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RESUMO
  
As sedas produzidas pelas aranhas são constituídas essencialmente 
de  proteínas,  as  quais  são  secretadas  por  glândulas  espe
cializadas, 
encontradas  em  diferentes  grupos  de  artrópodes.  Todas  as  aranhas 
produzem sedas, biopolímeros sintetizados por glândulas abdominais e 
polimerizados  por  meio  de  uma  série  de  fiandeiras.  As  aranhas  podem 
possuir sete tipos diferentes de glândulas, que produzem diferentes sedas. 
Essas diferenças entre as fibras permitem a comparação da estrutura das 
proteínas  com  a  sua  função,  porque  cada  uma  possui  propriedades 
mecânicas distintas e é  compostas por diversos módulos repetitivos que 
conferem  essas  propriedades.  Sedas  de  aranhas  têm  demonstrado  uma 
resistência mecânica muito superior à seda produzida pelo bicho-
da
-
seda. 
A possibilidade de produzir novos materiais com propriedades semelhantes 
motivou  a  pesquisa  sobre  essas  proteínas  da  seda  de  aranhas 
(espidroínas).  Apesar  das  potenciais  características  mecânicas,  a 
inabilidade de domesticar as aranhas para produzir quantidades suficientes 
de  proteínas  conduziram  ao  desenvolvimento  de  estratégias  alternativas 
para a produção das sedas utilizando a tecnologia do DNA recombinante. 
Este  projeto  envolve  a  manipulação  da  expressão  de  biopolímeros 
produzidos  a  partir  de  genes  isolados  da  glândula  produtora  de  seda 
ampolada  principal  da  aranha  Parawixia  bistriata  em  microorganismos. 
Para tanto, foram utilizadas a engenharia de seqüências codificadoras e a 
produção protéica em sistemas de expressão heterólogo.
 
Palavras
-
chaves
:  seda,  aranha,  DNA  recombinante,  biopolímeros, 
glândula ampolada principal, 
Parawixia bistriata
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ABSTRACT  
Spider silks are constituted essentially of proteins, secreted by specialized 
glands  found  in  different  groups  of  arthropods.  All  spider  species  can  produce 
silks, biopolymers synthesized by abdominal glands and polymerized through a 
series of spinnerets. Spiders may present seven different types of glands, each 
producing different fibers. These differences between fibers allow the comparison 
of the structure of the proteins with its function, since each one presents distinct 
mechanical properties being composed by diverse repetitive modules that confer 
these properties. 
 
Spider silks have  demonstrated superior mechanical properties involving  fiber 
resistance when compared to silk produced by Bombyx  mori. The possibility of 
producing  new  biomaterials  from  spider  silk  (spidroin)  with  similar  properties 
motivated this research. Despite their superior mechanical characteristics, the 
inability  to  domesticate  the  spiders  to  produce  enough  protein  for  industrial 
applications  had  lead  to  the  development  of  alternative  strategies  for  silk 
produc
tion,  mainly  the  recombinant  DNA technology.  This  project involves  the 
recombinant  expression of  spider  biopolymers  in microorganisms  through  the 
manipulation of silk genes isolated from the major ampullate gland of the Brazilian 
species 
Parawixia bistriat
a. 
  
Keywords: 
spider  silk,  recombinant  DNA,  biopolymers,  major  ampullate  gland
, 
Parawixia bistriata
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Figura  7.  A  fiandeira  da  seda  linha  de  segurança.  A  parte  de  cima  mostra  o 
desenho da histologia da fiandeira (L, lúmen); a parte de baixo destaca a sua 
função,  que  envolve  a  extrusão  da  solução  cristalina  produzida  na  glândula 
através  de  um  duto  em  formato  de  "S",  convertendo  a  solução  em  uma  fibra 
elástica. A produção da solução ocorre em duas zonas: a zona "A" da glândula 
(letra A no painel) secreta espidroína, a proteína que forma a parte central da 
fibra, enquanto a zona "B" da glândula (letra B no painel) secreta o revestimento 
fino da fibra. As vesículas secretórias da zona A contém pequenos filamentos de 
comprimento limitado; a maioria das vesículas da zona B contêm cristais líquidos 
cilíndricos e hexagonais. A cutícula extremamente fina do funil (claramente visível 
no painel V) ancora o duto ao saco extensível com mobilidade limitada, talvez 
para impedir danificação da solução cristalina enquanto aranha se movimenta. O 
próprio  duto  tem  uma  cutícula  fina,  que age  como  uma  membrana  de  diálise, 
permitindo que água e íons de sódio saiam do lúmen, e que e íons de potássio, 
agentes surfactantes e lubrificantes entrem no lúmen para facilitar a formação da 
fibra (painel X). O epitélio do duto em formato de "S" aumenta progressivamente 
sua altura do funil para a válvula, sugerindo um aumento no bombeamento de 
água e íons para fora para que a solução seja seca ao longo do caminho (painéis 
C  e  D  mostram  a  histologia  do  epitélio  no  primeiro  e  segundo  braços, 
respectivamente). O processo de dessecação é principalmente interno e começa 
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(fúsula,  carretel) de  saída. A  válvula  mostrada  no  painel Y  (parte de  baixo da 
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figura) não tem função de retenção, mas de controle da formação de fibra. Ela 
pode funcionar também como uma bomba para manutenção da extrusão após 
uma  eventual  rupture  interna  do  filamento.  A  seção  do  duto  (painel  F) 
subseqüente à válvula parece ser altamente especializada para bombeamento de 
água,  contendo  células  altas,  com  numerosas  mitocôndrias,  microvilosidades 
apicais e uma ampla superfície formada pelas vilosidades internas da membrana 
plasmática. Finalmente, a fibra é expelida pelos braços flexíveis e elásticos do 
espigote (painel G), através do qual a fibra alcança o meio externo (painel Z). Os 
diâmetros dos painéis circulares são: A - 93 mm, B - 93 mm, C - 12 mm, D - 12 
mm, E - 70 mm, F - 288 mm, G - 60 mm (desenhos baseados em microscopia 
ótica,  microscopia de transmissão e de varredura da glândula  ampolada maior 
de três espécies de Nephila); as alturas em pontos médios nos painéis são: V 
(funil) 350 mm, X (duto de dessecação) 40 mm, Y (válvula) 300 mm, Z (espigote) 
190 mm (V
ollrath, 2000).
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pET19b (Novagen).
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em 
N. clavipes
 e ausentes em 
P. bistriata.
 
Figura 14. Gel  de  agarose 1% com  os  vetores pET19b digeridos com 
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Express  DNA  Ladder  (Fermentas).  As  bandas  que  aparecem  abaixo  dos 
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Figura 15.  Eletroforese  em gel de poliacrilamida da frações total, lavadas e 
eluídas. 1- Padrão de Massa Molar (kDa), (Broad Range Protein/ Promega). 2- 
Extrato total de BL21(DE3)pLysS pET19b- PBMaSp2EC 12X. 3- Fração passada 
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-
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Figura 16
. Western blot dos extratos de BL21(DE3)pLysS transformada com pET
- 
PBMaSp2EC 8X, pET- PBMaSp2EC 12X, pET- PBMaSp2EC 16X; dos 
passados 
não  ligantes,  dos  lavados  e  dos  eluídos  desses  extratos.  1-  Extrato  8X;  2- 
passado não ligante 8X; 3- lavado 8X; 4- eluído 8x; 5- Extrato 12X; 6- passado 
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BL21(DE3)pLysS não transformada).
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1. INTRODUÇÃO
  
1.1. As aranhas
  
As aranhas  são animais 
artrópodes
 pertencentes à  ordem Araneae  da 
classe dos 
aracnídeos
, apresentam grande diversidade, abundância e ocupam a 
maioria dos ambientes naturais. Formam um grupo monofilético, cuja monofilia é 
apoiada pela presença de apêndices abdominais modificados, como fiandeiras, 
glândulas sericígenas (responsável pela produção da seda) e fúsulas. A ordem 
Araneae é o segundo maior grupo dentre os aracnídeos (Foelix 1996) e o sétimo 
dentre os artrópodes (Parker,  1982), com 39.882  espécies  incluídas em 108 
famílias  (Platnick,  2008),  sendo  menor  apenas  do  que  a  ordem  Acari  e  cinco 
ordens  de  insetos  (Coleoptera 
 
besouros,  Hymenoptera 
 
vespas,  abelhas  e 
formigas, Lepidoptera 
 
mariposas e borboletas, Diptera 
 
moscas e mosquitos, e 
Hemiptera 
 percevejos) no que se refere ao número de espécies (Parker, 1982). 
 
Muitas vezes confundidas com insetos, as aranhas , são diferenciadas por 
possuírem o corpo dividido em duas partes (cefalotórax e abdômen
), quatro pares 
de  pernas,  pedipalpos  (apêndices  semelhantes  às  pernas,  que  no  macho  são 
modificados em órgãos copuladores), quelíceras (órgão em forma de ferrão para 
inocular o veneno, localizado na frente do corpo) e fiandeiras (para produção da 
seda, lo
calizadas na parte posterior do corpo).
 
As  aranhas  neotropicais  dividem-se  em  dois  grandes  grupos,  as 
Mygalomorphae  (migalomorfas)  e  as  Araneomorphae  (araneomorfas).  As 
migalomorfas possuem as quelíceras em posição paralela ao eixo maior do corpo, 
e as araneomorfas, em  posição  transversal. São cerca de 2.500 espécies e 
incluem as caranguejeiras, as aranhas-alçapão e vários outros grupos sem nome 
popular. Vivem geralmente em abrigos de tubo, em buracos do solo ou embaixo 
de troncos caídos ou cupinzeiros, embora algumas construam teia (Paulo César 
Motta, Depto. de Zoologia, Universidade de Brasília, comunicação pessoal). 
As  araneomorfas,  algumas  vezes  chamadas de  aranhas  verdadeiras , 
constituem  a  grande  maioria  das  aranhas  (cerca  de  35.000  espécies),  com 
háb
itos diurnos e noturnos, e com diferentes estratégias de predação. As aranhas 
que  constroem  teias  orbiculares  são  notáveis  por  modificações  morfológicas  e 
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comportamentais  para  produzir  e  viver  nos  fios  de  seda  viscosos  e  altamente 
elásticos das teias, as quais capturam insetos alados. Outros comportamentos de 
caça podem  ser adotados, tais como  as aranhas emboscadoras  de  vegetação 
(ficam  paradas  em  folhas,  flores  ou  ramos,  esperando  alguma  presa),  as 
saltatoriais  (pulam sobre  a  presa,  como a  aranha  papa-
mosc
as,  comum em 
residências), as  aquáticas  (que ficam próximas ou sobre a água), as cursoriais 
(também  conhecidas  como  andarilhas  ou  errantes, que  andam  pelo  substrato 
procurando presas, como  Lycosa, a aranha  comum  de jardim), e as fossoriais 
(que  vivem  em  tocas  no  chão)  (Paulo  César  Motta,  Depto.  de  Zoologia, 
Universidade de Brasília, comunicação pessoal).
 
Das 108 famílias de aranhas propostas para o mundo, 67 são encontradas 
no Brasil (Brescovit et al. 2002; Brescovit et al. 2004). A diversidade de espécie
s 
se deve, em grande parte, à capacidade das aranhas de produzir sedas durante 
seu ciclo de vida, como também à utilização especializada dos diferentes tipos de 
seda produzidos. 
A  aranha  Parawixia  bistriata  é  uma  espécie  da  biodiversidade  brasileira 
típica 
do cerrado propriamente dito, mas ocorre também na Bolívia, Paraguai e 
Argentina. 
Diferente  da  maioria das  outras  aranhas,  indivíduos  dessa  espécie 
vivem  em  grupo,  sem  canibalismo  ou  territorialismo,  sendo  conhecida  como 
espécie  quase social  (não há formação de castas, como nos insetos sociais). 
Quando  presas  grandes  são  capturadas,  as  aranhas  vizinhas  cooperam  na 
manipulação e alimentação. A teia, na verdade o conjunto delas, é notável pelo 
tamanho (Figura 1). Cada aranha tece, a cada noite, sua própria teia orbital, em 
uma  estrutura  colonial  unificadora  de  vários  metros,  com  até  200  aranhas. 
Durante o dia, elas se escondem na vegetação, formando um dormitório comunal, 
em uma estrutura esférica (Paulo César Motta, Depto. de Zoologia, Universidade 
de Brasília, comunicação pessoal).
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1.2. As sedas  
Há  mais  de  4.000  anos,  os  chineses  domesticaram  o  bicho  da  seda 
(Bombyx mori) para a utilização da sua seda na indústria têxtil. Os casulos do 
bicho  da  seda  são  compostos  por  dois  filamentos  contínuos  de  seda,  fibroína 
pesada (~ 350 kDa) e leve (~25 kDa), aderidos por meio de proteínas adesivas 
denominadas sericinas (Jin e Kaplan, 2003). As aranhas também produzem seda, 
biopolímeros sintetizados por glândulas abdominais e polimerizados através de 
uma  série  de  fiandeiras,  normalmente  localizadas  no  final  do  abdômen,  que 
transformam as proteínas da seda solúveis em água e com alto peso molecular, 
em  fibras  insolúveis  em  água  (Benito,  2002).  Diferente  do  bicho  da  seda,  as 
aranhas não foram domesticadas para aplicações têxteis, principalmente devido 
ao fato de as sedas de aranhas serem produzidas em pequena quantidade e não 
poderem ser enoveladas como uma fibra simples, de forma semelhante ao que 
ocorre  com  o  casulo  de  B.  mori.  Entretanto,  as  características  físicas 
apresentadas  pelas  sedas  produzidas  por  aranhas  são  muito  superiores  às 
encontradas na seda de 
B. mori 
(Dickinson, 1999).
 
