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Resumo

Sedas de aranhas são biopolímeros com extraordinárias características físico-químicas. Elas 
podem ser processadas e utilizadas em diversos biomateriais inovadores como partículas, além da 
forma natural de fibras. Entretanto, por causa da limitação da obtenção desse material in natura, 
é necessário o desenvolvimento de sistemas de produção heteróloga de proteínas de seda de ara-
nha (espidroínas). Neste trabalho, buscou-se, por meio da biologia sintética, a produção de uma 
espidroína em Eschericha coli BL21(DE3). A espidroína sintética foi baseada na sequência da pro-
teína MaSp2 da aranha do Cerrado brasileiro Parawixia bistriata, aqui denominada Engenheirada 1 
(Eng1). Para isso, a espidroína Eng1 foi sintetizada no plasmídeo pET24a, contendo um peptídeo-si-
nal de secreção de uma β-xilosidase e mais oito repetições da região de interesse da MaSp2, além 
de regiões bioativas para endereçamento celular. As bactérias foram transformadas, e as proteínas 
foram produzidas por autoindução em frasco Erlenmeyer de 2 L. Logo após, as células foram pre-
cipitadas por centrifugação, e o sobrenadante foi concentrado por ultrafiltração para posterior pu-
rificação das espidroínas por cromatografia de afinidade. A produção da Eng1, com 33,54 kDa, foi 
confirmada por SDS-PAGE corado com nitrato de prata e Western blot. A partir deste trabalho, foi 
possível desenvolver um sistema heterólogo para a produção de espidroínas sintéticas de sedas de 
aranhas. A vantagem deste sistema está na capacidade do peptídeo-sinal de secretar a espidroína 
sintética para o meio de cultura. 

Termos para indexação: Parawixia bistriata, Escherichia coli, MaSp2, espidroína sintética.

Introdução 

As proteínas de seda de aranha (espidroínas) inspiram pesquisadores, por suas propriedades 
mecânicas, pois são elásticas e resistentes ao mesmo tempo, além de manterem essas proprieda-
des em temperaturas extremas (-70 °C a 200 °C). Isto as torna um material de alto valor visando a 
aplicações biomédicas, por exemplo, na Odontologia, Dermatologia e Medicina Regenerativa (Johari 
et al., 2022). As aranhas que formam redes orbiformes podem ter até sete tipos diferentes de glân-
dulas produtoras de seda: a ampolada maior, a ampolada menor, a flageliforme, a tubuliforme, a 
aciniforme, a agregada e a piriforme. A seda dragline (linha de segurança) é produzida na glândula 
ampolada maior, e é composta pelas espidroínas MaSp 1 e MaSp 2 (Bhattacharyya et al., 2021). As 
fibras formadas por essas duas espidroínas apresentam extraordinárias características mecânicas, 
sendo cinco vezes mais resistentes do que o aço e três vezes mais resistentes do que a fibra sintética 
de alta qualidade Kevlar (Connor et al., 2023). 
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As espidroínas são constituídas por três regiões: a região N-terminal e a região C-terminal, 
que não se repetem e são altamente conservadas, e a terceira, que é formada por uma região 
central contendo módulos repetitivos e ricos em aminoácidos alanina (A), glicina (G) e prolina (P) 
(Finnigan et al., 2020). As unidades repetitivas presentes nas espidroínas podem ser agrupadas em 
quatro categorias: 1) GPGXX/GPGQQ; 2) (GA)n/An; 3) GGX; e 4) regiões espaçadoras (spacers). Tais 
motivos estruturais são considerados responsáveis por proporcionar elasticidade, resistência me-
cânica, leveza, extensibilidade e flexibilidade às fibras de seda de aranhas (Bittencourt et al., 2007). 

No entanto, o acesso às fontes naturais da seda de aranha e os métodos de processamentos 
são limitados. Graças aos avanços tecnológicos da biologia sintética, hoje é possível sintetizar 
novas sequências genéticas que codificam proteínas de seda de aranha sintéticas. Esse processo 
de design in silico de novas espidroínas, utilizando módulos diferentes das proteínas de sedas de 
aranhas, e a inclusão de regiões bioativas específicas podem resultar em proteínas que adotem 
novas funções para a produção de biomateriais voltados para aplicações biomédicas (Connor et 
al., 2023; Finnigan et al., 2020). No entanto, mesmo com os avanços tecnológicos, ainda se faz 
necessário o desenvolvimento de sistemas de produção heterólogos eficientes e que permitam o 
escalonamento da produção de espidroínas sintéticas para diferentes aplicações.

