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RESUMO

A possibilidade de expresséo de proteinas constituintes das sedas de aranhas em
larga escala com a cinética desejada usando sistemas heterdlogos, pode permitir
sua aplicacdo em varios produtos médicos como curativos e microfilamentos de
suturas para neurocirurgias. Neste contexto, foi construida uma biblioteca de
cDNA da glandula da seda da aranha Nephilengys cruentata, onde foram
encontrados, além dos genes estruturais da seda, outros ainda n&o descritos.
Dentre estes, a predigdo da estrutura primaria da sequéncia codificante do clone
H09, denominada proteina H09, apresentou identidade com uma
esfingomielinase-D, principal responsavel pelo loxoscelismo, condigao clinica
produzida por venenos provenientes de aranhas do género Loxosceles sp. O
objetivo deste trabalho foi o estudo comparativo, filogenético e da expresséo da
sequéncia codificante referente ao clone H09. A transcricio do mMRNA
correspondente ao clone HO9 foi confirmada por meio de Northern Blot e RT-PCR
havendo hibridizacdo e amplificagcdo somente para transcritos da glandula da seda
de Nephilengys cruentata. De acordo com a analise filogenética, a proteina H09
apresentou um nivel de similaridade de 29 a 35% com dez esfingomielinases
descritas em Loxosceles sp. Utilizando analise tridimencional comparativa com o
mesmo grupo de esfingomielinases e algumas defensinas do banco de dados
Swiss-Prot, foi feita a predicao da funcao da proteina H09, que se posicionou entre
ambos os grupos indicando uma possivel fungdo de defesa. Para obtencédo de
grande quantidade de proteina H09, a sequéncia codificante foi clonada no vetor
de expressao pET21a e utilizadas trés cepas de E. coli, Origami, PLYSs, que é
prépria para expressao de gene toxicos e PRIL que possui copias adicionais de
codons raros em E. coli. Estas linhagens foram transformadas na tentativa de
expressar a proteina recombinante. Diversos parametros como tempo de inducgao,
concentragdo de IPTG, temperatura de incubacgao, rotacdo e meio de cultura
foram também testados na otimizacdo do protocolo de expressao. Em nenhuma
das condi¢des avaliadas foi detectada a produgao de HO9 por meio de Western
Blot.

Palavras chaves: Nephilengys cruentata, esfingomielinase, biblioteca de cDNA.
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ABSTRACT

The possibility to produce spider silk proteins in large scale and desirable function
utilizing heterologous expression systems, will allow its application in different
areas of medicine such as microfilaments for neurosurgeries. On these
perspectives, a cDNA library from silk glands of Nephylengys cruentata was
generated and have allowed the identification of silk-protein-encoding the structural
sequences and novel genes still not described. The prediction of the primary
structure codifying the clone H09, denominated protein H09, have presented
identity with a sphingomyelinase-D, responsible for the disease called Loxocelism,
a clinical condition produced by the venom derived from spider of the genus
Loxoceles sp. The aim of this work was the comparative phylogenetic study and
expression of the codifying sequence of the clone H09. To confirm the transcription
of the mRNA related to the HO9 clone, a northern blot and a RT-PCR were
conducted comparing the silk glands transcripts from the N. cruentata venom. The
results have shown that there was hybridization and amplification only in the first
one. The phylogenetic analysis of the protein HO9 have shown high similarity
related with ten sphingomyelinase previously described. The function prediction of
the clone HO9 was conducted through a tri-dimensional comparative analysis with
the same sphingomyelinase group and a few defensins. The results have shown
an intermediate position of the clone HO9 related to the other proteins. To obtain a
large quantity of the protein H09, the codifying sequence was cloned in the vector
pET21 and the three strains of E. coli were transformed in order to express the
recombinant protein. Several parameters were evaluated such as induction,
concentration of IPTG, temperature, shaker speed and culture medium in order to
optimize the expression protocol. Among the utilized strains, PLISs is appropriated
to express toxic proteins and PRIL carries additional copies of rare codon in E. coli.
Among all the evaluated conditions there was no detection of the HO9 protein
utilizing “Western blot”.

Key words: Nephilengys cruentata, sphingomyelinase, cDNA library.
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1. INTRODUGCAO

1.1. Sedas de Aranhas

As aranhas s&o alguns dos organismos que apresentam maior diversidade e
abundancia sobre o planeta terra. Existem mais de 34000 espécies de Araneae
descritas (Coddington & Levi, 1991). Sedas produzidas por aranhas s&o sintetizadas
em glandulas localizadas na regido do abdémen, e polimerizadas através de uma
série de fiandeiras (espirinetas). Estas estruturas transformam as proteinas da seda
soluveis em agua e com alto peso molecular, em fibras insoluveis em agua (Benito,
2002). As aranhas possuem sete glandulas produtoras de seda: 1) a glandula
aciniforme responsavel pela producdo de sedas utilizadas no encapsulamento de
insetos; 2) a glandula tubiliforme que produz a seda formadora do casulo para
deposito dos ovos; 3) as glandulas flagiliformes; 4) “major ampullate” (MA); 5) “minor
ampullate” (Ml); 6) piriforme e 7) glandula coronata que s&o responsaveis pela
producao das sedas que constituem a teia em orbital (Figura 1). Entretanto, n&o sao
conhecidas familias de aranhas que possuam todas as sete glandulas.

As funcdes das sedas das aranhas estdo associadas a captura da presa,
reprodugao, sensores vibracionais, linhas de seguranca e ferramentas de disperséo.
Nem todas as aranhas constroem teias para capturar suas presas, sendo que a
principal fungdo da seda é reprodutiva, na construgédo do estojo ovigero sedoso, por
isso a seda parte da fémea.

Sedas de aranhas sao biopolimeros que apresentam extraordinarias
propriedades fisicas (Cunniff et al., 1994 a,b; Ko & Jovicic, 2004). Quanto a sua
estrutura quimica, a seda da aranha é um complexo de proteinas denominada de
fibroina composta, predominantemente, de residuos de aminoacidos como glicina,
alanina, serina e tirosina, tipicamente definida como um polimero de proteinas
estruturado em uma fibra (Rising et al., 2005). No entanto, existe somente uma
limitada informacao sobre a composicao das diferentes sedas produzidas por uma
determinada espécie de aranha. As diferentes proteinas da seda contém
aminoacidos repetitivos que variam de acordo com a fungdo da seda, conferindo



assim diferentes propriedades mecanicas entre os biopolimeros (Gosline et al.,
1999).

Figura 1. Teia da aranha
http://www.kendall-bioresearch.co.uk/SPIDER1.qif

Os tipos e natureza das varias fibras sdo diversos e dependem do tipo da
aranha (Denny, 1980). Dependendo das condigdes ambientais e necessidades, a
composicao dos aminoacidos da seda pode variar consideravelmente, ndo somente
entre diferentes aranhas, mas também na mesma aranha em diferentes dias (Work &
Young, 1987; Vollrath F., 1999; Craig et al., 2000).

Aranhas como a Nephila clavipes sao capazes de gerar uma familia de sedas,
cada qual com distintas proteinas para o desempenho de determinada fungdo. A
seda linha de seguranga, isolada de Nephila clavipes e Araneus diadematus, é a
mais estudada entre todas as fibras sintetizadas por aranhas, € utilizada pelas
aranhas na fuga de predadores e como moldura para a construgédo de sedas. A seda
produzida pela glandula “minor ampullate”, usada como reforgo na construgcédo da
teia, possui uma forga tensora semelhante a linha de seguranga, mas com menor
elasticidade (Colgin & Lewis, 1998; Hayashi et al., 2004). E um dos produtos naturais
gue mais chamam atencgao por sua elasticidade e resisténcia mecanica.

A elasticidade da teia tem um valor muito grande quando comparado a outras
fibras, como o nailon que estica cerca de 20% de seu comprimento sem se romper.
A elasticidade foi estimada por Stauffer et al., 1994 entre 18-28% em sedas da MA
de N. clavipes e 22-28% em sedas da MI seda N. Clavipes. Entretanto outros autores



reportaram 12% (Gosline et al., 1999) e mais de 35% de elasticidade (Hayashi et al.,
1999).

A seda da aranha tem uma das maiores resisténcias mecanicas ja descritas. A
propriedade fisica que caracteriza a resisténcia mecanica de um material € a tensao
de ruptura. Esta é definida como razdo entre a forga aplicada ao material para seu
rompimento e a area de sua segdo transversal. O diametro da seda varia
grandemente em funcdo de seu tipo e também o tamanho da aranha. Mas muitas
sedas variam de 0.5 a 3um (Rising et al., 2005).

Sedas de aranhas, como a linha de seguranca de N. clavipes, tém
demonstrado uma resisténcia mecénica superior a seda do bicho da seda (Bombyx
mori) (Cunniff et al., 1994 b), tendo, por isso, se tornado na ultima década o principal
foco das pesquisas, apesar da variedade dos tipos de seda, esta tem mais
propriedades desejaveis para ser copiadas e usadas em uma variedade de
aplicagcdes comerciais (Rising et al., 2005). Este tipo de seda € um material especial,
sendo que a combinacdo de sua dureza e elasticidades ultrapassa quase que
qualquer material sintético. A seda da linha de seguranga é produzida pela glandula
ampuleta maior e processa uma rara combinag¢ao de propriedades biologicas. Estas
incluem baixa densidade, alta resisténcia e uma consideravel alongagdo para se
romper. Além de uma forga (definida pela energia estocada antes da fratura por
unidade de massa) que € superior ao melhor material de fibra sintética (Gosline et
al., 1999).

Como a seda da linha de seguranga das aranhas existem outras sedas que
ocorrem naturalmente como a seda de captura que apresenta uma for¢ca de tensao
que é comparavel ao aco. Essa € também extremamente elastica, com a habilidade
de ser esticada quase dez vezes o tamanho do contorno relaxado sem quebrar
(Gosline et al., 1999; Becker et al., 2003).



1.2. Importancia do estudo dos genes expressos nas glandulas de seda da
aranha

A polimerizagdo das proteinas nas glandulas da seda da aranha ocorre
durante a passagem da solugao de fiagdo pelo ducto glandular, concomitantemente
com a extracdo de agua, sodio e cloreto. ions de hidrogénio e potassio s&o
secretados causando uma diminui¢do no pH de 6.9 para 6.3 (Chen et al., 2002;
Dicko et al., 2004). Tais alteragbes desencadeiam o alinhamento das proteinas na
parte distal do ducto, enquanto seus seguimentos hidrofobicos de poli-A se alinham
e se aproximam. Estes segmentos sdo expostos a um ambiente cada vez mais
hidrofébico, o que muito provavelmente instiga a conversdo estrutural destas
proteinas para folhas-f3 (Scheibel, 2004), e consequente polimerizag&o da fibra.

Ainda nao foi possivel uma satisfatoria solubilizagdo da seda da aranha in
vitro. A maioria dos solventes utilizada para proteinas globulares n&o possui agao
sobre ela. A alta organizagdo das estruturas das fibras, extensivas pontes de
hidrogénio e interagdes de Van der Walls induzem a exclusdo da agua das regides
entre as folhas-B. Sedas de aranhas s&o insoluveis em agua, acidos e bases
diluidas, agentes caotrépicos como uréia e hidrocloreto de guanidina e a maioria dos
solventes orgénicos (Lombardi & Kaplan, 1990). As sedas sdo também resistentes a
maioria das enzimas proteoliticas. Uma pequena solubilizacdo das sedas foi obtida
com a utilizagdo de solugdes salinas de brometo de litio, tiocinato de litio, cloreto de
calcio e outros sais de calcio. Altas concentragdes da mistura de acido
propidnico/hidrocloridrico, bem como acido formico, também podem ser utilizadas
(Mello et al., 1994; Lewis et al., 1996).

Devido a essas caracteristicas marcantes, estudos testaram a possibilidade
de produzir proteinas das sedas de aranhas em sistemas heterélogos em larga
escala com a cinética desejada o que permitira sua utilizagdo em varios produtos
médicos como curativos e microflamentos de suturas para neurocirurgias.
Adicionalmente, estas fibras de alto desempenho que poderiam ser utilizadas em
diferentes aplicagdes técnicas e industriais. Estas poderiam também ser utilizadas
em cordas e redes de pesca especiais, para-quedas, em aplicacbes balisticas
(coletes a prova de balas), produtos esportivos, na industria téxtil e como matéria



prima de baixo peso para a construcdo de avides. Um adicional beneficio € a
caracteristica biodegradavel das sedas das aranhas em ambientes aquosos,
oferecendo uma alternativa para as fibras sintéticas comercializadas.

