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Resumo

Este estudo explora a fascinante estrutura da seda de aranha, cujas teias, apesar da
tinura e leveza, intrigantemente capturam insetos em pleno voo. O objetivo principal
é compreender tanto o processo natural de produgdo da seda quanto os métodos de
produgdo recombinante. Busca-se analisar esses métodos e comparar as propriedades
entre a seda de aranha natural, a seda de aranha recombinante, Nylon 6,6 e Kevlar
49. O desenvolvimento foi realizado a partir de um levantamento bibliogréfico, abor-
dando aspectos qualitativos e quantitativos, concentrando-se na produgdo da proteina
recombinante que formadora da variedade dragline silk da espécie Nephila clavipes. A
andlise compreende métodos de produgdo, propriedades resultantes e a identificacdo
da tecnologia, que atualmente, demonstra maior potencial para ser aplicada em larga
escala. Identificou-se que a Escherichia Coli tem sido amplamente utilizada para a pro-
dugdo da seda recombinante pelos objetos de pesquisa e pelas empresas que atuam
a fabricam. Ainda, identificou-se que o caminho mais promissor para a producdo em
larga escala é a produgdo de proteinas menores, com posterior polimerizagdo motivada
por autoclivagem. As fibras obtidas a partir da proteina recombinante apresentaram
propriedades significativas, sendo possivel a substituicdo do Nylon 6,6 em suas apli-
cagdes, mas ainda ndo é possivel a simples substituicdo do Kevlar 49. Para o futuro,
sdo necessarios mais estudos com o objetivo de entender as relagdes entre composicao
e propriedades da fibra, otimizando o design do polimero de interesse, bem como a
construgdo do seu processo de produgéo.

Palavras-chave: proteina recombinante de seda, engenharia genética, fibra de seda
de aranha, biopolimeros, materiais de engenharia, expressao proteica






Abstract

This study explores the fascinating structure of spider silk, whose webs, despite
their thinness and lightness, intriguingly capture insects in mid-flight. The main ob-
jective is to understand both the natural silk production process and recombinant
production methods. It seeks to analyze these methods and compare the properties
between natural spider silk, recombinant spider silk, Nylon 6,6, and Kevlar 49. The
development was carried out through a bibliographic survey, addressing qualitative
and quantitative aspects, focusing on the production of recombinant protein forming
the variety dragline silk of the species Nephila clavipes. The analysis comprises produc-
tion methods, resulting properties, and the identification of technology that currently
demonstrates the greatest potential for large-scale application. It was identified that
Escherichia coli has been widely used for the production of recombinant silk by rese-
arch entities and companies engaged in manufacturing. Furthermore, it was identified
that the most promising path for large-scale production is the production of smaller
proteins, with subsequent polymerization driven by autocleavage. Fibers obtained
from recombinant protein showed significant properties, making it possible to replace
Nylon 6,6 in its applications, but simple substitution of Kevlar 49 is not yet possible.
For the future, more studies are needed to understand the relationships between fiber
composition and properties, optimizing the design of the polymer of interest, as well
as the construction of its production process.

Keywords: recombinant silk protein, genetic engineering, spider silk fiber, biopoly-
mers, engineering materials, protein expression
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Capitulo 1

Introducao

Em 1972, Paul Berg e seus colaboradores demonstraram que era possivel cortar
in vitro moléculas de DNA de diferentes origens, e ligar os fragmentos resultantes entre
eles, obtendo assim moléculas hibridas de DNA, inexistentes na natureza. (BORZANI
et al., 2001). Desde entdo, proteinas, até entdo produzidas por organismos biol6gi-
cos, vém sendo estudadas com o objetivo de sintetiza-las artificialmente, produzindo

proteinas recombinantes.

A seda de aranha atraiu a aten¢do dos pesquisadores devido as estruturas que
as aranhas produzem para capturar insetos em voo (HUMENIK et al., 2011). Ha sete
variedades de seda de aranha e sdo compostas por proteinas, genericamente chamadas
de espidroinas. Cada variedade é denominada pelo nome da glandula que a produz
seguido do termo silk, entdo a seda Minor Ampullate Silk é a seda produzida pela glan-

dula Minor Ampullate.

Algumas variedades da seda sdo superiores ao Kevlar®e ao aco quando com-
paradas a combinagdo das propriedades mecénicas — resisténcia, elasticidade, e den-
sidade. Por exemplo, a Major Ampullate silk é cinco vezes mais resistente que o ago,
por peso, e compardvel a fibras sintéticas, como o Kevlar®49, que, por mais que seja
mais forte que a seda, possui uma capacidade de extensdo oito vezes menor, confe-
rindo, assim, uma menor resisténcia. (SCHEIBEL, 2004). A producdo natural dessa
fibra é impraticavel em escala industrial, pois devido as caracteristicas canibal e ter-
ritorial das aranhas, ndo é possivel crid-las em cativeiro ((FOX, 1975)). Além disso,
é importante ressaltar que, mesmo na hipétese de viabilidade, é necessario explorar

alternativas para a producdo de produtos de origem animal, visando mitigar a explo-
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racdo animal.

Sendo assim, a seda estd dentre os muitos materiais estudados, e suas excep-
cionais propriedades tém resultado em uma longa lista de dreas de aplicagdes: téxtil,
materiais de engenharia — fibras e compdsitos —, cosmética, médica — fios cirtrgicos —,
farmacéutica — dispositivos de liberagdo controlada de medicamentos —, eletronica —

componentes flexiveis e sensores —, entre outras.

Este estudo tem como objetivo entender o processo de produgdo natural da seda
de aranha, entender os métodos de produgdo de seda recombinante e propor caminhos
para melhorias desse processo, bem como comparar as propriedades entre a seda de
aranha natural, a seda de aranha recombinante e os materiais aos quais sdo propostas

como alternativa.



Capitulo 2

Conceitos Fundamentais

2.1 Conceitos acerca de proteinas

2.1.1 Aminoacidos

Os aminodcidos sdo as unidades fundamentais que compdem as proteinas. Sao
moléculas organicas que contém um grupo amino (—NH;), um grupo carboxila (-
COOH), um atomo de hidrogénio e uma cadeia lateral (também chamada de grupo
R), que varia entre os diferentes aminoacidos. Existem 20 aminoécidos padrdo que sdo
comumente encontrados em proteinas como, por exemplo: glicina (G), alanina (A),
prolina (P), cisteina (C), valina (V), leucina (L) (ALBERTS, 2017).

H
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FIGURA 2.1. Cadeia molecular de um aminoécido genérico. (ALBERTS, 2017)

2.1.2 Proteinas

Proteina é uma macromolécula biolégica e é constituida por uma extensa cadeia

linear de aminoécidos, sendo que esses estdo conectados uns aos outros por meio de

3
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Glicina Alanina
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FIGURA 2.2. Exemplos de aminoécidos. (ALBERTS, 2017)

ligacdes, chamadas de ligacdes peptidicas. Essas ocorrem entre o grupo amino de um
aminoécido com o grupo carboxila de outro. Cada categoria de proteina apresenta
uma sequéncia tnica de aminodcidos, e em uma tnica célula, podem ser encontradas

milhares de proteinas distintas (ZAHA et al., 2014).

As duas extremidades da proteina sdo quimicamente distintas: a extremidade
que apresenta um grupo amino livre (NH3 +, também representado como NH2) é
a terminacdo aminoterminal, ou N-terminal, e a que apresenta o grupo carboxila li-
vre (COO-, também representado como COOH) é a terminagdo carboxilterminal ou
C-terminal. A sequéncia de aminodcidos de uma proteina é sempre apresentada na

direcdo N para C-terminal, lendo-se da esquerda para a direita (ALBERTS, 2017).