Desse modo, este trabalho teve por objetivo modelar uma espidroína sintética para o desen-
volvimento de nanopartículas carreadoras de ácidos nucléicos, denominada Engenheirada 1 (Eng1), 
baseada na seda da aranha Parawixia bistriata, natural do Cerrado brasileiro, e otimizar sua produ-
ção em Eschericha coli, por meio da inserção de um peptídeo-sinal para secretar a espidroína sinté-
tica produzida para o meio de cultivo e facilitar o seu processo de purificação.

Material e métodos 

Clonagem da espidroína, expressão e purificação da proteína 
O plasmídeo contendo a espidroína Eng1 foi sintetizado pela empresa Epoch Life Science (Texas, 

Estados Unidos), no plasmídeo pET24a para a expressão em bactéria E. coli BL21(DE3). A espidroína 
foi modulada contendo cinco partes de interesse: 1) o peptídeo-sinal de secreção da β-xilosidase 
Bgl11 inserido antes da cauda de histidina na porção N-teminal do próprio plasmídeo (Souto et 
al., 2021); 2) um peptídeo internalizador celular; 3) a espidroína MaSp2 contendo oito módulos in 
tandem; 4) uma região de polilisina (15) para ligação de ácido nucleico; e 5) peptídeo de localização 
nuclear (Figura 1).

Figura 1. Mapa do plasmídeo pET24a contendo o material genético da proteína Eng1.  

O plasmídeo foi inserido em bactéria E. coli BL21(DE3) por transformação de choque tér-
mico. A bactéria foi cultivada em meio MDAG-135, uma alíquota foi retirada para realização de 
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minipreparação de plasmídeo, e a confirmação dele foi feita por enzimas de restrições. Em seguida, 
1 mL do pré-inóculo foi transferido para 500 mL de meio ZY(2X)M-5052 pH 8,0 (Studier, 2005) em 
Erlenmeyer de 2 L, contendo antibiótico canamicina 100 μg/mL. O cultivo ocorreu a 37 °C com agita-
ção a 300 rpm por ~4 horas, momento em que a OD600 chegou a 0,8. Nesse momento, a tempera-
tura foi diminuída para 18 °C, e as bactérias foram cultivadas por mais 48 horas, na mesma rotação.

Após o cultivo, as células foram precipitadas por centrifugação a 8.000 ×g por 30 min em tem-
peratura ambiente. O sobrenadante foi separado e concentrado pelo sistema de ultrafiltração por 
agitação/pressão. Uma alíquota desse volume concentrado foi aquecida a 95 °C por 30 min, centri-
fugada a 14.000 rpm por 2 min. O sobrenadante foi avaliado por SDS-PAGE para verificar a produção 
da espidroína. 

A partir do restante do volume concentrado (~50 mL), a espidroína sintética Eng1 foi então pu-
rificada por cromatografia de afinidade (AKTA-GE), utilizando-se uma coluna de sefarose carregada 
com níquel (5 mL Histrap FF -GE). Para isso, adicionou-se o mesmo volume de solução tampão de 
ligação (20 mM Tris-HCl pH 10,0, 50 mM NaCl, 20 mM imidazol) na amostra, antes de iniciar o pro-
cesso de purificação. Após a passagem de toda a amostra na coluna, ela foi lavada com 100 mL da 
mesma solução tampão de ligação, e, ao final, a proteína foi eluída em 10 mL de solução tampão 
20 mM Tris-HCl pH 10,0, 50 mM NaCl, 500 mM imidazol. Para verificação da eficiência do processo 
de purificação, as frações do volume passado, lavado e eluído foram avaliadas por SDS-PAGE corado 
com nitrato de prata 20% ao final (Nesterenko et al., 1994). Após purificação, a proteína foi quanti-
ficada por Nanodrop (Thermo Fischer) na absorbância de 280 nm, para verificação do rendimento 
de produção e foi avaliada qualitativamente por Western blot, utilizando um anticorpo comercial 
contra cauda de histidina, conjugado com fosfatase alcalina (A5588-Sigma). 