Sedas são produzidas somente por artrópodes e apenas por animais das 
classes  Insecta,  Arachnida  e  Myriapoda.  Em  conjunto,  os  insetos  produzem 
diferentes sedas, porém, apenas um tipo por espécie. Já uma única aranha pode 
produzir até seis diferentes tipos de seda 
(Craig, 1997)
. 
 
Sedas 
de aranha são biomateriais leves, extremamente fortes, elásticos e 
apresentam características mecânicas comparáveis às melhores fibras sintéticas 
produzidas pela alta tecnologia (Hinman et al., 2000). Diferentes tipos de teia são 
QuickTime  and a
TIFF (Uncompressed) decompressor
are needed to see this picture.
a  b 
Figura 
3. A espécie  quase social  Parawixia  bistriata. 1a.  A  aranha 
P. 
bistriata
; 1b. O conjunto de teias formado pelas aranhas.
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utilizados em diferentes combinações, a fim de produzir estruturas utilizadas na 
captura de presas, reprodução, locomoção, entre outras tarefas. (Gosline et al., 
1986, Vollrath, 1992 e Guerette et al., 1996). Os componentes das fibras da seda 
das  aranhas  são  proteínas  (espidroínas)  sintetizadas  nas  células  epiteliais de 
glândulas  especializadas  e  secretadas  no  lúmen  glandular,  onde  são 
armazenadas  como  uma  solução  líquida  e  cristalina  altamente  concentrada 
(Hijirida 
et al.
, 1996; Scheibel, 2004).
 
A natureza repetitiva da fibra do bicho da seda e das aranhas é observada 
quando se examina a seqüência de aminoácidos. Alguns dos primeiros trabalhos 
direcionados para produção de seda sintética envolviam a engenharia genética de 
peptídeos, desenhados com base na seqüência da seda do bicho da seda, a fim 
de desenvolver fibras  com diferentes  propriedades mecânicas  (Capello et  al
., 
1990). Estudos com cDNAs e genes mostraram que as sedas produzidas pelas 
aranhas  são  formadas  por  módulos  repetitivos  de  aminoácidos  com  diferentes 
seqüências , dependendo do tipo de proteína, que correspondem a propriedades 
mecânicas distintas (Xu e Lewis, 1990, Hinman e Lewis, 1992, Guerette et al
., 
1996, Colgin e Lewis, 1998 e Hayashi e Lewis 1998).
 
Diferente dos insetos, as aranhas possuem sete diferentes tipos g
lândulas, 
que produzem diferentes tipos de sedas. Porém, algumas aranhas podem usar as 
sedas de forma otimizada, combinando tipos diferentes (Figura 2) para realizar 
suas tarefas como construção de armadilhas e casulos (Scheibel,  2004). Essas 
diferenças entre  as  fibras  permitem a  comparação  entre estrutura protéica e 
função, porque cada uma possui propriedades mecânicas distintas e é composta 
por  um  conjunto  determinado  de  módulos  repetitivos  que  conferem  essas 
propriedades (Hinman et al
., 2000). 
 
1 
2 
3 
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Os tipos e naturezas das várias fibras são diversos e dependem da espécie 
de aranha (Denny, 1980). A Tabela 1 compara as propriedades mecânicas de 
sedas produzidas pela aranha Nephila clavipes com alguns tipos de materiais. 
N. 
clavipes
  e  Araneus  d
iadematus
  são  espécies  subtropicais  encontradas  nos 
Estados Unidos e foram primeiramente utilizadas para estes estudos por serem 
animais  de  fácil  coleta  e  dissecção,  devido  ao  tamanho  relativamente  grande 
dessas aranhas e, consequentemente, de suas glândul
as.
  
Tabela  1.  Comparação  das  propriedades  mecânicas  da  seda  da  aranha 
N. 
clavipes
 com alguns materiais. 
Material
 
Resistência 
(N m
-2
) 
Elasticidade 
(%)
 
Energia de rompimento 
(J Kg
-1
) 
Seda linha de 
segurança
 
4 x 10
9 
35
 
1 x 10
5 
Seda flageliforme
 
1 x 10
9 
>20
0 
1 x 10
5 
Seda ampolada 
secundária
 
1 x 10
9 
5 
3 x 10
4 
Kevlar®
1 
4 x 10
9 
5 
3 x 10
4 
Borracha
 
1 x 10
9 
600
 
8 x 10
4 
Tendão
 
1 x 10
9 
5 
5 x 10
3 
Nylon, tipo 6
 
7 x 10
9 
200
 
6 x 10
4 
 
Acredita
-se que as diferentes glândulas sericígenas evoluíram a partir 
de um  único tipo  e se  divergiram na  anatomia, no  conteúdo do  lúmen e  na 
morfologia (Vollrath, 1992). A Figura 3 mostra os diferentes tipos de glândulas e 
suas respectivas sedas em 
A. diadematus
. 
 
 
 
1 
Kevlar
: 
é uma marca  registada  da  DuPont para  uma  fibra sintética  de  para-aramida muito 
resistente e leve. Sua fórmula básica é: (
-
CO
-
C6H4
-
CO
-
NH
-
C6H4
-
NH
-
)n
 
Figura 
4. Microscopia eletrônica de varredura das sedas ampolada principal 
(1)  e  ampolada  secundária  (2)  e  flageliforme  (3)  coletadas  da  aranha 
Araneus diadematus
 (modificado de Scheibel, 2004
).
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Figura  3.  Glândulas  da  seda  e  respectivas  teias  da  aranha  A.  diadem
atus
 
(Vollrath, 2000). 
1.3. Tipos de glândulas
  
1.3.1. Ampolada Principal  
Produz  as  fibras  do  tipo  linha  de  segurança  e  os  fios  para  formar  a 
moldura. A glândula  ampolada principal é a  mais volumosa  no  abdômen da 
aranha e sua forma de ampola faz com que 
seja fácil identificá
-
la e dissecá
-
la.
  
1.3.1.1. A seda linha de segurança 
  
Dentre  as  diferentes  sedas  produzidas  pelas  aranhas,  a  linha  de 
segurança, sintetizada pela glândula ampolada principal, serve como linha de guia 
da aranha e como a seda de moldura estrutural para sua teia.  Sua seda é 
extremamente rígida e possui propriedades mecânicas interessantes, tais como 
alta elasticidade e resistência à tensão (Denny, 1980; Work, 1976; Stauffer et al., 
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1994).  A linha  de  segurança  é  utilizada  para fuga  de predadores,  possui uma 
força tensora comparável ao Kevlar® (4 x 10
9 
N m
-2
) e uma elasticidade de 35% 
(
Tabela 1
), sendo portanto uma fibra extremamente forte (Work, 1987). 
A linha de segurança é formada por dois tipos de proteínas produzidas pela 
glândula ampolada principal, denominadas de MaSp1 e MaSp 2 (M
ajor 
a
mpullate 
Spidroin 1 e 2) na espécie N. clavipes, e ADF-3 e ADF-4 (A
raneus 
D
iadematus
 
Fibroin 3 e 4) na A. diadematus (Hinmam e Lewis, 1992; Guerrete et al., 1996; 
Beckwit 
et al., 1998). Embora a natureza da interação entre esses dois tipos de 
proteínas não esteja identificada, o fato de que ambas estão sempre acopladas 
na  linha  de  segurança,  independente  da  espécie  da  aranha,  indica  que  a 
associação entre as duas proteínas é conservada (Tian 
et al., 20
04).
 
Gatesy e colaboradores (2001) examinaram em 11 espécies de aranha as 
seqüências de  aminoácidos da  fibroína, proteína  constituinte  da teia  linha de 
segurança. O trabalho revelou um alto grau de conservação entre as seqüências, 
e  identificou  um  conjunto  repetitivo  de  motivos.  Além  das  considerações 
evolutivas, esses motivos repetitivos de aminoácidos possuem uma estrutura de 
componentes na qual domínios ricos em alanina e glicina (poli-Ala e (Gli-
Ala)n) 
adotam uma estrutura em folhas-
 
responsável pela formação de cristais (Lucas, 
1964; Parkhe et al., 1997; Qin et al., 1997; Hayashi e Lewis, 1998; Grubb e Ji, 
1999; Riekel et al., 2000) (Figura 4). Além disso, a região GliGliX (X=Leu, Tir, 
Ser,  Ala)  forma  3
10
-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 GliProGliXX (X=Gli, Gln, Tir, Ser, Ala), que é considerado responsável 
por formar uma matriz móvel e amorfa (Dong et al., 1991; Hayashi e Lewis, 1998; 
Gosline 
et  al.,  2002)  (Figura  5).  Tais  motivos  estruturais  são  considerados 
responsáveis  por  proporcionar  as  características  mecânicas  distintas  à  fibra 
(Hayashi et al
., 1999; Rising
 et al
., 2005).
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Figura 4. Desenho esquemático da microestrutura da fibra da glândula ampolada 
principal.  Dentro  da  fibra  regiões  cristalizadas,  formadas  por  folhas- ,  são 
separadas por ligações amorfas, criando um material nanoestruturado. 
1.3.2. A
mpolada Secundária
  
Produtora dos raios e da espiral auxiliar da teia em orbital. As curvas de 
tensão da seda da ampolada secundária (Tabela 1) 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 seda produzida pela glândula ampolada 
secundária é similar  à  da ampolada principal, sendo  utilizada  como reforço na 
construção da teia.  Ela possui  uma força tensora  semelhante à  da linha de 
segurança, mas com menor elastic
idade (Hayashi 
et al.,
 2004).
 
1.3.3. Flageliforme
  
Produz  a  seda  adesiva  para  fixação.  A  seda  da  flageliforme  é 
extremamente  elástica,  o  que  facilita  na  captura  de  presas  sem  que  ocorra  o 
rompimento do fio (Gosline et al., 1999). Testes mecânicos demonstram que sua 
QuickTime  and a 
decompressor
are needed to see this picture.
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seda tem uma elasticidade superior a 200% (
Tabela 1
), um desempenho maior do 
que qualquer borracha natural (Hayashi 
et al.,
 1999). Analisando sua seqüência, a 
composição de motivos apóia os resultados de estudos mecânicos que mostram 
que o moti
vo pentapeptídeo, GliProGliXX (em muitos casos GPGQQ), é a base da 
elasticidade  (Hayashi  e  Lewis,  1998).  Este  motivo  está  relacionado  com  a 
estrutura  -  espiral  (Figura  5)  (Hayashi  et  al.,  1999  e  Lewis  et  al.,  1996), 
conclusão  baseada  na  comparação  com  a  estrutura  de  outras  proteínas 
(Hutchinson e Thornton, 1994, Urry 
et al
., 1995, Van Dijk 
et al
., 1997a, Van Dijk 
et 
al
.,  1997b).  A  arquitetura  da  seqüência  mostra  que  esse  motivo  forma  uma 
unidade repetitiva da proteína flageliforme com pelo menos 43 repetições antes 
da interrupção por outro motivo (Hayashi e Lewis, 2000).
 
1.3.4. Agregata  
Produz fibras adesivas, a cola pegajosa que reveste o núcleo da espiral de 
captura  da  teia.  Gotículas  produzidas  por  essa  glândula  demonstraram  a 
presença de uma mistura de glicoproteínas, com pequenos neurotransmissores 
(Vollrath 
et  al.,  1990  e  Tillinghast,  1991).  Há  evidências  de  que  esta  cola 
gli
coprotéica contenha sais que agem como bactericidas (Vollrath e Knigth, 2001) 
e  compostos orgânicos  que  atraem a  água  atmosférica (Edmonds  e  Vollrath, 
1992). 
1.3.5. Tubuliforme
  
Produz a seda que forma o casulo para depósito dos ovos. Sua seda só é 
prod
uzida durante o período reprodutivo do ciclo de vida de uma aranha (Tian e 
Lewis, 2005). Sua função biológica sugere que essa fibra tem que ser suficiente 
forte para proteger os ovos, ainda frágeis, de modo a fazer com que seja possível 
a prole ser chocada
 (Blackledge e Hayashi, 2006). 
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1.3.6. Aciniforme
  
Produz  as  sedas  utilizadas  no  encapsulamento  e  na  imobilização  das 
presas. Essa seda não é utilizada somente para envolver a presa, mas também 
para decoração da teia, construção de teias de espermatozóides e como camada 
primária na confecção do saco de ovos (Foelix, 1996).
 
