolada Secundaria

A Glandula Ampolada Secundaria € produtora dos raios e da espiral
auxiliar da teia em orbital. As curvas de tensdo da seda da ampolada
secundaria (Tabela 2) indicam que ela possui cerca de um quarto da
resisténcia da linha de seguranga e a mesma elasticidade da fibra Kevlar®
(Gosline et al., 1999).

A analise das sequéncias dessa seda revelou - assim como na
ampolada principal - constituir-se da combinag¢ao de duas proteinas, MiSp1 e
MiSp 2 (“minor ampollate silk protein 1 e 2”) (Colgin e Lewis, 1998). Ambas
mostram-se organizadas, com a presenga das unidades repetitivas GA, poli-Ala
e GGX. A presenga de uma regido espagadora unica e ndo repetitiva, que
aparece conservada entre espécies produtoras de teias orbiculares, difere-a da
seda produzida pela ampolada principal (Colgin e Lewis, 1998). Além disso, a
auséncia do motivo GPGXX, responsavel pela elasticidade da seda, pode
explicar o baixo desempenho nessa propriedade mecanica em relagao a linha
de seguraca. Além de adicionar credibilidade a suposi¢cdo da relagdo das

repeticoes in tandem desse peptideo com a elasticidade.
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Glandula Flageliforme

A seda produzida pela flageliforme (Flag), focada neste trabalho, é
extremamente elastica, o que facilita a captura de presas, sem que ocorra o
rompimento do fio (Gosline et al., 1999). Essa compde a teia espiral de
captura, que é a combinagéo do produto de duas glandulas: a fibra da glandula
flageliforme e a cola da glandula agregata, caracterizando-se como a parte
mais extensivel da teia orbicular.

Testes mecanicos demonstraram que a seda resultante tem uma
elasticidade superior a 200% (Tabela 2), um desempenho maior do que
qualquer borracha natural (Hayashi et al., 1999). A proteina Flag € composta
por sequéncias altamente repetitivas formadas pelos peptideos (GPGXX), e
GGX - separados por uma sequéncia n&o repetitiva, conhecida como
espacador (composta por muitos aminoacidos carregados e hidrofilicos).
Analisando-se sua sequiéncia, observa-se que a composicado de motivos apodia
os estudos mecanicos de que o pentapeptideo GPGXX (em muitos casos, X
sendo Q, que representa o aminoacido glutamina) é a base da elasticidade
(Hayashi e Lewis, 1998).

Comparando com outras proteinas ja descritas, GPGXX esta
relacionado com a estrutura secundaria voltas-B (Hayashi et al., 1999;
Hutchinson, 1994; Lewis et al., 1996; Urry et al., 1995; Van Dijk et al., 19973;
Van Dijk et al., 1997b). A arquitetura da sequéncia mostra que esse motivo
forma uma unidade repetitiva da proteina flageliforme com até 63 repeticoes

antes da interrupgao por outro motivo (Hayashi e Lewis, 2000).

Glandula Agregata

A glandula agregata produz a cola pegajosa que reveste o nucleo da
espiral de captura da teia. Goticulas produzidas por essa glandula sao
formadas por uma mistura de glicoproteinas com  pequenos
neurotransmissores (Tillinghast et al., 1991; Vollrath et al., 1990). Ha

evidéncias de que essa cola glicoproteica contenha sais que agem como
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bactericidas (Vollrath e Knight, 2001), além de compostos organicos que

atraem a agua atmosférica (Edmonds e Vollrath, 1992).

Glandula Tubuliforme

A glandula tubuliforme produz a seda que forma o casulo para
deposito dos ovos. Essa seda s6 € produzida durante o periodo reprodutivo do
ciclo de vida de uma aranha (Tian e Lewis, 2005). Sua fungdo biolégica sugere
que essa fibra tem que ser suficientemente forte para proteger os ovos, porém
um tanto quanto fragil, de modo que seja possivel a prole ser chocada
(Blackledge e Hayashi, 2006). Suas sequéncias de aminoacidos se encontram
conservadas entre as diferentes espécies, apesar das origens antigas dessa
seda (Garb e Hayashi, 2005; Tian e Lewis, 2005). A analise da composigao da
proteina mostrou a presenca de alto teor de serina e baixo de glicina, com
alguns motivos repetitivos ndao encontrados em outras sedas descritas:
Alaninan<s, Serinan, (Serina-Alanina),, (Serina-Glutamina),, Glicina-X (Garb e
Hayashi, 2005; Hu et al., 2005; Hu et al., 2006; Tian e Lewis, 2005).

Glandula Aciniforme

Produz a seda utilizada, em especial, no envolvimento e na
imobilizagdo das presas. Além disso, essa pode ser utilizada na decoragao da
teia (observado na espécie Argiope), construgdo de sacos espermaticos e na
camada primaria da confec¢do do saco de ovos (Foelix, 1996). A analise da
composi¢cao de aminoacidos mostrou baixos percentuais de glicina e alanina, o
que ndo é observado nas demais sedas (Hayashi et al., 2004).

Apenas a proteina da espécie Argiope trifasciata (Araneidae) é
conhecida (AcSp1) e seu estudo mostrou a presenca de dois modulos: poli-
serina e treonina-glicina-prolina-serina-glicina. Porém, a seda aciniforme possui
uma baixa quantidade de sub-repeticdes, que caracterizam muito bem as
sedas ampolada principal, ampolada secundaria e flageliforme (Hayashi et al.,
2004).
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Glandula Piriforme

A glandula piriforme é produtora de discos de adesao (Hinman et al.,
2000) utilizados para fixar a linha de seguranga ao substrato (Hayashi et al.,
2004), o que a torna fundamental na construcdo da teia orbicular aérea.
Existem poucos estudos que abordam sua seqléncia e propriedades
mecanicas, mas sabe-se que se compde de residuos polares e carregados
(acido glutamico, serina, lisina). Além disso, sua composi¢cdo é mais parecida
com o produto protéico da glandula agregata do que com as fibras mais
estudadas (Andersen, 1970).

1.2.2. Caracteristicas Moleculares das Sedas

As proteinas que formam fibras, como seda e colageno, séo
caracterizadas pela sequéncia primaria altamente repetitiva. Isto leva a uma
homogeneidade na estrutura secundaria (tripla hélice no caso do colageno e
folhas-B em varias sedas). Esses tipos de proteinas apresentam quase sempre
importantes propriedades mecanicas, em contraste com as fung¢des cataliticas
e de reconhecimento das proteinas globulares (Altman et al.,, 2003). Essas
propriedades estdao intimamente relacionadas com sua fungdo e sao
determinadas pela composicdo quimica e conformagao molecular. Isto torna a
teia de aranha um material ideal para estudar a relacdo entre composigao
quimica, conformacao estrutural e propriedades mecanoelasticas das fibras
bioldgicas (Lombardi e Kaplan, 1990).

Essas fibras sdo, por isso, importantes ferramentas no estudo de
novos biomateriais e para engenharia de tecidos. Além disso, a estabilidade e
biocompatibilidade dessa familia de proteinas, aliadas as técnicas de
engenharia genética das sequéncias, podem levar a importantes aplicagdes
biomédicas (Altman et al., 2003).

Observa-se a natureza repetitiva das fibras do bicho da seda e das
aranhas quando se examina a sequéncia de aminoacidos. Alguns dos
primeiros trabalhos direcionados para produgao de seda sintética envolveram a

engenharia genética de peptideos, desenhados com base na sequéncia da
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seda do bicho da seda, tendo em vista o desenvolvimento de fibras com
diferentes propriedades mecanicas (Capello et al., 1990).

A maioria das espidroinas descrita foi analisada a partir de ESTs
(“expression sequence tag”, etiqueta de sequéncia expressa), embora hajam
limitagoes devido ao grande tamanho dos mRNA. A Tabela 4 a seguir mostra o
numero de pares de bases dos mMRNAs da Nephila clavipes, demonstrando que
as proteinas que formam suas sedas sao de elevado peso molecular (Hayashi
et al., 1999). Porém, os estudos com cDNA e com sequéncias codificantes
maiores mostraram que as sedas produzidas pelas aranhas sao formadas por
pequenos modulos repetitivos de aminoacidos com diferentes sequéncias
(dependendo da proteina), correspondendo as distintas propriedades
mecanicas (Colgin e Lewis, 1998; Guerette et al., 1996; Hayashi e Lewis, 1998;
Hinman e Lewis, 1992; Xu e Lewis, 1990).

Tabela 4. Tamanhos dos mRNAs das sedas de N. clavipes

Seda cDNA Tamanho (kb)
Ampolada principal MaSp1 12,0
Ampolada principal MaSp2 11,5
Ampolada secundaria MiSp1 9,5

Ampolada secundaria MiSp2 7,5
Flageliforme Flag 15,5

Fonte: adaptada de Hayashi et al. (1999).

Observam-se na Figura 7 as sequéncias consenso dos peptideos
repetitivos ao longo de toda proteina das sedas produzidas pelas glandulas

ampolada principal, ampolada secundaria e flageliforme de N. clavipes.

Flag (GPGGX)43_53(GGX)q7 —flag spacer
MaSp2 (GPGGYGPGQQ)y GPSGPGSAg
MaSp1 GGAGQGGYGGLGGQGAGRGGLGGQ(GA) AL

MiSp1 (GGAGGYGR(GA)4A(GA)2GGYGGQGGY(GA)A(GA))1 g — minor spacer

MiSp2 (GGYGR(GA)9GA(A)5(GA)2GSAGGYGGQGGY(GA)3A3GAGSA) g — minor spacer

Figura 7. Repeti¢cdes consenso das sequéncias das proteinas da teia. MaSp1 e
MaSp2 sao as proteinas produzidas pela ampolada principal. MiSp 1 e MiSp 2
sdo as proteinas produzidas pela ampolada secundaria. Flag é a proteina que
compde a seda flageliforme. (Hinman et al., 2000).
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Takahashi et al. (1999) reexaminaram a estrutura cristalina da seda
de Bombyx mori por meio de difragdo de raio-X, mostrando que a regido
cristalina da seda é composta por duas estruturas em folha antipolar-
antiparalela empilhadas com diferentes orientacdes. Com isso, ficou evidente
que a seda do bicho da seda, assim como as sedas de aranhas apresenta
estrutura organizada.

Todas as sedas de aranha sdo compostas por grandes proteinas
(300-500 kD), constituidas por regides N-terminal e C-terminal nao repetitivas e
conservadas e uma regiao central repetitiva rica em alanina, glicina e serina.
A maioria das unidades repetitivas presentes nas sedas de aranhas, de acordo
com diferentes estudos, apresenta propriedades estruturais especificas (Bini et
al., 2004; Hayashi e Lewis, 1998; Scheibel, 2004; Stantcheva e Mason, 2004;
van Beek et al., 2002; Xu e Lewis, 1990). E os pequenos peptideos repetitivos
podem ser agrupados em quatro categorias: (1) GPGXX/GPGQQ; (2)
(GA)n/An; (3) GGX e; (4) regides espacadoras (“spacers”) (Bram et al., 1997,
Kimmerlen et al., 1996; Parkhe et al., 1997; Simmons et al., 1996; Simmons et
al., 1994).

O moddulo (GA)n/An é encontrado como folha-B. A repeticado GGX é
provavelmente uma hélice com trés aminoacidos por volta (Bram et al., 1997;
Dong et al., 1991; Kimmerlen et al., 1996; Simmons et al., 1996; Simmons et
al., 1994). A unidade repetitiva GPGXX (em muitos casos GPGQQ) tem sido
relacionada com [B-espiral (Hayashi et al., 1999; Lewis et al., 1996), tendo-se
por base a comparagdo com estruturas de outras proteinas (Hutchinson e
Thornton, 1994; Urry et al., 1995; Van Dijk et al., 1997a; Van Dijk et al., 1997b).
As regides espagadoras sao constituidas por grupos carregados que separam
as regides repetitivas em algumas proteinas (Colgin e Lewis, 1998; Hayashi et
al., 1999), mas n&o se tem conhecimento de sua fungéo estrutural.

As terminagdes ndo repetitivas sdo comuns em todas as fibras
produzidas por aranhas da familia Araneidae. A regido N-terminal das
diferentes espidroinas é a parte mais conservada das proteinas da seda e
possui codons adicionais de iniciagdo da transcrigdo, com isso, existem
possiveis inicios alternativos da tradugédo (Smith et al, 2005). Sabe-se que

essa regiao é muito importante no transporte das espidroinas para o lumen
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glandular, devido a presenga de um possivel peptideo sinal (Hayashi e Lewis,
1998; Smith et al, 2005). As sequéncias C-terminais também sao altamente
conservadas entre as espeécies (Bini et al.,, 2004; Hayashi et al., 2004;
Stantcheva e Mason, 2004; Tian et al., 2004). Estudos recentes sobre ADF-3 e
4 revelaram uma estrutura em a-hélice formada pela regido C-terminal,
levantando a hipotese dessa regido ter importante papel na polimerizacdo da
fibra (Huemmerich et al., 2004).

A caracterizacao das fibras por tipos de médulos pode ser observada
na Figura 8, tendo-se por base a dedugao da sequéncia protéica de N. clavipes
(Colgin e Lewis, 1998; Hayashi e Lewis, 1998; Hinman et al., 2000; Xu e Lewis,
1990) e A. diadematus (Guerette et al., 1996). Essa figura mostra ainda as
possiveis estruturas secundarias formadas por esses motivos repetitivos. A
seda flageliforme aparece em destaque, devido a sua relevancia neste
trabalho.

E possivel notar também a correlacdo entre a estrutura desses
modulos e as propriedades fisicas que conferem. As sedas das glandulas
ampolada principal e flageliforme contém o bloco GPGXX e sdo as que
possuem elasticidade maior que 5 — 10%. A MaSp possui 35% de elasticidade,
enquanto a Flag possui elasticidade maior que 200%, com o mesmo mddulo

repetindo aproximadamente 50 vezes (Hinman et al., 2000).
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Figura 8. Modulos estruturais encontrados nas proteinas de seda de aranha.
Flag é a seda flageliforme (em destaque). MaSp1, MaSp2, ADF-3 e ADF-4 sao
proteinas que compdem a seda ampolada principal de N. clavipes e A.
diadematus respectivamente. MiSp1, MiSp2, ADF-1 e ADF-2 compdem a
ampolada secundaria de N. clavipes e A. diadematus respectivamente. Os
retdngulos preenchidos representam moddulos encontrados na seda, sem
manter a posi¢cao real na molécula. (Hayashi et al., 1999).

Essa natureza modular encontrada na seda de aranha e a relagao
entre os modulos repetitivos e as propriedades fisicas sdo elementos que
levam a produgao de trabalhos relacionados com a engenharia de mdodulos
para expressao de proteinas analogas (Hinman et al.,, 2000). Diferentes
sistemas heterologos de expressédo estdo sendo utilizados na tentativa de
produzir grandes quantidades de sedas de aranhas, com a finalidade de obter
material suficiente para os testes mecanicos comparativos.

Existem poucos estudos a respeito de modificagées pds-traducionais
das espidroinas. Esses tipos de modificagdes em aminoacidos especificos de
proteinas globulares, como enzimas, sdo fundamentais para o desenvolvimento
de suas atividades. Mas sabe-se pouco a respeito dessas alteracbes em
proteinas de seda. Em trabalho publicado no ano de 1996, por Michal et al.,

constata-se que ha poucas fosforilagbes na seda linha de seguranca de N.
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clavipes, entretanto, pode ser fundamental na estrutura e estabilidade da

espidroina, assim como é importante na atividade de proteinas globulares.

1.2.3. Seda NCFlag-like da aranha Nephilengys cruentata

Bittencourt et al. (2007), utilizando sequéncias expressas nas
glandulas da seda da espécie de aranha Nephilengys cruentata (Araneae:
Nephilidae) - coletada no Brasil - identificaram quatro proteinas produzidas
pelas glandulas ampoladas (principal e secundaria), flageliforme e tubiliforme.
Essas novas proteinas mostraram grande similaridade com outras sedas
previamente descritas. Dentre essas sedas, a produzida pela glandula
flageliforme (NCFlag-like), — focada neste trabalho — € extremamente elastica,
o que facilita a captura de presas sem que ocorra o rompimento do fio.

NCFlag-like (N. cruentata flagelliform spidroin-like) é composta por
sequéncias altamente repetitivas formadas pelos peptideos (GPGGX), (X
representa Alanina, Valina, Serina ou Tirosina) e por trés repeticdes de GGX (X
representa Alanina, Serina ou Treonina) separados por uma sequéncia nao
repetitiva conhecida como espagador (composta por muitos aminoacidos
carregados e hidrofilicos), como pode ser observado na Figura 9 (Bittencourt et
al., 2007). A sequéncia encontrada nessa espécie mostra-se similar as
flageliformes descritas anteriormente (Hayashi e Lewis, 2000). A sequéncia
GPGGX parece formar estruturas secundarias [-espiral que, como citado

anteriormente, contribuem para o mecanismo de elasticidade da fibra.

Flag

N.cruentata [GPGGX]16[GGX]s TVIEDLDITVNGPGGPITISEELTV [GPGGXn]24
N.clavipes [GpGeX],, TIIEDLDITIDGADGPPITISEELTIS- [GPGGX ] ,,
N.madagascariensis [GPGGX], [GGX], TVIEDLDITIDGADGPITISEELTI [GPGGX ],
A.trifasciata [GPGGX ], GPVTVDVDVSVGGAPGG [GPGGX ]1,[GGX], [GPGGX],

Figura 9. Esquema das sequéncias consensos da seda Flageliforme de
diferentes aranhas que produzem teias orbiculares. Hifens indicam pulos para
obter melhor alinhamento das sequéncias. As cores indicam os diferentes
modulos repetitivos.