A producgado em larga escala das proteinas constituintes das fibras da seda de
aranhas tornaria possivel a produgdo de uma nova geragao de biomateriais com alto
grau de biodegradabilidade, que envolvem aplicagbes praticas em diferentes
segmentos do setor industrial.

A inabilidade de domesticar as aranhas para produzir quantidade suficiente de
proteinas para o seu estudo e utilizacdo comercial, induziu o desenvolvimento de
estudos para viabilizar a producéo das proteinas da seda em sistemas de expressao
heterdlogos em larga escala.

O recente sucesso da clonagem de cDNAs e genes sintéticos, e a expresséo
de proteinas recombinantes da seda de aranhas em diferentes sistemas, foi
fundamental para o desenvolvimento do entendimento da estrutura, processamento
e funcédo destas proteinas, e suas importantes propriedades mecanicas (Kaplan et
al.,, 1994,1998). Estudos estdo sendo conduzidos para acumular conhecimentos
sobre estes processos. Entretanto, a natureza altamente repetitiva dos genes, os
especificos codons utilizados pelas aranhas e a incomum estrutura secundaria
adotada pelo mRNA tem resultado em uma ineficiente tradugcdo das proteinas,
limitando o tamanho da fibra produzida (Fahnestock & Bedzyk, 1997; Scheibel,
2004). Em fungcédo da natureza repetitiva das sequéncias, as primeiras pesquisas
feitas com mRNAs coletados da glandula “major ampullate” de N. clavipes né&o
obtiveram sucesso na tradugao in vitro (Candelas et al. 1983; Candelas & Cintron,
1981; Candelas & Lopez, 1983).

Diferentes sistemas heterdlogos de expressdo estdo sendo utilizados na
tentativa de produzir fibras de aranhas. A produgao de proteinas das sedas de
aranhas em sistemas heter6logos, e também a manipulagdo da estrutura primaria
destas proteinas, fazendo uso da engenharia da estrutura modular tem sido baseada
em conhecimentos sobre as sedas de aranhas naturais (Cappello et al., 1990;
Scheibel, 2004; Kang et al., 1997, 1999).



Objetivando produzir sedas sintéticas com propriedades mecanicas similares
as das sedas das aranhas, cientistas tém procurado por meio de varias tentativas
experimentais e computacionais entender a organizagdo estrutural destas sedas
(Kaplan et al., 1994).

Com base nestas informacoes, foi realizada no laboratério de transferéncia de
genes da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia - Cenargen a construgéo de
uma biblioteca de cDNA da glandula da seda da aranha Nephilengys cruentata
(Figura 2), uma espécie da mesma familia (Tetragnatidae) da aranha Nephila
clavipes, a mais estudada nessa area.

A aranha Nephilengys cruentata esta presente na regido da Mata Atlantica
brasileira em ambientes urbanos umidos e tem sua origem provavel no continente
africano, onde sédo encontradas outras aranhas do mesmo género (Motta, 2006).

Nephilengys cruentata: Reino: Animalia; subreino: Bilateria; ramo:
Protostomia; filo: Arropoda classe: Arachnida ordem: Araneae; familia:

Tetragnathidae; género: Nephilengys espécie: cruentata.

=

Figura 2. Nephilengys cruentata
http://home.gwu.edu/~kuntner/nephs/SA34-33%20ngcruil.jpg

Uma biblioteca de cDNA & um arranjo de cépias de DNA em uma populagao
de mRNA que é propagada em um vetor de clonagem e usualmente mantida em
Escherichia coli. Os transcritos de um determinado tecido sao isolados e a partir
deles sao sintetizados cDNAs, para tanto é usada a enzima Transcriptase reversa
em uma reagao de polimerase em cadeia (PCR). O produto dessa reagao ¢€ ligado a



um vetor de clonagem. Células E. coli sdo transformadas e essa populagdo de
vetores contendo cDNAs é mantida nessas células estocadas -80°C. Toda boa
biblioteca de cDNA deve ter trés caracteristicas: 1) ser grande o suficiente para
conter insertos de cDNAs representativos de todas sequéncias de interesse, alguns
dos quais sao derivados de mRNAs pouco abundantes; 2) incluir um namero minimo
de clones que contenham pequenos insertos (geralmente definidos arbitrariamente <
500pb); 3) ser composta de insertos de cDNA que estdo préximos do tamanho total
das copias de mRNAs de cada qual eles foram derivados.

1.3. Identificacdo de um gene exibindo identidade com esfingomielinase-D

No estudo da biblioteca de cDNA da glandula da seda de Nephilengys
cruentata uma parte das sequéncias de nucleotidios quando comparada com o
banco de dados do GenBank (www.ncbi.nih.nlm.gov) apresentou identidade com

sequéncias descritas como codificantes de proteinas componentes estruturais das
sedas, outras nao se alinharam com nenhuma sequéncia. Quando isso ocorria, as
sequéncias se aminoacidos, provenientes da tradugdo dessas sequéncias de
nucleotideos nao alinhadas, eram comparadas com o banco de dados.

A predigdo da estrutura primaria da sequéncia codificante do clone HOQ9,
denominada proteina HO09, referente a placa NP 001 da biblioteca de cDNA da
glandula de Nephilengys cruentata, apresentou de 29 a 35% de identidade com
proteinas ainda n&o descritas neste género, denominadas esfingomielinases-D.
Estas proteinas sdo as principais responsaveis pelo loxoscelismo, a condicao clinica
produzida por venenos provenientes de aranhas do género Loxosceles (reino:

Animalia; subreino: Bilatéria; ramo: Protostomia; filo: Artropoda; classe: Arachnida;

ordem: Araneae; familia: Sicariidae género: Loxosceles).

Como mostrado na figura 3, € importante notar a distancia anatomica das
glandulas da seda e do veneno o que descarta a possibilidade de contaminagéo.
Deve-se ressaltar que a biblioteca de cDNA foi feita da glandula da seda, que fica na
parte posterior da aranha e é responsavel pela producado da teia em Nephilengys

cruentata, e apresentou similaridade com uma proteina de Loxosceles produzida na



glandula que fica na parte anterior da aranha, a gléandula do veneno e € um

componente do mesmo.

(14)Intestino (16)Estomago

(13)Glandula (15)Coracgéo
digestiva

(1)Cérebro

=

"'i (2)Olhos
(3)Glandula
‘\.“ de veneno

(12)0Ovdrio

\

(11)Anus E‘

(6)Pulméo
e / AR BiSuelicers (4)Pedipalpo
N ( saida para ovos) (7)Receptaculo
(9)Glandula I
da seda

Figura 3. Anatomia da aranha: (1) cérebro, (2) olhos, (3) glandulas, (4) pedipalpo, (5) quelicera, (6)
pulm&o, (7) receptaculo espermatico, (8) gondforo, (9) glandula da seda, (10) espirinetas, (11) anus,
(12) ovario, (13) glandula digestiva, (14) intestino, (15) coragao, (16) estdmago.

http://io.uwinnipeg.ca/~simmons/16cm05/1116/33-30b-SpiderAnatomy-L.gif

1.4. Propriedades de uma esfingomielinase-D

Esta esfingomielinase cliva esfingomielina (um esfingolipidio da membrana
plasmatica de células eucaritticas, que por possuir um grupo fosfato como cabeca
polar, & classificada como fosfolipidio), originando N-acylsfingosideo e ceramida
(Cisar et al., 1989).

Murakami e colaboradores em 2005 fizeram analises cristalograficas de uma
esfingomielinase-D de Loxosceles laeta para estudar os mecanismos cataliticos. A

figura 4 mostra a estrutura terciaria dessa proteina no formato Jmol.



Figura 4. Representagéo da estrutura cristalizada de um membro da familia esfingomielinase D de

Loxosceles laeta (SMAse |) em formato Jmol. Os pontos vermelhos representam sitios de interagéo
com agua.

http://www.pdb.org/pdb/static.do?p=explorer/viewers/jmol.jsp

Esfingolipidios sdo componentes de membrana importantes presentes em
todas as células eucaridticas, nao realizam apenas papéis em membranas
biologicas, mas também estdo envolvidos no crescimento celular e proliferagéo
(Obeid & Hannun, 2003; Sims et al., 2004). Também sdo importantes moléculas
sinalizadoras na regulagdo celular, crescimento e resposta ao stress (Bieberich,
2004; Maceyka et al., 2002) precursores de metabodlitos como ceramidas (Cer),
bases de cadeia longa (LCBs), bases de cadeia longa fosfato (LCBPs) e tem
mostrado afetar o crescimento celular, diferenciacdo e morte em células de
mamiferos.

Enquanto a clivagem de fosfolipidios (como a esfingomielina) € um fenébmeno
comum e necessario para housekeeping, a clivagem no sitio D dessas moléculas é
rara (Bindford et al., 2004). O sitio D esta localizado entre a colina e o fosfato como
esquematizado na figura 5. Estas fosfolipases-D, no caso esfingomielinases-D, séao
toxicas para humanos e animais e ndo sao comumente encontradas como
componentes de venenos ou como produtos de microorganismos patogénicos
(Bernheimer et al., 1985; Truett & King, 1993; Cuevas & Songer, 1993; McNamara et
al., 1995).



G b | Amino alcool Amino alcool
rupe cabega polar ou outro grupo (Colina)
Fosfato Fosfato Aclcar
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Figura 5. Esquema da composigdo molecular e divisdo bioquimica entre fosfolipidios e
esfingolipidios. Na intersecgao dos dois grupos esta a esfingomielina, composta por uma colina, um
grupo fosfato, uma esfingosina e uma cadeia de acido graxo. A marcagdao em vermelho entre a colina
e o fosfato indica o sitio D, clivado por esfingomielinases-D.
http://cwx.prenhall.com/bookbind/pubbooks/mcmurrygob/medialib/media_portfolio/text _images/FG24
0401.JPG

Muitas familias de aranhas produzem venenos, mas poucas possuem presas
fortes o suficiente para penetrar na pele humana e veneno toxico o suficiente para
causar necrose de pele. As aranhas Loxosceles, também conhecidas como aranha
marrom (Figura 4), estdo neste grupo reduzido de aranhas, sdo facilmente injuriadas
e injetam veneno quando acuadas. Comumente a vitima veste uma roupa em que a
aranha estava presente, nessa ocasidao a mesma pode entdo ficar presa entre a
roupa e a pessoa, sendo imprensada e reagindo com uma picada. As picadas
também podem ocorrer enquanto a vitima estd dormindo ou em afazeres
domésticos. E inicialmente indolor, apenas uma rapida dor aguda, o que pode
dificultar o diagnéstico. O veneno de Loxosceles sp foi desenvolvido principalmente
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para paralisar a presa, insetos, ndo como um mecanismo de defesa, mas tem efeito
de veneno em incidentes humanos (Sams et al., 2001).

Enquanto um numero de espécies tem sido listado como potencialmente
causadores de lesdes necrosantes, o agente responsavel por essas lesdes ainda
persiste como motivo de debate. Muitos componentes do veneno de Loxosceles sp
tém sido identificados. O mais importante € a esfingomielinase-D, uma proteina de
32 a 35 kDa que pode produzir lesdes necréticas, hemdlise de células vermelhas do
sangue e morte de animais experimentais (Malaque et al., 1999). Ha uma forte
evidéncia de que a enzima do veneno, esfingomielinase-D, é o agente causador da
lesdo na picada por L. reclusa, (Kurpiewski et al., 1981).

Fora da linhagem de aranhas, a atividade de esfingomielinase-D € conhecida
nas bactérias patogénicas Corinebacterium pseudotuberculosis, Corinebacterium
ulcerans, Archanobacterium haemolyticum e Vibrio damsela. A infeccdo por C.
pseudotuberculosis e envenenamento por Loxosceles sp resultam em patologias
similares (Bindford et al., 2004).

Vale ressaltar que esfingomielinases-D téxicas que estdo presentes no
veneno da aranha marrom (Loxosceles reclusa) e em sobrenadantes ou filtrados de
culturas de Corynebacterium pseudotuberculosis, sdo duas enzimas toxicas
derivadas de organismos filogeneticamente distantes, sdo similares em massa
molecular, carga, substrato especifico e em muitas outras atividades biologicas
(Bernheimer, 1985).