1.3.7. Piriforme  
Glândula produtora de discos de adesão (Hinman et al., 2000), é utilizada 
para  fixar  a  linha  de  segurança  ao  substrato  (Hayashi  et  al.,  2004),  sendo 
fundamental à teia
 orbicular aérea. 
  
1.4. Características Moleculares das Sedas  
Todas as sedas de aranha são compostas por grandes proteínas (300-
500 
kD),  constituídas  por  regiões  N-terminal  e  C-terminal  não  repetitivas  e 
conservadas e uma região 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  específicas  (Bini,  2004; 
Hayashi e Lewis, 1998; Scheibel, 2004; Stantcheva, 2004; van Beek et al., 2002; 
Xu e Lewis, 1990). E os pequenos peptídeos repetitivos podem ser agrupados 
em quatro categorias: (1) GPGXX/GPGQQ; (2) (GA)n
/A
n; (3) GGX e; (4) regiões 
espaçadoras  (
spacers
)  (Bram,  1997;  Kümmerlen,  1996;  Parkhe  et  al.,  1997; 
Simmons
 et al.
, 1
996; Simmons, 1994).
 
O  módulo  (GA)n/An  é  encontrado  como  folha- .  A  repetição  GGX  é 
provavelmente uma hélice com três aminoácidos por volta (Bram, 1997; Dong et 
al.
, 1991; Kümmerlen, 1996; Simmons et al., 1996; Simmons, 1994). A unidade 
repetitiva GPGXX (em muitos casos GPGQQ) tem sido relacionada com  -
espiral 
(Hayashi
 et al., 1999; Lewis et al., 1996), tendo-se por base a comparação com 
estruturas de outras proteínas (Hutchinson, 1994; Urry, 1995; Van Dijk, 1997a; 
Van  Dijk,  1997b).  As  regiões  espaçadoras  são  constituídas  por  grupos 
carregado
s que separam as regiões repetitivas em algumas proteínas (Colgin e 
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Lewis, 1998; Hayashi
 
et al., 1999), mas não se tem conhecimento de sua função 
estrutural.
 
As  terminações  não  repetitivas  são  comuns  em  todas  as  fibras 
produzidas por aranhas da família Araneidae. A região N-terminal das diferentes 
espidroínas é a parte mais conservada das proteínas da seda e possui códons 
adicionais  de  iniciação  da  transcrição,  com  isso,  existem  possíveis  inícios 
alternativos  da  tradução  (Smith,  2005).  Sabe-se  que  essa  região  é  muito 
importante  no  transporte  das  espidroínas  para  o  lúmen  glandular,  devido  à 
presença de um possível peptídeo sinal (Hayashi e Lewis, 1998; Smith, 2005). As 
seqüências  C-terminais também  são  altamente  conservadas  entre  as espécies 
(Bini, 2004; Ha
yashi
 et al., 2004; Stantcheva, 2004; Tian et al., 2004). Estudos 
recentes  sobre  ADF-3  e  4  revelaram  uma  estrutura  em  -hélice  formada  pela 
região  C-terminal, levantando  a  hipótese dessa  região ter  importante  papel  na 
polimerização da fibra (Huemmerich
 et al.
, 2004). 
 
A caracterização das fibras por tipos de módulos pode ser observada 
na Figura 5, tendo-
se
 por base a dedução da seqüência 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 
possíveis estruturas secundárias formadas por esses motivos repetitivos. A seda 
flageliforme aparece em destaque, devido a sua relevância neste trabalho. 
É possível notar também a correlação entre a estrutura desses módulos 
e  as  propriedades  físicas  que  conferem.  As  sedas  das  glândulas  ampolada 
prin
cipal  e  flageliforme  contêm  o  bloco  GPGXX  e  são  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  módulo  repetindo 
aproximadamente 50 vezes (Hinman
 et al.
, 200
0). 
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Figura 5. Modelos estruturais encontrados nas proteínas de seda de aranha. Flag é 
a proteína da seda da glândula flageliforme. MaSp1, MaSp2, ADF-3 e ADF-4 são 
proteínas da seda ampolada principal. MiSp1, MiSp2, ADF-1 e ADF-2 são proteínas 
que  compõem  a  seda  da ampolada  secundária.  Os boxes  representam  módulos 
encontrados na seda, mas não mantêm as suas reais posições na molécula da seda 
(Hayashi 
et al.
, 1999).
 
Essa natureza modular encontrada na seda de aranha e a relação entre 
os  módulos  repetitivos  e  as  propriedades físicas  são elementos  que levam  à 
produção  de  trabalhos  relacionados  com  a  engenharia  de  módulos  para 
expressão  de  proteínas  análogas  (Hinman  et  al.,  2000).  Diferentes  sistemas 
heterólogos de expressão estão sendo utilizados na tentativa de produzir grandes 
quantidades de sedas de aranhas, com a finalidade de obter material suficiente 
para os testes mecânicos comparativos.  
As  proteínas  que  formam  fibras,  como  seda  e  colágeno,  são 
caracterizadas  pela  seqüência  primária  altamente  repetitiva.  Isto  leva  a  uma 
homogeneidade na  estrutura secundária  (tripla hélice  no caso  do colágeno  e 
folhas
-  em várias sedas). Esses tipos de proteínas apresentam quase sempre 
importantes propriedades mecânicas, em contraste com as funções catalíticas e 
de  reconhecimento  das  proteínas  globulares  (Altman  et  al.,  2003).  Essas 
propriedades
  estão  intimamente  relacionadas  com  sua  função  e  são 
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determinadas pela composição química e conformação molecular. Isto torna a teia 
de aranha um material ideal para estudar a relação entre composição química, 
conformação  estrutural  e  propriedades  mecanoelásticas  das  fibras  biológicas 
(Lombardi, 1990). 
Essas fibras são, por isso, importantes ferramentas no estudo de novos 
biomateriais  e  para  engenharia  de  tecidos.  Além  disso,  a  estabilidade  e 
biocompatibilidade dessa família de proteínas, aliadas às técnicas de engenharia 
genética  das  seqüências,  podem  levar  a  importantes  aplicações  biomédicas 
(Altman
 et al.
, 2003).
 
Observa
-se  a  natureza  repetitiva  das  fibras  do  bicho  da  seda  e  das 
aranhas quando se examina a seqüência de aminoácidos. Alguns dos primeiros 
trabalhos direcionados para produção de seda sintética envolveram a engenharia 
genética de peptídeos, desenhados com base na seqüência da seda do bicho da 
seda, tendo em vista o desenvolvimento de fibras com diferentes propriedades 
mecânicas (Capello, 1990)
. 
 
A  maioria  das  espidroínas  descrita  foi  analisada  a  partir  de  ESTs 
(expression sequence tag), embora hajam limitações devido ao grande tamanho 
dos  mRNA.  A  Tabela  2  mostra  o  número  de  pares  de  bases  dos  mRNAs da 
Nephila clavipes, demonstrando que as proteínas que formam suas sedas são de 
elevado peso molecular (Hayashi et al., 1999). Porém, os estudos com cDNA e 
com seqüências codificantes maiores mostraram que as sedas produzidas pelas 
aranhas  são  formadas  por  pequenos  módulos  repetitivos  de  aminoácidos 
com 
diferentes seqüências (dependendo da proteína), correspondendo às distintas 
propriedades mecânicas (Colgin e Lewis, 1998; Guerette et al., 1996; Hayashi e 
Lewis, 1998; Hinman e Lewis, 1992; Xu e Lewis, 1990).  
Tabela 2.
 Tamanhos dos mRNAs das sedas de N. clavipes. 
 
Seda
 
cDNA
 
Tamanho (kb) 
Ampolada principal
 
MaSp1
 
12,0
 
Ampolada principal
 
MaSp2
 
11,5
 
Ampolada secundária
 
MiSp1
  9,5 
Ampolada secundária
 
MiSp2
  7,5 
Flageliforme
 
Flag
 
15,5
 
Fonte: adaptada de Hayashi 
et al.
 (1999).
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O conhecimento das informações contidas em cada uma das seqüências 
de  proteínas  associadas  à  produção  de  determinado  tipo  de  seda  é  de 
fundamental  importância  para  o  entendimento  das  relações  estrutura-
função 
(Kaplan et al
., 1994,1998).
 
1.5. Polimerização   
As  aranhas  desenvolveram  um  sistema  complexo  de  glândulas 
especializadas em secretar seda. Cada glândula de seda possui seu tamanho e 
forma distintos, porém elas são funcionalmente organizadas de maneira similar. A 
glândula pode ser dividida em quatro áreas diferentes: o lúmen, que serve como 
repositório de armazenamento para a solução de fiação; a cauda, que abriga as 
células epiteliais especializadas que secretam as espidroínas; o duto, que orienta 
as  proteínas  da  seda  e  também  reabsorve  a  água  da  solução  de  fiação;  e  a 
fiande
ira, que funciona como válvula e possui funções de controle da produção da 
fibra final (Figura 6). A Figura 7 mostra detalhadamente a histologia da fiandeira 
responsável por tecer o fio da seda linha de segurança (Vollrath e Knight, 2001). 
Visto que a glândula ampolada principal é a maior e a mais acessível de todas as 
glândulas  produtoras  de  seda,  ela  foi  utilizada  como  modelo para  decifrar as 
tênues características morfológicas e funcionais desse mecanismo de fiação. 
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Figura 6. 
Diagrama da glândula amp
olada principal. As funções estão designadas 
à áreas específicas da glândula (modificado de Lewis, 2006).
 
O mecanismo de fiação, ou seja, a polimerização das proteínas solúveis 
em água para fibras insolúveis, é um processo que se inicia com um aumento na 
concentração da proteína no lúmen glandular, formando a  solução de fiação . Na 
glândula  ampolada  principal,  por  exemplo,  as  proteínas  da  seda  linha  de 
segurança estão  presentes  numa  concentração superior  a  50% (m/v)  (Atkins, 
2003; Scheibel, 2004). O aumento da concentração da MaSp faz com que ocorra 
uma modificação  estrutural nestas proteínas,  passando de uma  estrutura  coil 
para 
-hélice e aumentando sua estabilidade (Dicko et al., 2004). Desta maneira, 
a aranha mantém uma concentração relativamente alta de proteína em solução 
aquosa, sem  resultar na formação  de folhas-  insolúveis. A  polimerização das 
proteínas ocorre durante a passagem da solução de fiação pelo ducto glandular, 
concomitantemente com a extração de água, sódio e cloreto. Íons de hidrogêni
o e 
potássio são secretados causando uma diminuição no pH de 6.9 para 6.3 (Chen 
et al., 2002; Dicko et al., 2004). Tais alterações desencadeiam o alinhamento das 
proteínas na parte distal do ducto, e enquanto seus seguimentos hidrofóbicos de 
poli
-Alanina se alinham e se aproximam, estas são expostas a um ambiente cada 
vez mais hidrofóbico, o que muito provavelmente instiga a conversão estrutural 
destas proteínas para folhas-
 
(Scheibel, 2004), e conseqüente polimerização da 
fibra. 
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Os  motivos  repetitivos  das  espidroínas  podem  ser  divididos  em  duas 
categorias:  domínios  hidrofóbicos  e  domínios  hidrofílicos.  O  arranjo  desses 
domínios permite que a solução líquida e cristalina de fiação seja processada em 
uma  fibra  sólida,  impedindo  interações  prematuras  que  fariam  com  que  as 
proteínas da seda se precipitassem. Os aminoácidos hidrofóbicos são agrupados 
para excluir a água à medida que a solução flui através da glândula afunilada, 
permitindo a formação dos cristais de folhas-
 
para confecção de fios fortes e 
inso
lúveis (Knight e Vollrath, 2002).
 