De acordo com Hayashi et al (1999), a estrutura formada pelos

espacadores nas sedas formadas pelas glandulas ampolada secundaria e
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flageliforme ainda é desconhecida. Os dois tipos de regides espagadoras sao
relativamente longos, carregados negativamente e complexos e diferem pela
sequéncia, de aminoacidos. Sdo apontados como possiveis fungcbes dessa
regido: promover a formagao de uma estrutura alternativa para seda, enquanto
essa € armazenada em solugdo; alinhar a estrutura cristalina ao longo da
molécula e; servir como regido de interacdo com outros componentes da seda,
a exemplo, da associagao entre a seda flageliforme e a secregédo produzida

pela glandula agregata, importante na captura de presas (Stauffer et al., 1994).

1.2.4. Proteina AJ Silk gland protein - 1 da aranha Avicularia juruensis

A proteina AJ Silk Gland Protein — 1 de A. juruensis, tornou-se foco
de interesse neste projeto por ter as regides N-terminal e C-terminal
conservadas em relacdo as demais espidroinas. Observa-se que a regiao
central da proteina ndo é composta de modulos repetitivos aparentes, como na
maioria das sedas de aranha; além disso, constata-se que o ‘plI’ (ponto
isoelétrico) é relativamente baixo e o padrdo de aminoacidos é diferente das
demais.

Ha possibilidade que essa nova proteina esteja relacionada com
protecdo ou com a construcdo de estruturas que envolvem seda. Quando
comparado com o grupo Araneomorphae (aranhas que produzem teias
orbiculares), pouco se sabe a respeito das espidroinas de Mygalomorphae
(carangueijeiras e similares). O estudo dessa proteina pode levar a melhor

compreensao das sedas desse grupo, tdo pouco estudado.

1.2.5. Polimerizagédo da seda

As aranhas possuem um sistema complexo de glandulas
especializadas em secretar seda. Cada glandula de seda possui tamanho e
forma distintos, mas sao funcionalmente organizadas de maneira similar. Ela
pode ser dividida em quatro areas distintas: o lumen, que serve como
armazenamento para a solu¢cdo de fiacdo; a cauda, que abriga as células
epiteliais especializadas que secretam as espidroinas; o duto, que orienta as

proteinas da seda e também reabsorve a agua da solugdo de fiagcédo; e a

21



fiandeira (Figura 10), que funciona como valvula e possui fun¢gées de controle

da produgao da fibra final (Figura 11).

Figura 10. Imagem lateral das fiandeiras da aranha Nephilengys cruentata
(Kuntner, 2007).

Fiandeira: Duto: Lamen: Cauda:

Producgdo da Fibra Alinhamento e Acumulo Sintese e

desidratagado secregdo

{/'Sr’/

2y
/ / / ‘.
’// ; :' ''''''' _;
/“.f / &
/, !

Alinhamento

moderado
Altamente alinhado: Alinhamento Algum alinhamento é observado
folhas-B, voltas-B e intermediario nas proteinas presentes na
hélices de glicina solucéo liquida cristalina

Figura 11. Diagrama da glandula ampolada principal. As fungbes estéo
designadas a areas especificas da glandula. Adaptado de Lewis (2006).

A Figura 12 mostra a histologia da glandula ampolada principal,
responsavel por tecer o fio da seda linha de seguranga (Vollrath e Knight,
2001). Essa glandula foi utilizada como modelo para decifrar as ténues
caracteristicas morfologicas e funcionais desse mecanismo de fiagéo, por ser a

maior e a mais acessivel de todas as glandulas produtoras de seda.
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Figura 12. Fiandeira
da seda linha de
segurangca. A parte
de cima mostra o
desenho da
histologia da
fiandeira (L, lumen);
a parte de baixo
destaca a sua
fungédo, que envolve
a extrusédo da
solugéao cristalina
produzida na
glandula através de
um duto em formato
de "S", convertendo a
solugdo em uma fibra
elastica. A producéo
da solugéo ocorre em
duas zonas: a zona
"A" da glandula (letra
A no painel) secreta
—— espidroina, a

' [ proteina que forma a
parte central da fibra,
enquanto a zona "B"
da glandula (letra B
no painel) secreta o
revestimento fino da
fibra. As vesiculas
secretérias da zona
A contém pequenos
filamentos de comprimento limitado; a maioria das vesiculas da zona B contém cristais liquidos
cilindricos e hexagonais. A cuticula extremamente fina do funil (claramente visivel no painel V)
ancora o duto ao saco extensivel com mobilidade limitada, talvez para impedir danificacdo da
solugdo cristalina enquanto aranha se movimenta. O préprio ducto tem uma cuticula fina, que age
como uma membrana de dialise, permitindo que agua e ions de sédio saiam do lumen, e que e ions
de potassio, agentes surfactantes e lubrificantes entrem no lumen para facilitar a formagao da fibra
(painel X). O epitélio do duto em formato de "S" aumenta progressivamente sua altura do funil para a
valvula, sugerindo um aumento no bombeamento de agua e ions para fora para que a solugao seja
seca ao longo do caminho (painéis C e D mostram a histologia do epitélio no primeiro e segundo
bragos, respectivamente). O processo de dessecagao € principalmente interno e comega no terceiro
brago do ducto (painel X), a aproximadamente 4 milimetros da fusula (“spigot”) de saida. A valvula
mostrada no painel Y (parte de baixo da figura) ndo tem funcéo de retengédo, mas de controle da
formacao de fibra. Ela pode funcionar também como uma bomba para manutengdo da extrusao
ap6s uma eventual ruptura interna do filamento. A se¢édo do duto (painel F) subsequente a valvula
parece ser altamente especializada para bombeamento de agua, contendo células altas, com
numerosas mitocondrias, microvilosidades apicais e uma ampla superficie formada pelas vilosidades
internas da membrana plasmatica. Finalmente, a fibra é expelida pelos bragos flexiveis e elasticos
da fusula (painel G), através do qual a fibra alcanga o meio externo (painel Z). Os didmetros dos
painéis circulares sdo: A-93 mm,B-93 mm, C-12mm, D -12 mm, E - 70 mm, F - 288 mm, G - 60
mm (desenhos baseados em microscopia 6tica, microscopia de transmissdo e de varredura da
glandula ampolada maior de trés espécies de Nephila); as alturas em pontos médios nos painéis
sdo: V (funil) 350 mm, X (duto de dessecagédo) 40 mm, Y (valvula) 300 mm, Z (fusula) 190 mm.
Fonte: Vollrath e Knight (2001).
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O mecanismo de fiacdo - ou seja, a polimerizagdo das proteinas
soluveis em agua para fibras insollUveis — constitui um processo que se inicia
com um aumento na concentragdo da proteina no lumen glandular, formando a
solugéo de fiacdo. Na glandula ampolada principal, por exemplo, as proteinas
da seda linha de seguranca estdao presentes em concentragao superior a 50%
(m/v) (Artkins, 2003, Scheibel, 2004). O aumento da concentragdo da MaSp faz
com que ocorra uma modificagdo estrutural nessas proteinas, passando de
uma forma nado estruturada para o-hélice, com consequente aumento da
estabilidade (Dicko et al., 2004a). Desta maneira, a aranha mantém uma
concentracdo relativamente alta de proteina em solugcdo aquosa, sem resultar
na formacao de folhas-f3 insoluveis.

A polimerizagao das proteinas ocorre durante a passagem da
solugéo de fiagdo pelo ducto glandular, concomitantemente com a extragao de
agua, sédio e cloreto. O proprio ducto tem uma cuticula fina, que age como
uma membrana de didlise, permitindo que agua e ions de sodio saiam do
lumen, e que e ions de potassio, agentes surfactantes e lubrificantes entrem
no limen para facilitar a formacg&o da fibra. ions de hidrogénio e potassio sdo
secretados causando uma diminuigdo no pH de 6.9 para 6.3 (Chen et al., 2002,
Dicko et al., 2004b).

Tais alteracbes desencadeiam o alinhamento das proteinas na parte
distal do ducto, e enquanto seus segmentos hidrofobicos de poli-Alanina se
alinham e se aproximam, essas sdo expostas a um ambiente cada vez mais
hidrofébico, o que muito provavelmente instiga a conversao estrutural destas
proteinas para folhas-f (Huemmerich et al., 2004), e consequente
polimerizagao da fibra.

O arranjo dos dominios hidrofébicos e hidrofilicos das espidroinas
permite que a solucao liquida e cristalina de fiagdo seja processada em uma
fibra sdlida, impedindo interagdes prematuras que fariam com que as proteinas
da seda se precipitassem. Os aminoacidos hidrofébicos sdo agrupados para
excluir a agua a medida que a solugao flui através da glandula afunilada,
permitindo a formacao dos cristais de folhas-p para confecgéo de fios fortes e
insoluveis (Knight e Vollrath, 2002).
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Para polimerizacdo sintética ou de laboratério as proteinas
purificadas e liofilizadas sao solubilizadas em HFIP (1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-
propanol), em uma concentragao de 25-30% (m/v). A extrusdo da fibra é feita
utiizando o equipamento DACA Instruments SpinLine system (DACA
Instruments, Santa Barbara CA) em um banho de alcool isopropilico 90%
(Teulé, 2007). Portanto, na polimerizagao artificial ocorre uma separagao dos
processos de desidratacdo (utilizando a liofilizagdo) e de organizagao

(realizada durante a extrusédo através de uma agulha de didametro pequeno).

1.3. Aplicacodes

E importante, em primeiro plano, definir os termos biomaterial e
biocompatibilidade. Um biomaterial constitui material ndo vivo, com diversas
aplicagbes médicas, que interage com sistemas bioldgicos (Teddei, 2001). As
principais fungbes de um biomaterial devem ser reparar, repor ou acrescentar
um tecido (Silver e Christiansen, 1999). A habilidade de um biomaterial ter
resposta apropriada do hospedeiro, em uma situacao especifica, € conhecida
como biocompatibilidade (Black, 1992).

A fibroina de Bombyx mori € um polimero natural que tem se
mostrado como importante biomaterial, ao apresentar boas propriedades
mecanicas, quando molhada e resisténcia contra clivagem enzimatica. Além da
alta permeabilidade ao oxigénio e as drogas (Minoura et al., 1995).

O design de materiais biomiméticos, como imitacdo de componentes
nanoestruturais da matriz extracelular € uma area que pode ter grande impacto
na engenharia e regeneracdo de tecidos na medicina (Bondar et al., 2008).
Minoura et al. (1995) apresentaram pela primeira vez resultados sobre adesao
e crescimento celular em seda, do bicho da seda domesticado Bombyx mori e
do bicho da seda selvagem Antheraea pernyi. Esse estudo mostrou que as
performances dessas proteinas sdo comparaveis ou até melhores que a do
colageno. Além disso, Scheller et al. (2004) produziram uma proteina de
aranha utilizando as sequéncias que promovem elasticidade, purificaram e a
utilizaram para producdo de placas, como meio para proliferacdo de
condrécitos humanos. Eles mostraram crescimento similar ao observado

guando cultivados em meio com colageno.
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Gobin et al. (2006) demonstraram que lipossomos, contendo drogas,
destinados a locais especificos (como um cancer), encapados com fibroina,
aumentaram o tempo de residéncia no organismo, com menor ataque de
células do sistema imune.

Bondar et al. (2008) véem estudando a resposta de células
endoteliais, crescendo em matriz de fibroina, produzida pelo bicho da seda,
mostrando que estas sdo capazes de proliferarem bem. Allmeling et al. (2006)
descreveram pela primeira vez a utilizagdo de seda de aranha de Nephila
clavipes como um novo material para engenharia de tecidos do sistema
nervoso. Células de Schwann foram cultivadas em fibras de seda de aranha,
observando-se rapida adesao, além de sobrevivéncia e proliferacdo normais.

A producdo em laboratério das sedas de aranhas pode dar inicio a
uma nova geragao de biomateriais. A seda do bicho-da-seda néo € alergénica,
e € provavel que a seda de aranha também apresente tal caracteristica (Altman
et al., 2003). A possibilidade de produzir proteinas das sedas de aranhas em
sistemas heter6logos em larga escala e com a cinética desejada devera
permitir sua aplicacdo em varios produtos médicos como curativos e
microfilamentos de suturas para neurocirurgias. Fibras de alta performance
poderao ser utilizadas em diferentes aplicagdes técnicas e industriais. As sedas
poderao ser usadas em cordas e redes de pesca especiais, para-quedas, em
aplicagdes balisticas (coletes a prova de balas), produtos esportivos, na
industria téxtil e como matéria prima de baixo peso para a construcido de avides
(Scheibel, 2004).
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho é expressar e purificar proteinas
(ECNCFlag-Like e ECAJ Silk gland protein — 1) relacionadas com glandulas
produtoras de sedas de duas espécies de aranhas coletadas no Brasil:

(Nephilengys cruentata e Avicularia juruensis) em Escherichia coli.

2.2. Objetivos Especificos

- Construir vetores de expressdo de ECNCFlag-Like para transformagao
genética de E. coli, por meio de engenharia modular de sequéncias elaboradas
com base em cDNAs associados a glandula produtora de seda da espécie

Nephilengys cruentata;

- Construir o vetor de expressao de ECAJ Silk gland protein — 1 com
base em cDNAs associados a glandula produtora de seda da espécie

Avicularia juruensis;
- Avaliar a expresséao heteréloga em E. coli;

- Realizar processos de purificagdo das proteinas recombinante

expressas.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Materiais
3.1.1. Linhagens de células utilizadas

Neste trabalho foram utilizadas duas linhagens de Escherichia coli.
Uma para construcdo dos vetores e outra para expressao das proteinas

desejadas.

e XL1-Blue:

XL1-Blue permite a selegcao por cor azul-branco das células que
contém plasmideos recombinantes. Seu gendtipo é: recAl endAl gyrA96 thi-1
hsdR17 supE44 relAl lac [F* proAB lacl ZM15 Tnl10 (Tet)], no qual os genes

listados sdo mutantes. Além disso, possui resisténcia a tetraciclina.

e BL21(DE3)pLysS:

Segundo a empresa “Invitrogen”, BL21(DE3)pLysS ¢é ideal para
expressdes utilizando o promotor T7 (como exemplo os vetores pRSET,
pCR®T7 e pET). Essa E. coli possui “DE3 lysogen” (produz T7 RNA
polimerase) e o plasmideo pLysS (4886 pb), que expressa constitutivamente
baixos niveis de lisozima T7, reduzindo a expressdo basal de genes
recombinantes, inibindo os niveis basais de T7 RNA polimerase, como um
inibidor natural. Seu gendtipo é F- ompT hsdSg(rg'mg’) gal dcm (DE3) pLysS

(Cam®) e possui resisténcia ao cloranfenicol.

3.1.2. Vetores
e Vetor pGEM T Easy

O vetor pGEM®-T Easy (Figura 13) é de alta cépia e faz parte de um
sistema produzido pela empresa “Promega”: “pGEM -T Easy Vector System”.
Esse sistema é conviniente para clonagens de produtos de PCR. Os vetores
sao preparados com base no pGEI\/I®-52f(+), cortando-se com a enzima EcoRV
e adicionando timina 3’ terminal nas extremidades. Essas timinas terminais
promovem eficiéncia na ligacdo de produtos de PCR produzidos por certas

polimerases termoestaveis (que deixam uma adenina na extremidade 3’).

28



Xmnl 2009

. 17l 1 start
Scal 1820 Maal 2707 Apal 14
i Aatll 20
1 ori Sphi 26
BstZl | 3
Mool ar
. BstZl | 43
A i Mot 43
pGEM™*-T Easy lacZ Gacll | 49
Vector EcoRl | 52
(3015bp)
Spel 54
EcoRI 7O
Mot 7T
BztZl 7T
) Pstl 88
ori Sall 20
Mdel a7
Sacl 109
Bst¥l |118 3
Msil 127 4
141 =
T sps g

Figura 13. Vetor pGEM-T Easy, utilizado na clonagem de fragmentos de PCR.

e Vetor pJ
Os genes sintetizados pela empresa “DNA 2.0” sdo clonados na série

de vetores pJ, produzidos pela propria empresa. Esses vetores foram
elaborados para possuirem sitios de restricdo enzimatica pouco utilizados,
sendo assim ideais para constru¢ado dos genes em foco neste trabalho.