Segundo Bindfort et al. (2004), trés cenarios evolucionarios plausiveis podem
explicar as similaridades entre as esfingomielinases-D de aranhas e bactérias: 1)
esfingomielinases de bactérias e aranhas podem ter evoluido independentemente
da mesma familia geral de proteinas, 2) esfingomielinases-D podem ser originadas
de um unico linhagem e se movido para outra via transferéncia horizontal, 3)
similaridades entre esfingomielinases-D de bactérias e aranhas ndo resultam de um
ancestral comum, mas reflete uma convergéncia para desempenhar uma fungao

comum.
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1.5. Loxoscelismo

Casos de loxoscelismo humano tém sido relatados em diversos paises de
diferentes continentes em regides temperadas e tropicais. Ha numerosas espécies
de Loxosceles, incluindo mais de 17 na Africa, duas na Europa e mais de 50 nas
Américas, (Wassermen et al., 1983).

A primeira descri¢gao de loxoscelismo foi feita em 1872 e a reagao cutdnea em
1929. Em 1937 a necrose causada pelo veneno de Loxosceles sp foi reproduzida em
coelhos. A espécie Loxosceles reclusa foi primeiramente descrita em 1940. Em
1957, aracnidismo necrético foi citado como o resultado de uma provavel picada de
Loxosceles sp e foi relatada como “mancha gangrenosa do Chile”. (Atkins et al.,
1957).

Aranhas Loxosceles (Figura 6) em casos de envenenamento humano causam
necrose cutanea (Figura 7) e, menos frequentemente, cutaneo-visceral (Schenone et
al., 1989). Além de leséao local também ha hemolise. A picada é geralmente indolor

por até 2-8h, apenas apos esse periodo a vitima nota a injuria. Pode haver eritema

transiente, edema moderado a severo (Kurpiewski et al., 1981).

Figura 6. Loxosceles sp Figura 7. Lesao causada por Loxosceles sp
http://www.monografias.com/trabajos16/aracnid
http://chiletti.vilabol.uol.com.br/aranha- os-veneno/Image50.jpg
marrom.htm

Quando o veneno de Loxosceles gaucho, L. laeta, ou L. intermedia foi dividido

em fracdes, com componentes de diferentes massa moleculares, a atividade letal e
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dermonecratica foi detectada exclusivamente nas fracbes de massa molecular maior
nas trés espécies, sugerindo que as toxinas responsaveis pela atividade mais
importante do veneno de espécies de Loxosceles tem massa molecular entre 32-35
kDa e provavelmente s&o proteinas homologas. (Barbaro et al., 1996).

Ainda dentro da ordem Araneae, ha evidéncias clinicas e experimentais de
dermonecrose similar ao loxoscelismo resultante de picadas de aranhas-caranguejo
de seis olhos do género Sicarius parente proxima da Loxosceles, o que sugere que a
atividade dermonecrética em venenos é encontrada fora de Loxosceles e esta
presente em parentes préximos fora do género, originados do mesmo ancestral.
Todas as espécies que apresentaram atividade esfingomielinasica em seus venenos
tém em seu extrato total da glandula mais de uma molécula na mesma faixa de
massa molecular descrita. Ainda ndo € sabido se picadas de todas as espécies de
Loxosceles sao capazes de causar dermonecrose (Bindford & Wells, 2003).

1.6. Defensinas e sua relagdo com esfingolipidios como alvos de drogas
antifungicas

O sistema imune compreende duas grandes divisdes de respostas: adaptativa
(adquirida) e inata (rapida). A resposta adaptativa, que é antigeno especifica,
demora para ser ativada e culmina na secregéo de anticorpos, € o principal caminho
do sistema imune de animais mais complexos. A imunidade inata é uma resposta de
natureza altamente conservada, que é vista mesmo no mais simples animal,
confirmando sua importancia para sobrevivéncia (Metchnikoff, 1887). A resposta
inata € uma primeira linha de defesa pode responder imediatamente ao material
estranho detectado por padrbes moleculares associados a patdégenos (PAMP)
culminado na fagocitose e destruicdo do material estranho. Estas PAMPs sao
encontradas tanto no sangue como expressas nas superficies epiteliais. Esta
incluida na resposta inata a produgao de peptideos antimicrobianos, chamados
defensinas, secretados pelas superficies epiteliais.

Muitas defensinas de plantas que processam atividade antifungica ou
antimicrobiana in vitro, nado sido téxicas para células de mamiferos ou células de

plantas. Pelo fato de esfingolipidios de fungos serem estruturalmente diferentes de
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esfingolipidios humanos, eles sdo considerados marcadores interessantes e
promissores para descobrimento de novas drogas antifungicas, permitido o
desenvolvimento de moléculas seletivas e ndo toxicas (Thevissen et al., 2003).

Componentes antifungicos de plantas (Thevissen et al., 2003; Thevissen et
al., 2004; Peng et al., 2005) insetos (Thevissen et al., 2004) e bactérias (Stock et al.,
2004) foram recentemente descritos por interagir especificamente com
esfingolipidios de fungos, apresentando evidéncias para a hipétese de esfingolipidios
ocorrerem como marcadores antifungicos naturais.

A maioria dos peptideos antimicrobianos catiénicos induz a permeabilizagéo
da membrana depois de uma ligagdo eletrostatica inicial com os fosfolipidios
carregados negativamente na superficie da célula. Diferentemente, as defensinas de
plantas induzem a permeabilizagdo da membrana através de interacdo especifica
com sitios de ligagao de alta afinidade nas células de fungos (Thevissen et al., 1997;
Thevissen et al., 1999). Estes sitios de ligagdo de defensinas de plantas tém sido
identificados em ensaios de complementagdo genética e analises baseadas em
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) como um complexo de esfingolipidios
(Thevissen et al., 2000; Thevissen et al., 2004).

Fungos mutantes afetados na biossintese de cada esfingolipidio sao
resistentes a certas defensinas de plantas (Thevissen et al., 2005)

Micro dominios de lipideos denominados rafts (Bagnat et al., 2000; Martin &
Konopka, 2004), desempenham importante papel estrutural, de reconhecimento e
adesao, sao ricos em esterdides e esfingolipidios, contribuem diretamente na
morfogénese do fungo, pois sua composi¢ao de lipideos distintos permite determinar
seu envolvimento em vias de transducdo de sinais, adesao celular, e outros
processos de polarizacao celular.

Evidéncias obtidas recentemente sugerem que defensinas de plantas induzem
a morte de células de fungo ndo apenas por meio da desestabilizacdo e/ou
permeabilizacdo da membrana, mas também por interagdo DNA, RNA, proteina,
sintese protéica ou inibicdo de canais de ions (Lay & Anderson, 2005; Thomma et
al., 2003). Se defensinas de plantas s&o internalizadas depois da interagdo com

esfingolipidios e afetam marcadores intracelulares, contudo, ainda ndo esta claro.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos do presente trabalho sao:

Geral: Estudo da sequéncia codificante referente ao clone HO9 da biblioteca
de cDNA da glandula da seda da aranha Nephilengys cruentata;

Especificos: 1. Estudo da expressdo desse gene na gléandula da seda; 2.
Analise computacional da proteina HO9; 3. Filogenia da proteina H09; 4. Clonagem
do gene em vetor; 5. Expressdo em sistema heterdlogo.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Linhagens celulares de Escherichia coli utilizadas

Linhagem: DH5a (Gibco BRL); gendtipo : endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17 (ri,
my"), SupE44, relA1, ®80AlaczAM15, A(lacZYA-argF), U169, dcoR, phoA.

Linhagem: Origami B® (Novagen®); gendtipo : possui mutagbes nos genes
thireodoxina redutase (frxB) e glutationa redutase (gor), o que permite uma maior
formacéao de ligagdes dissulfeto; e no gene lacZY, pois s&o derivadas da BL21, o que
permite uma entrada uniforme de IPTG nas células; resisténcias: Kanamicina (15
pg/mL) e tetraciclina (12,5 pg/mL).

Linhagem: BL21(DE3)pLysS® (Promega®); gendtipo : permite alta eficiéncia
na expressao de proteinas de qualquer gene sob o controle do promotor T7 e possui
um sitio de ligagdo de ribossomo, também contém o plasmidio pLysS detentor do
gene T7 lysozyme que baixa o background da expressdo basal de genes sob o
controle o promotor T7, mas nao interfere com o nivel de expressao alcancado apds
a indugao com IPTG, resisténcia: cloranfenicol (12,5 pg/mL).

Linhagem: BL21-CodonPlus RIL ® (Stratagene™); genétipo : uma variante
da linhagem Epicurian coli ® BL21-Gold cells * chamada BL21-CodonPlus “-RIL
series™ , que contém coépias extras dos genes de E. coli argU, ileY, e leuW tRNA.
Esta modificacdo permite um alto nivel de expresséo de proteinas que sao dificeis
de expressar em Escherichia coli convencionais pelo codon usage preferencial do
gene de interesse. A linhagem BL21-CodonPlus-RIL pode eliminar a necessidade de
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mutar o gene de interesse de eucariotos; resisténcias: cloranfenicol (12,5ug/mL) e

tetraciclina (12,5pg/mL).

3.2 Vetores de clonagem

Nome: pSport1; caracteristicas principais: 4,1 Kb, promotor lac (lacP),
repressor lac (lacl), promotorT7, origem: Invitrogen®, anexo 1.

Nome: pCR2.1-TOPO; caracteristicas principais: 3,9 Kb, fragmento alfa do
gene LacZ, origem f1, origem pUC, Amp® , Kan®; origem: Invitrogen®, anexo 2.

3.3 Vetor de expressao

Nome: pET21a(+);caracteristicas principais: 5,4 Kb, promotor T7, T7-Tag,
multiplo sitio de clonagem, 6xHis-Tag, terminador T7, sequéncia codificante /acl,
origem pBR322, seqiiéncia codificante p-lactamase (bla) AmpR, Kan®, origem de

replicacdo do fago f1; Origem: Novagen®, anexo 3.

3.4 Iniciadores

Foram desenhados iniciadores adicionando sitios de clivagens das enzimas
de restricdo Notl e Xhol nas extremidades da regido codificante do gene do HO9.

No primeiro apenas foi inserido o sitio de clivagem de Notl antes do ATG, (5’
TGCGGCCGCATGTGGAATCGACAAGTC 3’') respeitando a fase de leitura com
relacdo ao vetor pET 21a, onde o gene foi clonado.

No segundo foi inserido um sitio de clivagem de Xhol substituindo o TGA, (5’
CCTCGAGCTCGTCACAGAAGTATTC 3’) também respeitando a fase de leitura do
vetor, uma vez que este contém seis residuos do aminoacido histidina (HisTag) no
C-terminal, o que permite a purificagdo da proteina recombinante em coluna de
afinidade.

Estas enzimas foram escolhidas por seus sitios de clivagem estarem
presentes no multiplo sitio de clonagem do vetor, mas n&o estarem presentes
sequéncia do gene em estudo.

Enzimas com sitos presentes na sequéncia do gene em estudo: EcoRlI, Eco V,
Hindlll, Pstl, Sacl e BamH)|.
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3.5 A predigao da estrutura primaria da seqiiéncia codificante do clone H09 da
biblioteca de cDNA da glandula da seda da aranha Nephilengys cruentata

A sequiéncia foi predita usando o programa DNAMAN (Biosoft Copyright®) e foi
chamada de proteina HO9.

3.6 Predicao de peptideo sinal
A predigao de peptidio sinal da sequéncia de aminoacidos da proteina HO9 foi
feita utilizando o programa PSORT Il (http://psort.hgc.jp/form2.html), a sequéncia foi

informada ao programa que calculou o provavel sitio de clivagem do peptidio sinal.

3.7 BLAST e EXPASY

A sequéncia de nucleotideos do clone H09 foi comparada com sequéncia
depositadas no banco de dados do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAST/),
assim como a sequéncia de residuos de aminoacidos da proteina H09. Das

sequéncias de residuos de aminoacidos do banco de dados que se alinharam com a
predicdo sequéncia de residuos de aminoacidos do clone H09, foram escolhidas dez
que apresentaram identidade de 29 a 35% e possuiam a sequéncia completa
depositada no banco de dados.

A sequéncia da proteina também foi colocada no programa EXPASY
(http://expasy.org/tools/protparam:htmL).

3.8 Tabela de identidades
A analise de identidade entre as dez sequéncias de esfingomielinases do banco

de dados (www.ncbi.nih.nlm.gov) que se alinharam com a predicdo sequéncia de

residuos de aminoacidos do clone HQ9 foi feita alinhando uma a uma as sequéncias
entre si no BLASTp (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLASTY/).