A polimerização sintética ou de laboratório emprega um conjunto diferente 
de forças, sendo necessário separar o processo de organização e desidratação 
das  espidroínas  passando  a  solução  de  fiação  através  de  uma  agulha  com 
diâmetro pequeno (o que permite o alinhamento das proteínas) e depois em um 
banho  de  solvente  que  induz  a  desidratação.  As  proteínas  purificadas  e 
liofilizadas  são  solubilizadas  em  1,1,1,3,3,3-
hexa
uoro-2-propanol  (HFIP)  numa 
concentração  de  25-30%  (m/v).  A  extrusão  da  fibra  é  feita  utilizando  o 
equipamento  DACA  Instruments  SpinLine  system  (DACA  Instruments,  Santa 
Barbara CA) em um banho álcool isopropílico 90% (Teulé 
et al.
, 2007) .
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Figura  7.  A  fiandeira  da  seda  linha  de  segurança.  A  parte  de  cima  mostra  o 
desenho da histologia da fiandeira (L, lúmen); a parte de baixo destaca a sua 
função,  que  envolve  a  extrusão  da  solução  cristalina  produzida  na  glândula 
através  de  um  duto  em  formato  de  "S",  convertendo  a  solução  em  uma  fibra 
elástica. A produção da solução ocorre em duas zonas: a zona "A" da glândula 
(letra A no painel) secreta espidroína, a proteína que forma a parte central da 
fibra, enquanto a zona "B" da glândula (letra B no painel) secreta o revestimento 
fino da fibra. As vesículas secretórias da zona A contém pequenos filamentos de 
comprimento limitado; a maioria das vesículas da zona B contêm cristais líquidos 
cilíndricos e hexagonais. A cutícula extremamente fina do funil (claramente visível 
no painel V) ancora o duto ao saco extensível com mobilidade limitada, talvez 
para impedir danificação da solução cristalina enquanto aranha se movimenta. O 
próprio  duto  tem  uma  cutícula  fina,  que age  como  uma  membrana  de  diálise, 
permitindo que água e íons de sódio saiam do lúmen, e que e íons de potássio
, 
agentes surfactantes e lubrificantes entrem no lúmen para facilitar a formação da 
fibra (painel X). O epitélio do duto em formato de "S" aumenta progressivamente 
sua altura do funil para a válvula, sugerindo um aumento no bombeamento de 
água e íons para fora para que a solução seja seca ao longo do caminho (painéis 
C  e  D  mostram  a  histologia  do  epitélio  no  primeiro  e  segundo  braços, 
respectivamente). O processo de dessecação é principalmente interno e começa 
no terceiro braço do duto (painel X), a aproximadamente 4 milímetros do espigote 
(fúsula,  carretel) de  saída. A  válvula  mostrada  no  painel Y  (parte de  baixo da 
figura) não tem função de retenção, mas de controle da formação de fibra. Ela 
pode funcionar também como uma bomba para manutenção da extrusão 
após 
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uma  eventual  rupture  interna  do  filamento.  A  seção  do  duto  (painel  F) 
subseqüente à válvula parece ser altamente especializada para bombeamento de 
água,  contendo  células  altas,  com  numerosas  mitocôndrias,  microvilosidades 
apicais e uma ampla superfície formada pelas vilosidades internas da membrana 
plasmática. Finalmente, a fibra é expelida pelos braços flexíveis e elásticos do 
espigote (painel G), através do qual a fibra alcança o meio externo (painel Z). Os 
diâmetros dos painéis circulares são: A - 93 mm, B - 93 mm, C - 12 mm, D - 12 
mm, E - 70 mm, F - 288 mm, G - 60 mm (desenhos baseados em microscopia 
ótica,  microscopia de transmissão e de varredura da glândula  ampolada maior 
de três espécies de Nephila); as alturas em pontos médios nos painéis são: V 
(funil) 350 mm, X (duto de dessecação) 40 mm, Y (válvula) 300 mm, Z (espigote) 
190 mm (Vollrath, 2000).
 
 
1.5. Aplicações das sedas de aranhas 
  
A produção  em  laboratório de sedas  sintéticas de aranhas iniciaria  uma 
nova geração de biomateriais. A seda do bicho-
da
-seda não é alergênica, e é 
provável que a seda de aranha também apresente tal característica (Altman 
et al.
, 
2003). A possibilidade de produzir proteínas das sedas de aranhas em sistemas 
heterólogos  em  larga  escala  e  com  a  cinética  desejada deverá permitir  sua 
aplicação em vários produtos médicos, tais como curativos e microfilamentos de 
suturas para neurocirurgias. Fibras de alta performance  poderão ser utilizadas 
em  diferentes  aplicações  técnicas  e  industriais.  As  sedas  poderão  ser  usadas 
ainda  em  cordas  e  redes  de  pesca  especiais,  pára-quedas,  em  aplicações 
balísticas  (coletes  à  prova  de  balas),  produtos  esportivos,  na  industria  têxtil  e 
como matéria prima de baixo peso para a construção de aviões (Sheibel, 2004).
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2. JUSTIFICATIVAS
  
Os estudos moleculares como a clonagem e expressão de genes para a 
produção  de  biopolímeros  concentraram-se,  em  apenas  duas  espécies  de 
aranhas
 norte americanas. O recente sucesso desses estudos com as proteínas 
das  sedas  de  aranhas  permitiu  o  início  do  entendimento  da  estrutura, 
processamento e função  dessas proteínas, assim  como de suas  importantes 
propriedades mecânicas. 
Este  trabalho  envolveu a  manipulação  de  genes  isolados  das  glândulas 
produtoras de sedas de aranhas em microrganismos por meio da engenharia de 
seqüências  codificadoras  e  a  produção  protéica  em  sistema  de  expressão 
heterólogo. A biodiversidade encontrada no Brasil representa um grande potencial 
para  a  prospecção  de  genes  e  proteínas  de  aranhas,  o  que  permitirá  o 
desenvolvimento de biopolímeros com características mecânicas superiores, de 
alto interesse econômico e estratégico. 
As  fibras  produzidas  por  aranhas  e  reproduzidas  em  sistemas  de 
expressão  heterólologos  deverão  permitir  uma  variedade  de  aplicações  dos 
biopolímeros  derivados  como,  por  exemplo,  a  produção  de  uma  fibra 
monofilamentar muito fina para suturas em microcirurgia ou em utilizações que 
requerem um  alto nível de  absorção de  energia  e alongamento,  semelhante à 
provida pelo nylon. 
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3. OBJETIVO GERAL
  
O  objetivo  do presente  trabalho foi  expressar  e analisar  proteínas cujas 
seqüências foram construídas com base na seqüência original da proteína MaSp2 
identificada em uma biblioteca de cDNA da glândula produtora de seda da aranha 
da biodiversidade brasileira 
Parawixia bistriata
. 
4. O
BJETIVOS ESPECÍFICOS
  
- Construir vetores de expressão com genes associados à produção das 
proteínas da seda para transformação genética de 
Escherichia coli
. 
- Desenvolver e analisar processos de purificação 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS  
4.1. Elaboração da se
qüência utilizada para expressão
  
A  seqüência  utilizada  para  expressão  foi  construída  com  base  na 
seqüência original da proteína MaSp2 identificada em uma biblioteca de cDNA, 
construída previamente em nosso laboratório, a partir das glândulas produtoras 
de
 sedas da aranha da biodiversidade brasileira 
Parawixia bistriata. 
Essa biblioteca foi construída a partir do RNA mensageiro isolado do 
conjunto de glândulas. O RNA total extraído da glândula foi enviado pelo Instituto 
Butantan, localizado em São Paulo. Para purificação do RNA mensageiro poli-
A+ 
foi utilizado o kit  Oligotex mRNA Mini  da QIAGEN. 
A  partir desta  purificação, foi  utilizado  o  kit  SuperScript
TM
 
Plasmid 
System with Gateway
 
Technology for cDNA Synthesis and Cloning  da Invitrogen 
Life Technologies (Cat nos. 18248-039) para construção da biblioteca de cDNA. 
Todos  os  procedimentos  foram  realizados  de  acordo  com  as  instruções  do 
fabricante.
 
Os clones das bibliotecas foram seqüenciados e depois comparados 
com o GenBank do NCBI utilizando-se o algoritmo tblastn (Altschul et al., 1997). 
Desta  forma,  foi  identificado  o  gene  relacionado  com  a  seda  de  aranha  de 
interesse. 
A  sequência  de  aminoácidos  traduzida  foi  alinhada  com  proteínas 
similares usando ClustalX (Thompson 
et al.
, 1994) e colorida us
ando a ferramenta 
BoxShade 3.21 (http://www.ch.embnet.org/software/
 BOX_form.html). 
 
Os
  módulos  repetitivos  foram  escolhidos  para  a  construção  da 
seqüência  a  ser  expressa,  que  não  contém  as  regiões  5  e  3  do  gene.  A 
seqüência desenhada foi primeiramente otimizado para os códons preferenciais 
de 
E. coli
, e foram adicionados os sítios de restrição necessários para a estratégia 
de construção dos vetores. Seguem abaixo as seqüências de aminoácidos e de 
DNA
, denominadas de PBMaSpEC (MaSp de Parawixia bistriata otimizada para 
E. coli
), enviada para síntese na DNA 2.0 (Califórnia, USA): 
PBMaSp2EC sequência de amonoácidos: 
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GGLGGQGGLGGLGSQGAGLGGYGQGGAGQGGAAAAAA
 
PBMaSp2EC sequência de nucleotídeos: 
XhoI
 NdeI
 XmaI
 
ctcgag
 catatg
 cccggg GGT CTG GGT GGT CAG GGT GGT CTG GGT GGT CTG GGT 
TCC CAG GGT GCT GGT CTG GGT GGT TAC GGT CAG GGT GGT GCT GGT CAG 
GGT GGT GCT GCT GCT GCT GCT GCT GCT GCT tccgga 
TAA 
ggatcc
 
 
 BspeI Stop
 
BamHI
  
4.2. Vetores 
 
4.2.1. Vetor pJ
  
Os genes sintetizados pela DNA 2.0 foram subclonados na série de vetores 
pJ desenvolvidos pela empresa. Esses vetores foram elaborados para possuírem 
sítios  de  restrição  enzimática  pouco  utilizados,  sendo  assim  ideais  para 
construção dos genes em foco neste trabalho. 
A seqüência sintetizada foi clonada no vetor pJ244 (pJ244:10330) (
Figura 
8
).
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 Figura 8
. Vetor pJ244 com o inserto PBMaspEC.
 
4.2.2. 
Vetor de Clonagem
 
O vetor de clonagem pBluescript SK- (pBSK-) (Figura 9), produzido pela 
Stratagene  possui  um  sítio  de  policlonagem  e  um  gene  de  resistência  à 
antibiótico. No sítio de policlonagem  está localizado o gene de controle LacZ. 
Esse  facilita  o  reconhecimento  dos  vetores  que  foram  transformados  com 
sucesso. As células competentes transformadas crescidas no meio com X
-
gal são 
distintas em transformadas e não-transformadas por meio da coloração branca e 
azul, respectivamente. 
 
 
Figura 9
. Vetor de
 clonagem pBluescript SK
- produzido pela Stratagene. 
4.2.3. Vetor de Expressão em 
E. coli
 
Vários vetores encontram-se disponíveis no mercado para expressão de 
proteínas recombinantes em E. coli. Dentre eles, existem os vetores da série pET 
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(plasmid  for  expression  by  T7  RNA  polimerase),  cuja  expressão  está  sob  o 
controle do promotor de transcrição 
10 e dos sinais de iniciação de tradução s10 
da proteína do gene 10 (a principal proteína do capsídeo) do bacteriófago T7. A 
grande vantagem desse vetor é que ele é transcrito pela T7 RNA polimerase, a 
qual  é  muito  seletiva  e  ativa,  sendo  capaz  de  elongar  cadeias  de  RNA 
aproximadamente 5 vezes mais rápido que a RNA polimerase de E. coli. Alguns 
vetores da série pET apresentam o promotor T7-lac, colocando a expressão da 
proteína sob o controle do repressor lac e assim, reduzindo o  background  de 
expressão da proteína alvo na ausência do agente indutor. 
O  plasmídeo  pET-19b  é  um  vetor  de  expressão  em  Escherichia  coli
 
produzido pela Novagen que pode ser induzido por IPTG. Contém o promotor T7, 
sitio de ligação ao ribossomo, terminador T7, códon ATG de início de tradução, 
seqüência que codifica para seis histidinas, repressor lacI, com o marcador de 
resistência a ampicilina (AmpR) e origem de replicação do plasmídeo pB
R322, 
sendo um plasmídeo de número de cópia médio (
Figura 10
). 
 
 
Figura 10
. Vetor de expressão em 
E. coli
, pET
-
19b da Novagen.
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4.3. Construção dos Vetores de Expressão da Masp 2 em 
E. coli
  
O vetor pJ244 com o inserto PBMaSp2EC foi digerido com as enzimas de 
restrição 
Xho
I  e 
Bam
HI,  liberando  o  fragmento  de  147  pb.  Este  fragmento  foi 
purificado de um gel de agarose 1%, utilizando o kit 
Wizard
® SV Gel and PCR 
Clean up System
 
da (Promega). O pBSK- também foi digerido com as mesmas 
enzimas,  o  vetor  linarizado  foi  purificado  e  o  fragmento  PBMaspEC  reclonado 
entre 
Xho
I e 
Bam
HI por meio da reação da enzima T4-
ligase da Invitrogen. 
E. coli
. 
XL  1  Blue  competente  foi  transformada  por  eletroporação  com  o  vetor  pBSK- 
PBMaSp2EC  e  algumas  colônias  brancas  foram  selecionadas  para  mini-
preparação de DNA plasmidial. Esse plasmídeo inicial possui somente um módulo 
repetitivo.
 