As sequéncias sintetizadas foram clonadas nos vetores pJ204:10328
e pd244:10329 (Figura 14 e 15).
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Figura 14. Vetor pJ204:10328 contendo a sequéncia sintetizada pela “DNA
2.0” do espacgador (M3), evidenciada em vermelho.
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Figura 15. Vetor pJ244:10329 contendo a sequéncia sintetizada pela “DNA
2.0” do modulo repetitivo M4, evidenciada em vermelho.
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e Vetor de clonagem (pBluescript SK-)

O vetor de clonagem pBluescript SK- (pBSK-) (Figura 16), produzido
pela Stratagene possui um polylinker e gene de resisténcia a antibidtico. O
gene de controle lacZ esta localizado no polylinker. Este facilita o
reconhecimento dos vetores que foram transformados com sucesso. As células
competentes transformadas e crescidas no meio com X-gal sao distinguidas

em transformadas e nao-transformadas por meio da coloracéo branca e azul,

respectivamente.
Pdil 122
Pdml 264 Adel, Bsahl 232
Hin1l 2582

pBluescript Il SK/KS (-)
2961 bp o

Eco31l 2113
Eam11051 2041

Cail 1564 BseYl 1457

Figura 16. Vetor de clonagem pBluescript SK- (pBSK-), produzido pela
Stratagene.

e Vetor de Expressao em E. coli (pET 19b)

Varios vetores encontram-se disponiveis no mercado para expressao
de proteinas recombinantes em E. coli. Dentre eles, ha os vetores da série pET
(plasmid for expression by T7 RNA polimerase), cujas expressdes estdo sob o
controle do promotor de transcricdo ®10 e dos sinais de iniciagéo de traducgao
s10 da proteina do gene 10 (a principal proteina do capsideo) do bacteriéfago

T7. A grande vantagem desse vetor é ser transcrito pela T7 RNA polimerase, a
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qual é muito seletiva e ativa,

sendo capaz de elongar cadeias de RNA

aproximadamente 5 vezes mais rapido que a RNA polimerase de E. coli.

Alguns vetores da série pET apresentam o promotor T7-lac, colocando a

expressao da proteina sob o controle do repressor lac e assim, reduzindo o

“background” de expressao da proteina alvo na auséncia do agente indutor (um

exemplo é o vetor pET-19b).

O plasmideo pET-19b € um vetor de expressdo em Escherichia coli
produzido pela Novagen que pode ser induzido por IPTG. Contém o promotor

T7, sitio de ligagdo ao ribossomo, terminador T7, cédon ATG de inicio de

traducgao, sequéncia que codifica uma cauda N-terminal contendo 10 histidinas,

repressor lacl, resisténcia a ampicilina (AmpR) e origem de replicagdo do

plasmideo pBR322, sendo um plasmideo de numero de copia médio (Figura

17).

Aat lI(5844)
Ssp 1(5528)

Sca |(5202)
Pvu 1(5092)

Pst l4967)

Bsa 14783)

Eam1105 1(4722)

AlWN l(4245)

BspLU11 1(3829)

Sap 13713)
Bst1107 13600)
Acc 1(3599)
BsaA 1(3581)
Tth111 1(3574)

Bpu10 12935)

Bpu1102 1267)
BamH 1(319)

EcoR 1(5715)
Cla I4)
Hind Ill(29)

EcoN I(760)

Drd 1148)

Miu I(1225)
Bel 1(1239)

BstE 11(1408)
Bmg 1(1434)
Apa I(14386)

pET-19b

(5717bp)

(bg61-g18) PO

BssH 11(1638)
Hpa I(1731)

BsaX I(1884)
PshA 12070)

Eag l2293)
Nru 12328)
BspM 12408)
Bsm 12713)

Msc 12800)

Figura 17. Vetor para expressao para E. coli pET-19b produzido pela Novagen

e induzido por IPTG.

3.1.3. Outros materiais

Os demais materiais,

encontrados no anexo |.

incluindo meios e tampdes podem ser
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3.2. Métodos

3.2.1 Anédlise das seqgiéncias

As sequéncias de nucleotideos foram comparadas com sequéncias
depositadas no GenBank usando o] algoritmo blastn
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi). As sequéncias de aminoacidos
também foram comparadas com sequéncias depositadas no GenBank (“all
non-redundant GenBamk CDS”), usando o blastp 2.2.18 (Altschul, 1997).

Os alinhamentos multiplos de proteinas foram realizados utilizando o
programa “CLC Sequence Viewer 4.6.1", desenvolvido por CLC bio A/S

(http://www.clcbio.com). As massas moleculares e pontos isoelétricos tedricos

foram calculados em http://ca.expasy.org/cgi-bin/protparam.

3.2.2 Elaboracgéo das sequéncias utilizadas para expresséao

As seqUéncias utilizadas para expressdo foram construidas com
base nas sequéncias originais das proteinas “NCFlag-like” e “ECAJ Silk gland
protein — 1”. Essas foram identificadas em bibliotecas de cDNA das glandulas
produtoras de seda das aranhas Nephilengys cruentata e Avicularia juruensis
respectivamente, previamente construidas.

A biblioteca de cDNA foi construida a partir do RNA mensageiro
isolado da glandula da seda. O RNA total extraido da glandula foi enviado pelo
Instituto Butantan, localizado em S&o Paulo. Para purificagdo do RNA
mensageiro poli-A+ foi utilizado o kit “Oligotex mMRNA Mini” da QIAGEN.

t™ Plasmid

A partir dessa purificacao, foi utilizado o kit “SuperScrip
System with Gateway® Technology for cDNA Synthesis and Cloning” da
Invitrogen Life Technologies (Cat nos. 18248-039) para construgdo da
biblioteca de cDNA (procedimentos realizados de acordo com instrugbes do
fabricante).

Os clones das bibliotecas foram sequenciados e depois comparados
com o GenBank do NCBI utilizando-se o algoritmo tblastn (Altschul, 1997),
desta forma, foram identificados os cDNAs relacionados com os genes da seda

de aranha.
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NCFlag-like:

Baseando-se na sequéncia de cDNA da “NCFlag-like”, foi possivel
elaborar uma engenharia modular com a finalidade de comparar a expressao,
purificacdo e polimerizacdo de diferentes arranjos. Nesta seda, foram
identificados trés modulos repetitivos diferentes (chamados de M1, M2 e M4) e
um espacador (denominado M3). Esses podem ser observados na sequéncia
de cDNA, apresentando-se um seguido do outro: M1+M2+M3+M4. Os médulos
passaram por uma otimizagdo de coédon para Escherichia coli e na Figura 9 é
possivel observar as sequéncias com os sitios de restricbes adicionados
necessarios a engenharia modular. As sequéncias menores do que 100 pb
foram enviadas para sintese de oligonucleotideos (M1 e M2) via “invitrogen”. Ja
as maiores (M3 e M4) foram sintetizadas pela empresa “DNA 2.0” (Califérina,
USA) e enviadas no vetor pJ244. As sequéncias, com as enzimas de restricdes

adicionadas podem ser observadas na Figura 18.

Médulo 1 (oligonucleotideo):

GPGGAY GPGGPG GPGGPG

Xhol Ndel Xmal
CTC GAG CAT ATG CCC GGG CCG GGT GGT GCT TAC GGT CCG GGT GGT CCG
GGT GGT CCG GGT GGT CCG GGT TCC GGA TAA GGA TCC

BSpel Stop BamHI

Médulo 2 (oligonucleotideo):

GPGGA GPGGY GPGGS

Xhol Ndel Xmal
CTC GAG CAT ATG CCC GGG CCG GGT GGT GCT GGT CCG GGT GGT TAC GGT
CCG GGT GGT TCC GGA TAA GGA TCC

BSpel Stop BamHlI

Médulo 3 - Espacador(sintese de DNA):

GGSGGTTVIEDLDITVNGPGGPITISEELTVG

Xhol Ndel Xmal
CTC GAG CAT ATG CCC GGG GGT TCC GGT GGT ACC ACC GTT ATC GAA GAC
CTG GAC ATC ACC GTT AAC GGT CCG GGT GGT CCG ATC ACC ATC TCC GAA
GAA CTG ACC GTT GGT TCC GGA TAA GGA TCC

BSpel Stop BamHI
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Médulo 4 (sintese de DNA):

GPGAGGS GPGGA GPGGA GPGGA GPGGV GPGGAG GPGGAG GPFGPGGS GPGGAGGAG

Xhol Ndel Xmal
CTC GAG CAT ATG CCC GGG CCG GGT GCT GGT GGT TCC GGT CCG GGT GGT
GCT GGT CCG GGT GGT GCT GGT CCG GGT GGT GCT GGT CCG GGT GGT GTT
GGT CCG GGT GGT GCT GGT GGT CCG GGT GGT GCT GGT GGT CCG TTC GGT
CCG GGT GGT TCC GGT CCG GGT GGT GCT GGT GGT GCT GGT TCC GGA TAA
GGA TCC BSpel Stop
BamH|1

Figura 18. Sequiéncias dos modulos utilizados para engenharia modular.

ECAJ Silk gland protein — 1:

Baseando-se na sequéncia de cDNA da “ECAJ Silk gland protein —
1”, foi possivel construir iniciadores (“primers”) para amplificacdo da sequéncia
a partir do cDNA das glandulas produtoras de seda da aranha Avicularia
juruensis e do clone 01F03 da biblioteca de cDNA. Esse foi o maior clone
utilizado na elucidagao da sequéncia de nucleotideos; portanto, essa proteina
foi expressa em sua forma nativa, sem otimizagdo de cddons para E. coli ou
engenharia modular como na ECNCFlag-like. Os “primers” construidos podem

ser observados na Figura 19.

AJINegECT: (27 bases)
Ndel
5”TGCCATATGACTTCGTTTACCCAAATC 3~

AJINegECr: (28 bases)
BamHI1
57AAGGATCCTCATGCAATTATTGAACTGG 3~

Figura 19. Sequéncia dos “primers” utilizados para amplificacdo da ECAJ Silk
gland protein — 1.
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3.2.3. Construcédo dos Vetores de Expressao

ECNCFlag-like:

Os oligonucleotideos M1 e M2 foram amplificados utilizando os
seguintes “primers”: ECNCFlagfwd (CTCGAGCATATGCCCGG) e
ECNCFlagrev (GGATCCTTATCCGGAAC) e a enzima Platinum® Taq DNA
Polymerase High Fidelity, seguindo as orientagdes do fabricante (Invitrogen).
As reacgbes de PCR foram analisadas em gel de agarose 2% e os fragmentos
purificados, utilizando o kit “Wizard® SV Gel and PCR Clean up system” da
Promega. Esses fragmentos foram clonados no vetor “pGEM®-T Easy’,
utilizando o sistema “pGEM®-T Easy Vector System”, fabricado pela promega
(seguindo as orientacbes do fabricante). E. coli XL 1 Blue competente foi
transformada com os vetores pGEM M1 e pGEM M2 e algumas colbénias
brancas foram selecionadas para mini-preparagao de DNA plasmidial.

Os vetores pJ204:10328 e pJ244:10329 com os insertos M3 e M4,
respectivamente, e pGEM M1 e pGEM M2 foram digeridos com as enzimas de
restricdo Xhol e BamHlI, liberando os fragmentos de 84 (M1), 72 (M2), 126 (M3)
e 198 pb (M4). Esses fragmentos foram purificados de um gel de agarose 2%,
utilizando o kit “Wizard® SV Gel and PCR Clean up system” da Promega. O
vetor pBSK- também foi digerido com as mesmas enzimas, esse linearizado foi
purificado e os fragmentos M1, M2, M3 e M4 reclonados entre Xhol e BamHI
por meio da reagcdo da enzima T4-ligase da Invitrogen. E. coli XL 1 Blue
competente foi transformada com os vetores pBSK- M1.1 (pBSK- + M1 apenas
1 vez), pBSK- M2.1 (pBSK- + M2 apenas 1 vez), pBSK- M3.1 (pBSK- + M3
apenas 1 vez) e pBSK- M4.1 (pBSK- + M4 apenas 1 vez) e algumas colbnias
brancas foram selecionadas para mini-preparacdo de DNA plasmidial. Esses
plasmideos contém apenas um maddulo repetitivo.

Como esses modulos se apresentam varias vezes em um Unico gene
na aranha, deve-se repeti-los varias vezes e depois posiciona-los in tandem.
Desta forma, eles foram repetidos até quatro vezes e colocados um seguido do
outro (Figura 20 e 21). Para isso foi utilizada uma estratégia baseada em Lewis
et al. (1996).
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Os vetores pBSK- M1.1, pBSK- M2.1, pBSK- M3.1 e pBSK- M4.1
com apenas um modulo foram separados em duas aliquotas. A primeira foi
digerida com as enzimas de restricdo Scal e Bspel, e a outra com Xmal e Scal.
Os fragmentos contendo M3 e M4 foram purificados a partir do gel de agarose
1%. E importante dizer que Xmal e Bspel sdo enzimas compativeis, sem
regeneragao de nenhum dos sitios de restrigdo. Esse mecanismo é essencial
para essa estratégia. Os fragmentos purificados foram ligados, formando os
novos vetores pBSK- M1.2, pBSK- M2.2, pBSK- M3.2 e pBSK- M4.2, agora
com o modulo repetido duas vezes. Como Xmal e Bspel se ligam sem
regeneragao dos sitios foi possivel continuar com essa estratégia, construindo
vetores, pBSK- M1.3, pBSK- M1.4, pBSK- M1.5, pBSK- M2.3, pBSK- M2.4,
pBSK- M4.3 e pBSK- M4.4 (Figura 20).

Apoés construidos, esses vetores foram digeridos e os fragmentos
foram colocados in tandem, formando os seguintes vetores: pBSK-
ECNCFlag1111 (que significa M1.1+M2.1+M3.1+M4.1), ECNCFlag2212
(M1.2+M2.2+M3.1+M4.2), ECNCFlag2222 (M1.2+M2.2+M3.2+M4.2),
ECNCFlag3313 (M1.3+M2.3+M3.1+M4.3), ECNCFlag3323
(M1.3+M2.3+M3.2+M4.3), ECNCFlag4414  (M1.4+M2.4+M3.1+M4.4) e
ECNCFlag4424 (M1.4+M2.4+M3.2+M4.4) (Figura 21). Esses foram digeridos
com as enzimas de restricdo Ndel e BamHI, os fragmentos com os diversos
arranjos foram purificados a partir do gel de agarose 1%. O vetor de expresséo
pET19b foi digerido com as mesmas enzimas e apos linearizado, foi purificado
e as construgdes reclonadas entre Ndel e BamHI| por meio da reacdo da

enzima T4-ligase da Invitrogen.
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BamHl

Xhol
BamHI | =512
(B
Ndel
Xhol
Scal

Scal

... Nvezes

Scal

Figura 20. Estratégia utilizada na construcdo dos vetores de expressdo

ECNCFlag, em E. coli.
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Modulol Modulo?2 Modulo3 Modulo4

4 4 1 4
1 I [T TT]

N -

His tag Modulol Modulo2 Modulo3 Modulo4

T T T ] ECNCFlag 1111

| | |ECNCFIlag 2212
[ ] ECNCFlag 2222

I
[T T [ ]ECNCFlag 3313

[ [ T | ECNCFlag 3323

[ [ T T [ ]ECNCFlag 4414

I [ T T T T |ECNCFlag 4424

Figura 21. Esquema mostrando os modulos M1, M2, M3 e M4 repetidos até
quatro vezes colocados in tandem, formando sete diferentes vetores de
expressdao: pBSK- ECNCFlag1111, ECNCFlag2212, ECNCFlag2222,
ECNCFlag3313, ECNCFlag3323, ECNCFlag4414 e ECNCFlag4424.

ECAJ Silk gland protein — 1:

A sequéncia de “ECAJ Silk gland protein — 17, foi amplificada por
PCR a partir do cDNA das glandulas produtoras de seda da aranha Avicularia
juruensis, utiizando os  “primers”:  AJNegECf (TGCCATATGACT
TCGTTTACCCAAATC) e AJNegECr (AAGGATCCTCATGCAATTATTGAACT
GG) e a enzima Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity, seguindo as
orientagdes do fabricante (Invitrogen). A reacdo de PCR foi analisada em gel
de agarose 1% e o fragmento de 1718 pb purificado do mesmo utilizando o kit
“Wizard® SV Gel and PCR Clean up system” da Promega. O fragmento foi
clonado no vetor “pGEM®-T Easy”, utilizando o sistema “pGEM®-T Easy Vector
System”, fabricado pela promega (seguindo as orientagdes do fabricante). E.
coli XL 1 Blue competente foi transformada com o vetor pPGEM ECAJ Silk gland
protein-1 e algumas colbnias brancas foram selecionadas para mini-preparagao
de DNA plasmidial.
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O vetor pGEM ECAJ Silk gland protein-1 foi digerido com as enzimas
Ndel e BamHI, para retirar o fragmento e clona-lo no pET19b. Mas, dentro da
sequéncia de DNA da proteina ECAJ Silk gland protein-1, ha sitios de BamHI
(Figura 22). Desta forma foi necessario fazer uma digestao parcial para retirar o

fragmento de tamanho desejado (1718 pb).

Ndel BamHlI BamHlI BamHlI
I I I I
322 pb 884 pb 512 pb
\
~

ECAJ Silk Gland Protein — 1 =1718 pb

Figura 22. Desenho esquematico mostrando os sitios de restricdes BamHI e
Ndel da sequéncia ECAJ Silk Gland Protein — 1 amplificada por “primers”
especificos.

Foi feita uma disgestdo com o vetor pPGEM ECAJ Silk Gland Protein —
1 com a enzima Ndel durante aproximadamente 2 horas. Depois foi realizada a
disgestao parcial com BamH]I. Para inibir a atividade enzimatica foi adicionado
EDTA na solugdo em uma concentragao final de 20mM. Uma aliquota foi
coletada nos tempos 1min, 5min, 7min e 10min. Segundo o esquema acima, é
possivel calcular os diferentes tamanhos esperados na digestdo parcial: 320,
500, 890, 1200, 1400 e 1720 pb aproximados.