3.9 ClustalW e Arvore Filogenética
A relacao entre as sequéncias de residuos de aminoacidos da proteina H09 e
outras proteinas foi determinada pelo alinhamento com sequéncias disponiveis no

banco de dados do GenBank (www.ncbi.nih.nlm.gov), apenas sequéncias
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codificantes completas foram usadas para analises usando o programa ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/), e para o alinhamento foi feito usando o programa

MEGA versédo 3.1 (Kumar et al., 2004) que gerou a arvore filigenética. Foi usado
algoritmo: Maximum Parsimony, com 10000 replicagdes.

3.10 Plot 3D
Para uma comparacao fisico-quimica teérica da proteina HO9 com sequéncias
de residuos de aminoacidos depositadas no GenBank (www.ncbi.nih.nim.gov) e

Swiss-prot (http://www.psc.edu/general/software/packages/swiss/swiss.html) , foi utilizado

o programa Plot3D, este programa leva em consideragao a massa molecular (MM), o
pl (ponto Isoelétrico) e o momento hidrofébico (HM), para o calculo deste ultimo foi
utilizada a escala CCS (uma escala de hidrofobicidade consenso combinada, é
derivada de duas escalas concensus consenso; um concensus consenso de duas
escalas e um concensus consenso geral).

Foram utilizadas as primeiras 21 seqléncias que apresentaram alinhamento de
aminoacidos, no BASTp e 14 proteinas denominadas de defensinas do Swiss-

prot.Sequéncias das defensinas do Swiss-prot:

tr|Q621W1|Q621W1_CAEBR Hypothetical protein CBG02323 - Caenorhabditis briggsae.
tr|Q699S8|Q699S8_MACMU EP2L protein (Fragment) - Macaca mulatta (Rhesus macaque).
tr|Q699Y6|Q699Y6_MACMU EP2S protein (Fragment) - Macaca mulatta (Rhesus macaque).
tr|Q8SQD0|Q8SQD0_MACMU EP2L protein - Macaca mulatta (Rhesus macaque).
tr|Q95UP4|Q95UP4_STOCA Serine protease Ssp3 - Stomoxys calcitrans (Stable fly).
tr|Q17641|Q17641_CAEEL Hypothetical protein - Caenorhabditis elegans.

tr|Q18238|Q18238_CAEEL Hypothetical protein - Caenorhabditis elegans.
tr|Q30KN7|Q30KN7_MOUSE Beta-defensin 26 - Mus musculus (Mouse).
tr|Q30KP0O|Q30KP0_MOUSE Beta-defensin 23 - Mus musculus (Mouse).

tr|Q30KS5|Q30KS5_CANFA Beta-defensin 129 - Canis familiaris (Dog).

tr|Q322G9|Q32ZG9_RAT Beta-defensin 23 - Rattus norvegicus (Rat).

tr|Q58QP9|Q58QP9_BRANA Oxalic acid oxidase - Brassica napus (Rape).

tr|Q599T9|Q599T9 BOVIN Myeloid differentiation protein (Myeloid differentiation factor 88) - Bos
taurus (Bovine).

sp|Q30KK0|DB129_PANTR Beta-defensin 129 precursor (Defensin, beta 129) - Pan troglodytes

(Chimpanzee).
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3.11 Solugoes para eletroforese em gel de agarose (Anexo 4)

3.12 Northern Blot para confirmagao da transcrigdao do gene

Para confeccdo da sonda para o “Northern Blot®, foi utilizada a banda
proveniente da digestdo do vetor pSport1 com a enzima de restricdo Pwvull
(CAGACTG, Invitrogen®), situada nas extremidades da seqiiéncia codificante do
clone HO09, e do controle negativo, um RNA ribossomal. Para a sintese de cada
sonda, foram utilizados 25ng de DNA, foi utilizado o KIT Amersham-Redprimerll®,
Random Primer, Labeling Systen® de acordo com as instrugdes do fabricante. Foram
utilizadas também amostras de RNA da glandula da seda e da glandula do veneno
isoladas pelo método Trizol® (Invitrogen®), seguindo as orientagdes do fabricante.

Eletroforese em gel desnaturante foi realizada em duplicata em gel de
agarose 1,2% (p/v) em tampao MOPS 1X. Apds 5 horas de corrida a 40V o gel foi
fotografado e transferido por capilaridade para a membrana de nylon Hybond-N+
(Amershan Bioscience®). A pré-hibridizagao e hibridizagao foram realizadas seguindo

as instrugdes do fabricante da membrana.

3.13 RT-PCR do RNA total das glandulas da seda e veneno de Nephilengys
cruentata

Para a sintese da primeira fita a partir do mRNA isolado da glandula da seda
da aranha Nephilengys cruentata, foram utilizadas as mesmas amostras do
“‘Northern Blot”, que foram isoladas pelo método Trizol.

Para cada reacdo: 1 pL de iniciador reverso, 2 pL de first strand buffer, 1 pL
de DTT, 0,5 yL de dNTPmix, 4 uL de amostra. A reacéao foi incubada a 95°C por 10
min, no gelo por 3 min, a 37°C por 2 min. Entdo foram adicionados: 0,5 pL de
RNAsin, 0,5 pyL de Superscript RT, do KIT Superscript II® RNAse H Reverse
Transcriptase — 200 U/pL (Invitrogen®).

A reacao foi incubada a 37°C por 1 hora. Apos este procedimento, foram
adicionados 100 pL de tampéo de Tricina e a reagao foi incubada a 72°C por 7 min e

seguiu a reagao de polimerizagdo em cadeia.
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3.14 Reacao em cadeia de polimerase (PCR) para confirmagao de transcritos

Para a amplificacdo de DNA para a clonagem do produto, foi preparada uma
solugdo de amplificagdo do DNA para um volume final de 50 pL em um tubo tipo
Eppendorf de 100 pL. A quantidade de DNA molde foi de 10-20 ng, o sistema
continha 0,2 mM de dNTPs (Gibco®), 2 mM de MgSOs;, 0,2 pM de cada
oligonucleotidio e 1uL de Tag DNA polimerase® — 5 pL(Phoneutria®) em tampao de
reacdo (10X PCR buffer) (Invitrogen®) para uma concentracéo final de 1X. Os ciclos
de temperatura foram realizados no termociclador PCR Express (Hybaid), onde as
amostras foram pré-aquecidas a 94°C por 2 minutos antes da amplificagdo, que foi
executada por 30 ciclos térmicos com os seguintes parametros: desnaturacédo 30
segundos a 94°C, anelamento 65°C por 1 minuto, e extensdo a 72°C por 1,5
minutos, extensao final 72°C por 3 minutos e 4°C por 12 h. Apds o término do
programa de amplificacdo, 5 pL da reacédo foi analisado em gel de agarose. O
tamanho do produto da amplificacido foi verificado e o restante da reacédo foi
empregado nas etapas de clonagem subsequentes.

As amostras dos controles foram diluidas em agua na proporgéo de 1:100.
Foram utilizados como controle negativo o clone D06 da placa np0O1 (RNAr) e

positivo o clone HO9 da mesma placa.

3.15 Subclonagem da seqiiéncia codificante do clone H09 da biblioteca de
cDNA da gléandula da seda da aranha Nephilengys cruentata

A regido codificante do gene da HO9 foi clonado entre os sitios de clivagem
das enzimas de restricdo Notl (GCAGGCC, Invitrogen®) e Xhol (CATCGAG,
Invitrogen®), no maltiplo sitio de clonagem do vetor de expressdo pET21a
(Novagen®).

3.16 Reacao em cadeia de polimerase (PCR) para subclonagem do gene

Por intermédio de iniciadores desenhados para adicionar os sitios de clivagem
de Notl e Xhol no inicio e final do gene respectivamente, o fragmento que estava
clonado no vetor pSport1 (Invitrogen®) utilizado na construcéo da biblioteca de cDNA

da glandula de seda da aranha Nephilengys cruentata, foi amplificado pela técnica
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de reacdo de polimerizagcdo em cadeia (PCR) com o mesmo programa citado
anteriormente.

Pra cada reacdo: 2 yL de DNA molde, 1 pyL de iniciador foward, 1 pyL de
iniciador reverse, 1 pL de dNTPs, 3 uL de MgCl, 5 uL de TP 10X, 1 uL de Platinum®
Taq DNA Polymerase High Fidelity — 5U/pL (Invitrogen®).

2.17 Analise de DNA em gel de agarose

O fragmento gerado foi aplicado em gel de agarose 1% (p/v), preparado em
tampdo TEB (0,5X). Foi utilizado brometo de etideo a uma concentracdo de 0,5
pg/mL. As amostras de DNA, misturadas em tamp&o de amostra, foram aplicadas no
gel e submetidas a eletroforese em tampdo TEB (0,5X). As bandas foram
visualizadas no gel utilizando um transiluminador de luz ultravioleta (UV). e seus

tamanhos foram checados baseado no marcador de peso molecular.

3.18 Eluicao de fragmento de DNA seqiiéncia codificante do clone H09 da
biblioteca de cDNA da glandula da seda da aranha Nephilengys cruentata

Dois clones foram escolhidos e suas bandas foram eluidas do gel de agarose
1%, sendo visualizadas em um transiluminador de UV, e o fragmento desejado foi
recortado do gel com o auxilio de uma lamina de bisturi nova. Para o resgate do
fragmento de DNA do gel, foi utilizado o Kit Wisard® SV Gel e PCR Clean-UP Systen
(Promega®) de acordo com as instrugdes do fabricante.

3.19 Ligacao de fragmentos de DNA no vetor de clonagem pCR2.1-TOPO

As concentragdes de DNA (inserto/vetor) foram utilizadas a uma razdo molar
de 3:1. Reacéo: 1 pl de agua, 1 pl de dilute salt solution, 1 ul do vetor pCR2.1-TOPO,
3 ul do produto de PCR. A reacgao foi incubada 1hora a temperatura ambiente,
gerando dessa forma um vetor pCR2.1-TOPO com o gene em estudo. T4 DNA
ligase® — 3 U/uL (Promega®).

Foi utilizado 1l desta solugcdo para transformar células E. coli DH5a pela

técnica de eletroporacao.
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3.20 Meios de cultura para bactérias (Anexo 5)

3.21 Preparo de bactérias competentes para eletroporagao

A partir de uma colbnia bacteriana isolada, foi preparado um pré-inoculo em
50 mL de meio LB com baixa concentragédo de sal, este foi incubado a 37°C sob
agitacdo (250 rpm) por aproximadamente 16 horas. Em seguida, 11 de meio LB
(baixa concentragédo de sal) foi inoculado com um volume de 1/100 do pré-inoculo
preparado anteriormente. O indculo foi incubado a 37°C sob agitagéo (200 rpm) até
atingir uma ODsggo = 0,6-0,8. Apos este periodo, a cultura bacteriana foi resfriada em
gelo por 30 minutos, e as células sedimentadas a 3000 rpm em rotor GSA (Sorval),
por 10 minutos a 4°C. Apds a centrifugagdo, todo sobrenadante foi descartado, e o
sedimento suspenso em 1| de agua MilliQ estéril gelada em banho de gelo sob
agitacdo (50 rpm) por aproximadamente 30 minutos. As células foram entéo
centrifugadas desta vez a 5000 rpm em rotor GSA (Sorval), por 15 minutos a 4°C,
todo sobrenadante foi descartado. As células foram suspensas em 500 mL de agua
MilliQ estéril gelada em banho de gelo sob agitagdo (50 rpm) por aproximadamente
30 minutos, sedimentadas novamente a 5000 rpm em rotor GSA (Sorval), por 15
minutos a 4°C. Todo sobrenadante foi descartado, e o sedimento suspenso em 20
mL de uma solucdo gelada de glicerol 10% em banho de gelo sob agitagdo (50 rpm)
por aproximadamente 30 minutos e finalmente sedimentadas a 3000 rpom em rotor
GSA (Sorval), por 10 minutos a 4°C. As células foram suspensas em 2 a 3 mL de
glicerol 10% gelado, alicotadas em 40pL, congeladas em gelo seco, e estocadas a —
80°C. A concentracéo bacteriana neste momento deve ser de 1-3 X 10"° células/mL.
E importante salientar que todo manuseio da cultura bacteriana foi feito
cuidadosamente em capela de exaustdo e em banho de gelo o maximo de tempo

possivel, no intuito de evitar a lise celular.
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3.22 Transformacgao de bactérias competentes por eletroporagao

Um tubo eppendorf contendo células competentes foi descongelado em
banho de gelo e uma alicota de 1 a 2 uyL de DNA (1-10 ng) foi adicionada as
bactérias, e o tubo incubado no gelo por 2 minutos. Apds este periodo, a mistura
células/DNA foi colocada numa cubeta de eletroporacéo previamente resfriada, com
um espaco de 0,1 cm entre os eletrodos (BioRad®). A eletroporacao foi realizada em
um aparelho “BioRad® eletroporador’ ajustado para as seguintes condicdes:
resisténcia de 200 Q, capacitancia de 25 pF e uma voltagem de 1,8kV.