Como esse módulo se apresenta várias vezes  em um  único gene  na 
aranha, devemos  expressá-lo repetidas vezes.  Para isso foi  desenvolvida uma 
estratégia
  pra  clonar  esse  módulo  em  tandem,  que  foi  baseada  na  estratégia 
descrita por Lewis et al
. (1996).
 
O vetor pBSK
-
 PBMaSp2EC com apenas um módulo foi separado em duas 
alíquotas. A primeira foi digerida com as enzimas de restrição 
Sca
I e 
BspE
I, e a 
outra com 
Xma
I e 
Sca
I. Os fragmentos contendo PBMaSp2EC foram purificados 
a partir do gel de agarose 1%. É importante dizer que 
Xma
I e 
Bsp
EI são enzimas 
compatíveis, mas quando os fragmentos são religados não há regeneração de 
nenhum dos sítios de restrição. Esse me
canismo é essencial para esta estratégia. 
Os  fragmentos  purificados  foram  ligados,  formando  o  novo  vetor  pBSK- 
PBMaSp2EC 2X, agora com o módulo repetido duas vezes. Como XmaI 
e 
Bsp
EI 
se ligam sem regeneração dos sítios é possível continuar com essa estraté
gia, 
construindo os vetores pBSK
-
 PBMaSp2EC 4X, 8X, 12X e 16X (
Figura 11
).
 
Esses vetores construídos  foram  digeridos com as enzimas de  restrição 
Nde
I e 
Bam
HI e, os fragmentos com os módulos PBMaSp2EC foram purificados a 
partir de gel de agarose 1%. O vetor de expressão pET19b foi linearizado com as 
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mesmas  enzimas  e o  PBMaspEC reclonado  entre 
Nde
I  e 
Bam
HI por  meio da 
reação da enzima T4
-
ligase da Invitrogen. 
Figura 11. Estratégia para construção dos vetores pBSK- PBMaSp2EC e pET- 
PBMaSp2EC. Essa figura mostra como o inserto foi multiplicado formando duas 
pBSK(
-) 
BamHI
 
Xho
I 
pBSK(
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unidades  do  gene,  e  também  como  o  inserto  pode  ser  multiplicado 
exponencialmente para 4, 8, 16 vezes, e depois clonado no vetor de expressão 
pET19b (Novagen).
 
4.4. 
Transformação
  
4.4.1. Eletroporação
  
As células competentes 
E. coli
. XL 1 Blue foram transformadas com os 
vetores pJ244 e pBSK
-
 por eletroporação.
 
Alíquotas de células competentes foram descongeladas em banho de gelo 
e 1 a 2  l de DNA (1-10 ng) era adicionado às bactérias, e incubado no gelo por 1 
minuto. Após este período, a mistura células/DNA era colocada numa cubeta de 
eletroporação  previamente  resfriada,  com  um  espaço  de  0,1  cm  entre  os 
eletrôdos  (BioRad).  A  eletroporação  era  realizada  em  um  aparelho  BioRad 
eletro
porator  ajustado  para  as  seguintes  condições:  resistência  de  200  , 
capacitância de 25  F e uma voltagem de 1,8 kV. Deve ser aplicado apenas um 
pulso. O tempo ideal de descarga ( time constant ) pode ser lido no equipamento 
após a eletroporação, este deve  estar entre 4-5 ms para se obter eficiência 
máxima.  Este  tempo  é  uma  constante  que  depende  dos  parâmetros  físicos 
ajustados  no  equipamento  e  da  condutividade  do  meio  de  eletroporação.  A 
condutividade do meio varia em função da concentração de sais presen
te. Caso o 
valor esteja muito superior a 4-5 ms (>7 ms), o experimento deve ser refeito. Se o 
tempo for  muito inferior (<1  ms), pode ser  devido  a alta concentração  de sais 
presente no meio, desta maneira o DNA deve ser diluído ou dialisado com outra 
água.
 
Imediatamente após a eletroporação foram adicionados 600  l de meio LB, 
e as células foram suspensas cuidadosamente e transferidas para um tubo de 
polipropileno. Estas eram, então, incubadas em banho-maria a 37oC durante 1 
hora.  Uma  leve  agitação  durante  este  período  pode  aumentar  a  eficiência  do 
processo.  Após  esta  etapa,  foram  plaqueados  diferentes  volumes  da  cultura 
bacteriana (50  l, 100  l  e 150  l)  em 25 ml  de meio LB sólido  acrescido do 
antibiótico adequado. As placas eram finalmente incubadas a 37oC durante uma 
noite para o crescimento de colônias.
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4.4.2. Choque Térmico  
Células  BL21  (DE3)  pLys-S  competentes  foram  transformadas  com  os 
plasmídeos 
pET
- PBMaSp2EC
8X, 
pET
- PBMaSp2EC12X e 
pET
- PBMaSpEC
16X 
por choque térmico.
 
As alíquota de células competentes foram descongelada em banho de gelo e 
misturadas  com  1-
10 
l  de  DNA  plasmidial  (0,2-100  ng).  Os  tubos  foram 
incubados no gelo por 30 minutos, e após este período foram transferidos para 
um  banho-maria  a  42 C  por  90  segundos.  As  amostras  foram  tran
sferidas 
imediatamente para um banho de gelo e incubadas por 2 minutos. Um volume de 
500 
l de meio LB foi acrescido em cada tubo, que então, foram incubados em 
banho
-maria  a  37 C  durante  1  hora.  Uma  leve  agitação  durante  este  período 
pode  aumentar a  eficiência do  processo.  Após  esta  etapa, foram  plaqueados 
diferentes volumes da cultura bacteriana (50 
l, 100 
l e 150 
l) em 25 ml de meio 
LB  sólido  acrescido  de  ampicilina  (100  µg/ml).  As  placas  eram  finalmente 
incubadas a 37
C durante uma noite para o cresc
imento de colônias. 
  
4.5. Expressão
  
Uma colônia recombinante de cada vetor foi inoculada em 5mL de meio LB 
contendo ampicilina (100 µg/ml) e cultivada à 37º C sob agitação de 180 rpm por 
16 hora, 4mL dessa cultura foram inoculados em 200mL (diluição 1:50) de meio 
LB com ampicilina (100 µg/ml) e cultivada à 37º C com agitação de 220 rpm 
até 
atingir uma OD
600 
de aproximadamente 0.7. Então adicionou-se 1 mM de IPTG 
para a indução da expressão. A cultura permaneceu a 37º C e agitação de 180 
rpm por 4 horas. Após essas 4 horas, a cultura foi retirada, centrifugada por 20 
minutos  a  2000  rpm  e  as  células  resuspendidas  em  4  mL  de  tampão  de  lise 
(50mM Tris
-
HCl, pH 8.0, 10mM MgCl2, 100mM NaCl) e congeladas a 
-
80
º C.
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4.6. Purificação das Proteínas
  
A suspensão de células foi descongelada em gelo e mantida a temperatura 
ambiente durante  20  minutos para ação  da  lisozima produzida pelo  plasmídeo 
endógeno. 
Adicionou
-
se
 então, à amostra 200µl de ácido deoxicólico (40mg/ml), 
que foi incubada por 30 minutos à 37º C. Foi então adicionada à suspensão 20 
unidades  de  DNAseI,  e  a  incubação  continuou  à  temperatura  ambiente  sob 
agitação por mais 30 minutos. A suspensão foi centrifugada a 14000 rpm por 20 
minutos  à  4º  C.  O  sobrenadante  foi  reservado,  retirando-se  100
µl 
para 
elet
roforese em SDS
-
PAGE 12% e Western blot.
 
Para  cromatografia de  afinidade,  a  amostra foi diluída  1:1  com  tampão 
binding 1X (5mM imidazole, 50mM NaCl, 20mM Tris-
HCl, 
 pH 7.9). Essa solução 
foi  passada  por  uma  coluna  de  sepharose  carregada  com  níquel  (1ml  GE 
HisTrapHP  Ni+),  seguida  de  uma  lavagem  com  solução  contendo  5mM  de 
imidazole, e depois a proteína foi eluída com soluções contendo 50mM, 80mM e 
100mM de imidazole. As frações eluídas foram dialisadas contra água destilada à 
4
º C por 24 horas sob agitação 
e depois liofilizadas.
 
A quantificação das proteínas foi realizada por meio do método de Bradford 
(1976), utilizando dye apropriado da Bio Rad. 
 
4.7.
 Detecção e análise das proteínas por 
Western blot
  
Os 100µl de extrato lisado separados foram precipitados com TCA a 75% a 
4º C, centrifugados a 14000 rpm, a 4º C por 20 minutos, lavados com acetona 
100% e novamente centrifugados a 4º C por 20 minutos. Os precipitados foram 
ressuspendidos  em  20µl  de  tampão  de  amostra  1X  e  foram  submetidos  à 
eletroforese em 
SDS
-
PAGE 12%.
 
As proteínas do gel de poliacrilamida foram transferidas eletricamente para 
uma membrana de nitrocelulose Hybond
TM
 ECL
TM
 por meio de um Trans-
Blot® 
SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad Laboratories, Inc.) e a membrana foi então 
bloqueada por 1
6 horas a 4º C em TBS contendo 0,1% de Tween 20 e 5% de leite 
desnatado (TBST). Após o bloqueio, a membrana foi incubada por 2 horas em 
TBST contendo anticorpo monoclonal anti-
HisTag 
conjugado à fosfatase alcalina 
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diluído  2000  vezes  e  então  lavada  três  vezes  com  TBST.  Os  blots  foram 
revelados utilizando
-
se 10ml do tampão de revelação (200
l de NaCl 5M; 1ml Tris 
3M pH 9.5; 50
l MgCl
2
 1M) acrescido dos substratos cromogênicos para fosfatase 
alcalina NBT 50mg/ml e BCIP 25mg/ml e também o substrato quimiolumine
scente 
CSPD  (Applied Biosystems) em filmes fotográficos standard (Kodak). 
4.8. Outros materiais
  
Os demais materiais, incluindo meios e tampões podem ser encontrados 
em anexo. 
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5. RESULTADOS
  
5.1. Análise das seqüências de MaSp2 de 
P. bistriata
  
A seqüência da MaSp2 de  P. bistriata foi comparada com seqüências 
depositadas no GenBank usando o algoritmo blastn. A seqüência codificante mais 
similar foi a ADF
-
3 
 espidroína da 
A. diadematus
 correspondente a MaSp 1 de 
N. 
clavipes
 - (gi|1263286|), com 99% de cobertura e 83% de nucleotídeos idênticos. 
A  seqüência  da  MaSp2  de  N.  clavipes  (gi|159713|;  Hinman  e  Lewis,  1992) 
apresentou 73% de identidade em uma de cobertura de 89%, quando comparada 
com a seqüência da MaSp2 de 
P. bistriata.
 