O fragmento de aproximadamente 1720 pb foi purificado a partir de
um gel de agarose 1%, utilizando o kit “Wizard® SV Gel and PCR Clean up
system” da Promega. O vetor de expressdo pET19b foi digerido com as
mesmas enzimas; apos linearizado foi purificado e a ECAJ Silk gland protein-1
reclonada entre Ndel e BamHI por meio da reagcdo da enzima T4-ligase da
Invitrogen.

Os vetores resultantes das construcbes foram utilizados para
transformar células de E. coli (linhagem BL21 (DE3) pLysS). Os clones
recombinantes foram selecionados para experimentos de inducao e expressao.
As proteinas expressas foram purificadas em colunas de cromatografia de

afinidade (“His Tag”) e testadas pela técnica de imunodetecc¢ao “Western Blot”.
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3.2.4. Expressao

Uma coldnia recombinante de cada vetor foi inoculada em 10mL de
meio LB/ampicilina (100 ug/mL) e cloranfenicol (30 pg/mL) e cultivada a 37° C
com agitacéo de 180 rpm durante 16 horas. Para a cultura de expressao foram
adicionados os 10mL do pré-indculo em 500mL (1:50) de meio LB ampicilina
(100 pg/ml) e cultivada a 37° C com agitacdo de 220 rpm até atingir a ODegoo
entre 0.7 e 0.8. Apds, foi adicionado IPTG em concentracdo final de 1 mM,
resultando na indugao da expressado. A cultura permaneceu a 37° C e agitagao
de 180 rpm por 4 horas. Apds esse periodo, a cultura foi retirada, centrifugada
por 20 minutos a 2500 rpm e o pellet resultante foi ressuspendido em 8 mL de
tampao de lise (50mM Tris-HCI, pH 8.0, 10mM MgCI2, 100mM NaCl) e
congelado a -80° C.

Outras duas condigdes também foram testadas. A primeira trata-se
de uma expressao controle, sem adicdo de IPTG e apds atingida uma ODggo
entre 0,7-0,8 foi deixado sob agitacdo durante 4 horas, utilizando meio LB. Na
segunda, foi utilizado meio LB acrescido de 2% de glicose e indu¢gdo com IPTG
concentragéao final de 1 mM quando chegou na ODgy entre 0,7-0,8, durante 4
horas. Essa ultima condicdo foi sugerida pelo livro guia da amersham
pharmacia biotech (“The Recombinant Protein Handbook: Protein Amplification

and Simple Purification”).

3.2.5. Deteccdao e andlise das proteinas por “Western blot”

Os 100ul separados foram precipitados com acido tricloroacético
(TCA) 75% no gelo, centrifugados a 14000 rpm por 20 minutos a 4° C. Logo
apos foram lavados com acetona 100% e novamente centrifugados a 4° C por
20 minutos. Os precipitados foram ressuspendidos em 20ul de tampao de
amostra 1X e submetidos a SDS-PAGE 12%.

Apés a eletroforese em SDS-PAGE 12%, as proteinas do gel de
poliacrilamida foram transferidas eletricamente para uma membrana de
nitrocelulose “Hybond C Extra” (Amersham Biosciences), utilizando o
transferidor “Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell” (Bio-Rad Laboratories,

Inc.). A membrana foi entdo bloqueada por 16 horas a 4° C em TBS contendo
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0,1% de Tween 20 e 5% de leite em pd molico desnatado (TBST). Apds a
transferéncia, o gel foi corado em Coomassie blue. Depois do bloqueio, a
membrana foi incubada os anticorpos, que poderiam ser anticorpo primario
policlonal anti-His (His probe, H-15 sc 803 rabbit polyclonal IgG) da Santa Cruz
Biotechnology, utilizado na diluicdo de 1:1000; anticorpo monoclonal anti-His
conjugado a fosfatase alcalina da SIGMA, utilizado na concentracédo de 1:4000;
ou anticorpo secundario anti-rabbit da Santa Cruz Biotechnology, em uma
concentragdo de 1:5000). As incubagdes foram realizadas em TBST, durante
aproximadamente 2 horas. No caso da utilizacdo do primeiro anticorpo citado
acima, fez-se necessario incubagao adicional com o anticorpo secundario por
mais 2 horas. Apds esse periodo, as membranas passaram por trés lavagens
de 10 minutos com TBST. Os blots foram revelados utilizando-se 10 mL do
tampéao de revelagédo (200ul de NaCl 5M; 1ml Tris 3M pH 9.5; 50ul MgCl, 1M)
acrescido dos substratos cromogénicos para fosfatase alcalina NBT 50 mg/mL
(Nitro blue tetrazolium em dimetil formamida 70%) e BCIP 25 mg/mL (5-bromo-
4-cloro-3-indolil fosfato em dimetil formamida) e também o substrato
quimioluminescente  CSPD™ (Applied Biosystems) e filmes fotograficos
standard Kodak.

3.2.6. Purificacdo das Proteinas

Todas as construgdes génicas foram conduzidas de modo a
adicionar uma cauda de histidinas (“His-tag”), a sequéncia protéica, tendo em
vista proceder a purificacdo. A suspensdo de células em tampao de lise,
previamente guardada a -80°C, foi descongelada no gelo e apés foi adicionado
400 pl de acido deoxicélico (40 mg/mL), e, foi incubada por 40 minutos a 37° C.
Foi adicionado 20 uyl de DNase (1 mg/mL) a suspensdo, e a incubagao
continuou em temperatura ambiente, sob agitagcdo, por mais 40 minutos. A
amostra foi centrifugada a 14000 rpm durante 20 minutos a 4° C; o
sobrenadante foi removido e o pellet guardado. Do total de sobrenadante,
100ul foram retirados para analise de eletroforese em SDS-PAGE 12% e

“Western blot”.
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O restante do sobrenadante foi diluido 1:1 com tamp&o binding 1X
(5mM imidazole, 50mM NaCl, 20mM Tris-HCI, pH 7.9). Essa solucao foi
passada por uma coluna de cromatrografia de afinidade (HisTrap HP Ni+ 1ml
da “GE Healthcare”). Foram realizadas duas purificagdes testes, chamadas
aqui de teste | e teste Il, com a finalidade de descobrir a concentracao de
imidazole ideal para eluicdo da proteina de interesse.

e Teste I: A coluna HisTrap HP 1 ml (GE Healthcare) foi primeiro
equilibrada com 10 mL de “Binding Buffer”, em seguida a amostra foi passada e
essa fragao, chamada de “passado”, coletada. Logo depois a coluna foi lavada
com 10 mL de “Binding Buffer’ e coletada a fragdo, denominada “lavado”. A
eluicdo foi realizada utilizando 5 mL “Elution Buffer’ com as seguintes
concentracdes de imidazole: 10, 20, 30, 40, 50 e 100 mM. Essas elui¢des
foram realizadas em sequéncia e foram coletadas fragcbes de 1 mL, em tubos
de centrifuga. Todas as amostras foram quantificadas para posterior analise
em SDS-PAGE e “Western blot”.

e Teste II: Neste teste, os procedimentos foram os mesmos que no
anterior, com diferenca apenas nas elui¢des. Estas foram feitas com “Elution
Buffer” nas concentracbes de 50, 60, 70, 80, 90 e 100 mM. Além disso, a
coluna foi estripada (o Niquel foi retirado) com “Strip Buffer”.

A quantificacdo das proteinas foi realizada por meio do método de
Bradford (1976), utilizando dye apropriado da “Bio Rad”.

3.2.7. Outros métodos

Os demais métodos podem ser encontrados no anexo |.
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4. RESULTADOS

4.1. Anélise da sequéncia AJ Silk Gland Protein — 1 da aranha Avicularia

juruensis

A analise da seqliéncia de NCFlag — like foi realizada e publicada em
Bittencourt et al. (2007), mas nao ha estudo a respeito de AJ Silk Gland Protein
— 1. Portanto, & de grande importancia mostrar algumas caracteristicas dessa
sequéncia.

A sequUéncia de nucleotideos de AJ Silk Gland Protein — 1 foi
comparada com sequéncias depositadas no GenBank usando o algoritmo
blastn. Apesar da cobertura de apenas 9% e uma identidade de 70%, a
similaridade encontrada com a Fibroina 2 da espécie de aranha Aptostichus sp.
(mygalomorphae) (ABW80564) pode ser um indicio de que ha uma ligacéo

dessa sequéncia com as glandulas produtoras de seda (Figura 23).

>Mgb|EU117161.1 Aptostichus sp. AS220 fibroin 2 mRNA, partial cds
Length=2411
Score = 68.0 bits (74), Expect = le-07
Identities = 112/160 (70%), Gaps = 5/160 (3%)
Strand=Plus/Plus
Query 1487 CTCTCTTCT--CAGTTGTTTTGTCTTCGTTAGTTTCTCAGATTTCTCA---AAGCTCTAG
_ LETE BLE) [ 0 e 6 VO N O O O 0 e O [V L]
Sbict 1968 CTCTTTTCTGTCAAATGTCTTGGCTACCTCAGTTTCTCAGATCTCTGAGGGCAGTTCAGG
Query 1542 TTTTACGTCATCTCAGGTTCTCATTGAAGCAATTTTGGAGATAATATCCGGTATGTTG!E
I I A1 D (LA I 1 0 o 10 0L 4 0 e I O L
Sbjct 2028 ATTATCCGCAACCCARATTATTATTGAAGCTCTTTTCGAGTTAATATCTGGTTTGATGCA
Query 1602 CATCCTAACTTCAGCACAACTTGGTTTGGTGAGTACAGCT 1641
0 0 T O ) ) T B 0
Sbjct 2088 CATCTTGACTTCAGCCCACTTTGATGCTGTGAGTAGAGCT 2127

Figura 23. Alinhamento da sequéncia AJ Silk Gland Protein — 1 com a Fibroina
2 de Aptostichus sp (ABW80564) realizado em
http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi.

A sequéncia dessa proteina (567 aminoacidos) apresentou maiores
quantidades dos aminoacidos serina e alanina (Figura 24). Além disso, foram
calculadas sua massa molecular e pl tedricos que sdo de 58380,5 Da e 4,0

respectivamente. O total de residuos carregados negativamente (Aspastato (D)
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+ Glutamato (E)) foi 49 e de residuos carregados positivamente (Arginina (R) +
Lisina (K)) foi 16.

frequen(:}l" 204
(%) 132
88 88

58 60 43 63 15 37 46 " 58

8 02 11 1 02 14

code A B CDEFGHTIIKLMNP QQRSTVWYZ
count 75 6 33 M 27 1 3% 6 50 6 20 A 2% 10 14 50 33 1 8

Figura 24. Composicdo de aminoacidos de AJ Silk Gland Protein — 1,
mostrando maiores quantidades de Serina (S) e Alanina (A). Tabela feita em
http://pir.georgetown.edu/pirwww/search/comp_mw.shtml.

A sequéncia de aminoacidos foi comparada com seqUéncias
depositadas no GenBank (“all non-redundant GenBank CDS”), usando o blastp
2.2.18 (Altschul, 1997). Foram obtidos quatro alinhamentos significativos com
as proteinas Fibroin 2 Bothriocyrtum californicum (ABW80566.1), Fibroin 3
Bothriocyrtum californicum (ABW80567.1), Fibroin 2 Aptostichus sp.
(ABW80564.1) e Tubuliform spidroin Argiope aurantia (AAX45292.1). Esses
alinhamentos ocorreram principalmente na regido C-terminal e em regides ricas
em serina e alanina.

A andlise da regidao C-terminal dessa proteina mostrou que essa é
conservada quando comparada com outras espridroinas de migalomorfas ja
descritas (Garb et al., 2007, Gatesy et al., 2001). Os alinhamentos desta regido
foram realizados utilizando o programa “CLC Sequence Viewer 4.6.1” e podem

ser observados na Figura 25.
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*AJ Silk Gland Protein -1

Fibroin 1 Aliatypus plutonis

Fibrain 1 Aptostichus sp.

Fibrain 1 Bothriocyrtum califomicum
Fibrain 1 Euagrus chisoseus
Fibrain 2 Aptostichus sp.

Fibrain 2 Bothriocyrtum califomicum

Fibrain 3 Bothriocyrtum califomicum
100%

Conservation
0%

*AJ Silk Gland Protein -1

Fibroin 1 Aliatypus plutonis

Fibrain 1 Aptostichus sp.

Fibrain 1 Bothriocyrtum califomicum
Fibrain 1 Euagrus chisoseus
Fibirain 2 Aptostichus sp.

Fibrain 2 Bothriocyrtum califomicum

Fibrmin 3 Bothriocyrtum califamicum
100%

Conservation
0%

20 40
I 1

SGLKSPAADERIASSVPLL-ALAVT--NGFNPSLFSVVYLSSLVSQISQSSS-FTSsQV
YGSVSISVENRIISLISSILSEFISIESAFNYSSFAKKLAFLASEISVSNPGLSASEV
DGLLSSSASERISAIILPLVSALSP--TGVNFSEIGNIILSLISKISGSCVGLSPSQT
SGLTSEAAKERISSIIASLLSAKSS--QDFNALLLSNILPSLISKISQRASGLSPTEM
SGLLSPAANQRIASLIPLILSAISP--NGVNFGVIGSNIASLASQISQSGGGIAASQA
SGLSSPAAIRRIDSLIPLLFSSASS--NNLSASFLSNVLATSVSQISEGSSGLSATAQI
TGLTSEAAKERIAS | IPSLLSAISP--NEFDAVLLSDSLASLISQISQSGSGLSTSsAQl
ADLTSPAANQRITSIIPILRSGISPHSKGFDASLLADSLSSLISEISQSASELSASDV

G|D 8|D 1 ?D

LIEAILEIISGMLNILTSAQLGLYSTASLAATVSSIVQSISSSI-=---1A[-=-- 100
ISEVLLETVTALIHILASSQVGSVSTADLSSVSRAFAQSFAQAFAH)- ----[=- Q 105
FSEALLEVIIALMQILSSAKVTTVSTSAS -GTARSLAQSLSSAMA---- - - ==6 101
VTEALLEVLAGCME ILSSFNVGAQSISSSRTSSNALVQSISNQFS-GLNAA--A 107
FTQALLELVAAFIQVLSSAQIGAVSSSSASAGATA--- -~ - NAFAQSLSSAFAG 104
IIEALFELISGLMHILTSAHFDAVSRATSSATASALANSLSTAFSGVNNITAL=- 107

AMEALLEVLAGCME ILSSSNVGAASVSSSRASSNALVQSISNAFS-GLNAA[--A 107
LTEALLELVSAFLQILSS -DAGSVGISSSTAFSNALAQSVSNAFY-GLNTV--A 106

I ] NS T T N

Figura 25. Alinhamento da regidao C-terminal da proteina AJ Silk Gland Protein
1 com espidroinas descritas de espécies de aranhas Mygalomorphae.
Aminoacidos estdo abreviados com uma letra (tabela pode ser obsevada no
ANEXO 1) e numerados no sentido N- para o C-terminal. Hifens indicam
“‘gaps”, para um melhor alinhamento. A coloragao azul indica: quanto mais azul,
menos conservado € o aminoacio. Numeros de acessos no GenBank: Fibroin 1
Aliatypus plutonis (ABW80562); Fibroin 1 Aptostichus sp. (ABW80563); Fibroin
1 Bothriocyrtum californicum (ABW80565); Fibroin 1 Euagrus chisoseus
(AAK30600); Fibroin 2 Aptostichus sp. (ABW80564); Fibroin 2 Bothriocyrtum
californicum (ABW80566); Fibroin 3 Bothriocyrtum californicum (ABW80567);

O alinhamento da regido N-terminal também foi realizado, porém, sé
foram descritas regides N-terminais de espécies Araneomorfas. Desta forma, a
comparagao foi feita com esse grupo irmdo e ndo com as migalomorfas
(alinhamentos realizados com “CLC Sequence Viewer 4.6.1”, Figura 26). Essa
analise mostrou que o cDNA de AJSilk Gland Protein — 1 parece estar
completo, ou seja, contém as regides N-terminal e C-terminal da proteina. Além
disso, foi possivel observar que existem alguns locais conservados dentro

desta regido, mesmo quando comparado com araneomorfas.

46

24
58
56

26
56
56
96



20 4CI

AdJ silk Gland Pratein - 1 N ESEEEEEEEEEEE -E - - Té IAT..EIV?.GV.}I..NN.I.NV 30
*MaSp 2 Latrodectus hesperus N EEEEEEEEEBEER B - |

MaSp 1 Latrodectus hesperus N

MaSp 2 Argiope trifasciata N

MasSp 2 Mephila inaurata madagascariensis N
100%

Conservation
0% L

AJ Silk Gland Protein - 1 N

*Masp 2 Latrodectus hesperus M

MasSp 1 Latrodectus hesperus M

MasSp 2 Argiope trifasciata N

Masp 2 Mephila inaurata madagascariensis N
100%

Canservation
0%

AJ Silk Gland Frotein - 1N
*MaSp 2 Latradectus hesperus N
MaSp 1 Latradectus hesperus N
MaSp 2 Argiope trifasciata N i

MaSp 2 Nephila inaurata madagascariensis N md K ;'";
100%

Conservation [
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AdJ Silk Gland Protein - 1 N
*MaSp 2 Latrodectus hesperus N
MasSp 1 Latrodectus hesperus M ;.'f
MaSp 2 Argiope trifasciata N

MasSp 2 Mephila inaurata madagascariensis N
100%

Conservation
0% B

Figura 26. Alinhamento da regidao N-terminal da proteina AJ Silk Gland Protein-
1 com espidroinas descritas de espécies de aranhas Araneamorfas.
Aminoacidos estdo abreviados com uma letra (tabela pode ser obsevada no
ANEXO IlI) e numerados no sentido N- para o C-terminal. Hifens indicam
“gaps”, para um melhor alinhamento. A coloragao azul indica: quanto mais azul,
menos conservado € o aminoacio. Numeros de acessos no GenBank: MaSp2
Argiope trifasciata (AAZ15371); MaSp2 Nephila inaurata madagascariensis
(AAZ15322); MaSp2 Latrodectus hesperus (ABR68858); MaSp1 Latrodectus
hesperus (ABD24294).