2.1.3 Sintese proteica

A sintese de uma proteina ocorre no ribossomo, uma organela celular. Simplifi-
cadamente, a construcdo da proteina inicia-se com a transcrigdo, um processo em que
uma regido especifica do DNA forma o RNA mensageiro (RNAm) , regido essa cons-
tituinte da informacdo necesséria a producgdo. Munido da especificacdo sequencial de
aminoacidos, o RNAm leva ao ribossomo a receita da proteina a ser produzida. Com
isso, o ribossomo seleciona os aminodcidos presentes no meio celular transportados
pelo RNA transportador (RNAt) para a formagao da proteina através do processo de-

nominado traducdo ZAHA et al.l
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FIGURA 2.3. Sintese proteica simplificada.
Blog do Enem. Disponivel em blogdoenem.com.br/sintese-proteica-biologia-enem/.
Acesso em: 12 de janeiro de 2024.
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FIGURA 2.4. Fluxograma simplificado da sintese proteica. Fonte: O Autor.

2.1.4 Proteina recombinante

Proteina recombinante é uma proteina produzida através da técnica de DNA
recombinante. Nesse processo, um gene que codifica uma determinada proteina é in-
serido em um microrganismo através da clonagem do gene. A clonagem envolve a
amplificagdo de sequéncias especificas de DNA, permitindo a produgao ilimitada da
molécula de interesse (ZAHA et al., 2014).
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Ap6s a clonagem, o fragmento de DNA ¢ isolado, amplificado e suas proprie-
dades caracterizadas. Esse é introduzido em um vetor, como um plasmideo, que serve
como veiculo para transferir o gene para um organismo hospedeiro, como uma bacté-
ria, onde o gene possa se manifestar. Essa é uma das etapas mais delicadas devido a
inimeros problemas que o DNA recombinante terd que enfrentar no interior da célula
viva, pois ele precisarad ser mantido ao longo das divisdes celulares da célula original-
mente transformada, transcrito e traduzido na proteina que codifica, e a depender do
contexto, pode sofrer passos adicionais de processamento pés-traducional na célula
hospedeira (ALBERTS, 2017).

A engenharia genética possibilita a criagdo de novas combinagdes génicas, con-
trariando a recombinacdo genética natural entre organismos relacionados, possibili-

tando a criacao de novos DNAs ndo existentes na natureza (BORZANI et al., 2001).

2.1.5 Conformacoes da proteina

alpha-hélice e beta-sheet sdo padrdes estruturais de enovelamento da proteina.
Esses resultam da formacado de ligagdes de hidrogénio entre os grupos N-H e C=0
na cadeia principal polipeptidica, sem envolver as cadeias laterais dos aminoécidos
(ALBERTS, [2017).

Uma alpha-hélice é formada quando uma tnica cadeia polipeptidica enrola-se
sobre si mesma para formar um cilindro rigido. Uma ligacdo de hidrogénio é formada
a cada quatro ligac¢oes peptidicas, ligando o C=0O de uma ligacdo peptidica ao N-H de
outra. Isso dé origem a uma hélice regular com voltas completas a cada 3,6 residuos
de aminoéacidos (ALBERTS, 2017)).

As beta-sheets podem se formar entre segmentos adjacentes de uma cadeia prin-
cipal polipeptidica em uma mesma orienta¢do (cadeias paralelas), ou em orienta¢do
oposta aos seus segmentos adjacentes (cadeias antiparalelas). Ambos os tipos de beta-
sheet produzem estruturas bastante rigidas, mantidas por liga¢des de hidrogénio que

interligam as ligacdes peptidicas de cadeias vizinhas (ALBERTS, 2017).

Além do enovelamento padrdo, hd o enovelamento do dominio proteico, como
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N-terminal (NTD), ou C-terminal (CTD), uma subestrutura gerada em qualquer parte
da cadeia polipeptidica e que pode se enovelar independentemente do resto da pro-

teina em uma estrutura compacta e estdvel (ALBERTS), 2017).

2.2 Variedades e propriedades da seda de aranha na-
tural

Macroscopicamente, as teias de aranhas ndo aparentam ter diferencas entre si,
além das formas geométricas que assumem. Porém, a seda usada no tecimento das
teias tem propriedades diferentes conforme a funcionalidade do fio e a espécie desse

aracnideo. Uma aranha pode chegar a produzir sete tipos de seda.

Os fios de seda tém fungdes diferentes, podendo ser usados para capturar pre-
sas, para formar a estrutura da teia, para grudar a teia nas extremidades, entre outras.
Cada fio é secretado por glandulas de fungdo especificada, sendo cada tipo de seda

nomeada antecedida pelo nome da glandula que a produziu.

Na Figura é possivel observar esquematicamente cada variedade seda e seu

papel genérico.

2.2.1 Major Ampullate Silk/Dragline Silk

Dragline silk é um tipo de seda produzida na glandula Major Ampullate (MA), e
é usada para formar a estrutura da teia de aranha, além de formar o lifeline[[] Esse é
usado frequentemente pela aranha ao se locomover, evitando quedas e possibilitando
o retorno ao ponto inicial, enquanto ela explora o ambiente (HEIDEBRECHT; SCHEI-
BEL) 2013).

A dragline silk é composta por proteinas estruturais chamadas espidroina, sendo
essa dividida, principalmente, em dois subtipos — MaSp1l e MaSp2. Ambos os subti-
pos tém sequéncia macroscopica similar, compostas por regides altamente repetitivas,

alternando entre polialanina (poli-A) e multiplos padrdes ricos em glicina (G), interca-

Fio usado como corda de seguranca para aranha se movimentar enquanto constrdi a teia.
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Dragline silk / seda estrutural

Minor Ampullate Silk / espiral auxiliar

Flagelliform silk / espiral de captura

Aggregated silk / cola

Pyriform silk / cimento de fixagdo

Aciniform silk / envolvimento da presa de
revestimento interno da ooteca

Tubuliform silk / revestimento externo da ooteca

FIGURA 2.5. Representacdo da teia de aranha construida com as sete variedades de
seda. Adaptado de: (RAMEZANIAGHDAM et al., 2022)

ladas por NTD, ou CTD. A principal diferenca entre as proteinas esta na poliglicina,
sendo esta majoritariamente formada por GX e GGX: para MaSp1, os aminoacidos glu-
tamina (Q), alanina (A) e leucina (L) sdo frequentemente encontrados; e, para MaSp2,
h& maior incidéncia dos aminodcidos prolina (P), no formato GPG, e diglutamina (QQ)
(RAMEZANIAGHDAM et al., 2022).

2.2.2 Minor Ampullate Silk

Minor Ampullate silk é um tipo de seda produzida na glandula Minor Ampullate
(MI), e é utilizada como uma espécie de andaime para a construgdo da teia. Essa tem
papel fundamental na estabilidade da teia (HEIDEBRECHT; SCHEIBEL, 2013).

Essa seda é composta, principalmente, pelas proteinas MiSpl e MiSp2. Em al-
gumas espécies, torna-se quase impossivel diferenciar esse tipo de seda da MA silk,
sendo que a principal caracteristica que as diferencia é que na MI silk ndo ha presenca
de prolina, motivo esse que impede essa seda de sofrer supercontragdo ao entrar em
contato com a dgua (HEIDEBRECHT; SCHEIBEL, 2013).
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2.2.3 Flagelliform Silk

Essa variedade de seda é usada como rede de captura, pois ao capturar a presa,
absorve grande quantidade de energia cinética resultante do impacto dessa. Nao é
uma seda tdo resistente quanto a dragline silk, mas ela é multiplas vezes mais elastica.
Essa fibra pode ser esticada até 250% (GOSLINE et al., 1999) e dissipa a energia do

impacto da presa.