As seqüências de nucleotídeos e aminoácidos da MaSp2 de N. clavipes
 
foram utilizadas em alinhamentos com a MaSp2 de P. bistriata usando o ClustalX 
para  análise  de  conservação  de  seqüência  entre  os  módulos  repetitivos 
responsáveis pelas características de interesse (
Figuras 12 e 
13
). 
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PBMaSp2 1 

------

CAAGGA

---

CC

A

GGA

G

CAGGTCAACAAGGACC

---------

AGGA

G

CAGG

T

CAA

 

ADF-3_ 409 GGAGGATACGGA---CCCGGATCTGGACAACAAGGACCCGGACAACAAGGACCAGGAGGT
 

NCMaSp2_ 406 CAAGGCCCAGGAGGTTATGGACCAGGTCAACAAGGTCCTGGAGGATATGGACCAGGACAA
 

 
PBMaSp2 43 CAAGGACCATATGGACCAAGTGCCGCCGCCGCAGCAGCTGCCGCTGGAGGTTATGGACCA
 

ADF-3_ 466 CAAGGACCATATGGACCTGGTGCATCCGCCGCTGCAGCAGCCGCTGGAGGATACGGACCC
 

NCMaSp2_ 466 CAAGGACCATCTGGACCAGGTAGTGCCGCTGCAGCAGCCGCCGCCGCA---TCAGGACCT
 

 
PBMaSp2 103 GGAGGTGCAGGACAACAAGGACCAGGAGCAGGTCAACAAGGACCAGGTAGTCA------A
 

ADF-3_ 526 GGATCTG------GACAAGGACCCGGA------CAACAAGGACCAGGAGGTCA------A
 

NCMaSp2_ 523 GGACAACAAGGACCAGGAGGATATGGACCAGGTCAACAAGGTCCTGGAGGATATGGACCA
 

 
PBMaSp2 157 GGACAATCTGGACCTGGTGCTACCGTCGCCGCAGCTGCCGCTGGAGGTTATGGACCAGGA
 

ADF-3_ 568 GGACCATATGGACCCGGTGCATCCGCTGCAGCAGCAGCCGCTGGAGGTTATGGACCCGGA
 

NCMaSp2_ 583 GGACAACAAGGACCATCTGGACCAGGTAGTGCCGCTGCAGCCGCCGCCGCCGCATCAGGA
 

 
PBMaSp2 217 GGGGCAGGACAACAAGGACC---------AGGAGCAGGTCAACAAGGTCAAGGTAGCCAA
 

ADF-3_ 628 ---TCTGGACAACAAGGACCCGGACAACAAGGACCTGGACAACAAGGACCCGGTGGTCAA
 

NCMaSp2_ 643 ---CCTGGACAACAAGGACCAGGAGGATATGGACCAGGTCAACAAGGTCCAGGAGGTTAT
 

 
PBMaSp2 268 GGACCATATGGACCAGCTGCCACCGCCGCCGCAGCCGCCGCTGGAGGTTATGGACCAGGA
 

ADF-3_ 685 GGACCATATGGACCCGGTGCATCCGCCGCCGCAGCAGCCGCTGGAGGATACGGACCCGGT
 

NCMaSp2_ 700 GGACCAGGACAACAAGGACTATCTGGACCAGGCAGTGCAGCTGCAGCAGCCGCAGCAGGA
 

 
PBMaSp2 328 TCTGGACAACAGGGACCAGGAGCAGGTCAACAAGGACCAGGAGGTCAAGGACCATATGGA
 

ADF-3_ 745 TATGGACAGCAAGGACCAGGA------CAACAAGGACCAGGAGGTCAAGGACCATATGGA
 

NCMaSp2_ 760 CCTGGACAACAAGGACCCGGAG------GATATGGACCAGGACAACAAGGACCATCTGGA
 

 
PBMaSp2 388 CC---AAGTGCCGCCGCCGCAGCAGCTGCCGCTGGAGGTTATGGA---CCAGGATCTGGA
 

ADF-3_ 799 CC---TGGTGCATCCGCCGCCTCAGCAGCCTCTGGAGGATACGGA---CCCGGATCTGGA
 

NCMaSp2_ 814 CCCGGTAGTGCCGCTGCAGCAGCAGCCGCCGCAGCAGGACCTGGAGGATATGGCCCTGGA
 

 
PBMaSp2 442 CAACAAGGACCAGGAGCAGGTCCACAAGGCCCAGGTAGTCAAGGACCTTATGGACCAGGT
 

ADF-3_ 853 CAACAAGGACCCGGA------CAACAAGGACCTGGAGGTCAAGGACCATATGGACCTGGT
 

NCMaSp2_ 874 CAACAAGGACCCGGAG------GATATGGACCAGGACAACAAGGACCATCTGGAGCAGGC
 

 
PBMaSp2 502 GCCGCCGCAGCAGCAGCCGCCGTTGGAGGTTATGGACCAGGATCTGGACAACAAGGACCA
 

ADF-3_ 907 GCATCCGCCGCAGCAGCAGCCGCTGGAGGTTATGGACCCGGATCTGGACAACAAGGACCA
 

NCMaSp2_ 928 AGTGCAGCAGCAGCAGCCGCAGCAGGACCTGGACAACAAGGATTAGGAGGTTATGGACCA
 

 
PBMaSp2 562 GG---------AGCAGGTCAACAAGGACCAGGA---------------GGTCAAGGACCA
 

ADF-3_ 967 GGCCAACAAGGACCCGGTCAACAAGGACCTGGACAACAAGGACCCGGTGGTCAAGGACCA
 

NCMaSp2_ 988 GGACAACAAGGTCCAGGAGGATATGGACCAGGACAACAA---------GGTCCAGGAGGA
 

 
PBMaSp2 598 TATGGACCAAGTTCCGCCGCCGCAGCAGCTGCCGCTGGAGGTTATGGACCAGGAGGTGCA
 

ADF-3_ 1027 TATGGACCTGGTGCATCCGCCGCAGCAGCAGCCGCTGGAGGTTATGGACCCGGAT---CT
 

NCMaSp2_ 1039 TATGGACCAGGTAGTGCATCTGCAGCAGCAGCCGCAGCAGGACCTGGACAACAAGGACCA
 

 
PBMaSp2 658 GGACAACAAGTACCAGGAGCAGGTCAACAAGGTCCAGGTAACCAAGGACCATCTGGACCA
 

ADF-3_ 1084 GGACAACAAGGACCCG------GTCAACAAGGACCCGGTCAACAAGGACCCGGTCAACAA
 

NCMaSp2_ 1099 GGAGGATATGGACCTG------GACAACAAGGACCATCTGGACCAGGCAGTGCATCTGCA
 

 
PBMaSp2 718 GGTGCCGCCGCCGCAGCAGCTGCCGCTGGAGGTTATGGACCAGGAGGTGCAGGACAACAA
 

ADF-3_ 1138 GGACCCGGTCAACAAGGACCCGGCCAACAAGGACCCGGTCAACAAGGACCCGGCCAACAA
 

NCMaSp2_ 1153 

G

C

AGC

A

GCCGCAGC

C

GCAGC

A

GG

A

CCAGGAGGATATGGACCAGGA

C

A

AC

A

AGG

T

C

C

A

G

G

A

 

PBMaSp2 778 GGACCAGCAGCAGGTCAACAAGGTCCAGGTAGTCAAGG-ATCATATGGACCAGGTGCCGC 
ADF-3_ 1198 GGACCTG------GTCAACAAGGTCCCGGTGGTCAAGG-GGCATATGGACCTGGTGCATC 
NCMaSp2_ 1213 GGATATGCACCAGGACAACAAGGACCATCTGGACCAGGCAGTGCATCTGC-AGCAGCAGC 
PBMaSp2 837 CGCTGCAGCAGCTGCTGCTGGAGGTTATGGACCAGGATCTGGACAACAAGGACCAGGA-- 
ADF-3_ 1251 CGCCGCAGCAGGAGCCGCTGGAGGTTATGGACCCGGATCTGGACAACAAGGACCCGGACA 
NCMaSp2_ 1272 CGCAGCCGCAGCAGGACCAGGAGGATATGGACCAGGA------CAACAAGGTCCAGGAGG 
PBMaSp2 895 ------------------------------------------------------------ 
ADF-3_ 1311 ACAAGGACCCGGACAACAAGGACC---CGGACAACAAGGACCCGGACAACAAGGACCCGG 
NCMaSp2_ 1326 ATATGCACCAGGACAACAAGGACCATCTGGACCAGGCAGTGCAGCAGCAGCAGCAGCTGC 
PBMaSp2 895 -------GGAGCTGGTCAACAAGGACCTGGAGGTCAAGGACCTTATGGACCTGGC---TC 
ADF-3_ 1368 ACAACAAGGACCCGGACAACAAGGACCCGGACAACAAGGACCATATGGACCTGGTGCATC 
NCMaSp2_ 1386 TGCAGCAGGACCTGGTGGATATGGACCAGCGCAACAGGGACCATCTGGTCCTGGAATCGC 
PBMaSp2 945 TTCTTCAGCAGCAGCCGTCGGAGGTTATGGACCAAGTTCTGGATTACAAGGACC-----A 
ADF-3_ 1428 CGCCGCAGCAGCAGCCGCTGGAGGTTATGGACCCGGATCTGGACAACAAGGACCCGGCCA 
NCMaSp2_ 1446 AGCTTCAGCTGCTTCAGCAGGACCTGGAGGTTATGGACCAGCACAACAAGGACC-----A 
PBMaSp2 1000 GCA-------------------------GGTCAAGGGCCTTATGGACCTGGTGCAGCTGC 
ADF-3_ 1488 ACAAGGACCTGGACAACAAGGACCCGGTGGTCAAGGACCATATGGACCTGGTGCGGCTTC 
NCMaSp2_ 1501 GCT-------------------------GGATATGGGCCTGGAAGCGCAGTAGCAGCCTC 
PBMaSp2 1035 TTCCGCAGCA------------------------------------------GCAGCCGC 
ADF-3_ 1548 TGCAGCTGTATCTGTTGGAGGATATGGACCACAAAGCTCCTCGGTTCCTGTTGCATCAGC 
NCMaSp2_ 1536 TGCCGGTGCAGGATCTGCAGGTTATGGGCCA------------GGTTCTCAAGCTTCCGC 
PBMaSp2 1053 TGGGGCTTCTCGCCTTTCTTCTCCACAGGCCAGTTCCAGAGTTTCATCTGCTGTATCTTC 
ADF-3_ 1608 AGTCGCTTCTCGCCTTTCTTCTCCAGCGGCCAGTTCTAGAGTTTCATCGGCTGTATCATC 
NCMaSp2_ 1584 TGCAGCTTCTCGTCTGGCTTCTCCAGATTCAGGCGCTAGAGTTGCATCAGCTGTTTCTAA 
PBMaSp2 1113 TTTGGTATCAAGCGGTCCTACGAATTCCGCTGCACTTACCAATACCATTAGTAGCGTTGT 
ADF-3_ 1668 TTTGGTATCTAGTGGACCTACTAAGCATGCTGCACTTTCTAATACTATCAGTAGCGTTGT 
NCMaSp2_ 1644 CTTGGTATCCAGTGGCCCAACTAGCTCTGCTGCCTTATCAAGTGTTATCAGTAACGCTGT 
PBMaSp2 1173 ATCACAAATTAGTGCAAGTAATCCAGGTCTCTCTGGTTGCGATGTACTTATACAAGCGTT 
ADF-3_ 1728 ATCGCAAGTTAGTGCAAGTAATCCTGGTCTTTCTGGTTGCGATGTACTTGTTCAAGCATT 
NCMaSp2_ 1704 GTCTCAAATTGGCGCAAGTAATCCTGGTCTCTCTGGTTGCGATGTCCTCATTCAAGCTCT 
PBMaSp2 1233 ATTGGAAATTGTATCTGCCCTTGTACACATTCTTGGATATTCTAGTATCGGCCAAATCAA 
ADF-3_ 1788 GCTCGAAGTTGTATCGGCCCTGGTATCTATCCTTGGATCTTCTAGTATCGGGCAAATTAA 
NCMaSp2_ 1764 CTTGGAAATCGTTTCTGCTTGTGTAACCATCCTTTCTTCATCCAGCATTGGTCAAGTTAA 
PBMaSp2 1293 CTATGATGCTGCCGCACAGTATGCGTCATTGGTTGGTCAGTCTGTAGCTCAAGCCCTT-- 
ADF-3_ 1848 CTATGGTGCCTCTGCTCAGTACACCCAAATGGTAGGTCAATCTGTAGCTCAAGCCCTT-- 
NCMaSp2_ 1824 TTATGGAGCGGCTTCTCAGTTCGCCCAAGTTGTCGGCCAATCTGTTTTGAGTGCATTTTA 
PBMaSp2 1351 --------GCTTGATGCATTANCACTGGATTTGCAATTTTTTGTTAAATTACTTTAATAT 
ADF-3_ 1906 --------GCTTAA---------------------------------------------- 
NCMaSp2_ 1884 ATTGAAAAATTTATTAAAATATGCATGGATTTTCTAGCCTGGGCAACTAATTGCTCGTAC 
PBMaSp2 1403 AATTTTAAATTTTCTCAATAAACTG------------- 
ADF-3_ -------------------------------------- 
NCMaSp2_ 1944 TATGTAATTTTTTTTTAAATAAATTCTTTGCAACTTCT 
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Figura  13.  Alinhamento  das  seqüências  traduzidas  das  Masp2  de  P.  bistriata 
(PB_MaSp2) e N. clavipes (NC_MaSp2). Blocos em vermelho ressaltam módulos 
poli
-Ala conservados. Blocos em verde mostram os módulos GPGQQ presentes 
em 
N. clavipes
 e ausentes em 
P. bistriata.
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5.2. Construção dos vetores plasmidiais para expressão da Masp2  
Para confirmar a presença dos insertos no vetor, os plasmídeos obtidos das 
mini
-preparações foram  digeridos com as  enzimas utilizadas para a clonagem, 
Nde
I  e 
Bam
HI.  Foi  verificada  a  liberação  das  bandas  referentes  a  pET- 
PBMaSp2EC4X  (507pb),  pET-  PBMaSp2EC8X  (987pb),  pET-  PBMaSp2EC12X 
(1467pb), pET
-
 PBMaSpEC16X (1947pb)(
Figura 14
). 
 