AJSilk Gland Protein — 1 foi comparada com proteinas de glandulas
produtoras de seda das aranhas Nephilengys cruentata, Parawixia bistriata e
as demais de Avicularia juruensis. Os pontos isoelétricos, cargas e massas
moleculares foram compilados em um unico grafico (Figura 27), mostrando que
as proteinas de A. juruensis formam um grupo separado das outras espécies.
A proteina de interesse se encontra isolada das demais, devido sua carga
negativa (-33) e pl (4,0).
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Figura 27. Comparagao dos pontos isoelétricos (pl), massas moleculares
(“molecular mass”) e Carga (“Charge”) das proteinas de glandulas produtoras
de seda das aranhas Nephilengys cruentata (verde), Parawixia bistriata
(amarelo) e Avicularia juruensis (azul). A seta indica a proteina AJSilk Gland
Protein — 1.

4.2. Construcédo dos vetores para expressao de ECNCFlag-like

Para confirmar a eficiéncia da estratégia de multiplicacdo dos
modulos, todos os vetores pBSK- M1.1, M1.2, M1.3, M1.4 e M1.5, pBSK- M2.1,
M2.2, M2.3 e M2.4, pBSK- M3.1 e M3.2 e pBSK- M4.1, M4.2, M4.3 e M4.4
foram digeridos com as enzimas de restricdo Xhol e BamHI (Figura 28). Desta
forma, foi possivel seguir com os passos da construgdo dos vetores com mais
certeza. A Tabela 5 mostra os tamanhos em pares de bases dos fragmentos

liberados para cada vetor.
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A. B.
IX 2X 3X 4X 5X M M
- - ' {iad IX 2X 2X 3X 4X M M
—5000pb o

150000 850pb
—850pb 400pb
—400pb 200pb
100pb
200pb 50pb
—100pb
50pb
D.
1X 2X 3X 4X
5000pb 5000pb
2000pb 2000pb
1500pb «—— 1500pb
850pb «~— — 850pb
400pb «—— 400pb
200pb —— 200pb
100pb — 100pb
50pb ~— 50pb

Figura 28. Gel de agarose 1,5%, mostrando A. os vetores pBSK- M1.1, M1.2,
M1.3, M1.4 e M1.5 digeridos com Xhol e BamHI; B. os vetores pBSK- M2.1,
M2.2, M2.3 e M2.4 digeridos com as mesmas enzimas; C. os vetores pBSK-
M3.1 e M3.2; e D. os vetores pBSK- M4.1, M4.2, M4.3 e M4.4; Marcadores
da Fermentas FastRuler Low e Middle Range DNA Ladder, respectivamente.

Tabela 5. Tamanho em pares de bases dos fragmentos liberados na digestéo
dos vetores, com os médulos multiplicados, utilizando as enzimas de restricao
Xhol e BamHI

Modulo Tamanho em pares de bases
1X 2X 3X 4X 5X
M1 84 141 198 255 312
M2 72 117 162 207 -
M3 126 225 - - -
M4 198 369 540 711 -

Esses vetores foram utilizados para a construgado dos vetores finais
de expressdo: pET19b ECNCFlag1111, ECNCFlag2212, ECNCFlag2222,
ECNCFlag3313, ECNCFlag3323, ECNCFlag4414 e ECNCFlag4424. Tendo em

vista verificar a correta construgdo, esses foram enviados para
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sequenciamento. Porém, os vetores pBSK- ECNCFlag3313 e ECNCFlag3323
apresentaram problemas em sua construgdo quando se analisou o resultado do
sequenciamento e por isso, devem ser reconstruidos. Os demais vetores
seguiram para os testes de expressao.

Células competentes de BL21 (DE3) pLysS foram transformadas
com os vetores corretos. Os clones recombinantes foram selecionados para
experimentos de indugao e expressao, por meio de mini preparacdo de DNA
plasmidial. A Figura 27 mostra os fragmentos ECNCFlag2212, ECNCFlag2222,
ECNCFlag4414 e ECNCFlag4424, oriundos da digestao dos plasmidios da mini
preparagao com as enzimas de restricdo Ndel e BamHlI.

BL21 (DE3) pLysS possui o vetor pLysS, como descrito em materiais
e métodos. Este esta presente também na mini preparagcdo de DNA plasmidial
realizada para confirmar a presenca dos vetores de expressao construidos.
Desta forma é possivel observar, na Figura 29, um fragmento de 642 pb,
resultante da digestao o vetor pLysS com BamHI.

Apos as confirmagdes da correta construgdo dos vetores de
expressdo e sua eficiente transformacdo em BL21 (DE3) pLysS, foi possivel

passar para as etapas de expressao.

2212 2222 414 4424

5000 pb
2 ,3000 pb
—»2000 pb
— 1500 pb
— »1000 pb
—» 750 pb

— 500 pb

Figura 29. Gel de agarose 1%, mostrando os vetores pET19b ECNCFlag2212
(666 pb), ECNCFlag2222 (765 pb), ECNCFlag4414 (1212 pb) e
ECNCFlag4424 (1311 pb) oriundos de uma miniprep de DNA da bactéria BL21
(DE3) pLysS, digeridos com Ndel e BamHI. O fragmento de 642 pb é resultante
da digestao do vetor pLysS com BamHI. Marcador da Fermentas GeneRuler™
Express DNA Ladder.
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4.3. Construcédo dos vetores para expressao de ECAJ Silk Gland Protein-1

A construgao do vetor de expressao pET19b ECAJ Silk Gland Protein
— 1 teve inicio com a amplificagdo por PCR do fragmento a partir do cDNA das
glandulas produtoras da Avicularia juruensis e do clone 01F03 da biblioteca de
cDNA, como mostrado na Figura 30. Além disso, a eficiente clonagem deste
fragmento no pGEM T Easy foi demonstrada na digestao de clones oriundos de
minipreparagcao de DNA plasmidial com Ndel e BamHI. Como a sequéncia
ECAJ Silk Gland Protein — 1 possui 3 sitios de BamHI e um de Ndel, foram
liberados trés fragmentos (322, 512 e 884 pb) (Figura 30).

—
o O
C C
o o
O O

3054 pb
2036 pb
1636 pb

1018 pb

506 pb
396 pb

Figura 30. Gel de agarose 1%, mostrando A. amplificagdo da sequéncia ECAJ
Silk Protein - 1 a partir do cDNA das glandulas produtoras de seda da aranha
Avicularia juruensis e do clone da biblioteca de cDNA produzida, utilizando os
“‘primers”: AJNegECf (TGCCATATGACT TCGTTTACCCAAATC) e AJNegECr
(AAGGATCCTCATGCAATTATTGAACT GG) e a enzima Platinum® Tagq DNA
Polymerase High Fidelity; B. vetor pGEM ECAJ Silk Protein — 1 digerido com
Ndel e BamHI, liberando trés fragmentos (322, 512 e 884 pb). Marcador “1 kb
Ladder” da Invitrogen.

A clonagem do fragmento ECAJ Silk Gland Protein — 1 no vetor de
expressao pET19b deve ser realizada com os sitios de restricido Ndel e BamHI.
Mas, como observado na Figura 30 B, sitios de restricdo de BamHI| sao
encontrados dentro da sequéncia AJ Silk Gland Protein — 1 (Figura 22). Foi
necessario, entao, realizar uma digestao parcial, de forma que fosse purificado
apenas o fragmento de 1720 pb, que corresponde a sequéncia completa. Para
isso o vetor pPGEM ECAJ Silk Gland Protein — 1 foi digerido com Ndel, para que
depois fosse feita a digestdo parcial com BamHI. Aliquotas foram retiradas nos

tempos 1, 5, 7 e 10 minutos e a atividade enzimatica foi inibida com EDTA. A
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Figura 31 mostra a digestao parcial e a eficiente purificacdo da banda de 1720

pb de interesse.

7 min
10 min

M -
i
==, 1720 pb
S 1400 pb

1200 pb
890 p

=

S
Y9}
'_
-
e

500 pb

320 pb

Figura 31. Gel de agarose 1%, mostrando A. Digestéo parcial do vetor pGEM
ECAJ Silk Gland Protein -1 digerido inicialmente com Ndel e logo em seguida
com BamHI, parando a reacdo com EDTA nos tempos 1, 2, 7 e 10 minutos,
liberando 6 fragmentos (320, 500, 890, 1200, 1400 e 1720 pb); B. Eficiente
purificacdo do fragmento de 1720, de tamanho desejado na digestao parcial em
A (utilizando o kit “Wizard® SV Gel and PCR Clean up system” da Promega).
Marcador “1 kb Ladder” da Invitrogen.

Esse fragmento foi clonado no pET19b previamente digerido com
Ndel e BamHI e purificado de um gel de agarose 1%. A minipreparacado de
DNA plasmidial de um dos clones positivos foi utilizada para transformar E. coli

BL21(DE3)pLysS competente e foram realizados testes de expresséo.

4.4. Expressao das construcdes em E. coli BL21(DE3)pLysS

Os clones positivos de E. coli BL21(DE3)pLysS competente,
transformadas com os plasmideos pET19b-ECNCFlag1111, pET19b-
ECNCFlag2212, pET19b-ECNCFlag2222, pET19b-ECNCFlag4414 e pET19b-
ECNCFlag4424, foram submetidos ao protocolo de expressdao, com indugao
com IPTG concentracao final de 1mM apds atinginda a ODgoo entre 0,7-0,8,
durante 4 horas.

Os pellets foram ressuspendidos em tampao de lise e tratados com
acido deoxicolico e DNase. Apds esse tratamento, a amostra foi centrifugada e
a fragao soluvel e o pellet com proteinas insoluveis foram analisados por SDS-

PAGE. No entanto, nos primeiros testes feitos com os vetores pET19b-
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ECNCFlag2212, pET19b-ECNCFlag2222, pET19b-ECNCFlag4424 nao foi
possivel verificar por SDS-PAGE, bandas diferenciadas em relagéo ao controle
negativo (BL21(DE3)pLysS).

Uma outra forma de se tentar verificar a expressado da proteina foi
submeter essas amostras a técnica de imunodetecgao “Western blot” (Figura
32). Esse método se mostrou eficiente para detecgcdo das proteinas de
interesse, que pareciam estar com baixos niveis de expresséo, ja que nao foi
possivel visualiza-las em SDS-PAGE. Além disso, as proteinas estavam

presentes tanto na fracido soluvel, como no pellet com proteinas insoluveis.

2212 Sol.
2212 Insol.
2222 Sol.
2222 Insol.
4424 Sol.
4424 Insol.

Figura 32. Resultado do “Western blot” das fragdes soluveis (Sol.) e do pellet
insoluvel (Insol.) resultantes da expressdo dos vetores pET19b-
ECNCFlag2212, pET19b-ECNCFlag2222, pET19b-ECNCFlag4424 em E. coli
BL21(DE3)pLysS. Foi utilizado como anticorpo primario: anti-His policlonal (H-
15), produzido pela Santa Cruz Biotechnology em coelho; anticorpo secundario:
Anti-coelho (Anti-rabbit) conjugado com fosfatase alcalina, produzido pela
Santa Cruz Biotechnology.

Para confirmagao dos resultados, foi realizada uma nova expressao
utiizando as mesmas condigbes anteriores, desta vez com os seguintes
vetores de expressdao: pET19b-ECNCFlag1111, pET19b-ECNCFlag2212,
pET19b-ECNCFlag2222, pET19b-ECNCFlag4414 e pET19b-ECNCFlag4424.
Da mesma forma, nao foi possivel sua detec¢cao por SDS-PAGE, porém, os
resultados do “Western Blot” mostraram a presenga das proteinas, com
excessao da ECNCFlag1111 (Figura 33). Um fato que chamou a atengéo foi
que as proteinas detectadas nao possuiam o peso molecular esperado quando
comparadas ao padrao de massa molecular. A Tabela 6 mostra a comparagao

entre os pesos moleculares esperados e os estimados no “Western blot”.
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Figura 33. Resultado do “Western blot” das fracbes soluveis resultantes da
expressdo dos vetores pET19b-ECNCFlag1111, pET19b-ECNCFlag2212,
pET19b-ECNCFlag2222, pET19b-ECNCFlag4414 e pET19b-ECNCFlag4424
em E. coli BL21(DE3)pLysS. M - Padrao de Massa Molar (kDa), Broad Range
Protein da Promega; C+ - Fragdo soluvel resultante da expressao do vetor
pET19b-MaSp2; C- - Fragdo soluvel resultante da expressdo da bactéria
BL21(DE3)pLysS né&o transformada. Foram aplicados no gel de poliacrilamida
utilizado para transferir para membrana de nylon: 1111 (150 ug de proteinas
totais), 2212 (200 pg), 2222 (50 ug), 4414 (200 ug) e 4424 (100 pg). Foi
utilizado anticorpo monoclonal anti-His conjugado com fosfatase alcalina
(SIGMA)

Tabela 6. Comparagao entre os pesos moleculares esperados (calculo tedrico)
e os estimados em “Western blot” para as constru¢ées de ECNCFlag.

Construgdes Esperado (kDa) Estimado (kDa)
ECNCFlag2212 19,8 = 29,0
ECNCFlag2222 23,0 =~ 40,0
ECNCFlag4414 33,4 ~ 45,0
ECNCFlag4424 36,6 = 50,0

A auséncia de uma banda positiva para a constru¢cao ECNCFlag1111
foi explicada mais tarde por uma contaminagao por outra espécie de bactéria.
Esta, provavelmente ocorreu durante o processo de transformacgao da bactéria
BL21(DE3)pLysS competente, ja4 que colbnias de bactérias desconhecidas
cresceram na placa com meio LB sdlido/ampicilina, utilizada para plaquear a
transformacéao.

Quando o “Western blot” foi feito, conforme mostrado na Figura 32 -
utilizando 100 ug de proteinas totais da fragdo soluvel de cada amostra, foi
possivel observar que as proteinas ECNCFlag2222 e ECNCFlag4424
apresentaram bandas de maior intensidade quando comparadas com as

demais. Como se trata de muitas construgdes e pouco tempo para finalizagcao
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do projeto, uma das proteinas foi escolhida para realizagdo de alguns testes
visando a otimizagao da expressado. Essa otimizagao esta relacionada com o
aumento dos niveis de expressao, modificando alguns parédmetros - como
meio, temperatura e tempo de indugdo. Além disso, € importante diminuir a
quantidade de proteinas insoluveis e aumentar as soluveis.

A proteina ECNCFlag2222 foi escolhida para realizacdo destes
testes, porque apresentou uma grande quantidade de proteina expressa em
relagao as outras. Foram testadas trés condi¢des diferentes:

1. Indugdo com IPTG concentragao final de 1TmM apds atingida a
ODggg de 0,7-0,8, durante 4 horas em meio LB.

2. Expressao sem adi¢ao de IPTG e depois de atingida a ODggp entre
0,7-0,8 foi deixado durante 4 horas, utilizando meio LB. Esta condigdo foi
importante para saber se estava ocorrendo alguma taxa de expressédo basal
(expressao sem indugéao por IPTG).

3. Inducdo com IPTG concentragao final de 1mM apds atingida a
ODegoo de 0,7-0,8, durante 4 horas em meio LB com 2% de Glicose. Esta
condigdo foi sugerida por um livro guia da amersham pharmacia biotech (“The
Recombinant Protein Handbook: Protein Amplification and Simple Purification”).

A Figura 34 mostra o resultado dessas trés diferentes condicoes,
obtido por “Western blot”, utilizando anticorpo monoclonal anti-His conjugado
com fosfatase alcalina (produzido pela SIGMA). Quando se analisa a fragéo
soluvel, é possivel observar que sem duvidas, a primeira condicdo foi mais
eficiente. Porém, quando se observa a fragao insoluvel, o nivel de expressao
alcangado pela terceira condicdo foi bem maior que as demais. E possivel
observar também que existe expressao basal tanto na fragao soluvel, quanto

na insoluvel, em baixo nivel.
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Figura 34. Resultado do “Western blot” das fracbes soluveis e do pellet
insoluvel resultantes das expressdes do vetor pET19b-ECNCFlag2222 em 3
diferentes condi¢des: expressdo com IPTG (indicada na figura por IPTG),
expressado sem IPTG (indicada na figura por S/ IPTG) e expressdo com IPTG
em meio LB com 2% de glicose (indicada na figura por LB Gli 2%). M - Padrao
de Massa Molar (kDa), Broad Range Protein da Promega; C+ - Fragao soluvel
resultante da expressao do vetor pET19b-MaSp2; C- - Fracao soluvel e pellet
insoluvel resultante da expressdo da bactéria BL21(DE3)pLysS nao
transformada. Foram aplicados no gel de poliacrilamida utilizado para transferir
para membrana de nylon 50 ug de proteinas totais da fragao soluvel. Foi
utilizado anticorpo monoclonal anti-His conjugado com fosfatase alcalina
(SIGMA)

Quanto a proteina ECAJ Silk Gland Protein — 1, varias tentativas
foram ralizadas para detectar sua expressao, mas nem o SDS-PAGE, nem a

técnica de “Western blot” mostraram um resultado positivo.