Constituida, principalmente, de uma proteina, cujo peso molar é de, aproxima-
damente, 500kDa, e contém prolina e valina como residuos, sendo o contetido de ala-
nina reduzido comparado a composigdo de MA silk e MI silk (ANDERSEN, 1970 apud
HEIDEBRECHT; SCHEIBEL)|, 2013). A Flagelliform silk da espécie N. clavipes tem, em
sua proteina, blocos de (GGX)n e GPGXX, que formam 31—hélice e espirais [J-turn,
respectivamente. Essa estrutura secundéria é responsavel pela alta elasticidade e flexi-
bilidade desse tipo de seda (BROOKS et al., 2005; LIU et al., 2008; OHGO et al., 2006
apud HEIDEBRECHT; SCHEIBEL, 2013).

A sequéncia (GPGGX)2, sendo X serina, ou tirosina, forma 3-turn, assemelhando
a estrutura a uma mola (HAYASHI et al., 1999 apud HEIDEBRECHT, SCHEIBEL).
Desde que a seda flageliforme tem mais de 40 -turns ligadas as espirais estilo mola,

é provavel que essa estrutura contribuia para a extraordindria elasticidade da fibra
(HAYASHI; LEWIS, 1998 apud [HEIDEBRECHT; SCHEIBEL), 2013).

2.2.4 Pyriform Silk

Pyriform silk é usada pela aranha para juntar de forma segura as fibras individu-
ais de MA silk, MI silk e Flagelliform silk umas as outras, bem como a substratos, como a
arvores, ou paredes (HAJER; REHAKOVA) 2003; KOVOOR; ZYLBERBERG, 1980 apud
HEIDEBRECHT; SCHEIBEL). A Pyriform silk da espécie Araneus diadematus tem uma
estrutura enrolada aleatéria, pois contém baixa quantidade de aminoécidos apolares

e uma quantidade significativa de aminoacidos polares, que sdo importantes para o

2Cada volta da alpha-hélice é formada por 3,1 radicais de aminoacidos.
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physical cross—linkingﬂ (ANDERSEN, 1970 apud HEIDEBRECHT; SCHEIBEL, 2013).

Essa variedade forma discos de fixacdo usados como cimento pelas aranhas (Fi-
gura[2.5). Os componentes dessa seda sao fibras secas e cola timida, ambas produzidas
pela mesma glandula. A cola seca imediatamente e forma um disco endurecido, sendo
utilizada pelas aranhas para unir diferentes fibras ou fixar a linha de arrasto em su-
perficies (GEURTS et al., 2010; WOLFF et al., 2015 apud RAMEZANIAGHDAM et al.,
2022). Esta seda é composta por duas proteinas: PySpl, com massa molar de 400 kDa,
e PySp2 (RAMEZANIAGHDAM et al., 2022).

2.2.5 Aggregated Silk

Aggregated Silk é uma mistura de glicoproteinas adesivas e pequenos peptideos
altamente higroscépicos, usada para cobrir a espiral de captura, e contém baixa quan-
tidade de aminodacidos apolares pequenos e uma quantidade significativa de residuos
de prolina e de aminodcidos polares HEIDEBRECHT; SCHEIBEL!

Essa seda atua como uma espécie de cola para auxiliar na captura de presas
(Figura 2.5). A cola é composta por duas proteinas, AgSpl e AgSp2, que sdo mem-
bros modificados da familia das espidroinas, mas ndo sdo transformadas em fibras
(COLLIN et al., 2016 apud RAMEZANIAGHDAM et al., 2022). A massa prevista é de
450 a 1400 kDa (TILLINGHAST et al., 1993 apud RAMEZANIAGHDAM et al., 2022).

2.2.6 Cylindriform/Tubuliform Silk

Essa variedade é composta por blocos de poli-A em combinagdo com sequéncias
de (GGX)n (X = alanina, leucina, glutamina ou tirosina), que formam pilhas de 3-sheet,
semelhantes a MA silk da N. clavipes (BARGHOUT et al., 1999 apud [HEIDEBRECHT;
SCHEIBEL, 2013), conferindo as fibras uma alta resisténcia. Elas sdo adequadas para

serem usadas pela aranha como uma resistente ooteca ]| para proteger sua prole (BIT-

*Entrelacamento ou ligacao fisica entre as moléculas de um material, sem a necessidade de reacdes
quimicas, podendo incluir interacdes como pontes de hidrogeénio, intera¢des ionicas, van der Waals,
forcas de empacotamento molecular, entre outras.

*Involucro rigido que protege os ovos da aranha.
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TENCOURT et al., 2007; GARB; HAYASHI, 2005; HUANG et al., 2006;|HU et al., 2005,
2006; HU et al.|, 2005; HU et al., 2006; KOHLER et al., 2005; RISING et al., 2006 apud
HEIDEBRECHT; SCHEIBEL) 2013).

A Tubuliform silk forma a casca externa da ooteca (Figura 2.5). Esta é a tinica
seda produzida durante um periodo especifico da vida da aranha fémea, o periodo
reprodutivo (TTAN; LEWIS, 2006 apud RAMEZANIAGHDAM et al., 2022). Esta seda
é robusta e capaz de proteger a prole de predadores, flutuacdes de temperatura e in-
vasdo por parasitoides. A protefna TuSpl é prevista ter uma massa molar de 180 kDa
(RAMEZANTAGHDAM et al), 2022).

2.2.7 Aciniform Silk

Aciniform silk é usada como revestimento interno da ooteca, além de reforcar o
envolvimento da presa e a fixa¢do da Pyriform silk (BLACKLEDGE; HAYASH]I, 2006;
HAYASHI et al|, 2004, MATTINA et al, 2008; VASANTHAVADA et al., 2007 apud
HEIDEBRECHT; SCHEIBEL, 2013), sendo uma das mais resistentes RAMEZANIAGH-
DAM et al.. Mesmo a proteina constituinte dessa variedade (AcSp) possa chegar a al-
tas massas molares, como 300kDa, elas diferem consideravelmente de outras proteinas
constituintes de outras variedades de seda (HEIDEBRECHT; SCHEIBEL, 2013).

A proteina da Aciniform silk, AcSp1l, possui uma massa calculada de ~330 kDa
com 3445 aminodcidos para a espécie Araneus ventricosus (WEN et al., 2018 apud RA-
MEZANIAGHDAM et al., 2022).

2.2.8 Propriedades

Nas subse¢des acima, foram apresentadas as variedades de seda de aranha,
observando-se que suas propriedades variam ndo apenas de acordo com o tipo de
seda, mas também conforme a espécie de aranha responsavel pela produgdo. Nesse
contexto, a Tabela 2.1|apresenta as propriedades estudadas por diferentes artigos, con-

templando diversas variedades de seda e espécies de aranhas.