 
 
 1 2 3 4 5
 
Figura 14. Gel  de  agarose 1% com  os  vetores pET19b digeridos com 
Nde
I e 
Bam
HI,  os  fragmentos  liberados  (mostrados  pelos  asteriscos)  são  os  módulos 
repetidos. 1: Masp 4X, 2: Masp 8X, 3: Masp 12X, 4: Masp 16X, 5: GeneRuler 
Express  DNA  Ladder  (Fermentas).  As  bandas  que  aparecem  abaixo  dos 
fragmentos nos poços 2, 3 e 4 são referentes ao fragmento de 647pb liberado na 
digestão com 
Bam
HI do vetor pLys da bactéria BL 21 (DE 3) pLysS.
 
5.3. Expressão da PBMaSp2EC em 
E. coli
 BL21(DE3)pLysS
  
E. coli BL21(DE3)pLysS competente, foi transformada com os plasmídeos 
pET
-PBMaSp2EC4X,  pET-PBMaSp2EC8X,  pET-PBMaSp2EC12X  e  pET- 
PBMaSp2EC16X, e selecionadas em meio contendo ampicilina e cloranfenicol. 
Foram selecionados os clones positivos para verificar a expressão da proteína. As 
culturas em meio líquido foram feitas em meio LB utilizando-se ampicilina como 
antibiótico e IPTG como indutor (indução por 4 horas). As células foram cole
tadas 
por centrifugação e estocadas a -
80
º C até sua análise por eletroforese em gel de 
poliacrilamida e por Western blot contra anticorpos específicos. 
Os extratos bacterianos de E. coli BL21(DE3)pLysS transformados com os 
500
 
1000
 
1500
 
2000
 
* 
* 
* 
* 
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vetores  construídos,  foram  ressuspendidos  em  tampão  de  lise  e  tratados  com 
ácido deoxicólico e DNAse, centrifugados e os sobrenadantes foram analisados 
por SDS-PAGE. Não foi possível verificar no gel de poliacrilamida corado bandas 
diferenciadas  próxima  à  região  de  37  kDa,  referente  à  PBMaSp2EC  12X 
 
construção escolhida para testar a purificação - (Figura 15). Uma outra forma de 
se  tentar  verificar  a  expressão  da  proteína  foi  submeter  essas  amostras  à 
Western blot (
Figura 16
).
 
 1 2 3 
 4 5 6 7 
 
QuickTime  and a 
decompressor
are needed to see this picture. 
Figura 15.  Eletroforese  em gel  de poliacrilamida da frações  total, lavadas  e 
eluídas. 1- Padrão de Massa Molar (kDa), (Broad Range Protein/ Promega). 2- 
Extrato total de BL21(DE3)pLysS pET19b- PBMaSp2EC 12X. 3- Fração passada 
pela coluna 12X. 4
-
 Fração lavada da coluna 12X. 5
-
 Fração eluída da coluna 12X 
(50mM de imidazole). 6- Fração eluída da coluna 12X (80mM de imidazole). 7- 
Fração eluída da coluna 12X (100mM de imidazole). Foram aplicados 40  g de 
proteína em cada poço.
   
5.4. Purificação das proteínas PBMaSp2EC
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Para a purificação da proteína recombinante partiu-se de um cultivo de 
E. 
coli
 BL21(DE3)pLysS pET19b- PBMaSp2EC 8X, 12X e 16X em meio LB/Amp. A 
purificação foi realizada a partir de um volume de 250 ml de cultivo em agitador, 
onde a massa celular foi ressuspendida em tampão de lise e tratada com ácido 
deoxicólico e DNAse. O lisado total foi centrifugado e o sobrenadante, o extrato 
total, foi filtrado em membrana de 44 m.  O  extrato total foi equilibrado com 
tampão  binding  (1:1)  e  a  amostra  foi  passada  na  coluna  de  cromatografia  de 
afinidade de sefarose com 
Ni+
. A coluna foi lavada e a proteína recombinante 
eluída  com  imidazole,  como  já  descrito.  As  frações  cromatográficas  foram 
coletadas  para  serem analisadas por  SDS-PAGE (Figura  15)  e  Western  Blot 
(
Figura 16
). 
 
  
Figura 16
. Western blot dos extratos de BL21(DE3)pLysS transformada com pET
- 
PBMaSp2EC 8X, pET- PBMaSp2EC 12X, pET- PBMaSp2EC 16X; dos passados 
não  ligantes,  dos  lavados  e  dos  eluídos  desses  extratos.  1-  Extrato  8X;  2- 
passado não ligante 8X; 3- lavado 8X; 4- eluído 8x; 5- Extrato 12X; 6- passado 
não ligante 12X; 9- lavado 12X; 10- eluído 12x; 11- Extrato 16X; 12- passado não 
ligante 
16X; 13- lavado 16X; 14- eluído 16x; 7 e 15- controle positivo (proteína 
ecflag 2212-his  produzida em  E.  coli); 8  e 16-  controle  negativo (extrato de 
BL21(DE3)pLysS não transformada).
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6. DISCUSSÃO
  
Os  dois  grandes  grupos  de  aranhas  neotropicais  possuem  grandes 
contrastes. Diferente das araneomorfas, migalomorfas possuem um aparato de 
fiar  indiferenciado,  consistindo  de  fúsulas  uniformes  que  permitem  a  saída  de 
fibras oriundas de um a três tipos de glândulas produtoras de seda. Além disso, 
araneomorfas 
possuem  várias  sedas  para  funções  distintas,  enquanto 
migaloformas utilizam poucas sedas para uma variedade de propósitos. Regiões 
C-terminais  de  espidroínas  desses  grupos  são  similares  (Garb  et  al.,  2007, 
Gatesy
 et al.
, 2001), mostrando uma relação evolut
iva antiga e podendo ajudar na 
predição da sua divergência, que data de 240 milhões de anos (Selden, 1992). 
Portanto,  a  elucidação  de  novas  proteínas  é  de  grande  importância  para  o 
entendimento  de  diversos processos  biológicos.  No  caso, as  de proteínas  da 
seda, podem também contribuir na 
diversidade e 
história evolutiva desse grupo de 
proteínas. 
 
Durante muitos anos, as sedas de aranhas têm provocado o interesse da 
humanidade  devido  às  suas  propriedades  mecânicas.  Com  os  avanços  da 
biotecnologia, surgiu a possibilidade de produzir novos materiais com base nos 
polímeros  da  seda  de  aranhas,  porém  a  expressão  dos  genes  nativos  em 
procariotos não foi alcançada com sucesso. Sua natureza repetitiva e a grande 
concentração de G + C desses genes contribuem com as dificuldades em sua 
manipulação  por  microorganismos  (Arcidiacono,  1998).  Devido  a  essas 
dificuldades, genes sintéticos baseados em proteínas da seda do bicho-
da
-
seda 
(Cappelo 
et al
., 1990) e da seda da aranha (Prince 
et al
., 1995; Lewis 
et al
., 1996) 
foram c
onstruídos, clonados e expressos em sistemas procarióticos. 
 
A  seqüência  utilizada  neste  trabalho  para  expressão  em  E.  coli  foi 
construída com base na seqüência original da  proteína MaSp2 identificada em 
uma  biblioteca  de  cDNA  da  glândula  produtora  de  seda  da  aranha 
Parawixia 
bistriata
. Embora essa estratégia tenha limitações, já que os genes relacionados à 
produção da seda são relativamente grandes (entre aproximadamente 8 e 50kb) e 
a clonagem de genes completos durante a construção de bibliotecas de cDNA 
é 
praticamente impossível, ela é usada com freqüência para identificar novos genes 
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da  seda  de  aranhas  (Hayashi  et  al.,  2004;  Lawrence  et  al.,  2004;  Pouchkina-
Stantcheva e McQueen-
Mason, 2004; Tian 
et al
., 2004).
 
A  análise  da  seqüência  traduzida  da PbMaSp2  clonada demonstrou 
uma alta quantidade de glicina e alanina, como descrito anteriormente em outras 
espécies, bem como uma conservação dos módulos repetitivos (Xu and Lewis, 
1990; Gatesy et al
., 2001; Tian et al
., 2004; Lewis, 2006).
 
O alinhamento da seqüência nucleotídica da PbMaSp2 com a Masp2 de 
N. 
clavipes
, proteína que já foi expressa, purificada e polimerizada com sucesso em 
laboratório  (Teulé  et  al.,  2007),  apresentou  73%  de  identidade  em  uma  de 
cobertura de 89%. Isso mostra que a similaridade entre os ortólogos se estende 
ao longo de toda a seqüência e não está restrita aos módulos conservados 
repetitivos. O primeiro nucleotídeo da seqüência da PbMaSp2 alinhou-se com a 
posição  406  da  seqüência  da  Masp2  de  N.  clavipes,  o  que  mostra  que  a 
seqüência de N. clavipes, além de possuir a região codificante clonada, possui 
também a região 5 não traduzida, fato evidenciado no alinhamento da seqüência 
de aminoácidos.
 
O  alinhamento  das  seqüências  de  aminoácidos  das  duas  espécies 
reassaltou a conservação dos módulos repetitivos de poli-Ala, responsável pela 
formação de folhas beta, e portanto pela resistência do polímero final. Os módulos 
GliProGliXX, no entanto, não estão conservados em P. bistriata. Isso sugere que 
a seda formada pela Masp2 de P. bistriata pode ser tão resistente quanto a seda 
da Masp2 de N. clavipes, porém menos flexível, devido a ausência dos módulos 
GliProGliXX responsáveis por essa característica. 
Já  foi  demonstrado  previamente  que  cassetes  de  expressão  contendo 
apenas os módulos repetitivos, sem as porções 5 e 3 da região codificante, são 
expressas  mais facilmente  tanto  em microorganismos quanto  em plantas  (Dr. 
Randolph  V.  Lewis,  Departamento  de  Biologia  Molecular,  Universidade  de 
Wyoming, comunicação social), aumentando o sucesso na produção heteróloga 
de biopolímeros. A estratégia utilizada para construção dos genes repetitivos 
possui  várias  vantagens  sobre  outros  mecanismos  descritos  anteriormente 
(Lewis, 2006). O método utilizado mostrou que a utilização de sítios de restrição 
compatíveis 
e que não se regeneram permite o controle preciso da manipulação 
do  número  de  repetições  do  DNA,  além  de  permitir  a  construção  de  genes 
maiores, com  maior número  de repetições,  que produzirá  uma proteína  mais 
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próxima do tamanho natural. Devido à correlação que existe entre os módulos 
repetitivos que compõem a estrutura da proteína e a função de cada seda, essa 
estratégia  permite  o design  de  fibras  com  propriedades  diversas,  por  meio da 
mistura desses módulos. 
E. coli é o procarioto mais utilizado como sistema de expressão para 
produção de altos níveis de proteínas  heterólogas (Hannig, 1998). Trata-se do 
método mais antigo e com mais resultados positivos (Balbás, 2001). Além disso, 
possui  a  habilidade  de  crescer  rápido,  em  alta  densidade  e  em  meio  de  fácil 
preparo (Baneyx, 1999). Outra vantagem é o extenso estudo sobre otimização da 
produção,  além  dos  protocolos  rápidos  e  bem  estabelecidos  (Balbás,  2001, 
Baneyx, 1999, Das, 1990, Hannig, 1998, Makrides, 1996, San, 1994, Weickert, 
1996). Desta forma, os baixos níveis de expressão encontrados inicialmente na 
produção podem ser contornados por meio da modificação de vários parâmetros. 
O objetivo desse trabalho foi a construção dos vetores para a expressão 
das proteínas em bactérias e a purificação dessas proteína
s por cromatrografia de 
afinidade. A construção dos vetores de expressão foi possível devido a estratégia 
utilizada,  que  permitiu  a  montagem  de  vetores  de  expressão  com  módulos 
repetidos 4, 8, 12 e até 16 vezes.
 
As  expressões  dos  cassetes  pET19b:  PBMaSp2EC  8X,  12X  e  16X  em 
BL21(DE3)pLysS foram analisadas por Western blot, e o anticorpo 
anti
-
HisTag 
reconheceu  bandas  na  região  de  25,  37  e  50kDa, respectivamente,  tamanhos 
compatíveis com  os esperados,  calculados a  partir da  seqüência primária  de 
aminoácidos. O
 nível de expressão das proteínas PBMaSp2EC 8X, 12X e 16X em 
E. coli ficou abaixo do esperado quando comparado ao nível de expressão obtido 
para a MaSp2 de N. clavipes (Lewis et al., 1996), e as bandas correspondentes 
aos  tamanhos  esperados  não  puderam  ser  visualizadas  por  SDS-
PAGE, 
tornando
-
se visíveis apenas quando utlilizado o método mais sensível de 
Western 
blot
. 
 