4.5. Purificacdo das proteinas expressas

Para realizar os testes das melhores condi¢cbes para purificacédo das
proteinas, também foi escolhido o vetor pET19b ECNCFlag2222. A purificagao
foi realizada a partir da fragao soluvel resultante da expresséo e do tratamento
com acido deoxicélico e DNase e filtrada em membrana de 44um. Este material
foi equilibrado com “Binding Buffer” (1:1) e a amostra foi passada na coluna de
cromatografia de afinidade em coluna de Ni+.

Foram realizadas duas purificagdes testes, chamadas aqui de teste |
e teste Il, com a finalidade de descobrir a concentracdo de imadazole ideal

para elui¢cdo da proteina de interesse.
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Teste I: A coluna HisTrap HP 1 ml (GE Healthcare) foi primeiro
equilibrada com “Binding Buffer” e em seguida a amostra foi passada. Logo
depois a coluna foi lavada com “Binding Buffer” e eluida com “Elution Buffer”
com as seguintes concentragdes de imidazole: 10, 20, 30, 40, 50 e 100 mM.

Teste |I: Neste teste as eluigdes foram feitas com 50, 60, 70, 80, 90 e
100 mM. Além disso, o niquel foi retirado da coluna utilizando “Strip Buffer”.

A Figura 35 mostra as fragbées coletadas do teste | de purificagdo
analisadas em SDS-PAGE. E possivel perceber que ndo houve uma
purificacdo eficiente. Porém, foi realizado um “Western blot” (resultado n&o
mostrado), com o intuito de saber em quais fragdes se encontraria a proteina
de interesse. Esse mostrou que a proteina n&o se encontrava em nenhuma das
fragbes, portanto, ela ainda estava ligada na coluna.

Desta forma, o teste Il foi realizado com concentracdes diferentes de
imidazole, para definirmos a melhor concentracido necessaria para lavar a
coluna dos contaminantes. Além disso, o “Strip Buffer’ foi utilizado para

verificar se a proteina continuava ligada a coluna mesmo depois de uma

lavagem com 100 mM de imidazole.
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° ®
gw
o @
o

Lavado
E-10mM

'E-20mM

{ E-30mM
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Figura 35. Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) das fragdes
coletadas durante o teste | de purificagdo de pET19b-ECNCFlag 2222. Lisado
(extrato total da cultura de bactéria BL21(DE3)pLysS, apds lisada e tratada
com acido deoxicolico e DNAse), Passado (Fracdo coletada durante a
passagem da amotra na coluna de afinidade usada na putificacdo), Lavado
(Material coletado da primeira lavagem com “binding buffer” acrescido de 5mM
de imidazole) e Eluidos, com concentragbes de imidazole de 10-50 mM e
100mM (E-10mM, E-20mM, E-30mM, E-40mM, E-50mM e E-100mM). Foram
aplicados 50 pg de proteina em cada pogo.
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A Figura 36 mostra um SDS-PAGE com as fragbes coletadas no
teste Il. Podemos observar que a fracdo da eluicdo com 80 mM de imidazole
apresenta poucos contaminantes. A concentracdo de proteinas, calculada por
Bradford, da fragcdo com 100 mM mostrou uma auséncia de proteinas, portanto
esta nao foi aplicada no gel Por Bradford, foram detectadas proteinas em duas
fracbes de 1 mL coletadas do “Strip” (Strip 2 e Strip 3). Como podemos
observar no gel de SDS-PAGE da Figura 34, a solugdo de Strip continha a
proteina de interesse esperada. Poucos contaminantes foram observados

nesta amostra purificada.
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Figura 36. Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) das fragdes
coletadas durante o teste Il de purificagdo de pET19b-ECNCFlag 2222. M
(Padrao de Massa Molar (kDa), Bench Mark Protein Ladder/ Invitrogen); Lisado
-30 ug (extrato total da cultura de bactéria BL21(DE3)pLysS, apés lisada e
tratada com acido deoxicolico e DNAse); Passado -30 pg (Fracdo coletada
durante a passagem da amotra na coluna de afinidade usada na putificagao);
Lavado -30 ng (Material coletado da primeira lavagem com “binding buffer”
acrescido de 5mM de imidazole); e Eluidos, com concentragées de imidazole
de 50-100 mM e com “strip buffer” (E-50mM -30 ug, E-60mM - 25 ng, E-80mM -

25 ng, Strip 2 - 5 ug e Strip 3 - 5 ug).

e

Para comprovar a eficiéncia da purificagao, foi realizado um “Western
blot”, utilizando anticorpo monoclonal anti-His conjugado com fosfatase alcalina
(produzido pela SIGMA) (Figura 37). Este mostrou que a proteina esta

realmente presente, j3a que o tamanho da banda confere com a banda
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purificada, observada na Figura 35. Outra banda maior (de aproximadamente o
dobro do tamanho) também foi observada na fragdo do Strip. Além disso, foi

detectada uma banda no eluido com 80 mM de imidazole.

Figura 37. Resultado do “Western blot” das fragées coletadas durante o teste |l
de purificagdo de pET19b-ECNCFlag 2222, utilizando anticorpo monoclonal
anti-His conjugado com fosfatase alcalina (SIGMA). M - Padrdo de Massa
Molar (kDa), Pre strained SDS-PAGE standards broad range da Bio Rad; C+ -
Lisado da proteina pET19b-MaSp2; C- - Lisado da bactéria BL21(DE3)pLysS
nao transformada; Lisado -50 ug (extrato total da cultura de bactéria
BL21(DE3)pLysS, apoés lisada e tratada com acido deoxicélico e DNAse);
Passado -100 pg (Fragdo coletada durante a passagem da amotra na coluna
de afinidade usada na putificagdo); Lavado -100 ug (Material coletado da
primeira lavagem com “binding buffer’ acrescido de 5mM de imidazole); e
Eluidos, com concentracdes de imidazole de 50-100 mM e com “strip buffer”
(E-50mM -100 pg, E-80mM - 25 ug, Strip 2 - 5 ug e Strip 3 - 5 ug).
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5. DISCUSSAO

Mygalomorphae compartilha similaridades morfoldgicas e ecoldgicas
com o grupo Mesothelae, linhagem irmad das aranhas Opisthothelae
(Mygalomorphae + Araneomorphae) (Coddington et al., 2004; Platnick e
Gertsch, 1976). Mesoteles e migalomorfas apresentam em comum
caracteristicas primitivas, incluindo aquelas associadas a produg¢ao de seda
(Haupt, 1993). Em contraste com araneomorfas, migalomorfas possuem um
aparato de fiar indiferenciado, consistindo de fusulas uniformes que permitem a
saida de fibras oriundas de 1 a 3 tipos de glandulas produtoras de seda. Além
disso, araneomorfas possuem varias sedas para fungdes distintas, enquanto
migaloformas utilizam poucas sedas para uma variedade de propdésitos.
Regides C-terminais de espidroinas desses grupos sao similares (Garb et al.,
2007, Gatesy et al., 2001), mostrando uma relagao evolutiva antiga e podendo
ajudar na predicdo da sua divergéncia, que data de 240 milhdes de anos
(Selden e Gall, 1992). Portanto, a elucidagcdo de novas proteinas € de grande
importancia para o entendimento de diversos processos bioldgicos. No caso, as
de proteinas da seda, podem também contribuir na diversidade e histoéria
evolutiva desse grupo de proteinas.

Nao consta na literatura nenhuma publicagao sobre a caracterizagao
da sequéncia da proteina AJ Silk Gland Protein — 1 de Avicularia juruensis; por
isso € que foram realizadas algumas analises. Nenhuma caracterizagdo a
respeito da sequéncia da proteina AJ Silk Gland Protein — 1 de A. juruensis foi
publicada na literatura, portanto algumas analises foram realizadas. Esta
proteina se tornou de interesse neste projeto por ter as regides N-terminal e C-
terminal conservadas em relacdo as demais espidroinas, como foi mostrado na
analise das sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos. No entanto, a
regido central da proteina ndo é composta de modulos repetitivos aparentes,
como na maioria das sedas de aranha. Além disso, AJSilk Gland Protein — 1 foi
comparada com proteinas de glandulas produtoras de seda das aranhas
Nephilengys cruentata, Parawixia bistriata e as outras proteinas de A.
juruensis. Os pontos isoelétricos, cargas e massas moleculares foram
compilados em um unico grafico (Figura 27), mostrando que as proteinas de A.

juruensis formam um grupo separado das outras espécies. A proteina de
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interesse chamou a atencao por se encontrar isolada das demais, devido sua
carga negativa (-33) e pl (4,0).

Observa-se, ainda, que o padrdao de aminoacidos € diferente das
demais, com maior quantidade dos aminoacidos serina e alanina, o que esta
em consenso com o que ja foi descrito a respeito de fibroinas de
Mygalomorphae (Garb et al., 2007, Gatesy et al., 2001).

Muitas sequéncias da regido C-terminal de espidroinas estao
disponiveis nos bancos de dados, ja que a maioria dos estudos foram
realizados a partir de bibliotecas de cDNA. Observa-se também, que a maior
parte das sedas analisada na literatura pertence ao grupo das aranhas
araneamorfas. A aranha A. juruensis pertence ao grupo migalomorfas, ainda
pouco estudado quanto as espidroinas produzidas. Porém, algumas
sequéncias C-terminais ja foram descritas e estas foram utilizadas para realizar
o alinhamento, que mostrou ser conservada em relacdo as espidroinas de
Mygalomorphae, assim como observado por Garb et al. (2007).

Ja sequéncias N-terminais de migalomorfas n&do constam na
literatura e em bancos de dados. Portanto, esta regido da AJSilk Gland Protein
— 1 foi comparada com de outras espécies de araneamorfas. Mesmo assim,
essa possui alguns pontos conservados. Devido a diferenga de grupos
utilizados nos alinhamentos, ndo é possivel afirmar que regido C-terminal &
mais conservada que a N-terminal, apesar dos multialinhamentos mostrarem
issO.

A estratégia utilizada para construcdo dos genes repetitivos
apresenta varias vantagens em relacdo aos outros mecanismos descritos
anteriormente (Lewis et al., 1996). O método mostrou que a utilizagao de sitios
de restricdo compativeis e que nao se regeneram permite o controle preciso da
manipulacdo do numero de repeticbes do DNA, além de possibilitar a
construgdo de genes maiores, com maior numero de repeti¢cées, que produzira
uma proteina mais proxima do tamanho natural. Essa estratégia permite o
design de fibras com propriedades diversas, por meio da mistura desses
peptideos, devido a correlagdo que existe entre os mddulos repetitivos que
compdem a estrutura da proteina e a fungao de cada seda.

Essa estratégia utilizada na construgcédo dos vetores de expresséo de

ECNCFlag, adaptada de Lewis et al. (1996), se mostrou eficiente. Os mdodulos
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1, 2, 3 e 4 foram multiplicados e os resultados foram positivos como mostrado
na Figura 28. Porém, os sequenciamentos das construgdes finais, mostraram
erros nos vetores pET19bECNCFlag3313 e 3323. Estes devem passar por uma
reconstrucdo, para possibilitar comparacbées no futuro, entre os diferentes
arranjos, de forma mais completa. Além disso, sua reconstrugédo sera facil, ja
que os vetores intermediarios, como pBSK- M1.3, M2.3, M3.1, M3.2 e M4.3,
estao prontos e confirmados.

A construcao do vetor pET19b ECAJSIlk Gland Protein — 1 também
foi realizada com sucesso. As técnicas de PCR e digestao parcial funcionaram
de forma efetiva como pode ser observado nas Figuras 30 e 31. Porém, varias
tentativas foram ralizadas para detectar sua expressdo, mas nem o SDS-
PAGE, nem a técnica de “Western blot” mostraram um resultado positivo.
Alguns fatores podem estar relacionados com este fato, como por exemplo, a
sua toxicidade. Proteinas toxicas a célula utilizada como sistema de expressao,
podem nao ser expressas, € se forem, ocorrem em baixos niveis, ja que as
células podem morrer, ou simplesmente expulsar o vetor de expressao
(Dumon-Seignovert et al., 2004). Varios parametros, que seréo discutidos mais
adiante, devem ser testados para se obter sucesso na produgao heterdloga
desta proteina.

Quanto a expressédo das constru¢cbes de ECNCFlag, nao foi possivel
sua visualizacdo no extrato lisado da bactéria em SDS-PAGE corado com
Coomassie blue. Estas foram detectadas apenas pela técnica “Western Blot” e
ap6s a purificagdo por afinidade em coluna de Niquel, assim como em
Arcadiacono et al. (1998).

Quando as poteinas de interesse foram detectadas, por “Western
blot”, percebeu-se que seus pesos moleculares n&o correspondiam aos
calculados teoricamente, quando se comparado com os padrbes de massa
molecular utilizados. Foi descartada a formacédo de um dimero como explicagao
para este fato, ja que a massa estimada nao foi o dobro, como deveria ser,
caso esta fosse a melhor hipotese.

No caso da proteina ECNCFlag2222, o tamanho foi quase o dobro,
aproximadamente 1,74 vezes maior que o esperado. Porém, no caso de
ECNCFlag4424 o resultado foi de aproximadamente 1,36 vezes maior,

descartanto a possibilidade de formacdo de dimero. Outra explicagdo poderia
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ser a interacdo de uma proteina oriunda da bactéria com as proteinas
heterdélogas. Neste caso, todas deveriam ter seu tamanho aumentado de forma
igual.

Constam na literatura, migragdes aberrantes em SDS-PAGE. Essas
sao bem conhecidas com proteinas que apresentam modificacbes pos-
traducionais como fosforilagao, glicosilagao e pontes dissulfeto (lakoucheva et
al., 2001). Mas como a proteina deste trabalho foi expressa em E. coli
BL21(DE3)PlysS, que néo realiza transformagdes pos-traducionais, o problema
da migracao deve estar relacionado com a sequéncia de aminoacidos.
Trabalhos ja mostraram que o excesso de cargas positivas e negativas na
proteina também pode interferir na migragdo em SDS-PAGE (Armstrong e
Roman, 1993; Hu e Ghabrial, 1995).

Armstrong e Roman (1993), demonstraram, por meio de anadlise de
mutantes, que o comportamento eletroforético anormal na proteina E7 de
papilomavirus humano tipo 16 € devido a presenca de aminoacidos negativos.
McGrath et al. (1992) sugeriram que os problemas na migragado das proteinas
expressas por eles, também estavam relacionados com os residuos
carregados negativamente. Portanto, o peso molecular aparente estimado por
SDS-PAGE maior do que o esperado para as proteinas em estudo, pode ser
explicado pelas cargas negativas encontradas no espagador (médulo 3 — M3).
Assim como neste trabalho, Shimizu et al. (2004a) expressaram Flag de N.
clavata em E. coli e observaram uma banda principal do no SDS-PAGE com
baixa mobilidade eletroferética. Adicionando-se, assim, um ponto positivo para
hipotese de que os espagadores podem esta interferindo na migragao.

E. coli é o procarioto mais utilizado como sistema de expressao para
producao de altos niveis de proteinas heterélogas (Hannig e Makrides, 1998).
Trata-se do método mais antigo e com mais resultados positivos (Balbas,
2001). Além disso, possui a habilidade de crescer rapido, em alta densidade e
em meio de facil preparo (Baneyx, 1999). Outra vantagem é o extenso estudo
sobre otimizagdo da producdo, além dos protocolos rapidos e bem
estabelecidos (Balbas, 2001; Baneyx, 1999; Das, 1990; Hannig e Makrides,
1998; Makrides, 1996; San et al., 1994; Weickert et al., 1996). Desta forma, os
baixos niveis de expressao encontrados inicialmente na producdo podem ser

contornados por meio da modificagao de varios parametros.
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A proteina ECNCFlag2222 foi escolhida para realizagao de testes em
diferentes condigbes de expressao. Foram testadas trés condigdbes como
descrito anteriormente. Foi realizada uma expressédo controle, ou seja, sem a
inducdo com IPTG, que mostrou a existéncia de uma expressido basal, que
ocorre em baixos niveis, mas que pode esta relacionada com a producio
ineficiente das proteinas de interesse. Segundo Hannig e Makrides (1998), os
promotores utilizados na construgcdo dos vetores de expressido devem possuir
niveis minimos de transcricdo basal, pois a proteina produzida pode ser tdxica
para a bactéria, diminuindo a eficiéncia na producao.

Para inibir a transcrigdo basal, um livro guia da Amersham
Pharmacia Biotech (“The Recombinant Protein Handbook: Protein Amplification
and Simple Purification”), sugere a utilizagdo de um meio LB com adi¢&o de 2%
de glicose para vetores que utilizam pomotor lac, como € o caso. Niveis basais
de expressdo podem ser minimizados por repressao catabdlica, como, por
exemplo, a adicdo de glicose, que nao afeta a expressao apds a inducao.
Quando comparado com a expressao que utilizou apenas meio LB e IPTG, foi
possivel observar um grande aumento na expressdo em meio LB 2% Glicose.
Porém, isto ocorreu apenas quando comparado ao pellet, contendo proteinas
insoluveis.