Tabela 2.1. Propriedades de seda estudadas em diferentes artigos. Adaptado de: (RAMEZANIAGHDAM et al.; 2022)

Seda Espécie Moédulo de Resisténcia Ductilidade Tenacidade Referéncia
p Young (GPa) (MPa) (%) (MJ/m?3)
Dragline Silk Araneis - 906,9 + 1955+502 84283101 ronoetal
vetricosus (2019)
Araneus Swanson et
diadematus 8,3 +0,54 - B 14124077 al. (2006a)
Argiope Hayashi et
trifasciata 93 1290 +29 22 145 al. (2004)
Nephila 34115 1030+ 176 25 — 35 149 £ 25 Kerr et al.
pilipes (2018)
Nephila Kerr et al.
plumipes — 1030 + 206 — 73,22 £ 7,60 (2018)
Nephila Swanson et
clavipes 13,8+ 3,6 1215 + 233 — 11,2 £ 30 al. (2006b)
Latrodectus Swanson et
hesperus 10,2 £ 0,75 — — 108,9 + 11,19 al. (2006a)
Minor Argiope Hayashi et
Ampullate trifasciata 85 342 >4 148 al. (2004)
Latrodectus Vienneau-
39+29 2454 +120,5 0,57 +0,02 66,7 £ 46,4  Hathaway et
hesperus
al. (2017)
Latrodectus Vienneau-
cometricis 26+1,3 1744 + 17,6 0,54 + 0,02 57,3 + 20,7 Hathaway et
8 al. (2017)
Steatoda Vienneau-
rossa 21+0,7 251,3 +£106,2 0,74 +0,02 57,3+20,7 Hathaway et
8 al. (2017)
. Araneus Gosline et al.
Flageliform dindematus 0,003 500 270 150 (1999)

Continua na préxima pégina
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Tabela 2.1 — Continuagdo da pagina anterior

Seda Espécie YM(’)dulo de Resisténcia Ductilidade Tenacidade Referéncia
oung (GPa) (MPa) (%) (MJ/m3)
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14 CAPITULO 2. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

As propriedades avaliadas incluem o médulo de elasticidade, a resisténcia a
tracdo, a ductilidade, e a tenacidade. Abaixo, é dada uma breve explicagdo sobre cada

uma, conforme Callister, Rethwisch, 2016:

e Modulo de elasticidade: mensura a rigidez do material e sua capacidade
de resistir a deformacgdo eldstica sob carga, e quanto maior for o médulo,
mais rigido sera o material, ou menor sera a deformagéo eldstica resultante
da aplicagdo de uma dada tensdo; a deformacao eldstica ndo é permanente;
isso significa que, quando a carga aplicada é liberada, a pega retorna a sua

forma original;

e Resisténcia a tragdo: indica a capacidade do material de suportar cargas
sem romper; o limite de resisténcia a tracdo é a tensdo no ponto maximo da
curva tensdo-deformacdo de engenharia. Esse ponto corresponde a tensdo
maxima suportada por um material sob tracdo. Se essa tensao for aplicada

e mantida, ocorrerd fratura;

e Ductilidade: capacidade do material ser deformado plasticamente sem fra-
turar, sendo a deformacdo pldstica permanente, ou seja, quando a carga é
removida, o material ndo retorna a forma original. Um material que sofre
uma deformacao plastica muito pequena, ou mesmo nenhuma deformagao

plastica até a fratura, é denominado fragil;

e Tenacidade: propriedade indicativa da resisténcia de um material a fratura
quando uma trinca (ou outro defeito concentrador de tensdes) esté presente.
Outra maneira de definir tenacidade é como a habilidade de um material

absorver energia e se deformar plasticamente antes de fraturar.

2.3 Conceitos acerca de polimeros

Um polimero é uma substancia macromolecular constituida por unidades estru-
turais repetidas (monomeros) que estdo ligadas covalentemente umas as outras. Essas
unidades repetidas formam longas cadeias, proporcionando propriedades fisicas e qui-
micas distintas, como flexibilidade, resisténcia e variedade de aplica¢des (HASHEMI;
SMITH W, 2012).
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Existem muitos tipos diferentes de materiais poliméricos que nos sdo familiares
e para os quais existe uma grande variedade de aplicagdes; de fato, uma maneira de
classificar esses materiais é de acordo com sua aplicacgdo final. Dentro desse esquema,
os varios tipos de polimeros compreendem os plasticos, os elastomeros (ou borrachas),
as fibras, os revestimentos, os adesivos, as espumas e os filmes. Dependendo de suas
propriedades, um polimero especifico pode ser usado em duas ou mais dessas cate-
gorias de aplicacdo. Por exemplo, plasticos podem ser usados como fibras poliméri-
cas se estiverem estirados em filamentos em determinada proporcdo. (CALLISTER;
RETHWISCH, 2016)

2.3.1 Plasticos

Os pléasticos sdo materiais poliméricos e podem ser divididos em termoplésticos
e termofixos. Os termopldsticos requerem calor para serem moldados, sendo que eles
podem ser reaquecidos e moldados novamente em novas formas, em nimero suces-
sivo de vezes, sem troca significante nas suas propriedades mecanicas. Ja os termofixos
sdo desenvolvidos em formas permanentes, ndo podendo ser refundidos, ou remolda-
dos, pois se degradam ou se decompdem quando aquecidos a temperaturas muito
altas. Sendo assim, esses ndo podem ser reprocessados (HASHEMI; SMITH W., 2012).

As poliamidas, ou nylons, sio um exemplo de polimeros termoplésticos, e ha
vdrias unidades de repeticdo divergentes, que formam diferentes poliamidas, porém
seu acoplamento comum é o grupo amida, conforme destacado na Figura Dentre
as propriedades de interesse, estdo: alta resisténcia, alta temperatura de deflexdo de
calor, boa resisténcia quimica, baixo atrito de superficie e boa resisténcia ao desgaste;
como desvantagem, apresenta absorcdo de dgua, resultando em alteracdes dimensi-
onais com aumento da umidade do componente. (HASHEMI; SMITH W, 2012). O
Nylon®6,6 é 0 membro mais importante dessa familia, sendo sua estrutura apresen-
tada na Figura Tem aplica¢des semelhantes ao Kevlar®49, porém é um material de

custo menor, e é usado nas aplicagdes cujas propriedades necessdrias sao inferiores as
do Kevlar®49.
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| | || Nylon-6.6
N—(CH,);+—N—C-(CH,),—C PF: 250-266 °C
) (482-510 °F)

H n

FIGURA 2.6. Unidade repetitiva do Nylon®6,6. Em vermelho, grupo amida destacado.
Adaptado de: (HASHEMI; SMITH W, 2012).

2.3.2 Fibras

Os polimeros destinados a produgéo de fibras tém a capacidade de serem estira-
dos em longos filamentos, com uma relacdo entre o comprimento e o didmetro de pelo
menos 100:1. Durante o uso, essas fibras podem ser submetidas a diversas deformacgdes
mecanicas, como estiramento, tor¢ao, cisalhamento e abrasdo. Portanto, é essencial que
elas apresentem um elevado limite de resisténcia a tracdo ao longo de uma ampla faixa
de temperaturas, bem como um alto médulo de elasticidade e resisténcia a abrasao.
Estas propriedades sao influenciadas pela estrutura quimica das cadeias poliméricas e
pelo processo de estiramento das fibras CALLISTER; RETHWISCH.

Os pesos molares dos materiais que compdem as fibras devem ser relativamente
elevados para garantir que o material fundido seja suficientemente resistente e ndo
se quebre durante o processo de estiramento. Adicionalmente, as fibras poliméricas
devem exibir estabilidade quimica em diversos ambientes, incluindo meios 4cidos e
béasicos, agentes alvejantes, solventes utilizados em lavagem a seco e exposi¢do a luz
solar. Elas também devem ser relativamente ndo inflamadveis e suscetiveis a secagem
CALLISTER; RETHWISCH.

Um exemplo notavel de fibra é o Kevlar®49, composto por unidades de repe-
ticdo de poliamidas aromaticas (Figura [2.7), introduzido pela Du Pont em 1972. O
Kevlar®49 é caracterizado por sua resisténcia mecanica e médulo de elasticidade ele-
vados, juntamente com baixa densidade. Essas propriedades tornam seu uso apro-
priado para aplicacdes de alta exigéncia, especialmente em setores como aeroespacial,
maritimo, automotivo, entre outros, onde sdo necessarios baixo peso, grande resistén-
cia mecanica, rigidez e resisténcia a deterioragdio HASHEMI; SMITH W.. Segundo a

Dupont ®, tem aplicagdes em cabos de fibra 6ptica, processamento téxtil, reforco de
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plastico, cordas, cabos e compostos para artigos esportivos marinhos e aplicagdes ae-

roespaciais.