Resultados e discussão 

Decorrido o cultivo da bactéria, a OD600 estava em 7,8 e o pH diminuiu de 8 para 7,05. Após a 
centrifugação, a massa celular úmida precipitada foi medida, rendendo 10,13 g. Apesar de Studier 
(2005) afirmar que essa metodologia permite um crescimento de células em alta densidade (OD600 
≥ 10), com estabilidade do plasmídeo, não foi o que ocorreu neste caso. Observando o valor encon-
trado do pH, a sua queda não foi o fator limitante do crescimento da bactéria. Normalmente isso 
acontece quando o pH fica muito ácido (~5,5). Uma possível explicação da OD600 não ter alcançado 
os valores de referência pode estar relacionado à composição da espidroína, que demanda uma alta 
quantidade de aminoácidos glicina (29,6%), alanina (24,8%), glutamina (10,9%) e prolina (9,6%), o 
que pode ter limitado o metabolismo basal da E. coli. Outra possibilidade está relacionada ao fato de 
a proteína não estar na porção intracelular, ou seja, à medida que a bactéria produziu a proteína, ela 
foi secretada, e a energia utilizada neste processo pode ter interferido na multiplicação bacteriana.

A proteína de seda Eng1 tem 33,54 kDa com ponto isoelétrico em 10.26, e foi identificada na 
porção do extrato proteico do meio de cultura (500 mL para 50 mL). Desse meio, uma amostra de 
1 mL foi fervida, centrifugada e submetida a SDS-PAGE corado com prata (Figura 2B) e Western 
blot contra cauda de histidina (Figura 2A), o que permitiu sua identificação (Figura 2). Em razão de 
sua natureza hidrofóbica, é natural que ela migre pelo gel de poliacrilamida, diferentemente do 
padrão esperado. 
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Figura 2. Extrato proteico de seda Eng1 (seta vermelha) separada em SDS-PAGE e analisada por (A) Western 
blot e (B) nitrato de prata. 1–Amostra não fervida. 2–Amostra fervida. M– Marcador de peso molecular.

Esse resultado confirmou a produção da espidroína sintética Eng1 em E. coli e a sua secreção 
para o meio de cultivo, além de confirmar sua termoestabilidade similar à apresentada pelas espi-
droínas naturais. Isso facilita não só o processo de purificação da espidroína sintética, uma vez que 
a elevada temperatura normalmente tem a capacidade de desnaturar proteínas, mas também a 
posterior aplicação da Eng1 no desenvolvimento de diferentes biomateriais. 

A Eng1 foi purificada a partir do meio de cultivo concentrado por cromatografia de afinidade, e 
as frações referentes ao volume passado E1A1 a E1A3 (Figura 3A), ao lavado E1B1 a E1B3 (Figura 3A) 
e às eluições A1 a B5 (Figura 3) foram analisadas qualitativamente por SDS-PAGE corado com nitrato 
de prata (Figura 3). Como a Eng1 possui uma cauda com dez histidinas, isso permitiu uma aderência 
eficiente da molécula na coluna, beneficiando o processo da purificação. Com esse processo foi pos-
sível adquirir um rendimento de produção de 11,46 mg de proteína.

Figura 3. A proteína de seda Eng1 purificada foi separada em gel SDS-PAGE e analisada por nitrato de prata. Amostras 
E1A1 a E1A3 volume passado; E1B1 a E1B3 lavado; A1 a B5 frações de purificação; M–Marcador de peso molecular.
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Interessantemente, durante a quantificação da Eng1 em Nanodrop, foi possível verificar a con-
taminação da proteína purificada com ácidos nucleicos. Embora a presença de ácidos nucleicos no 
extrato proteico puro seja indesejada, esse resultado traz indícios de que inserção da região rica em 
lisina na Eng1 contribuirá para a produção de nanopartículas carreadoras de ácidos nucleicos. 

Conclusão 

A partir do conhecimento da composição e da estrutura das espidroínas produzidas por ara-
nhas, foi possível desenvolver espidroínas híbridas sintéticas para aplicação de interesse biomédico 
nas condições do estudo. A proteína Eng1 derivada da aranha do cerrado P. bistriata foi produzida 
por bactéria E. coli e secretada no meio de cultivo de autoindução. Foi utilizado um peptídeo-sinal 
proveniente da enzima Bgl11, uma β-xilosidase produzida por uma bactéria não cultivada, previa-
mente identificada em uma biblioteca metagenômica de rúmen de caprinos. Esse processo permitiu 
a purificação da espidroína diretamente do meio de cultivo, evitando uma etapa de lise celular. 
Além disso, a espidroína mostrou-se termoestável e com capacidade de ligação a ácidos nucleicos. 
Os resultados alcançados neste trabalho serão utilizados para o escalonamento da produção da 
espidroína Eng1 em biorreatores, objetivando a produção de nanopartículas capazes de carrear e 
entregar ácidos nucléicos em células de mamíferos.

Este trabalho foi financiado pela Fundação de Apoio a Pesquisa do Distrito Federal (FAP-DF), 
processo #00193-00001028/2021-41.
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