A expressdao de ECNCFlag2222 em meio LB e com 4 horas de
inducdo com IPTG mostrou que existem proteinas tanto na fracdo soluvel,
como nos corpos de inclusdo insoluveis. Na condicdo de expressado em que foi
adicionado Glicose no meio LB, os niveis de expressado nos corpos de inclusdo
foram extremamente aumentados. Mas quando analisada a fragao soluvel, foi
possivel perceber que os niveis foram menores em relagdo ao meio sem
glicose. Isto pode ter ocorrido porque, a formagao de agregados insoluveis é
uma frequente conseqiéncia de altos niveis de producdo de proteinas no
citoplasma (Hannig e Makrides, 1998). Em meio que contém glicose, os niveis
foram extremamente altos, o que levou a formacao dos corpos de inclusao.

Algumas alteragdes nas condicbes de expressao - segundo a
literatura - podem ser feitas com o intuito de minimizar a produg¢ao de corpos de
inclusdo e aumentar o nivel de proteinas na fragao soluvel. De acordo com o
livro guia da Amersham Pharmacia Biotech podem ser realizadas as seguintes

alteracoes:
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e diminuir a temperatura de indugéo (entre 20 e 30°C), para aumentar a
solubilidade;

e diminuir a concentragao de IPTG para alterar os niveis de inducgao;

e induzir por periodos curtos de tempo;

e induzir com maiores densidades celulares por menos tempo e;

e aumentar a aeracgdo, pois alta taxa de transporte de oxigénio pode
ajudar a prevenir a formacao de corpos de inclusao.

De acordo com Hannig e Makrides (1998), algumas vantagens s&o
encontradas na formacao de corpos de inclusdao, a exemplo da facilidade de
isolamento, protegao contra proteases, inatividade da proteina (ndo prejudicial
a célula de expressao) e alta concentragcbes de proteinas. Mas a recuperacgao
da atividade biolégica pode ser muito custosa para produg¢des em larga escala.
Além disso, para solubilizar os corpos de inclusdo é necessario utilizar
desnaturantes como guanidina-HCI e uréia. O que pode atrapalhar o processo
de purificagao, além da necessidade de realizar uma dialise complicada, devido
as altas concentragdes destes desnaturantes utilizadas.

Neste trabalho, portanto, a proteina na fracdo soluvel é de maior
interesse, devido a facilidade na purificacdo. E necessaria uma grande
quantidade de proteina purificada para realizar a polimerizagdo em laboratério.
Nas aranhas, a polimerizacdo da seda ocorre em alta concentracdo das
proteinas no lumen glandular. A polimerizagao artificial também requer uma
grande quantidade de proteina em solugdo, além da auséncia de proteinas
contaminantes que possam interferir no alinhamento dos polimeros. Segundo
Teulé et al. (2007), a solugcédo utilizada para polimerizagdo em laboratorio
possui de 25-30% (m/v) de proteina purificada, liofilizada e solubilizada em
solvente orgénico.

A cromatografia de afinidade foi escolhida para a purificagdo das
proteinas de interesse devido as mesmas possuirem uma cauda de histidina
advinda do vetor de expressao pET19b utilizado. Esse método de purificagcédo
possui algumas vantagens, como a ligacao especifica e reversivel da proteina
alvo na coluna, além de alta seletividade e rendimento. Em Teulé et al. (2007) a
presenca da cauda de histidina na proteina Masp2 de N. clavipes purificada,

aparentemente ndo afetou o processo de polimerizagdo para produgao de
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fibras feito posteriormente. Além disso, uma vantagem na adigdo dessa cauda
€ a facil identificagdo da proteina por anticorpos anti-His em técnicas de
imunoensaio, como realizados neste trabalho.

Os testes realizados para determinar as melhores condigdes de
purificacao foram realizados com a fragao soluvel resultante da expressao da
proteina ECNCFlag2222. O primeiro teste (Figura 34) mostrou que a lavagem
com 50mM de imidazole foi insuficiente para retirar todos os contaminantes.
Além disso, 100 mM de imidazole nao é suficiente para retirar as proteinas de
interesse, que ficam fortemente ligadas ao niquel presente na coluna de
cromatografia.

Com o intuito de solucionar esses problemas, um segundo teste
mostrou que a lavagem com 80 mM foi suficiente para retirar a maior parte dos
contaminantes e portanto, para garantir uma maior pureza. A melhor
concentracdo de imidazole que deve ser utilizada no tampao de lavagem da
coluna é de 100 mM. No teste Il, a coluna foi estripada com “Strip Buffer”, o que
comprovou que grandes concentragdes de imidazole devem ser utilizadas para
reitirar a proteina da coluna, ou utilizar o proprio “Strip Buffer” como solucéo de
eluicdo. Como pode ser observada na Figura 36, a purificagao foi relativamente
eficiente, apesar da presenca de pouquissimos contaminantes. Concentragdes
maiores que 100 mM de imidazole devem ser testadas tanto para melhorar a
pureza, como para determinar o melhor tampao de eluicio.

Foi realizado um “Western blot” para confirmar que a banda presente
no “Strip Buffer” era realmente a ECNCFlag. Este mostrou uma banda do
tamanho esperado, quando comparado com o padrdao de massa molecular.
Porém, mostrou uma banda com o dobro de tamanho em kDa, podendo essa
ser considerada um dimero. Além dessas bandas, foi evidenciada outra na
fracdo eluida com 80 mM de imidazole. Essa, assim como a que pode ser
considerada um dimero, podem constituir proteinas contaminantes, ricas em
histidina, advindas da bactéria utilizada na expressao. Para saber sua origem,
deve ser realizada uma purificagdo, com 0 mesmo protocolo, mas utilizando a
fracdo soluvel resultante da expressdo de um clone BL21(DE-3)PLysS nao
transformado com vetor de expresséo.

Por meio da purificacdo, foi possivel estimar a quantidade de

proteina produzida por litro de cultura na condicao de expressdo com IPTG 1
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mM durante 4 horas. Juntando as fragdes “Strip 2” e “Strip 3” foi estimada uma
producao de 0,8 mg/L de cultura.

Sao dificeis comparagdes com outros trabalhos realizados com Flag,
devido a existéncia de poucos estudos na literatura. Além disso, foram
utilizados diversos sistemas de expressdo. Primeiro Zhou et al. (2001)
descreveram a biossintese de um polipeptideo construido com base no
dominio repetitivo da Flag de N. clavipes e obtiveram uma produc¢do de 11,6
mg/L de cultura. Andlises dessa proteina em solugdo e em filmes sdélidos
demonstraram a presenga de voltas-, como esperado. Shimizu et al. (2004a)
expressaram Flag de N. clavata em E. coli e obtiveram uma producdo de 50
mg/L de cultura. Esse mesmo grupo, com a mesma sequéncia, utilizou células
de inseto e sistemas de expressédo de baculovirus. Uma expresséo transiente
da Flag foi obtida na fragdo soluvel e as estruturas voltas- foram confirmadas
por dicroismo circular, comprovando a retencao das propriedades mecanicas
(Shimizu et al., 2004b). Miao et al. (2006a) usaram o sistema “BmNPV bacmid”
para infectar linhagens de células de B. mori, com o intuito de expressar Flag
de N. clavata. Resultados de SDS-PAGE e “Western blot” confirmaram a
presenca da proteina de 37 kDa. O nivel de expressdo encontrado foi de 0,08
mg por 6 mL (13 mg/L) de cultura da linhagem de célula. Continuando o
trabalho, Miao et al. (2006b) expressaram o gene da Flag de N. clavata em
larvas de B. mori utilizando o sistema de expressdo Bac-to-Bac/BmNPV de
baculovirus e obtiveram a expressdao de uma proteina de 37 kDa com um
rendimento de 45 pg/mL (45 mg/L) de hemolinfa de larva.

Considerando as discussdes realizadas acima, este projeto ainda
contém varios passos que devem ser realizados. A expressdo deve ser
otimizada, testando-se mais pardmetros e ampliando estes, para todos os
vetores construidos. Os vetores ECNCFlag3313 e 3323 devem ser
reconstruidos, para que ocorra uma melhor comparacao, além das construcdes
de novas combinagdes, como ECNCFlag3221, 5411, 3614 e assim por diante.
Esta engenharia de médulos pode ajudar em uma série de elucidagbes a
respeito da importancia das repeticbes nas caracteristicas mecanicas das
sedas de aranhas. Além disso, purificagdo e expressao devem ser realizadas

em larga escala, para que a polimerizagao artificial seja realizada com sucesso.
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Faz-se necessario realgar a importancia do estudo de proteinas
ainda desconhecidas, como a AJ Silk Gland Protein — 1. Esta pode esta
relacionada com importantes processos no ciclo de vida da aranha Avicularia
juruensis, como a estrutura da seda produzida por ela ou até mesmo protecao.
A expressado em larga escala dessa proteina sera importante para realizagao

de testes de sua atividade.
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6. CONCLUSAO

AJSilk Gland Protein — 1

¢ O estudo e expressao da proteina AJSilk Gland Protein — 1 pode
ajudar a elucidar importantes processos no ciclo de vida da aranha Avicularia
juruensis, como a estrutura da seda produzida por ela ou até mesmo protecao.

Pode ainda contribuir bastante na histéria evolutiva das espidroinas.
¢ A construgao do vetor de expressao foi realizada com sucesso.

e Sera necessaria sua expressao em larga escala, tendo em vista a

realizagao de testes de atividade.

NCFlag-like

e A estratégia utilizada na construgcao dos vetores de expressao para

NCFlag-like mostrou-se €eficiente.

e Além disso, a expressao das proteinas foi confirmada por “Western

blot” tanto na fragao soluvel, como na insoluvel.

e Porém seus niveis estdo abaixo do esperado. Alguns testes com
diferentes condicbes de expressao mostraram que € possivel modificar este

quadro e otimizar a quantidade de proteinas expressas na fragao soluvel.

e JAa a purificacdo ocorreu de forma efetiva. Desta forma sera
possivel obter grandes quantidades da proteina pura, por meio da otimizagao
da expressao e da purificagcao, para que a polimerizacao artificial seja realizada

com sucesso.
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7. PERSPECTIVAS

e O futuro deste trabalho visa a producdo de diferentes fibras com
propriedades mecanicas distintas para uso comercial. Desde a descoberta da
natureza repetitiva das espidroinas, foi possivel realizar uma engenharia
modular, de forma a produzir polimeros com conjuntos de mddulos que
correspondem as caracteristicas de interesse - como porcentagem de

elasticidade, de resisténcia da fibra ou até a mistura das duas.

e Devem ser realizadas novas engenharias modulares, utilizando-se

as regides C-terminais e N-terminais.

¢ O entendimento de como funciona cada parte modular, que
compde o gene é de fundamental importancia para produgao de fibras, com

caracteristicas cada vez mais proximas do esperado.

« E muito visada a possibilidade de criar o biopolimero de interesse
para o uso comercial: produtos cirurgicos, farmacéuticos, industria téxtil, militar

entre outros.

e Bioengenheiros  deverdo  desenvolver maquinarias  para
polimerizagao artificial de grandes quantidades de espidroinas em solucgao,

para fins comerciais.

e Para que isso aconteca, devem ocorrer colaboragdes entre varios
grupos de pesquisa, com a finalidade de potencializar os processos de
manipulagdo génica, expresséo e polimerizagdo para que possam ocorrer, da

forma mais precisa possivel.
e Se este trabalho futuro for efetivo, a producdo de biopolimeros

baseada em seda de aranha influenciara profundamente o uso de biomateriais

em termos globais.
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ANEXO |
I. MATERIAIS

1. Enzimas:

1.1. Enzimas de restricéo

Tabela 7. Enzimas de restricao utilizadas.

Sitio

Enzima . Origem Temperatura Fabricante
clivagem
BamHI GAGATCC Bacillus , 37°C Promega
amyloliquefaciens
BSpel TACCGGA Bacillus sp. (H. 37°C Ngw England
Kong) Biolabs
Ndel CANTATG Neisseria 37°C Promega
denitrificans
Streptomyces New England
Scal  AGT?ACT promy 37°C Biolabs e
caespitosus P
romega
A
xmal CAMCCGGG  Xanthomonas 37°C Promega
malvacaerum
Xhol ~ CATCGAG @nthomonas 37°C Promega

holcicola

1.2. Outras enzimas:

e T4 DNA ligase — (Invitrogen)

e Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity — 5U/ul (Invitrogen)

2. Meios de cultura para bactérias:

Apos dissolver os reagentes em agua, todos os meios de cultura

utilizados foram autoclavados a 120°C por 20 minutos. Quando necessario foi

adicionado o(s) antibidtico(s) apropriado,

ampicilina 100 pg/ml, e clorafenicol 30 pg/mil.

Meio LB (Luria-Bertani)

Peptona de caseina
Extrato de levedura

nas seguintes concentragoes:

pH ajustado para 7,0 com NaOH
Para LB sdlido, foi adicionado agar bacteriolégico a 1,5% (p/v).

1,0% (p/v)
0,5% (p/v)
1,0% (p/v)
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Meio LB (Luria-Bertani) — Baixa concentracao de sal

Peptona de caseina

Extrato de levedura

NaCl

pH ajustado para 7,0 com NaOH

3. Solucdes para eletroforese em gel de agarose:
Tampéo de amostra 5X

Glicerol

Azul de bromofenol

Solvente TBE
Estocar a 4°C.

Tampéo de corrida para gel de agarose (TBE) 5X
Tris base
Acido bérico
EDTA 0,5M (pH 8,0)
H,0O destilada gsp
pH 8,3

Solucéo de brometo de etidio

Brometo de etidio

Marcadores de massa molecular (MM) para DNA

e Marcador “1 kb Ladder” da Invitrogen;

1,0% (p/v)
0,5% (p/v)
0,5% (p/v)

50,0% (V/v)
0,2% (p/v)
2,5X

54 g
27,59
20 mL
1L

5 mg/ml

e Marcador GeneRuler™ Express DNA Ladder da Fermentas;

e Marcador FastRuler Low Range DNA Ladder da Fermentas;

e Marcador FastRuler Middle Range DNA Ladder da Fermentas.

4. Solucdes para eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante:

Gel Separador 12%

Acrilamida 30%

Tampao Tris 1,5M pH 8,8 / SDS 0,4%
Agua destilada

APS 10%

Temed

2000 pl
1250 pl
1700 pl
50 pl

3 ul
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Gel Concentrador 5%

Acrilamida 30% 420 pl

Tampao Tris 1 M pH 6,8 / SDS 0,4% 340 pl

Agua destilada 1750 pl

APS 10% 15 ul

Temed 3 ul
Solucdes:

Tampao Tris 1,5M pH 8,8 com SDS 0,4%:

Tris Base 72,66 g

SDS 169
Dissolver em 300 ml de agua, ajustar o pH (com HCI) para 8,8 e completar o
volume para 400 ml.

Tampao Tris 1,5M pH 6.8 com SDS 0.4%:

Tris Base 48,44 g

SDS 169
Dissolver em 300 ml de agua, ajustar o pH (com HCI) para 6,8 e completar o
volume para 400 ml.

Tampéao de corrida 10X:

Tris Base 30,28 g
Glicina 187,675 ¢
SDS 10g

Dissolver em 800 ml de agua destilada, ajustar o pH para 8,3 com HCI e diluir

para 1000 ml.

Tampio de Amostra 3X: adicionar 4 ml de H,O

Tris Base 181,8 mg
Glicerol 3 mi
SDS 0,649
Azul de bromofenol 30 mg

B- Mercaptoetanol 1 ml

Ajustar o pH para 6,8 com HCI e diluir para 10 ml.

Solucio estoque acrilamida/bis-acrilamida 30%

Acrilamida 30% (p/v)
Bis-acrilamida 0,8% (p/v)
Dissolver em agua bidestilada e filtrar em papel Whatman.
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Solucio de persulfato de amoénio

Persulfato de aménio 10% (p/v)

TEMED (N,N,N’.N’- tetrametiletilenodiamina)

Foi utilizado o reagente TEMED da companhia Organic Research.

Marcadores de massa molecular (MM) para proteinas:
e Broad Range Protein da Promega;
e Bench Mark Protein Ladder/ Invitrogen;
e Pre strained SDS-PAGE standards broad range da Bio Rad.

5. Solugdes e materiais para imuno-deteccao:

Tampéao de transferéncia BSN (Bjerrum and Schafer-Nielsen) com SDS

Tris base 589
Glicina 29¢g
SDS 0,037 g
Metanol 200 mL
H.O gsp 1L

pH ajustado para 8,3

TBS 10X

NaCl 137 mM
Tris base 20 mM
pH ajustado para 7,6 com HCI.

TBST
TBS com 0,1% Tween 20.

Solucéo de bloqueio

Leite em pd (Molico) 5% (p/v)
Diluido em TBST.

Membrana de nitroclelulose

Hybond C* (Amersham Biosciences)
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Anticorpos:

e Anticorpo primario policlonal anti-His (His probe, H-15 sc 803 rabbit
polyclonal IgG) da Santa Cruz Biotechnology, utilizado na diluicdo de
1:1000;

¢ Anticorpo monoclonal anti-His conjugado a fosfatase alcalina da SIGMA,
utilizado na concentracéo de 1:4000;

e Anticorpo secundario anti-rabbit da Santa Cruz Biotechnology, em uma

concentracéo de 1:5000.