FIGURA 2.7. Unidade repetitiva de poliamida aromaéticas. Fonte: (HASHEMI; SMITH
W.,2012).






Capitulo 3
Metodologia

O presente estudo é um levantamento bibliografico de natureza qualitativa e
quantitativa, e se dard por avaliar artigos que englobam a producdo de seda recombi-
nante de aranha, inspirada na variedade dragline silk da espécie Nephila clavipes. Esse
direcionamento é realizado devido as evidéncias previamente apresentadas na Tabela
destacando as propriedades mecanicas superiores para essa combinacado especifica

frente as outras evidenciadas.

Os valores de interesse das propriedades variam conforme as aplicagdes para as
quais a proteina serd usada. Dado o foco na avaliagdo para aplicagdes em materiais
de engenharia, é crucial buscar elevada resisténcia mecanica e rigidez. Nesse contexto,
os maiores valores sdo observados para a variedade dragline Silk da espécie N. clavipes,
conforme apresentados na Tabela Dessa forma, serdo revisados os métodos de pro-
dugdo, bem como as propriedades resultantes desses. Tem-se por intuito identificar a
tecnologia com maior potencial para aplicacdo em escala industrial, levando em con-
sideracdo aspectos de producdo e viabilidade técnica, além de comparar a fibra obtida

para uso alternativo a outras ja disponiveis no mercado.

A busca por artigos foi conduzida na plataforma de publica¢des cientificas Sci-
ence Direct (www.sciencedirect.com), entre os dias 10 de julho e 26 de dezembro de
2023. Como a pesquisa foi previamente direcionada, o termo “production of recombi-
nant dragline silk by N. clavipes” foi pesquisado, restringindo a busca entre os anos de

2014 a 2023, sendo encontrados um total de 109 artigos.

Para a selecdo dos artigos, foi avaliado o escopo do trabalho pelo abstract dis-

19
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ponivel na pagina, bem como lido separadamente alguns artigos que pareceram rele-
vantes ao texto, e encontrados um total de 10 artigos compativeis com a revisdo desse
trabalho, sendo que 2 desses - BOWEN et al.|, 2018, e BHATTACHARYYA et al., 2021 -

exploram a producdo, especificamente.

Reitera-se que, ao longo do processo de produgdo desse trabalho de conclusado
de curso, foram procuradas patentes nos sites do governo estaduninense e brasileiro
com as palavras-chaves que remetiam a producdo de seda recombinante, entretanto
com tantas aplica¢des a serem empregadas, a busca por patentes envolvendo a produ-
¢do da proteina e posterior obtengdo da fibra se mostrou invidvel o afunilamento para
suas consideracdes. Isso, porque muitas patentes ndo tém relacdo ao escopo do tema,
necessitando uma busca por aplicagdo especifica, sendo que na maioria dos casos a ob-
tengdo de fibras esta voltada para aplicacdes téxteis. Sendo assim, optou-se por avaliar

apenas a literatura cientifica para o desenvolvimento do presente trabalho.
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Revisao Bibliografica

A qualidade da seda de aranha esta intimamente ligada a diversos fatores relaci-
onados a vida da aranha como nutricao (MALAY et al., 2022; LIN et al., 2015), estresse
ambiental (LIN et al., [2015), temperatura corporal da aranha, que influencia a produ-
¢do de seda e a expressdo em determinadas regides especificas do genoma, além de
que a aranha tem a capacidade de modular os pardmetros diretamente através do sis-
tema nervoso, conforme a necessidade (BABU, 2019). Todos esses fatores influenciam
nas propriedades finais do fio produzido, podendo gerar diferentes composi¢oes da
mesma variedade de seda para a mesma espécie. Ainda, ha pouco conhecimento sobre
os papéis de residuos de aminodcidos na estrutura e funcado da dragline silk (MALAY et
al., 2021).

Alterando a composicdo da seda, hd altera¢des em suas propriedades: os seg-
mentos de poli-A formam dominios cristalinos de beta-sheets (BABU), 2019), e estudos
de producdo recombinante indicaram que um aumento na proporc¢do dessas sequén-
cias resulta em maior rigidez e resisténcia do material (BRESLAUER; KAPLAN) 2016;
KO; WAN, 2018), e em uma diminuicdo da solubilidade aquosa (BRESLAUER; KA-
PLAN, 2016). Por outro lado, as regides ricas em glicina adotam estruturas de 3;-
hélices e beta—turn conectando os dominios cristalinos (BABU), 2019), e contribuem
para a ductilidade e flexibilidade da fibra (KO; WAN, 2018). Além disso, as proprie-
dades mecénicas das fibras de seda sdo resultado direto do tamanho e orientacdo dos
dominios de beta-sheets, da conectividade desses dominios aos dominios amorfos e das

interfaces, ou transicdes, entre os dominios amorfos e cristalinos.

IRegido curta na qual a cadeia polipeptidica muda de diregdo, geralmente formando uma curva de
180°.

21
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A glandula MA, conforme representada na Figura possui trés regides dis-
tintas: cauda, ampola e duto de fiacdo. A sintese de proteinas ocorre na cauda, o
armazenamento na ampola, e o duto participa da conversao da mistura solubilizada
em uma fibra sélida. O NTD atua como sensor de pH, promovendo automontagem e
agregacdo de proteinas ao longo do duto de fiagdo. Modelagem molecular e estudos in
vitro com espidroinas recombinantes que incorporam o NTD apoiam sua fungdo como

sensor de pH ativo quando o pH diminui de 7,0 para 6,3 ao longo do duto de fiacdo

(LIN et al} 2015).

& Cauda
\ Duto de fiagdo

>

FIGURA 4.1. Glandula Major Ampullate da espécie N. clavipes. Traduzido de: (LIN et

Apesar da alta viscosidade devido a concentragdo elevada de proteinas, o mate-
rial secretado flui como um liquido nos dutos de fiagdo antes da conversdo em fibras
insoltveis. A medida que o fluido migra, alteracdes na geometria interna dos dutos
facilitam uma reorientacdo progressiva das cadeias da proteina, aumentando o nu-
mero de contatos intermoleculares e removendo d4gua em excesso para produzir a fibra
de seda nativa, hierarquicamente estruturada. A transformacdo em fibras insoltaveis
ocorre devido a gradientes de pH, ions e forcas de extensdo e cisalhamento durante a
migragdo pelos dutos de fiagdo, resultando em mudangas na estrutura e propriedades
(MALAY et all,2021).

No que diz respeito a estrutura da seda, é consensual que ela passa por uma

transicdo de uma alpha-hélice soltivel em dgua para uma beta-sheet antiparalela du-
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rante o processo de fiacdo, tornando-se insoltvel em dgua e conectada por ligacdes
de hidrogénio (BRESLAUER; KAPLAN, 2016). Evidéncias indicam que as aranhas
exercem controle ativo sobre a tensdo da fibra durante o processo de fiagdo, com uma
velocidade geralmente aceita de aproximadamente 1 cm/s, sendo essa velocidade fre-
quentemente utilizada no processo artificial de enrolamento da seda (BRESLAUER;
KAPLAN]| 2016). Esta e o estiramento p6s-fiagdo sdo caracteristicas cruciais que contri-
buem para o desenvolvimento de fibras com propriedades mecanicas extraordinérias
(LIN et al, 2015). O aumento da velocidade diminui a ductilidade, e aumenta a resis-
téncia a tracdo e o médulo de elasticidade (BABU), 2019).

Embora muitas fibras sintéticas apresentem alta resisténcia ou alta elasticidade,
¢ a combinacdo tinica dessas propriedades que torna a seda de aranha tdo especial
(BABU, 2019). Esse desempenho superior ndo se deve apenas as propriedades, mas
também decorre da resposta ndo linear dos fios de seda a deformagao, apresentando es-
truturas orientadas, anisotrépicas e compostas (KAPLAN; SCHEIBEL), 2017;KO; WAN,
2018).