Imediatamente apds a eletroporacéo foram adicionados 600 pL de meio LB, e
as células foram suspensas cuidadosamente e transferidas para um tubo de
polipropileno. Estas foram, entdo, incubadas em banho-maria a 37°C durante 1 hora
com uma leve agitagdo o que pode aumentar a eficiéncia do processo. Apos esta
etapa, foram plaqueados diferentes volumes da cultura bacteriana (50 pL, 100 uL e
150 pL) em 25 mL de meio LB sodlido acrescido do antibidtico adequado. As placas
foram finalmente incubadas a 37°C durante uma noite para o crescimento de
coldnias.

Quando o vetor pCR2.1-TOPO foi usado, adicionou-se ao meio LB sdlido X-

gal (32 ng/mL) e IPTG (0,5 mM), para identificagdo de colbnias.

3.23 Selecgao das coldnias por X-Gal e IPTG

O 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside (X-Gal) €& um substrato
cromogénico da [B-galactosidase. Este é usado na concentracdo de 20 mg/mL,
dissolvido em N,N-Dimetilformamida em conjunto com isopropyl-beta-D-
thiogalactopyranosideo (IPTG) 100 mM, dissolvido em agua MilliQ. Este ultimo foi
esterilizado por filtragdo em membrana microbiolégica com poros de 0,22um
(Millipore®). Para detecgdo da atividade da B-Galactosidase em clones bacterianos
num ensaio colorimétrico para detectar colénias recombinantes (brancas) e n&o
recombinantes (azuis).

A B-glactosidase é responsavel pela clivagem da ponte $1-4 entre a galactose
e a parte 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl do X-Gal na hidrdlise. A clivagem de X-Gal
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resulta na producdo de azul dichloro-dibromo-indigo, que € insoluvel em agua,
precipitado no sitio de clivagem da enzima.

Na estratégia de clonagem vetores que carregam o gene lacZ, codificador da
B-galactosidase, como o vetor pCR2.1-TOPO, apés a transformagédo, as células
mostram atividade desta enzima em meio contendo X-Gal e IPTG que € um indutor
artificial do operon Lac. Ele induz a expressdo da [(-galactosidase se ligando
fortemente e inibindo o repressor Lac.

A insercdo de um fragmento de DNA no multiplo sitio de clonagem do vetor,
localizado dentro do gene lacZ, resulta na ruptura da atividade da [3-galactosidase
conduzindo a uma aparéncia branca das colénias em meio contendo X-Gal e IPTG.
Células transformantes n&o recombinantes produzem uma coloracdo azul neste

mesmo meio.

3.24 Extragcao de DNA plasmidial (lise alcalina)

Qiagen® Plasmid Purification (Qiagen®).

3.25 Em pequena escala:

Para a execugdo da mini prep eram coletados 1,5 mL de uma cultura
bacteriana gerada a partir de uma colbnia transformada. Para o resgate plasmidial foi
utilizado o FlexiPrep Kit (Pharmacia Biotech®), de acordo com as instrugdes do
fabricante.

3.26 Sequenciamento automatico de DNA

O sequenciamento de DNA foi feito pela Plataforma de Sequenciamento de
DNA da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia - Cenargen DF, onde foi
utilizado o kit ABI PRISM® BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
Kit version 3.1 e o Sequenciador automatico ABI Prism 3700. As amostras de DNA a
serem sequenciadas foram enviadas numa concentragdo de 100 ng/pL, diluidas em
agua. A Plataforma forneceu os oligonucleotidios padrées para sequenciamento
(Tabela 1), caso fosse necessaria a utilizagado de oligonucleotidios diferentes, estes
foram fornecidos numa concentracao de 5 pmoles/reacdo. O resultado foi fornecido
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pela Plataforma por meio de arquivos eletrbnicos com eletroferrograma e arquivo
texto com a sequéncia, e o resultado da correspondente analise de qualidade com o
software Phred. Os arquivos foram analisados com o auxilio do programa de
bioinformatica Chromas 2.23 (www.technelysium.com.au/chromas.htmL).

Tabela 1. Oligonucleotidios padréo para sequenciamento.

Oligonucleotidio Sequéncia (5'—3)

M13 Forward Primer TGT AAA ACG ACG GCC AGT
M13 Reverse Primer CAG GAA ACA GCT ATGACC
SP6 Primer ATT TAG GTG ACA CTA TAG

T7 Promoter Primer TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG
T7 Terminator Primer GCT AGT TAT TGC TCAGCG G
T3 Primer ATT AAC CCT CAC TAA AGG GA

3.27 Digestao com as enzimas de restricdao Notl e Xhol

O vetor pCR2.1-TOPO contendo a regido codificante do gene HO9 onde sitios
de clivagem de Notl e Xhol foram adicionados em suas extremidades pela
amplificagdo por PCR, foi digerido com estas enzimas a 37°C por 2 horas. Reagéo:
10,5 yL de agua, 2,5 yL de BSA, 2,5 yL de bufer D, 10 yL do vetor TOPO com o
gene em estudo, 1 pL de Notl e 1 pL Xhol.

O vetor pET21a também foi digerido com as mesmas enzimas a 37°C por 2
horas, na primeira hora somente com a enzima Notl, e apds este periodo, foi
adicionada a enzima Xhol e a digestdo prosseguiu por mais uma hora. Reagao: 10,5
uL de agua, 2,5 pyL de BSA, 2,5 pL de bufer D, 10 pyL do vetor pET21a, 1 yL de Notl
e 1 uL Xhol.
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3.28 Analise de DNA em gel de agarose

Os fragmentos gerados foram aplicados em gel de agarose 1% (p/v),
preparado em tampao TEB (0,5X). Foi utilizado brometo de etideo a uma
concentragédo de 0,5 pg/mL. As amostras de DNA foram misturadas em tampao de
amostra, aplicadas no gel e submetidas a eletroforese em tampéo TEB (0,5X). Para
a visualizagado dos fragmentos de DNA, o gel foi colocado sobre um transiluminador
de luz ultravioleta (UV) e o tamanho desses foi checado baseado no marcador de

peso molecular.

3.29 Eluigao dos fragmentos de DNA

As bandas do vetor pET21a e a regido codificante do gene H09 digeridos
foram eluidas do gel sendo visualizadas em um transiluminador de UV, e o
fragmento desejado foi recortado do gel com o auxilio de uma lamina de bisturi nova.
Para o resgate do fragmento de DNA do gel, foi utilizado o Kit Wizard® SV Gel e PCR
Clean-UP Systen (Promega®) de acordo com as instrugdes do fabricante.

3.30 Ligacao de fragmentos de DNA da regiao codificante do gene H09 no vetor
de expressao pET21a

As concentragdes de DNA (inserto / vetor) foram utilizadas a uma razdo molar
de 3:1. Reacgdo: 1 yL de agua, 1 pL de dilute salt solution, 1 pL do vetor pET21a, 3
ML do produto da digestdo. A reacéo foi incubada 1hora a temperatura ambiente,
gerando dessa forma um vetor pET21a /H09.

3.31 Transformacgao Bacteriana

Foi utilizado 1L da ligagao para transformar células E. coli DH5a pela técnica
de eletroporacdo com o vetor pET21a/H0O9 e com pET21a(+). As bactérias
transformadas foram selecionadas em 25 mL de meio LB sdlido acrescido de 150

pHg/mL de ampicilina.
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3.32 Selecao dos clones positivos
Os clones positivos foram selecionados por intermédio da técnica de PCR ou
pela digestdo com as enzimas de restricdo Notl e Xhol.

3.33 Reacao em cadeia de polimerase (PCR) de coldnia para verificagao de
clones positivos

Amostras das colbénias transformadas com o vetor pET21a/H0O9 e com
pET21a, foram retiradas da placa contendo meio de selecdo utilizando um palito
estéril, diluidas em 15uL de agua e posteriormente fervidas por dez minutos. Um L
foi utilizado como DNA molde para PCR como descrito anteriormente.

3.34 Digestao com as enzimas de restrigdao Notl e Xhol

As colbnias de clones transformados com o vetor pET21a/H09 e com pET21a,
foram pegas da placa com meio de selegéo utilizando um palito estéril e langados em
pré-indculos contendo 3 mL de meio LB, 150 pg/mL de ampicilina e incubados a
37°C sob agitagdo (200 rpm), por 16 horas. Foi entdo feita a extragdo de DNA
plasmidial (lise alcalina) em pequena escala e em seguida a digestdo com as
enzimas de restricdo Notl e Xhol, como descrito anteriormente.

3.35 Extracao de DNA plasmidial (lise alcalina)

Qiagen® Plasmid Purification (Qiagen®).

3.36 Em média escala

A partir de uma cultura bacteriana de 500 mL, proveniente de uma colbnia
transformada, foi feita a extragdo do DNA plasmidial utilizando o QIAGEN Plasmid
Purification® (QIAGEN), de acordo com as instrugées do fabricante.
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3.37 Transformacgao de bactérias E. coli para expressao

Para a expressdo da HO9 em E. coli foram utilizadas células das linhagens
Origami B™, BL21(DE3) pLysS®e BL21-CodonPlus ©.

As células foram transformadas por eletroporacdo com o vetor pET21a/H09 e
com o vetor pET21a, o ultimo servindo de controle negativo. As mesmas foram entéo
crescidas em meio de selecao, LB ou 2XYT, acrescido dos antibidticos préprios para
cada célula mais ampicilina (150 pg/mL), pois a utilizagdo do plasmidio pET21a
como vetor de expressao confere resisténcia a este antibidtico. As células foram
incubadas por duas horas a 37°C sob agitagdo (200 rpm) e em seguida plaqueadas

em meio de selecdo LB sdlido.

3.38 Selecao dos clones positivos
As etapas de selecdo dos clones positivos foi realizada da mesma forma

citada anteriormente.

3.39 Inducgao da expressao em E. coli

ApoOs a selecao dos clones positivos transformados com o vetor pET21a/H09
e com o vetor pET21a (controle negativo), foram langados pré-indéculos em 3 mL de
meio LB contendo os antibidticos adequados e crescidos a 37°C sob agitagdo (200
rpm), por 16 horas.

Foi inoculado 1 mL de cada pré-inoculo em 50 mL de meio LB com
antibioticos, sob as mesmas condigbes anteriores, até atingirem uma Densidade
Optica (OD)soo = 0,6-0,8. Posteriormente, foi adicionado 1 mM de IPTG as culturas
bacterianas, e os indculos incubados a 37°C, por 3 horas.

A verificacdo da presengca da proteina HO9 intracelular dos clones
recombinantes procedeu-se pela coleta de aliquotas das culturas de hora em hora e
posterior armazenamento a -20 °C. O material foi centrifugado a 6000 rpm por 5
minutos, o sobrenadante descartado, e o precipitado celular suspenso em 50ul de
tamp&o de amostra 2X para eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante, e
analise das proteinas por “Western blot”.
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3.40 Variagoes cinéticas da indugao da expressao em E. coli

Para otimizar o protocolo foram feitas variacées do tempo de inducio: de trés
para até 12 horas; temperatura: de 37°C para 25 e 30 °C; rotagdo: de 200 para 120
rpm, concentracdo de IPTG:de 1mili Molar (mM) para 0,8 e 0,4mM; meio de cultura
LB e 2XYT.

3.41 Solugoes para eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (Anexo6)
4.42 Solugoes e materiais para imuno-detec¢ao (Anexo 7)

3.43 Western blot

Foi preparado um minigel de poliacrilamida 12% (p/v) de 1 mm de espessura
no sistema Proteanll da Biorad®. Neste gel, foram aplicados 10 pL do marcador de
peso molecular de proteinas, e 15 uL de cada amostra misturada em tampao 2X
contendo 5% de [3-mercaptoetanol, previamente fervidas por 5 minutos.

As proteinas foram separadas ao longo do gel utilizando uma corrente
constante de 20mA e tamp&o de corrida (1X). Apos o término da eletroforese o gel
foi utilizado tanto para a transferéncia das proteinas para uma membrana de PVDF,
para a analise das mesmas por “Western blot”, quanto para coloragdo com Comassie
Blue.