Solucbes para revelacdo (seguindo as instrugbes do fabricante: CSPD ®

substrato para fosfatase alcalina da “Applied Biosystems”)

Assay Buffer:

Tris-HCI pH 9,5 20 mM
MgCl; 1 mM
Preparar 40 mL de solugao
Working solution:

Substrate Dilution Buffer 9,4 mL
Nitro Block 0,5mL
CSPD (substrato) 0,1mL

Substrate Dilution Buffer:

Dietanolamina 0,1 M
MgCl, 1 mM
Usar agua deionizada

6. Solucdes e materiais para purificacéo:

Coluna:

“‘HisTrap™ HP Columns” empacotada com “Ni Sepharose High Performance”
coluna de 1 mL da “GE Healthcare”.

Solucdes:

Acido deoxicolico:

Acido deoxicélico 40 mg/mL
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DNAse:
DNAse | (p6) da SIGMA 1 mg/mL

Todas as solugdes passadas na coluna foram filtradas com Milipore

0,22 ym.
Binding Buffer:
Tampao fosfato de sédio pH 7,4 20 mM
NaCl 0,5M
Imidazole 5mM
Elution Buffer:
Tampao fosfato de sédio pH 7,4 20 mM
NaCl 0,5M
Imidazole 10, 20, 30, 40, 50, 60,

70, 80, 90 e 100 mM

Strip Buffer:

Tampao fosfato de sédio pH 7,4 20 mM
NaCl 0,5M
EDTA 50 mM

Recharge Buffer:
NiSO4 0,1M

7. Outras solucdes utilizadas:

Mistura de dNTPs

dATP (Gibco) 4 mM
dCTP(Gibco) 4 mM
dGTP(Gibco) 4 mM
dTTP(Gibco) 4 mM

IPTG (Isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo)

IPTG 0,8 M
Dissolvido em agua MilliQ. Esta solugdo era esterilizada por filtragdo em
membrana microbiolégica com poros de 0,22um (Millipore). Usado na

concentracao de 1 mM para expressao e
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X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactose)
X-gal 20 mg/ml

Dissolvido em N,N-Dimetilformamida.

Il. METODOS

1. Preparo de bactérias competentes:

1.1. Choque térmico:

Um pré-inoculo em 5 ml de meio LB a partir de uma colbnia isolada
de E. coli BL21(DE3)pLysS foi preparado e incubado a 37°C sob agitagdo (220
rpom) por aproximadamente 16 horas. Em seguida, preparou-se um inéculo em
500 ml de meio LB a partir de 1mL do pré-inoculo, este foi incubado a 37°C sob
agitacao (220 rpm) até atingir uma ODeggo = 0,5-0,6. A cultura foi incubada em
gelo durante 20 minutos. Logo apods, as células foram sedimentadas por
centrifugagdo a 1500 rpm por 5 minutos a 4°C. Apos a centrifugagdo o
sobrenadante foi descartado e o sedimento suspendido cuidadosamente em 10
ml de TSS (85 % meio LB, 10% PEG (MW 8000), 5% DMSO e 50 mM MgCl,
(pH 6,2)) gelado (0°C). Foram feitas aliquotas de 150 ul e guardadas em -80°C.

1.2. Eletroporacéo:

A partir de uma colénia bacteriana isolada de E. coli XL1 Blue,
preparou-se um pré-inoculo em 5 ml de meio LB, este foi incubado a 37°C sob
agitacéo (200 rpm) por aproximadamente 16 horas. Em seguida, 1L de meio LB
(baixa concentragao de sal) foi inoculado com um volume de 1/100 do pré-
inoculo preparado anteriormente. O indculo foi incubado a 37°C sob agitagéo
(250 rpm) até atingir uma ODgy = 0,6-0,8. Apds este periodo, a cultura
bacteriana foi resfriada em gelo por 15 a 30 minutos, e as células
sedimentadas a 4000 rpm por 15 minutos a 4°C. Apds a centrifugagao, todo
sobrenadante foi descartado, e o sedimento suspenso em 1L de agua MilliQ
estéril e gelada. As células foram novamente centrifugadas e ressuspensas em
20 ml de uma solugao gelada de glicerol 10%, para entdo serem mais uma vez

centrifugadas e ressuspendidas em 2 a 3 ml de glicerol 10% gelado. A solugéo
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bacteriana foi entdo congelada em aliquotas de 45 ul em nitrogénio liquido e

estocadas a —80°C.

2. Transformacé&o de bactérias competentes:

2.1. Choque térmico:

Células BL21 (DE3) pLysS competentes foram transformadas com
0s plasmideos ECNCFlag1111, ECNCFlag2212, ECNCFlag2222,
ECNCFlag3313, ECNCFlag3323, ECNCFlag4414 e ECNCFlag4424 por
choque térmico. Um tubo com aliquota de 100 ul de cultura de bactéria
competente, previamente preparada e guardada a -80°C foi reservada no gelo
durante 10 min. Entdo, adicionou-se o DNA plasmidial (cerca de 20 ng) as
células, misturando e incubando no gelo durante 30 minutos. Os tubos foram
transferidos para um banho a 42°C durante exatamente 90 segundos. Apos
esse periodo, foi passado rapidamente para o gelo durante 1 a 2 minutos.
Adicionou-se 800 ul de meio LB ao tubo, misturando suaveamente. Esse foi
transferido para um banho a 37°C por 45 min. Todo o conteudo foi plagueado
em meio LB sdlido contendo 100 pg/mL de ampicilina (resisténcia de pET19b)

e 30 pg/mL de cloranfenicol (resisténcia de pLysS).

2. 2. Eletroporacao:

Uma aliquota de células competentes foi descongelada em banho de
gelo e 1 a 2 pul de DNA (1-10 ng) foi adicionado as bactérias, e incubado no
gelo por 1 minuto. Apds este periodo, a mistura células/DNA foi colocada numa
cuveta de eletroporacdo previamente resfriada, com um espaco de 0,1 cm
entre os eletrddos (BioRad). A eletroporacao foi realizada em um aparelho
“‘BioRad eletroporator” ajustado para as seguintes condigdes: resisténcia de
200 Q, capaciténcia de 25 uF e uma voltagem de 1,8kV. Deve ser aplicado
apenas um pulso. O tempo ideal de descarga (“time constant”) pode ser lido no
equipamento apods a eletroporagao, este deve estar entre 4-5 ms para se obter
eficiéncia maxima. Imediatamente apds a eletroporagao foram adicionados 600
ul de meio LB, e as células foram suspensas cuidadosamente e transferidas

para um tubo de centrifuga. Estes foram incubados em banho-maria a 37°C
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durante 1 hora. Uma leve agitagdo durante este periodo pode aumentar a
eficiéncia do processo. Apds esta etapa, a cultura foi plaqueada em 25 ml de
meio LB solido acrescido do antibidtico adequado. As placas foram finalmente
incubadas a 37°C durante uma noite para o crescimento de coldnias. Quando
foram utilizados vetores pGEM-T easy ou pBSK-, foram adicionados ao meio
LB solido X-gal (32 ng/ml) e IPTG (0,5 mM), para identificacdo de col6nias
positivas (brancas).

3. Digestdo com enzimas de restricao:

As digestdes foram realizadas conforme instrugcoes do fabricante das
enzimas. O tempo de incubagdo, as concentracbes de DNA e da enzima
variavam de acordo com o material a ser digerido e a eficacia da enzima.
Geralmente foram utilizadas 1U da enzima para cada 1 ug de DNA, incubados
a 37°C por 1-3 horas.

4. Andalise de DNA em gel de agarose:

O gel de agarose foi preparado em tampdo TEB 0,5X com a
concentragao variando entre 1 a 2% (p/v). Foi utilizado brometo de etideo a
uma concentragdo de 0,5 ug/ml. As amostras de DNA, misturadas em tampao
de amostra para gel de agarose, foram aplicadas no gel e submetidas a
eletroforese em tampao TEB 0,5X. Para visualizacdo de DNA, utilizou-se luz

ultravioleta com transiluminador de luz ultravioleta (UV).

5. Precipitacdo de proteinas com TCA:

Foi adicionado 133 ul de TCA (&cido tricloroacético) 75% a 1 mL de
amostra contendo a proteina. Deixou-se durante 30 minutos no gelo para
ocorrer a precipitagdo. Apds, a amostra foi centrifugada durante 15 minutos a
14000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi descartado e 500 ul de acetona foi
acrescentado. Uma nova centrifugagcdo foi realizada durante 15 minutos a
14000 rpm e 4°C. O pellet, contendo a proteina, foi ressuspendido em tampao

de amostra 1X (no caso da amostra ser utilizada em SDS-PAGE) ou em agua.
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ANEXO Il

Tabela 8. Lista dos Aminoacidos, suas abreviagdes e nomenclatura (fonte:
http://pt.wikipedia.org/wiki/Amino%C3%A1cido)

Nome Simbolo Abreviacdo Nomenclatura

Glicina Gly,Gli G Acido 2-aminoacético ou Acido 2-
amino-etandico

Alanina Ala A Acido 2-aminopropiénico ou Acido
2-amino-propandico

Leucina Leu L Acido 2-aminoisocapréico ou Acido
2-amino-4-metil-pentandico

Valina Val \Y; Acido 2-aminovalérico ou Acido 2-
amino-3-metil-butandico

Isoleucina lle | Acido 2-amino-3-metil-n-valérico ou
acido 2-amino-3-metil-pentandico

Prolina Pro P Acido pirrolidino-2-carboxilico

Fenilalanina Phe ou F Acido 2-amino-3-fenil-propi6nico ou

Fen Acido 2-amino-3-fenil-propandico

Serina Ser S Acido 2-amino-3-hidroxi-propidnico
ou Acido 2-amino-3-hidroxi-
propandico

Treonina Thr, The T Acido 2-amino-3-hidroxi-n-butirico

Cisteina Cys,Cis C Acido 2-bis-(2-amino-propiénico)-3-
dissulfeto ou Acido 3-tiol-2-amino-
propandico

Tirosina Tyr, Tir Y Acido 2-amino-3-(p-
hidroxifenil)propiénico ou
paraidroxifenilalanina

Asparagina Asn N Acido 2-aminossuccionamico

Glutamina GIn Q Acido 2-aminoglutaramico

Aspartato ou Asp D Acido 2-aminossuccinico ou Acido

Acido aspartico 2-amino-butanodidico

Glutamato ou Glu E Acido 2-aminoglutarico

Acido glutamico

Arginina Arg R Acido 2-amino-4-guanidina-n-
valérico

Lisina Lys, Lis K Acido 2,6-diaminocaprdico ou
Acido 2, 6-diaminoexandico

Histidina His H Acido 2-amino-3-
imidazolpropidnico

Triptofano Trp, Tri W Acido 2-amino-3-indolpropiénico

Metionina Met M Acido 2-amino-3-metiltio-n-butirico
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	Os chineses domesticaram o bicho da seda (Bombyx mori) há cerca de quatro mil anos, tendo em vista o uso de sua seda na indústria têxtil.  Os casulos desses animais são compostos por dois filamentos contínuos de seda, fibroínas pesada (~ 350 kDa) e leve (~25 kDa), aderidos por meio de proteínas adesivas denominadas sericinas (Jin e Kaplan, 2003).   
	 
	Glândula Ampolada Principal 

	A Glândula Ampolada Secundária é produtora dos raios e da espiral auxiliar da teia em orbital. As curvas de tensão da seda da ampolada secundária (Tabela 2) indicam que ela possui cerca de um quarto da resistência da linha de segurança e a mesma elasticidade da fibra Kevlar® (Gosline et al., 1999).  
	A análise das seqüências dessa seda revelou - assim como na ampolada principal - constituir-se da combinação de duas proteínas, MiSp1 e MiSp 2 (“minor ampollate silk protein 1 e 2”) (Colgin e Lewis, 1998).  Ambas mostram-se organizadas, com a presença das unidades repetitivas GA, poli-Ala e GGX. A presença de uma região espaçadora única e não repetitiva, que aparece conservada entre espécies produtoras de teias orbiculares, difere-a da seda produzida pela ampolada principal (Colgin e Lewis, 1998). Além disso, a ausência do motivo GPGXX, responsável pela elasticidade da seda, pode explicar o baixo desempenho nessa propriedade mecânica em relação à linha de seguraça. Além de adicionar credibilidade à suposição da relação das repetições in tandem desse peptídeo com a elasticidade. 
	Glândula Flageliforme 
	Glândula Agregata 
	Glândula Tubuliforme 
	Glândula Aciniforme 
	Glândula Piriforme 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	3. MATERIAIS E MÉTODOS 
	3.1. Materiais 
	3.1.1. Linhagens de células utilizadas 


	Neste trabalho foram utilizadas duas linhagens de Escherichia coli. Uma para construção dos vetores e outra para expressão das proteínas desejadas. 
	XL1-Blue permite a seleção por cor azul-branco das células que contêm plasmídeos recombinantes. Seu genótipo é: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F´ proAB lacI ZM15 Tn10 (Tet)], no qual os genes listados são mutantes. Além disso, possui resistência à tetraciclina. 
	Segundo a empresa “Invitrogen”, BL21(DE3)pLysS é ideal para expressões utilizando o promotor T7 (como exemplo os vetores pRSET, pCR®T7 e pET). Essa E. coli possui “DE3 lysogen” (produz T7 RNA polimerase) e o plasmídeo pLysS (4886 pb), que expressa constitutivamente baixos níveis de lisozima T7, reduzindo a expressão basal de genes recombinantes, inibindo os níveis basais de T7 RNA polimerase, como um inibidor natural. Seu genótipo é F- ompT hsdSB(rB-mB-) gal dcm (DE3) pLysS (CamR) e possui resistência ao cloranfenicol.  
	O vetor pGEM®-T Easy (Figura 13) é de alta cópia e faz parte de um sistema produzido pela empresa “Promega”: “pGEM -T Easy Vector System”. Esse sistema é conviniente para clonagens de produtos de PCR. Os vetores são preparados com base no pGEM®-5Zf(+), cortando-se com a enzima EcoRV e adicionando timina 3’ terminal nas extremidades. Essas timinas terminais promovem eficiência na ligação de produtos de PCR produzidos por certas polimerases termoestáveis (que deixam uma adenina na extremidade 3’).  
	 
	  
	Figura 13. Vetor pGEM-T Easy, utilizado na clonagem de fragmentos de PCR. 
	3.2. Métodos 
	3.2.1 Análise das seqüências  
	 
	3.2.2 Elaboração das seqüências utilizadas para expressão 


	Figura 18. Seqüências dos módulos utilizados para engenharia modular. 
	 
	 
	 
	 
	 
	3.2.3. Construção dos Vetores de Expressão  


	 
	Figura 21. Esquema mostrando os módulos M1, M2, M3 e M4 repetidos até quatro vezes colocados in tandem, formando sete diferentes vetores de expressão: pBSK- ECNCFlag1111, ECNCFlag2212, ECNCFlag2222, ECNCFlag3313, ECNCFlag3323, ECNCFlag4414 e ECNCFlag4424. 
	 
	3.2.4. Expressão 
	3.2.5. Detecção e análise das proteínas por “Western blot” 
	 
	3.2.6. Purificação das Proteínas 
	3.2.7. Outros métodos 

	O alinhamento da região N-terminal também foi realizado, porém, só foram descritas regiões N-terminais de espécies Araneomorfas. Desta forma, a comparação foi feita com esse grupo irmão e não com as migalomorfas (alinhamentos realizados com “CLC Sequence Viewer 4.6.1”, Figura 26). Essa análise mostrou que o cDNA de AJSilk Gland Protein – 1 parece estar completo, ou seja, contém as regiões N-terminal e C-terminal da proteína. Além disso, foi possível observar que existem alguns locais conservados dentro desta região, mesmo quando comparado com araneomorfas.  
	  
	 
	4.3. Construção dos vetores para expressão de ECAJ Silk Gland Protein-1  
	A construção do vetor de expressão pET19b ECAJ Silk Gland Protein – 1 teve início com a amplificação por PCR do fragmento a partir do cDNA das glândulas produtoras da Avicularia juruensis e do clone 01F03 da biblioteca de cDNA, como mostrado na Figura 30. Além disso, a eficiente clonagem deste fragmento no pGEM T Easy foi demonstrada na digestão de clones oriundos de minipreparação de DNA plasmidial com NdeI e BamHI. Como a seqüência ECAJ Silk Gland Protein – 1 possui 3 sítios de BamHI e um de NdeI, foram liberados três fragmentos (322, 512 e 884 pb) (Figura 30). 
	  
	Figura 30. Gel de agarose 1%, mostrando A. amplificação da seqüência ECAJ Silk Protein - 1 a partir do cDNA das glândulas produtoras de seda da aranha Avicularia juruensis e do clone da biblioteca de cDNA produzida, utilizando os “primers”: AJNegECf (TGCCATATGACT TCGTTTACCCAAATC) e AJNegECr (AAGGATCCTCATGCAATTATTGAACT GG)  e a enzima Platinum( Taq DNA Polymerase High Fidelity; B. vetor pGEM ECAJ Silk Protein – 1 digerido com NdeI e BamHI, liberando três fragmentos (322, 512 e 884 pb). Marcador “1 kb Ladder” da Invitrogen.  
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