A resisténcia dessa seda é compardavel a fibras sintéticas de alto desempenho,
como o Kevlar®. Surpreendentemente, a elongacdo na ruptura da dragline silk pode
atingir até 35%, muito superior a do Kevlar®, que é apenas 5%. Além disso, a energia
necessdria para a quebra pode ser mais de trés vezes a do Kevlar®e outras fibras indus-
triais (KO; WAN, 2018)). Ainda, ao contrario das superfibras sintéticas modernas, como
o Kevlar®, que envolvem processamento petroquimico e utiliza¢do de acido sulfarico
concentrado, a produgdo da seda de aranha é totalmente ecolégica (BABU, 2019). Sub-
mersas em nitrogénio liquido, sedas de MA apresentam maior resisténcia a tragdo apos
tratamento criogénico. A umidade também induz mudangas estruturais, incluindo su-

percontracdo em algumas espécies de aranhas (LIN et al., 2015).

Algumas dificuldades sdo encontradas para a obtengao de propriedades como o
tamanho do diametro que é inferior a 4pm (KO; WAN, 2018), além de que a literatura
cientifica revela variabilidade nos valores de resisténcia a tragdao, médulo de elastici-
dade, ductilidade e tenacidade, que pode ser justificada devido as diferentes metodo-
logias de coleta e condi¢des de teste adotadas por laboratérios ao redor do mundo,

incluindo altera¢des na velocidade ou forca de enrolamento durante a coleta da fibra,
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impactando os dados mecanicos (LIN et al., 2015).

Para criar uma seda de aranha artificial que se assemelhe a natural, seria ne-
cessdrio reproduzir fielmente a complexidade do sistema in vivo, tanto em termos de
componentes proteicos quanto nas etapas de processamento para a formagao da fibra.
Uma construgdo biomimética de espidroina recombinante deve conter os trés domi-
nios funcionais, NTD, regides repetitivas, e CTD, adotando uma dobra semelhante a
nativa para ser considerada estritamente biomimética (MALAY et al) 2021). O DNA
repetitivo, rico em guanina e citosina, traz dificuldades para sua replicagdo (LIN et al.,
2015; BRESLAUER; KAPLAN]| 2016), e a clonagem de segmentos do DNA, que ndo in-
cluem a sequéncia do NTD, resulta em proteinas recombinantes instaveis em solugdo
aquosa, e carentes das propriedades mecanicas presentes na producdo natural (BRES-
LAUER; KAPLAN| 2016). Estudos usando construgdes de espidroina recombinante
sem dominios terminais completos observaram dificuldades em manter a solubilidade
em tampdes aquosos ou uma propensao a formagdo prematura de fibras em pH neutro,

geralmente requerendo acidificacdo (MALAY et al.,[2021).

A maioria dos estudos utiliza o processo de fiagdo a imido, no qual o extrato
de seda concentrado é extrudido por um orificio de cerca de 100mm de didmetro em
um banho de coagulagdo. Apés a fiagdo, a fibra passa por um estiramento, permitindo
que ela seque ou coagule ainda mais. Taxas elevadas de coagulacdo geralmente resul-
tam em materiais porosos com uma secdo transversal circular, enquanto taxas baixas
produzem materiais mais densos com uma secdo transversal potencialmente néo cir-
cular. Vérios pesquisadores tém explorado o uso de dispositivos microfluidicos para
biomimetizar o processo nativo de fiagdo, facilitando uma difusdo lenta de ions ao
longo do fluxo (BRESLAUER; KAPLAN, 2016). O desenvolvimento de novos proto-
colos com solventes aquosos para a fiagdo é um desafio, uma vez que hexafluoro-2
propanol (HFIP) e acido férmico, atualmente utilizados, muitas vezes resultam em
produtos inferiores. Solventes baseados em dgua que imitem a fiacao fisiolégica pre-
cisam ser desenvolvidos considerando o efeito da plasticizagdo pela 4gua, que afeta a

mobilidade molecular e a cristalizagdo durante a formacdo das fibras (LIN et al., 2015).

Whittall et al. (2021) revisaram diversos sistemas hospedeiros para a expressdao

de espidroinas recombinantes, visando orientar futuros estudos para o melhor aprovei-



25

tamento desses sistemas. A escolha do sistema hospedeiro tem impacto na eficiéncia de
produgédo, propriedades mecanicas e comercializagdo de fibras de seda recombinante
e espidroinas. A Escherichia coli tem sido amplamente utilizada devido a facilidade
de manipulagdo genética, curto tempo de geragdo, custo baixo e potencial industrial.
Apesar dos problemas iniciais, a E. coli superou desafios, mas permanece limitada pela

incapacidade de montar espidroinas em fibras e necessidade de extensiva purificagao.

A levedura Pichia pastoris é otimizada para fermentacdo industrial, expressa ge-
nes maiores sem truncamento e pode secretar proteinas diretamente no meio de cresci-
mento, minimizando etapas de purificagdo e maximizando o rendimento. Apesar de a
E. coli ainda liderar em quantidade e tamanho de espidroinas, P. pastoris e Saccharomy-

ces cerevisiae sdo opgoes atrativas.

A expressdo em plantas oferece estabilidade genética, custo-beneficio e capaci-
dade de acumular proteinas em organelas especificas, simplificando a purificagdo, mas
apresenta baixos rendimentos em comparacao a sistemas microbianos. Sistemas como
E. coli e leveduras, usados por empresas como Bolt Threads, Spiber Inc. e AMSilk,

produzem maiores rendimentos e foram comercializados com sucesso.

A modelagem molecular iterativa, aliada ao conhecimento, possibilitard a otimi-
zagdo do design de espidroinas recombinantes. Embora os processos de fermentagdo
sejam essenciais, a escolha do sistema hospedeiro deve considerar a estrutura da espi-
droina, a escala de producdo e a fungdo desejada, promovendo avancos na produgao

especializada e identificacdo de novos hospedeiros adaptados a automontagem.

Werten et al. (2019) oferece uma visdo geral da produgdo de polimeros baseados
em proteinas em P. pastoris, o segundo sistema mais utilizado ap6s a E. coli. Desafios
incluem baixos rendimentos em culturas agitadas, exigindo biorreatores, degradacao
proteolitica e autoassociagdo in vivo. A capacidade de P. pastoris para producdo secre-
tora eficiente é destacada como uma razdo significativa para sua escolha. Em 1997, foi
relatado o primeiro uso dessa levedura para a produgédo intracelular de andlogos de
MaSp1, permitindo a expressdo de genes com mais de 3000 cédons sem sintese trun-
cada. O uso efetivo de P. pastoris requer biorreatores bem controlados para alta pro-
dugdo de biomassa, com controle preciso de alimentagao, niveis de oxigénio e ajuste

continuo de pH. A integracdo estdvel de genes repetitivos no genoma da levedura,
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sem pressdo seletiva, possibilita a producdo bem-sucedida de polimeros de proteinas
secretadas, embora sedas de aranha sejam eficientemente produzidas apenas intrace-

lularmente.

Bhattacharyya et. al. (2021) concentrou-se na fabricacdo de fibras utilizando pro-
teina recombinante inspirada nas variedades dragline silk e flagelliform silk da espécie N.
clavipes, com a E. coli sendo empregada como hospedeira. A escolha dessas variedades
teve como propdsito a combinacado da elasticidade da flagelliform silk com a resisténcia

da dragline silk.