Antes da transferéncia a membrana de PVDF foi ativada em etanol 100% por
1 minuto e incubada em agua por 5 minutos. Apos este procedimento a membrana e
o gel foram incubados, separadamente, em tamp&o de transferéncia por 15 minutos.

O sistema de transferéncia foi montado sobre a plataforma do pdlo positivo de
um aparelho de transferéncia eletroforética semi-seca da seguinte forma: foram
empilhadas uma a uma trés folhas de filtro Whatmann 3mm, em seguida a
membrana de PVDF, o gel, e finalmente mais trés folhas de filtro Whatmann 3mm.
Os papéis filtro e a membrana foram cortados no tamanho do gel, e umedecidos em
tampéo de transferéncia antes da montagem. As bolhas presentes entre as camadas
foram retiradas rolando levemente uma pipeta de 5 mL sobre o material. O aparelho
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foi fechado e uma corrente constante igual a 0,8mA por cm? da area do gel foi
aplicada por uma hora e meia.

Depois de terminada a transferéncia, a membrana foi incubada durante 18
horas com a solugdo de bloqueio sob leve agitagdo, em camara fria. O anticorpo
primario (Anti-HisTag) com uma titulagdo de 1:1.000 (v/v) diluido em solugdo de
bloqueio, foi adicionado e a membrana incubada por 2 horas sob leve agitagdo a
temperatura ambiente. O anticorpo primario foi removido e a membrana lavada trés
vezes por 5 minutos com 20 mL de solugdo de bloqueio sob leve agitacdo. O
anticorpo secundario (Anti-Rabbit 1gG) conjugado com fosfatase alcalina, com uma
titulacdo de 1:2000 (v/v) diluido em solucdo de bloqueio, foi adicionado e a
membrana novamente incubada por 2 horas sob leve agitacdo, a temperatura
ambiente. O anticorpo secundario foi removido e a membrana lavada como citado
anteriormente e colocada em tampao de ensaio duas vezes por 2 minutos sem
agitacdo. O excesso foi retirado da membrana por capilaridade levantando-a com o
auxilio de uma pinga e colocando uma das suas pontas num papel, apds este
procedimento, a membrana foi colocada sobre plastico esticado e foi adicionada
sobre a mesma solucdo de trabalho, do KIT CSPD® Sustrate for Alkaline
Phosphatase (Applied Biosystems®), gota a gota numa razdo de 3 mL para 100 cm®
de membrana e incubada por 5 minutos. O excesso foi retirado novamente e a
membrana teve suas duas faces cobertas por um novo plastico formando um
“sanduiche”, foram retiradas as bolhas e procedeu-se a exposicdo da mesma a um
filme radiografico (KodaK Biomax Xar Film®) por 30 minutos dentro de um K-set,

apos este periodo o filme foi revelado e fixado com as solugdes proprias.

3.44 Analise de codons preferenciais em E. coli

Para verificacdo de diferencas nos codon preferenciais usados pela bactéria e
pela sequéncia a ser expressa foi utilizado o banco de dados de codons
preferenciais (http://www.kazusa.or.jp/codon/) de onde foi retirada a tabela 3 que foi

utilizada para comparagdo com os codons utilizados na sequéncia codificante do

clone HO9, dispostos na forma de tabela.
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4. RESULTADOS

4.1 Predicao da estrutura primaria da sequéncia codificante do clone H09 da
biblioteca de cDNA da glandula da seda da aranha Nephilengys cruentata,
denominada proteina H09.

A sequéncia de residuos de aminoacidos resultante da predicdo da tradugao
da sequéncia nucleotidica do clone HO9 no programa DNAMAN esta descrita na
figura 8. O codon de iniciacdo considerado valido para a o inicio da leitura esta
localizado na posicdo 362 da sequéncia de nucleotideos, a proteina resultante é
constituida de 307, residuos de aminoacidos, considerando a primeira metionina.
Esta sequéncia foi utilizada para comparagao com o banco de dados GenBank, para

analise filogenética e para predigdo de funcéo.

Transl ati on of H09(1-2152)

Uni ver sal code

Total am no acid nunmber: 694, MM78430
Max ORF: 284-1282, 333 AA, MAE38593

1 CTGATTCGCCAGCTCTAATACGACT CACTATATGGAAAGCT GGTACGCCT GCAGGTACCG
61 GI'CCGRAAT TCCCGEGT CGACCCACGCGT CCGCATAAGGTGATTGI TCATCCTGATTTTA
121 GAGAGCTCTTCTTATTTTTAAAGAATGAAAGGT TATTAGT TGT TGAACATCCAAGCATAT
181 CAAGATGAAATTCAAGAAGAACTAAAATACCTTCAATGACATTTACTCATCAAGAATATT
241 AATGAATTACAACATCTTCCTTAAATCCTTATATAATTAATAACAGAATTATCCTTTGAA
301 AGCAATAAAAAT TCCAATTGT AAGCAAAGT GCATCAATTCAACGCT TGTGAATTTGCAAT
361 CATGTGGAATCGACAAGT CTTACCAATATATATTTTGGTAATTGTCTCGCTAGCGATACT
121 MWNROQVILUPI YI L VI VSL AIL
421 TACTACGCATGI TTCCACGT CGAAACAACGT CCTTTTTATATAATGGGACACATGGTAAA
141 T THVSTSKQRPFYI MGHMVN
481 CAGTATCGAAGAAATATCGGAAT TCCTAGAAAGAGGATCCAACGT TTTGGAATCAGATGT
161 sl E EI S EFL ERGSNWVLE S DV
541 TCAATTCTTTTCAAACGGATCTGTAAAAGCAGT CCGTCATGGATTTCCTTGCGATTGT GG
181 QF F S NGSVIKAVRHGFUPCDCG
601 TAGATTTTGCGAGAACACAGCCAAT CTGECEGATTACT TGCAGAGT GT TCGATACATCAC
201 R F CENTANLADYULOQSVRY I T
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661 TGATCCAGATACACCTGATAGI TATTACAACCAACTGGTACTGCAGTTCTTTGATTTGAA

221 bDbPDTWPDSYYNOQLVL QF F DL K
721 GCTGAGT ACGT CCGAAAATAAAAGACAAT CTGGACGAGAGATAGCTCACCATGI TCTGA
241 L S TS ENIKROQSGREI A HHVYVL D
781 TTATTTATGGEEGT GAAGAAGGCGAAAGAGAGAAAGAGATCCGAGT TGTAATTTACT TCGA
261 Y L WG EE GEWREIKEI RV VI Y FE
841 AAAGCT TGAAGAGAAGGATGTAATCCTTGGAT TTATGGACGT AT TCAAACT CCGAAACCA
281 KL EEKDWVI L GF MDVF KL R NAQ
901 AACATCGCGTCTCAGAGATGT CGGT TTTGACGGT GGAACTGGAAACATTTCAGATATCGC
301 T S RL RDVGFDGSGTGNI S DI A
961 TAGAATGTTCTCCAAATTTAATATAAAAGATAATAT TTGCECT TGGAGAT GGTGCAACAAA
321 R MF S KFNI KDNI WL GDGAT N
1021 TTGITTTGAACCTTTTAAATCATTTGT GCGT CTAAAGAAT GCAATAGACAACCGAGATTC
341 C FEPFKSFVRLIKNAI DNZRDIDS
1081 CAGGAAAGGT TTTGT TTCAAAAATTTATCAATGGACTAATGATATAAAAACAACAATGAT
361 R K GFV SKIT YQWTNIDI KTTMM
1141 GCGITCCCTAAGACT TCGAGT GGATGGGATGATCACTAACAAACCT GAGAGACT CCTGGA
381 R SL RL GVDOGMI T NIKWPERIL L E
1201 GGTTCTGCAAGAACCCGAAT TTGCGAAGGAT TTCAGAT TAGCAACAATTTACGACGATCC
401 vV L Q E P EFAKWDUZFIRLATI Y DUDP
1261 TTTCGAATACTTCTGTGACGAGT GAAATAGAGT GCGT TGGAAGT CCCAGTCATCATTGTA
421 F E Y F C D E *

1321 AAAACGCCTATGT CGAT TAAGCCCATGGAATTCGAAAATAAAGAAGAGACAGAGACGTTT
1381 ATTATTATTATTATTATTATTTAAAATACAATAAAAAGAGT TGGT TACATAAGAGATAGT
1441 TTAAATAATAAGAACAAGTATTTTTAAAAAAGCCT CAACT TGAATGATTGATTTAAAAAT
1501 AGCTCAATAAATTCCTATGTATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Figura 8. Predigdo da estrutura primaria da sequiéncia codificante do clone H09 da biblioteca de
cDNA da glandula da seda da aranha Nephilengys cruentata, denominada proteina H09. Os

aminoacidos sublinhados codificam o provavel peptidio sinal da proteina.

4.2 Predicao de peptidio sinal
Segundo o programa PSORT II, o provavel sitio de clivagem do peptidio sinal
da proteina HO9 esta situado entre os aminoacidos 26 e 27 e esta sublinhado na

figura 8.
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4.3 Analise caracterizagao via programas computacionais da proteina H09

De acordo com a analise realizada pelo programa Expasy, a proteina possuli
307 residuos de aminoacidos, com massa molecular predita de 35,7 kDa, pl tedrico
de 5,34. Do total de aminoacidos, 15% s&o carregados negativamente e 12,4%

carregados positivamente.

User-provided sequence:
1 11 21 31 41 51
I I I I I I
1 MWNRQVLPIY ILVIVSLAIL TTHVSTSKQR PFYIMGHMVN SIEEISEFLE RGSNVLESDV 60

61 QFFSNGSVKA VRHGFPCDCG RFCENTANLA DYLQSVRYIT DPDTPDSYYN QLVLQFFDLK 120
121 LSTSENKRQS GREIAHHVLD YLWGEEGERE KEIRVVIYFE KLEEKDVILG FMDVFKLRNQ 180
181 TSRLRDVGFD GGTGNISDIA RMFSKFNIKD NIWLGDGATN CFEPFKSFVR LKNAIDNRDS 240
241 RKGFVSKIYQ WTNDIKTTMM RSLRLGVDGM ITNKPERLLE VLQEPEFAKD FRLATIYDDP 300
301 FEYFCDE

References e documentation are available.

Number of amino acids: 307
Molecular weight: 35700.5
Theoretical pl: 5.34

Amino acid composition:

Ala(A) 10 3.3% Gly (G) 18 5.9% Glx(Z) 0 0.0% Trp (W) 4 1.3%

Arg (R) 21 6.8% Xaa (X) 0 0.0% Tyr(Y) 11 3.6%
His(H) 5 1.6%

Asn (N) 17 5.5% lle(l) 21 6.8% Met (M) 8 2.6%

Asp (D) 23 7.5% Phe (F) 22 7.2%
Leu(L) 26 8.5%

Cys(C) 5 1.6% Lys (K) 17 5.5% Pro(P) 9 2.9%

GIn(Q) 10 3.3% Val (V) 21 6.8% Ser (S) 21 6.8%

Glu(E) 23 7.5% Asx (B) 0 0.0%

Thr (T) 15 4.9%

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 46

Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 38
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Atomic composition:

Carbon C 1600
Hydrogen H 2468
Nitrogen N 428
Oxygen O 474
Sulfur S 13

Formula: Cig00H2468N4280474S13
Total number of atoms: 4983
Extinction coefficients:
Conditions: 6.0 M guanidium hydrochloride
0.02 M phosphate buffer
pH 6.5

Extinction coefficients are in units of M" cm™ .
The first table lists values computed assuming ALL Cys
residues appear as half cystines, whereas the second table
assumes that NONE do.

276 278 279 280 282

nm nm nm nm nm
Ext. coefficient 37840 38054 37675 37080 35840
Abs 0.1% (=1 g/l) 1.060 1.066 1.055 1.039 1.004

276 278 279 280 282

nm nm nm nm nm
Ext. coefficient 37550 37800 37435 36840 35600
Abs 0.1% (=1 g/l) 1.052 1.059 1.049 1.032 0.997
Estimated half-life:
The N-terminal of the sequence considered is M (Met).
The estimated half-life is: 30 hours (mammalian reticulocytes, in vitro).

>20 hours (yeast, in vivo).
>10 hours (Escherichia coli, in vivo).