A  tentativa  purificação  dessas  proteínas  a  partir  do  extrato  total  foi 
realizada por cromatografia de afinidade em coluna de Ni+ e a eluição 
foi feita por 
competição  com  imidazol.  A  análise  por  Western  blot  das  frações  coletadas 
durante essa cromatografia confirmaram a eluição de 
PBMaSp2EC 8X, 12X e 16X 
por imidazol a 100mM. O Western blot também confirmou que as proteínas ligam-
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se à coluna, permanecendo ligadas durante a passagem da solução de lavagem 
contendo 50mM de imidazol. 
A cromatografia de afinidade foi escolhida para a purificação das proteínas 
de interesse devido as mesmas possuírem uma cauda de histidina conferida pelo 
vetor  de  expressão  utilizado.  Esse  método  de  purificação  possui  algumas 
vantagens, como  a  ligação específica  e reversível da  proteína alvo na  coluna, 
além de alta  seletividade  e  rendimento. Em Teulé et  al. (2007) a presença da 
cauda de histidina na proteína Masp2 de N.  c
lavipes
 purificada aparentemente 
não  afetou  o  processo  de  polimerização  para  produção  de  fibras  feito 
posteriormente. Uma vantagem na adição dessa cauda é a fácil identificação da 
proteína por anticorpos anti
-
His em técnicas de imunoensaio.
 
Pelo  fato  de  ainda  restar  quantidades  significativas  de  proteínas 
contaminantes de  alta e baixa  massa molecular nas  frações eluídas, deve  ser 
empregada uma eluição por gradiente linear, por meio do aumento gradativo da 
concentração de imidazol. Isso tornaria a purificação das proteínas de interesse 
mais  eficiente,  eliminando  grande  parte  dos  contaminantes  ainda  restantes, 
otimizando esse processo. 
O manual de produção de proteína recombinante da Amersham Pharmacia 
Biotech, fabricante das colunas de purificação utilizadas neste trabalho, mostra 
várias  alternativas  para  otimizar  os  níveis  de  expressão  das  proteínas  alvo.  A 
diminuição  da  temperatura  (entre  20 C  e  30 C)  de  indução  pode  aumentar  a 
quantidade de proteínas solúveis. Além disso, o tempo de indução da expressão 
ta
mbém pode ser alterado, dependendo de cada proteína. Por exemplo, em Teulé 
et.  al.  (2007)  a  indução  da  Masp2  de  N.  clavipes  é  feita  por  3-4  horas.  É 
importante ressaltar a necessidade de uma boa aeração durante todo o processo 
de  expressão,  porque  altos  níveis  de  oxigênio  podem  prevenir  a  formação  de 
corpos de inclusão. 
 
A  necessidade  de  otimização  está  relacionada  com  o  fato  de  que  a 
polimerização da  seda ocorre  em alta  concentração das  proteínas no  lúmen 
glandular.  A polimerização  artificial  também  requer  uma  grande quantidade  de 
proteína em  solução,  e  a  ausência de  proteínas  contaminantes  que  possam 
interferir no alinhamento dos polímeros. Segundo Teulé et. al. (2007), a solução 
utilizada para polimerização em laboratório possui de 25-30% (m/v) de proteín
a 
purificada e liofilizada, solubilizada em solvente orgânico.
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Os  próximos  passos,  considerando  as  observações  acima,  seriam  um 
aumento da expressão da proteína de interesse e uma otimização da purificação, 
visando a tentativa de formar o fio da seda artif
icialmente em laboratório. 
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7. CONCLUSÃO 
  
 
Na primeira etapa  desse  projeto foi  possível  multiplicar o  módulo  que 
aparece repetido na sequência original da MaSp2 de P. bistriata, obtida por meio 
de  biblioteca  de  cDNA,  e  cloná-los  no  vetor  para  expressão  em  E.  coli.  A 
expressão das proteínas PBMaSp2EC 8X, 12X e 16X em 
E. coli
 
BL21(DE3)pLysS 
foi obtida de forma solúvel.
 
 
A expressão das proteínas foi confirmada por Western  blot, porém seus 
níveis  estão  abaixo  do  esperado,  devido  a  impossibilidade  de  visualização  da 
proteína  no  extrato  total.  As  mudanças  discutidas  anteriormente  poderão 
aumentar a quantidade das proteínas de interesse no extrato total.
 
 
Por  meio  da  otimização  da  expressão  e  da  purificação  da  proteína 
PBMaSp2EC será  possível  obter grandes  quantidades  da proteína  pura, para 
que seja realizada a polimerização artificial com sucesso. 
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PERSPECTIVAS
  
 
Avaliar diferentes sistemas de expressão de proteínas heterólogas para a 
produção de biopolímeros em larga escala. 
 
Modelar a nível mo
lecular proteínas das sedas. 
 
Estudar as estruturas de proteínas da seda de aranhas a nível atômico. 
 
Polimerizar proteínas produzidas em diferentes sistemas de expressão.
 
 
Conduzir estudos fisico
-
químicos dos biopolímeros produzidos.
 
 
Conduzir análises da
s características mecânicas dos biopolímeros. 
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ANEXO
  
1. Enzimas:
 
1.1. Enzimas de restrição 
Tabela 7. Enzimas de restrição utilizadas.
 
Enzima
 
Sítio  de 
cli
vagem
 
Origem
 
Temperatura
 

Fabricante
 
BamHI
 
G^GATCC
 
Bacillus 
amyloliquefaciens
 
37
o
C 
Promega
 
BSpe
I  
T^CCGGA
 
B
acillus 
sp.  (H. 
Kong)
 
37
o
C 
New  England 
Biolabs
 
Nde
I 
CA^TATG
 
Neisseria 
denitrificans 
37
o
C 
Promega
 
Sca
I 
AGT^ACT
 
Streptomyces 
caespitosus
 
37
o
C 
New  En
gland 
Biolabs  e 
Promega
 
Xma
I  
C^CCGGG
 

 
Xanthomonas 
malvacaerum
 
37
o
C 
Promega
 
Xho
I 
C^TCGAG
 
Xanthomonas 
holcicola
 
37
o
C 
Promega
 
 
1.2. Outras enzimas:
 
 
T4 DNA ligase 
 (Invitrogen)  
2. Meios de cultura para bactérias: 
Após  dissolver  os  reagentes  em  água,  todos  os  meios  de  cultura 
utilizados  foram  autoclavados a  120
o
C  por  20  minutos.  Quando  necessário  foi 
adicionado o(s) antibiótico(s) apropriado, nas seguintes concentrações: ampicilina 
100 
g/ml, e clorafenicol 30 
g/ml.
  
Meio LB (Luria
-
Bertani)
 
Peptona de c
aseína
 
1,0% (p/v)
 
Extrato de levedura
 
0,5% (p/v)
 
NaCl
 
1,0% (p/v)
 
pH ajustado para 7,0 com NaOH 
 Para LB sólido, foi adicionado ágar bacteriológico a 1,5% (p/v).  
Meio LB (Luria
-
Bertani) 
 Baixa concentração de sal
 
Peptona de caseína 
1,0% (p/v)
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Extra
to de levedura
 
0,5% (p/v)
 
NaCl
 
0,5% (p/v)
 
pH ajustado para 7,0 com NaOH 
 
3. Soluções para eletroforese em gel de agarose:
 
Tampão de amostra 5X
 
Glicerol
 
50,0% (v/v)
 
Azul de bromofenol 
0,2% (p/v)
 
Solvente TBE
 
2,5X
 
 Estocar a 4
o
C.  
Tampão de corrida pa
ra gel de agarose (TBE) 5X
 
Tris base
 
54 g
 
Ácido bórico 
27,5 g 
EDTA 0,5M (pH 8,0)
 
20 mL
 
H
2
O destilada qsp
  1 L 
 
pH 8,3
 
Solução de brometo de etídio 
 
Brometo de etídio
 
5 mg/ml
 
 
Marcadores de massa molecular (MM) para DNA
 
 
Marcador 
GeneRuler  Express DNA
 Ladder
 da Fermentas; 
4. Soluções para eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante:
 
Gel Separador 12%
 
Acrilamida 30%
  2000  l
 
Tampão Tris 1,5M pH 8,8 / SDS 0,4%  1250  l
 
Água destilada 
1700  l
 
APS 10%
  50  l
 
Temed
  3  l
   
Gel Concentrador 5%
 
A
crilamida 30% 
420  l
 
Tampão Tris 1 M pH 6,8 / SDS 0,4% 
340  l
 
Água destilada 
1750  l
 
APS 10%
  3  l
 




[image: alt]ANEXO
  
52
 

Temed
  3  l
  
Soluções:
  
Tampão Tris 1,5M pH 8,8 com SDS 0,4%:
 
Tris Base
 
72,66 g
 
SDS
 
1,6 g
 
Dissolver em 300 ml de água, ajustar o pH (com HCl) para 8,8 
e completar o 
volume para 400 ml. 
Tampão Tris 1,5M pH 6,8 com SDS 0,4%:
 
Tris Base
 
48,44 g
 
SDS
 
1,6 g
 
Dissolver em 300 ml de água, ajustar o pH (com HCl) para 6,8 e completar o 
volume para 400 ml. 
Tampão de corrida 10X:
 
Tris Base
 
30,28 g
 
Glicina
 
187,6
75 g
 
SDS
 
10 g
 
Dissolver em 800 ml de água destilada, ajustar o pH para 8,3 com HCl e diluir 
para 1000 ml. 
Tampão de Amostra 3X:
 adicionar 4 ml de H
2
O 
Tris Base
 
181,8 mg
 
Glicerol
 
3 ml
 
SDS
 
0,6 g
 
Azul de bromofenol 
30 mg
 
-
 Mercaptoetanol
 
1 ml
 
Ajustar o pH para 6,8 com HCl e diluir para 10 ml.  
Solução estoque acrilamida/bis-acrilamida 30%
  
Acrilamida
 
30% (p/v)
 
Bis
-
acrilamida
 
0,8% (p/v)
 
 
Dissolver em água bidestilada e filtrar em papel Whatman. 
Solução de persulfato
 de amônio
 
Persulfato de amônio
 
10% (p/v)
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TEMED (N,N,N ,N -
 tetrametiletilenodiamina)
 
 Foi utilizado o reagente TEMED da companhia Organic Research. 
Marcadores de massa molecular (MM) para proteínas:
 
 
Broad Range Protein da Promega; 
 
Bench Mark Protein L
adder/ Invitrogen;
 
 
Pre strained SDS
-
PAGE standards broad range da Bio Rad.
 
5. Soluções e materiais para imuno
-
detecção:
 
Tampão de transferência BSN (Bjerrum and Schafer-
Nielsen) com SDS 
 
Tris base
 
5,8 g
 
Glicina 
 
2,9 g
 
SDS
 
0,037 g
 
Metanol
  200 mL 
H
2
O q
sp
  1 L 
 
pH ajustado para
 8,3
  
TBS 10X
 
NaCl
 
137 mM
 
Tris base
 
20 mM
 
pH ajustado para 7,6 com HCl.
 
TBST
 
TBS com 0,1% Tween 20.
 
Solução de bloqueio 
Leite em pó (Molico)
 
5% (p/v)
 
 
Diluído em TBST.
 
Membrana de nitroclelulose 
Hybond C
+
 (Amersham Biosciences)
  
Anticorpo: 
 
Anticorpo monoclonal anti-His conjugado à fosfatase alcalina da SIGMA, 
utilizado na concentração de 1:4000; 
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Soluções  para  revelação  (seguindo  as  instruções  do  fabricante:  CSPD  ® 
substrato para fosfatase alcalina da  Applied Biosystems ) 
A
ssay Buffer:
 
Tris
-
HCl pH 9,5 
20 mM
 
MgCl
2 
1 mM
 
Preparar 40 mL de solução
 
Working solution:
 
Substrate Dilution Buffer
 
9,4 mL
 
Nitro Block 
 
0,5 mL
 
CSPD (substrato)
 
0,1mL
 
 
Substrate Dilution Buffer:
 
Dietanolamina
 
0,1 M
 
MgCl
2 
1 mM
 
Usar água deionizada
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Milhares de Livros para Download:
 
Baixar livros de Administração
Baixar livros de Agronomia
Baixar livros de Arquitetura
Baixar livros de Artes
Baixar livros de Astronomia
Baixar livros de Biologia Geral
Baixar livros de Ciência da Computação
Baixar livros de Ciência da Informação
Baixar livros de Ciência Política
Baixar livros de Ciências da Saúde
Baixar livros de Comunicação
Baixar livros do Conselho Nacional de Educação - CNE
Baixar livros de Defesa civil
Baixar livros de Direito
Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia
Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educação
Baixar livros de Educação - Trânsito
Baixar livros de Educação Física
Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmácia
Baixar livros de Filosofia
Baixar livros de Física
Baixar livros de Geociências
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Baixar livros de História
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