A alta demanda por glicina e prolina indicou a necessidade de estratégias para
aumentar a disponibilidade de tRNA desses aminodcidos, sendo estratégias de clona-
gem empregadas para maximizar a traducdo do gene transcrito. A maior eficiéncia foi
demonstrada utilizando-se o sistema de duplo vetor (pET19KT e p4GPP) para o for-
necimento de tRNAGIy e tRNAPro. O aumento desses tRNAs e dos niveis de glicina
mostrou efeitos benéficos em proteinas semelhantes a seda quiméricaﬂ mas pode ser

prejudicial, ou téxico, em outras expressdes de proteinas de seda, como MaSp1.

Sequéncias de genes sintéticos maiores e mais complexas apresentaram menores
rendimentos de proteinas. Durante a sintese de proteinas de seda em E. coli, observou-
se um aumento de proteinas de resposta ao estresse. Para manter o plasmideona E. coli,
a pressdo do antibiético foi crucial, sendo necessaria a adigdo durante a expressao para
evitar a perda do plasmideo e reducado da expressdo proteica, especialmente em altas
densidades celulares. A melhor expressdo foi observada em torno de OD600 de 80 e a
méxima acumulagdo ocorreu entre 2 e 4 horas ap6és a indugdo a 25 °C, sem aumentos

significativos apos esse periodo.

A expressdo de células de E. coli em temperaturas mais baixas mostrou-se bené-
fica para a expressao solavel e a reducdo de proteinas truncadas’| A produgéo ocorreu
em reatores por bateladas, experimentando a utilizagdo de glicose e glicerol como fon-
tes de carbono. A glicose é, frequentemente, preferida devido a sua facilidade de me-
di¢do ao longo do processo. As proteinas produzidas formaram fibras em condigdes

organicas e aquosas por extrusdo. Tentativas de aprimorar as propriedades mecanicas

2Seda resultante da combinacdo de duas ou mais variedades de seda.
3Protefnas cuja traducéo foi interrompida prematuramente.
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dessas fibras foram realizadas, variando parametros como concentragao de proteinas e

banhos de estiramento.

O estudo realizado por Bowen et. al. (2018) concentrou-se na produgdo de fibras
utilizando proteina recombinante inspirada nas variedades de seda dragline (MaSp1)
da espécie N. clavipes, utilizando a E. coli como hospedeira. O objetivo principal do tra-
balho foi replicar integralmente as propriedades mecanicas da seda de aranha natural,
incluindo alta resisténcia, médulo, ductilidade e tenacidade. Segundo os autores, essa
pesquisa representa a primeira vez em que uma fibra produzida a partir de proteinas
sintéticas replicou completamente o desempenho mecénico dos equivalentes naturais,

em termos das propriedades anteriormente citadas.

Trabalhos anteriores demonstraram uma clara correlagdo entre peso molar e re-
sisténcia para as fibras recombinantes de dragline silk da N. clavipes, onde a maior espi-
drofna (96-merf}, 285 kDa) resultou na fibra recombinante mais resistente relatada até
o momento (o ~ 550 MPa). No entanto, ainda nado estd claro o limite superior para
a relagdo entre resisténcia e peso molar em espidroinas, e a produgdo de espidroinas
maiores que 96-mer, 285 kDa em quantidades suficientes para testes de fibras tem sido
extremamente desafiadora. Diversos obstaculos foram identificados, incluindo insta-
bilidade genética de sequéncias de DNA longas e altamente repetitivas, inibicdo da
tradugdo por estruturas secunddrias complexas de mRNA, alta demanda por tRNAs

de glicina e alanina, e carga metabdlica causada pela superexpressad’|de espidroinas.

Para superar essas dificuldades, foi desenvolvido um método de montagem pa-
dronizada da proteina final. As maiores espidroinas que podem ser expressas de forma
estavel em E. coli modificadas sdo as de 96-mer, e a abordagem usada para a produgao
de protefnas maiores foi o uso de enzimas intefnas, que catalisam reagdes de clivagemf
espontanea entre proteinas expressas separadamente, ligando-as covalentemente via
uma ligacdo peptidica e deixando apenas alguns residuos (< 6) no local de ligacao,
0s quais ndo impactam as propriedades da proteina final. Assim, duas proteinas de
96-mer foram produzidas separadamente, uma ligada a C-inteina e a outra ligada a

N-inteina, resultando em uma proteina final de 192-mer, ou 556 kDa, ap6s a autocliva-

4Para esse estudo, 1-mer = 35 aminoécidos que constituem a unidade de repetigao da espidroina.

*Produgdo em grande quantidade de uma proteina especifica em um organismo, geralmente utili-
zando técnicas de engenharia genética

®Quebra da cadeia polipeptidica em fragmentos menores.
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gem.

O cultivo foi realizado em biorreatores por alimentacdo continua, utilizando gli-
cose como fonte de carbono. Considerando a sensibilidade das espidroinas ao sal e ao
pH, os autores testaram varias concentra¢des de sal, temperaturas e valores de pH para
otimizar as condi¢des de ligacdo das espidroinas, alcangando maiores rendimentos a
37°C, 300mM de NaCl, pH 7, resultando em 62% de eficiéncia de ligagdo para proteinas
de 192-mer.

Os produtos de ligagdo foram inicialmente separados das proteinas celulares
por precipitacgdo seletiva com sulfato de amonio e posteriormente purificados por cro-
matografia de exclusdo de tamanho (SEC), alcancando uma pureza final do produto >
90%. Como referéncia para propriedades mecanicas, uma espidroina de 96-mer sem
SIs também foi expressa e purificada seguindo os mesmos procedimentos. O liquido
de fiagdo foi preparado a partir do po6 liofilizado de cada proteina purificada e as fibras

foram fiadas e testadas mecanicamente conforme protocolos de fiagdo tiimida.

Ao comparar as fibras finais de 96-mer e 192-mer, os testes mecénicos revela-
ram aumentos significativos, quase duas vezes maiores, tanto na resisténcia a tragdo,
quanto no médulo. Embora a resisténcia média tenha aumentado ligeiramente e a de-
formacdo na ruptura tenha diminuido, nenhuma dessas mudangas foi estatisticamente
significativa, em parte devido as variagdes entre as fibras. Essas variagdes, comuns
em amostras de fibras de seda de aranha naturais e sintéticas, persistem mesmo em

estudos dedicados a reduzi-las.

As fibras de 128-mer demonstraram um desempenho intermedidrio em relagdo
as fibras de 96- e 192-mer, sugerindo uma correlagdo positiva persistente entre o ta-
manho da espidroina e a resisténcia e médulo da fibra, até uma massa molecular da
espidroina de pelo menos 556 kDa. Os resultados também confirmaram pela primeira
vez que uma espidroina recombinante, sintetizada microbianamente de 192-mer da
tibra de arrasto de N. clavipes, reproduziu completamente as principais propriedades

mecanicas desejadas de sua contraparte natural.



Capitulo 5

Discussao e inferéncias

A partir da revisdo bibliogréfica, evidencia-se que o processo linear de replica-
cdo de DNA e tradugdo de proteinas enfrenta desafios préaticos. Embora seja possivel
criar um procedimento genérico para a expressdo de proteinas, cada método deve ser
ajustado de acordo com particularidades identificadas e estudadas na prética, visando

a otimizagdo da produgdo e dos resultados.

A replicacdo da seda in natura revela-se desafiadora devido a complexidade na
caracterizacdo de uma seda uniforme. Diversos fatores, tanto internos quanto exter-
nos, influenciam a composigdo do fio, enquanto a capacidade da aranha de exercer
um controle direto adiciona uma camada de complexidade a sua composigdo. Logo, a
compreensdo de como a composi¢do impacta nas propriedades finais do fio é crucial e,
futuramente, permitird simular o design da proteina com as propriedades desejadas, e,
consequentemente, direcionar a producado para obtengdo do material especifico. Adi-
cionalmente, a implementagdo de etapas posteriores, como estiramento ou banhos de

nitrogénio, pode ser considerada para aprimorar as propriedades do material.