Instability index:
The instability index (1) is computed to be 41.05
This classifies the protein as unstable.
Aliphatic index: 82.80
Grand average of hydropathicity (GRAVY): -0.359



4.4 Resultado da analise feita no programa BLASTp

A comparagao da sequéncia de residuos de aminoacidos da proteina HO9
feita no programa BLASTp apresentou alinhamento seméantico numa faixa de score
entre 150 a 200 Bits com 23 proteinas do banco de dados (Figura 9), sendo 22 delas
classificadas como esfingomielinases, das quais 10 sdo esfingomielinases-D. Todas
essas proteinas sdo descritas em diversas espécies do género Loxosceles sp. As
sequéncias marcadas com setas foram escolhidas para as analises seguintes por
estarem completas apoés terem sido verificadas uma a uma.

Color key for alignment scores

<40 40-50 30-200 *=200

Gy ry | —

I I I I
b 120 150 240 300

1=

—=—

Figura 9. Resultado da anadlise feita no programa BLAST

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
— Qil41019463|gb|AAP97091.2] sphingomyelinase P1 precursor [LoxX... 196 1e-48
— Qi|77158011]|gb|ABA62021.1] dermonecrotic toxin isoform 1 [Loxosc 194 5e-48
qi|33348850|gb|AAQ16123.1] dermonecrotic protein 1 [Loxosceles i 192 1e-47
—» Qil41019465|gb|AAP97092.2| sphingomyelinase P2 precursor [Lox... 191 2e-47
qi|62275780|gb|AAX78234.1] dermonecrotic protein [Loxosceles sim 191 3e-47
Qil49458046|gb|AAT66073.1] sphingomyelinase D protein 1 [Loxosce 189 2e-46
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)

I amy

0i|81248673|gb|ABB69098.1| dermonecrotic toxin isoform 2 [Loxosc

gil49458050|gb]AAT66075.1] sphingomyelinase D protein 1 [Loxosce

Qi|57792507|gb]AAW56831.1| sphingomyelinase D precursor [Loxosce

Qil49458052|gb]AAT66076.1] sphingomyelinase D protein 2 [Loxosce

Qi|56694551|gb]AAW22997.1| sphingomyelinase D-like protein 2 [Lo

0i|65336285|gb]AAY42401.1] dermonecrotic protein 1 [Loxosceles g

gi|56694553|gb]AAW22998.1| sphingomyelinase D-like protein 3 [Lo

gil41017948|sp|Q7Z1Y7|SMAD LOXAR Sphingomyelinase D precursor (S

0i|88660608|gb]ABD48089.1| dermonecrotic protein-like Il [Loxosc

0il49458048|gb]AAT66074.1] sphingomyelinase D-like protein 3 [Lo

Qi|27372520]|gb]AAM21156.1] sphingomyelinase-like protein [Loxosc

0i|81343346|gb|ABB71184.1| dermonecrotic toxin isoform 3 [Loxosc

0i|88660606]gb|]ABD48088.1| dermonecrotic protein-like | [Loxosce

qi|27372518|gb]AAM21155.1] sphingomyelinase-like protein [Loxosc

Qi|27372516|gb|AAM21154.1] sphingomyelinase | [Loxosceles lae...

Qi|60594087|pdb[1XX1|D Chain D, Structural Basis For lon-Coor.. .

qi|55775801|gb]AAP44735.2| sphingomyelinase D dermonecrotic e...

0i|31296498|gb]AAP46537.1| sphingomyelinase D-like protein [Loxo

Qi|31296494|gb|AAP46535.1] sphingomyelinase D - like protein [Lo

gi|61216371]sp||P69502 1 [Segment 1 of 5] Sphingomyelinase lo...
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4.5 Tabela de Identidades entre esfingomielinases de Loxosceles e a proteina

H09

A tabela 2, resultante da analise de identidade entre esfingomielinases de

Loxosceles e a proteina HO9, mostrou uma variagao de 29 a 35%, a relacdo de

identidade entre as esfingomielinases de Loxosceles sp variou de 42 a 99%.

Tabela 2. Tabela de Identidades entre esfingomielinases de Loxosceles e a HO9

HO9 |Plp |DTII |P2p |Sphp | SD |DPII|SLP |D.I3 | DLI
Plp |34
DTII |35 |99
P2p |34 |89 |88
Sphp |32 |84 |82 |83
SD |30 |79 |79 [78 |86
DPII |29 |46 |45 |44 |45 |44
SIP |29 |44 |43 |42 |43 |43 |81
D.I3 [29 |46 |45 |43 |45 |44 |98 [l
DLI |29 |46 |45 |43 |45 [44 |98 [81 |99
Sphl |30 |60 |59 |58 |61 |60 |42 |40 |42 |42

36



4.6 Resultado do alinhamento feito pelo programa CLUSTAL W

O ClustalW (Figura 10) da sequéncia de residuos de aminoacidos da proteina

HO9 com as dez esfingomielinases de Loxosceles sp escolhidas apresentou uma

regularidade na identidade. Ao longo de toda extensdo podem-se notar pontos de

alinhamentos idénticos e similares, demonstrando poucas regides com mais de treze

residuos completamente diferentes. Revelando assim um alinhamento seméantico

bastante consistente. Estas esfingomielinases foram escolhidas por apresentarem

uma sequéncia completa no banco de dados e identidade de 29 a 35% com a

proteina HO9.

CLUSTAL W (1.83) nultiple sequence alignnent

Dpr ecur sor
SnmaseDpr ecur sor
Plprecursor
toxin
P2precursor
sphi ngonyel i nasel
i sof ornB
protein-likel
protein-1ikeDlI
Sli keprotein
HO9

Dpr ecur sor
SmaseDpr ecur sor
Plprecursor
toxin
P2precursor
sphi ngonyel i nasel
i sof orn8B
protein-likel
protein-1ikeDlI
Sli keprotein
HO9

Dpr ecur sor
SmaseDpr ecur sor
Plprecursor
toxin
P2precursor
sphi ngonyel i nasel
i sof ornB
protein-1likel
protein-1ikeDlI
Sli keprotein
HO9

................ MLLYVTLI LGCWBAFS- - - - - - - - - ESAETDVAERAN- KRPI W
MBHS- - -------- STALLHPYVAARATEKFAPI YFFCHPL QGSAETDVAERAN- KRPI W
MAAAG RF---- - - - | MLPYI VLVLGCWBVLS- - - ------ QAAQTDDEERAGNRRPI W
................ M_PYl VLVLGCWBVLS- - - - - - - - - QAAQTDDEERAGNRRPI W
MAAAG RFGALDSLSI | MLPYI ALI LVCWBVLS- - - ------ QAAQTDVEGRADKRRPI W
................ MYAHLALI LGCWIWL- - - - - - - - - QGAETDVGERADNRRPI WN
................ M_LPAVI SFI VYAVFL- - - - - - - - - CGEANGHAAERADSRKPI \D
................ M_LPAVI SFTVYAVFL- - - - - - - - - CGEANGHAAERADSRKPI \\D
................ M_LCAVI SFI VYAVFL- - - - - - - - - CEANGHAAERADSRKPI WD
................ M_LSAVI SFI GFAAFL- - - - - - - - - CEANGHVWERADSRKPI \\D
................ MANRQVLPI YI LVI VS- - - - - - - - - - LAl LTTHVSTSKQRPFYI
. * . TR

MGHWNAI YQI DEFVNLGANSI ETDVSFDKDANPEYTYHGVPCDCGRSCLKWEYFSDFLK
MGHWNANYQ DEFVNLGANSI ETDVSFDSSANPEYTYHGVPCDCRGACKKVEYFNNFLK
MGHWNAI GQI DEFVNLGANSI ETDVSFDDNANPEYTYHG PCDCGRNCKKYENFNDFLK
MGHWNAI GQI DEFVNLGANSI ETDVSFDDNANPEYTYHG PCDCGRNCKKYENFNDFLK
MGHWNAI AQN DEFVNLGANSI ETDVSFDDNANPEYTYHG PCDCGRSCLKVWENFNDFLK
LAHWNAVAQ PDFLDLGANALEADVTFKG SVPTYTYHGT PCDFGRDCI RAEYFNVFLK
| AHWNDL G- VDEYL GDGANGL EL DVAFT ADGT ADKMYHGVPCDCFRSCTRTEGFTKYNVD
| AHWNDL G- VDEYL GDGANGL EL DVAFT ADGT ADKMYHGVPCDCFRSCTRTEGFTKYNVD
| AHWNDL EL VDEYL GDGANGL EL DVAFT DDGT ADKMYHGVPCDCFRSCKRTEGFTKYNVD
| AHWWNDL DL VDEYL GDGANAL EADL AFT SDGT ADEMYHGVPCDCFRSCTRSEKFSTYNVD

*k k*k*x

94
109
104
95
111
94
95
95
95
95

MCHWNSI EEI SEFL ERGSNVLESDVQFFSNGSVKAVRHGFPCDCGRFCENTANLADYLQ 94

T *k k% * * * * *
GLRKATTPCGDSK- YHAKL VL VWFDL KTGSLY DNQAYDAGKKLAKNL L KHYWAN- GNNGGR
ALRKATTPAEDSK- YHEKL VL WF DL KTGSLYDNQAYDAGKKLAKNLL QHYWAN- GNNGGR
GLRSATTPGNSK- YQEKL VL VWFDL KTGSLY DNQANDAGKKLAKNL L GHYWAN- GNNGGR
GLRSATTPGNSK- YQEKL VL VWFDL KTGSLY DNQANDAGKKLAKNL L GHYWAN- GNNGGR
GLRSATTPGNAK- YQAKLI LVVFDLKTGSLY DNQANEAGKKLAKNL L KHYWAN- GNNGGR
TLREYTTPGNAK- YRDGHI L FVL DLKTGSLSNDQVRPAGENVAKEL L QNYWAN- GNNGGR
Yl RQLTTPGNSK- FKSQLI LLI MDLKLNG EPNVAYAAGKSVAEKL L SGYWON- GKSGAR
YI RQLTTPGNSK- FKSQLI LLI MDLKLNG EPNVAYAAGKSVAEKL L SGYWON- GKSGAR
Yl RQLTTPGNSK- FKSQLI LLI MDLKLNG EPNVAYAAGKSVAEKL L SGYWON- GKSGAR
YI RRI TTPGSSN- FRPQVLLLI | DLKLKG EPNVAYAAGKSTAKKLL SSYWD- CKSGAR
SVRY| TDPDTPDSYYNQL VL QFFDLKL STSENK- - RQSGREI AHHVLDYLWCEEEGEREKE
* ok . RS -k kok -k * -k * . * o

-k

152
167
162
153
169
152
153
153
153
153
152
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Dpr ecur sor
SnmaseDpr ecur sor
Plprecursor
toxin
P2precursor
sphi ngonyel i nasel
i sof ornB
protein-likel
protein-1ikeDlI
Sli keprotein
HO9

Dpr ecur sor
SmaseDpr ecur sor
Plprecursor
toxin

P2pr ecur sor
sphi ngonyel i nasel
i sof orn8B
protein-likel
protein-1ikeDlI
Sli keprotein
HO9

Dpr ecur sor
SmaseDpr ecur sor
Plprecursor
toxin
P2precur sor
sphi ngonyel i nasel
i sof ornB
protein-likel
protein-1ikeDlI
Sli keprotein
HO9

AY! VLS| PDLNHYKLI TGFKETLKSEGHPEL MDKVGHDFSG- - - - - NDAI GDVGNAYKKA 207
AY! VLSI PNLAHYKLI TGFKETLKTEGHPEL MEKVGYDFSG- - - - - NDNI DQVANAYKKA 222
AY! VLS| PDLNHYPLI KGFKDQL TKDGHPEL MEKVGHDFSG- - - - - NDDI GDVGKAYKKA 217
AY! VLS| PDLNHYPLI KGFKDQL TKDGHPEL MDKVGHDFSG- - - - - NDDI GDVGKAYKKA 208
AY! VLS| PDLNHYPLI KGFKDQL TQDGHPEL MDKVGHDFSG- - - - - NDAI GDVGNAYKKA 224
AYWLSLPDI GHYEFVRGFKEVLKKEGHEDL LEKVGYDFSGPYLPSLPTLDATHEAYKKA 212
AYI VLSLETI TRPNFI SGFRDAI KASGHEEL FEKI GADFSG- - - - - NEDLGElI RRVY(XY 208
AYI VLSLETI TRPNFI SGFRDAI KASGHEEL FEKI GADFSG- - - - - NEDLGElI RRVY(XY 208
AYI VLSLETI TRPDFI SGFRDAI KASGHEEL FEKI GADFSG- - - - - NEDLGElI RRVY(XY 208
AY! VLSLETI TRCDFI SGFKDAI DASGHTEL YEKI GADFSG- - - - - NEDLGEl RRI YCXY 208
I RWI YFEKLEEKDVI LGFMDVFKLRNQI SRLRDVGFDGGT - - - - - - GNI SDI ARMFSKF 206
k. . . . * % . . . -k K . . *