Também, foram examinadas as disparidades entre os sistemas hospedeiros,
destacando-se a levedura P. pastoris e a bactéria E. coli como os organismos que de-
monstraram maior viabilidade entre os utilizados até o momento. Ambas apresentam
vantagens e desvantagens, sendo que, atualmente, a E. coli é o organismo mais ampla-
mente empregado na producdo de seda recombinante, embora exija etapas adicionais
de purificagdo devido a producdo intracelular. Observa-se que um método de pro-
ducdo em plantas geneticamente modificadas seria atrativo para contornar algumas

etapas industriais, além de que para a cultura de bactérias e leveduras, é necessaria

29
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uma fonte de carbono como alimento que, muitas vezes, sdo processadas oriundas de

plantagdes.

No estudo de Bhattacharyya et. al. (2021) a adogdo de um sistema de duplo ve-
tor para ampliar a disponibilidade de RNAs transportadores sugere uma necessidade
especifica de suprir a alta demanda pelos dois aminoacidos glicina e prolina, prova-
vel consequéncia da producdo da seda quimérica. Por outro lado, no trabalho de
Bowen et. al. (2018) ndo foi mencionada a utilizacdo de uma estratégia distinta para
lidar com a elevada necessidade de glicina e alanina, possivelmente ndo sendo ne-
cessdria em tal estudo, pois ndo misturou variedades de seda diferentes e o material

genético estd preparado para prover tais demandas.

Ambos os estudos, Bhattacharyya et. al. (2021) e Bowen et. al. (2018), destaca-
ram como obstaculos para o rendimento das proteinas as sequéncias mais extensas
e complexas de genes, resultando em maior producdo de proteinas truncadas, cuja
sintese é interrompida antes de completar a sequéncia proteica. Para superar esse de-
safio, Bowen et. al. (2018) desenvolveu um método que envolve a expressdo separada
das proteinas, seguida pela sua unificacdo. Essa abordagem possibilitou a obtenc¢do de

propriedades equivalentes as da fibra de seda natural.

Em resumo, observa-se que ambas as pesquisas com foco em produgao se com-

plementam com contribuicoes especificas, tais como:

e Desenvolvimento de um método que utilize diferentes vetores para a ex-
pressao dos RNAs transportadores necessdrios para cada aminoécido, vi-
sando um controle mais preciso da disponibilidade desses elementos no
meio;

e Utilizacdo de antibiéticos para manter o plasmideo na célula, garantindo a

estabilidade genética;

e Emprego de temperaturas mais baixas para a expressdo em E. coli, benefici-

ando a solubilidade e reduzindo a produgédo de proteinas truncadas;

e Adocdo da expressdo separada das proteinas, utilizando enzimas inteinas
para a posterior catdlise e ligacdo das proteinas, resultando em proteinas de

comprimentos superiores;
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e Utilizacdo da técnica de cromatografia de exclusdo de tamanho (SEC) para

a separacdo eficiente de proteinas.

A Tabela 5.1|exibe os dados relevantes para a comparagdo das propriedades en-
tre a seda natural, a seda recombinante, o Kevlar®49 e o Nylon®6,6. O estudo de
Bhattacharyya et. al. (2021) apresentou as propriedades separadamente para a seda
flageliforme e dragline, ndo incluindo informacdes especificas sobre a seda quimérica;

portanto, ndo foi possivel compara-los.

TABELA 5.1. Propriedades de diferentes materiais, com adapta¢des de: (RAMEZA-
NIAGHDAM et al,, 2022), (BOWEN et al., 2018), (HEIDEBRECHT, SCHEIBEL, 2013),
respectivamente.

Material Moédulo de Resisténcia Ductilidade (%) Tenacidade
Young (GPa) (MPa) (MJ/m3)
Dragline Silk 13,8 £ 3,6 1215 + 233 — 11,2 £ 30
N. clavipes
Fibra (192-mer) 13,7 +3 1031 £ 111 18+ 6 114 £ 51
recombinante
Nylon®6,6 5 950 18 80
Kevlar®49 130 3600 2,7 50

Com base nos resultados obtidos por Bowen et. al. (2018) destaca-se que a seda
de 192-mer permitiu a replicagdo completa das propriedades da seda de aranha natu-
ral. Ao comparar com outros materiais, nota-se que o Kevlar®49 apresenta um médulo
de elasticidade significativamente superior em comparagdo com os demais, indicando
maior rigidez, enquanto o Nylon®6,6 é o material menos rigido, e as sedas exibem

valores intermediarios.

A resisténcia a tragdo do Kevlar®49 é notavelmente alta em comparagdo com os
outros materiais. As sedas exibem uma resisténcia alta, mas ainda, aproximadamente,

3 vezes menor que o kevlar®49, seguida pelo Nylon®6,6.

A ductilidade mostra a capacidade do material de se deformar antes de falhar.
Nylon®6,6 e a fibra recombinante possuem valores semelhantes, enquanto estas po-
dem apresentar valores ligeiramente maiores, diferentemente do Kevlar®49, que se

mostra pouco extensivel. Por fim, a tenacidade mede a capacidade do material de ab-
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sorver energia antes da ruptura, sendo as sedas com maiores valores, seguidas pelo

nylon®e, posteriormente, o Kevlar®49.

As propriedades evidenciam que a principal atratividade da seda reside na com-
binagdo de suas caracteristicas. Nenhum dos artigos abordados neste texto discute a
possibilidade de igualar os valores de médulo de elasticidade e resisténcia da seda aos
do Kevlar®49. Portanto, destaca-se a importancia de avaliar as propriedades necessa-

rias para cada aplicacdo, a fim de verificar se a substitui¢do pode ocorrer sem prejuizo.

Por fim, ndo se pode afirmar de maneira conclusiva que a seda pode meramente
substituir o Kevlar®49, pois tal decisdo dependera das exigéncias especificas de cada
aplicacdo. No entanto, destaca-se que, quando a substitui¢do é vidvel, o material apre-
senta maior atratividade devido a sua leveza, sustentabilidade ambiental e proprieda-
des superiores de elasticidade e tenacidade. J4, a substituicdo do Nylon®6,6 pela seda

é completamente vidvel.



Capitulo 6

Consideracoes Finais

Neste estudo, foram abordadas diversas etapas que compdem o processo de
fabricagdo de fios de seda através da tecnologia recombinante. Cada fase, desde a
caracterizagdo da seda a ser produzida, a clonagem do fragmento de DNA, a selecdo
do hospedeiro até o método de fiagdo, revelou-se ter alto impacto nas propriedades

finais da fibra.

A partir da revisdo biliogréfica foi possivel entender o processo de producio
natural da seda de aranha, bem como entender os métodos de producado de seda re-
combinante, além de entender a grande variedade de rotas produtivas, tornando cada
processo produtivo singular. Também, foi possivel identificar melhorias para os pro-
cessos, desde questdes envolvendo expressdo da proteina até a promocgdo de alteracdo
das propriedades poés-fiagdo. Trabalhos futuros devem concentrar seus esforgos em

design das proteinas para posterior obtencdo de materiais com propriedade melhores.

Nao foi possivei concluir, a partir de dados, se os processos atendem a escala
industrial, mas considerando que, diversas empresas ja vém produzindo produtos a
partir desses rotas de produgdo, conclui-se que é tecnicamente vidvel. Entretanto, a

viabilidade financeira dos métodos ainda nao esta clara nos artigos.

Atualmente, diversas empresas ja comercializam esse produto, embora sua apli-
cabilidade em materiais de engenharia ainda esteja em desenvolvimento, evidenci-
ando um extenso campo de estudo para alcangar as propriedades necessdrias que o

tornariam uma alternativa viavel.
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