GVTCHVWRSDA TNCLLRG LSRVKEAVKNRDSSN- GFI NKVYYWIVDKRATTREALDAG 265
GVTCHVWRSDA TNCLLRG LDRVRKAVANRDSSN- GYl NKVYYWI'VDKRQSTKNALDAG 280
G TCH WRSDA TNCLPRG LSRVNAAVANRDSAN- GFI NKVYYWIVDKRSTTRDALDAG 275
G TCH WRSDA TNCLPRG LSRVNAAVANRDSAN- GFI NKVYYWIVDKRSTTRDALDAG 266
G SCHVYWRSDA TNCLLRG LDRVKQATANRDSAN- GFI NKVYYWI'VDKRATTRDALDAG 282
GVDCHI WL SDGL TNFSPL CDIVARL KEAI KSRDSAN- GFI NKI YYWSVDKVSTTKAALDVG 271
G EDH WRGDA TNCLPRG DYRLTEAMKKKNDPNYKYTLKVYTWSl DKESSI RNALRLG 267
G EDH WRGDA TNCLPRG DYRLTEAMKKKNDPNYKYTLKVYTWSl DKESSI RNALRLG 267
G EDH WRGDA TNCLPRG DYRLTEAMKKKNDPNYKYTLKVYTWSl DKESSI RNALRLG 267
G DDH WRGDA TNCOW/RD- DDRLKEAI KKKNDPNYKYTKKVYTWSl DKNASI RNALRLG 267
NI KDNI W GDGATNCEPFKSFVRLKNAI DNRDSRK- GFVSKI YOMNDI KTTMVRSLRLG 265
. .. . * CY . . * « % * . .k *

* *k k% * * o

VDGVMINYPDVI TDVLNESAYKAKFRI ATYDDNPVEETFKN- 305
VDG MPNYPDVI ADVPNESAYKAKFRI ASYDDNPVETFKN- 320
VDA MINYPDVI TDVLNEAAYKKKFRVATYDDNPVWTFKK- 315
VDA MINYPDVI TDVLNEAAYKKKFRVATYDENPVWTFKK- 306
VDGVMINYPDVI TDVLNESAYKNKFRVASYEDNPVETFKK- 322
VDA MINYPNVLI GVLKESGYNDKYRLATYDDNPVETFKN- 311

VDAVMINYPARVKSI LRESEFSGTHRVATYDDNPWX- - - - 304
VDAVMINYPARVKSI LRESEFSGTHRVATYDDNPWX- - - - 304
VDAVMINYPARVKSI LRESEFSGTHRVATYDDNPWXK- - - - 304
VDAI MTNYPEDVKDI LQESEFSGYLRVATYDDNPW/K- - - - 304

VDGV TNKPERLLEVL QEPEFAKDFRLATI YDDPFEYFCDE 306
* % CY * * . . * . Ko k. e k. .

Figura 10. Resultado do alinhamento feito pelo programa CLUSTAL W
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4.7 Analise Filogenética

Os resultados da arvore filogenética (Figura 11) feita pelo programa MEGA3
para analise da proximidade de sequéncias residuos de aminoacidos de
esfingomielinases de Loxosceles sp e a proteina H09, usando o algoritmo Maximum
Parsimony, com 10000 replicagdes, esta apresentou maior proximidade e alto indice
(97) de similaridade com as proteinas P1 precursor, P2 precursor além da toxina

dermonecroética, as trés descritas e L intermédia.

HO9

P 2 precursor

P 1 precursor
Derm toxin D precursor

reclusa

Smase |
laeta

D precursor
arizonica

Derm protein
Derm toxin 2
Derm protein 3

Smase like
laeta

Figura 11. Arvore filogenética feita pelo programa MEGA3 na andlise de seqiiéncias de residuos de

aminoacidos de esfingomielinases-D usando o algoritmo: Maximum Parsimony, com 10000

replicagdes.
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4.8 Predicao da funcao da proteina H09

O Plot (Figura 12) obtido a partir do programa Plot3D usando sequéncias de
residuos de aminoacidos de esfingomielinases do GenBank (pontos amarelos) e
defensinas do Swiss-prot (pontos azuis) e H09 (ponto amarelo) levando em
consideracdo a massa molecular (MM), o ponto isoelétrico (Pl) e o momento
hidrofébico (HM), dessas proteinas demonstrou que a sequéncia da proteina HO9

situou-se no vértice dos dois grupos, sugerindo uma fungéo de defesa.
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Figura 12. Plot obtido com sequiéncias de esfingomielinases-D e defensinas do GenBank levou em
consideragdo a massa molecular, o Pl (ponto isoelétrico) e o momento hidrofébico, para o calculo
deste ultimo foi utilizada a escala CCS. O ponto verde € a seqiiéncia da proteina H09, os pontos

amarelos sao seqiiéncias de esfingomielinases-D e os pontos azuis sdo sequiéncias de defensinas.
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4.9 Confirmagao da transcricao do mRNA do clone H09

4.9.1 “Northern Blot”

A transcricdo do mRNA correspondente ao clone HO9 foi confirmada por meio
de “Northern Blot” nas glandulas da seda e do veneno de Nephilengys cruentata
usando RNA total. A sonda utilizada neste experimento foi obtida a partir da
sequéncia codificante do gene do clone H09 da biblioteca de cDNA da glandula da
seda. Na figura 13A é apresentada um gel de agarose 1% exibindo as bandas do
RNAtotal das glandulas da seda e do veneno de Nephilengys cruentata. Na figura
13B é mostrado um “Northern Blot”. Nos pog¢os 1 e 5 foram aplicadas amostras da
glandula da seda e nos pogos 2 e 6 amostras da glandula do veneno. De acordo
com a revelagéo na figura 13B somente houve hibridizagdo nos pogos com RNA da
glandula da seda, indicando que ha expressao desse gene somente nesta glandula.

12 3 456 123 456

Figura 13. Anadlise por “Northern Blot” do RNAtotal das glandulas da seda e do veneno da aranha
Nephilengys cruentata utilizando sondas provenientes da sequéncia codificante do clone H09 da
biblioteca de cDNA da seda marcadas radiativamente. Gel de agarose 1% (A) e “Northern Blot” (B);
Poco 1: total da glandula da seda; poco 2: RNA total da glandula do veneno; pogo 3: branco; poco 4:

branco; poco 5: total da glandula da seda; poco 6: RNA total da glandula do veneno.
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4.9.2 RT-PCR

O resultado da analise por RT-PCR do RNAtotal das glandulas da seda e do
veneno da aranha Nephilengys cruentata (Figura 14) utilizando iniciadores
desenhados a partir da sequéncia codificante do clone HO9 da biblioteca de cDNA da
glandula da seda corrobora com o do “Northren Blot’. Nesta andlise foi observada
amplificagdo somente nas amostras referentes a glandula da seda (pogo 3) e do
préprio clone HO9 (pogo 2) o qual foi usado como controle positivo. Pogo 1: 1Kb
ladder clone HQ9; poco 3: RNA total da glandula da seda; pogo 4: RNA total da
glandula do veneno; pogo 5: branco. O clone HO9 foi utilizado como controle positivo
da reacéo.

10000 pb —» "

Figura 14. Analise por RT-PCR do RNAtotal das glandulas da seda e do veneno da aranha

Nephilengys cruentata utilizando iniciadores desenhados a partir da sequéncia codificante do clone
HO9 da biblioteca de cDNA da seda. Pocgo 1: 1Kb ladder (Promega®); poco 2: clone HO9; poco 3: RNA

total da glandula da seda; poco 4: RNA total da glandula do veneno; pogo 5: branco.

4.10 Subclonagem da regiao codificante do gene H09 do vetor pSport1 para o
vetor de expressao pET21a.

A estratégia de subclonagem da regiao codificante do gene H09 do vetor da
biblioteca de cDNA da glandula da seda de Nephilengys cruentata, o vetor pSport1,
para o vetor de expressdao em E. coli, pET21a, por intermédio do desenho de
iniciadores que adicionaram os sitios de clivagem de das enzimas Notl e Xhol nas
extremidades do gene, esta esquematizada na figura 15.
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HO9

Desenho de primers

pSport1 PCR
Notl Xhol
<
T4 lig
Notl Xhol

<
T4 lig

‘|||||||||||l) Dig. Notl e Xhol

Figura 15. Esquema da clonagem da regi&o codificante do gene H09 a partir do vetor da biblioteca
de cDNA pSport1 por meio da amplificacdo com iniciadores que inseriram os sitios de Notl e Xhol,
nas extremidades da seqiiéncia, clonagem no vetor pCR2.1-TOPO, posterior digestdo com estas
enzimas tanto do vetor pCR2.1-TOPO contendo o fragmento amplificado como do vetor de expressao

A LA
Notl Xhol
Topo
HO9

|
Notl Xhol
Notl Xhol

pET21a, e finalmente a ligagao do fragmento com o vetor digerido.

pET21a



4.11 Digestao com as enzimas de restricao Notl e Xhol

No resultado da digestdo com as enzimas de restricdo Notl e Xhol, do DNA
plasmidial de culturas bacterianas transformadas com o controle negativo vetor
pET21a e com pET21a/H09, os plasmidios que possuiam o inserto, quando
digeridos liberavam um fragmento de 939 pb correspondente a regido codificante do
gene HO09. No pogo 1 estd o marcador de massa molecular DNA Low mass
(Invitrogen®) nos pogos 2 e 3 os clones foram do controle negativo, os demais clones
de pET21/H09. De acordo com a figura 16 os clones dos pogos 5, 6 € 8 possuem o

inserto.

2000 pb —>»
1200 pb —»

800 pb —»

Figura 16. Gel de agarose (1%) da digestdo com as enzimas de restrigdo Notl e Xhol do DNA

plasmidial de culturas bacterianas transformadas com vetor pET21a e com pET21a/H09, a seqléncia
codificante do clone H09 da biblioteca de cDNA da seda da aranha Nephilengys cruentata. Pogo 1:
Low DNA mass; pogo 2: pET21a; pogo 3: pET 21a; pogo 4: pET21a/H09; pogo 5:pET21a/HO9; pogo 6:
pET21a/H09; pogo 7:pET21a/H09; pogo 8: pET21a/HO9.

4.12 Analise por PCR dos clones transformantes de pET 21a e pET21/H09

A confirmagdo da presenca do inserto e checagem de contaminantes no
controle negativo também foi feita pela técnica de PCR (Figura 17), utilizando os
iniciadores desenhados com base na sequéncia codificante do clone H09. Os quatro
primeiros pogos sdo das amostras do controle negativo, no quinto pogo esta o
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marcador de massa molecular 1kb Plus (Promega®), no sexto, sétimo, oitavo € nono

pogos estao clones positivos, amplificaram um fragmento de 939 pb.

12000 pb —»

Figura 17. Gel de agarose (1%) da andlise por PCR dos clones transformantes, pogo 1-4:clone

controle negativo; pogo 5: 1kbPlus pogo 6-9 clones transformantes positivos.

4.13 Deteccao da proteina recombinante por reconhecimento da cauda de
polihistidina.

Na analise via “Western blot” ndo foi possivel detectar a presenca da proteina
recombinante na cultura bacteriana em nenhuma das variag¢des cinéticas na indugao.
Pode ter havido uma atividade toxica da proteina para o hospedeiro ou ocorrido

diferenca entre codons preferenciais da sequéncia a ser expressa e da bactéria.

4.14 Analise de codons preferenciais

A comparagao entre os codons preferenciais usados por E. coli e os usados
na sequéncia codificadora do clone HO9 revelou que um dos codons mais frequentes
em HO09, AGA, que aparece nove vezes dentro de uma sequéncia de 307 residuos
de aminoacidos, € um codon raro em E. coli, CGA também é um codon raro em E.
coli e esta presente por seis vezes na sequéncia, como evidenciado nas tabelas 3 e
4. |Isto demonstra que ha uma grande chance de ter havido problemas na traducgéo
decorrentes da falta de tRNAs no momento da sintese da proteina recombinante.
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4.14.1 Tabela 3. Codons Preferenciais de Escherichia coli B [gbbct]: 11 CDS's (3771

codons).

cdédon % N° codon % N° cédon % N° cdédon % N°
Uuuu 289 109 UCU 85 32 UAU 18,6 70 UGU 42 16
uuc 18,8 71 UccC 8,0 30 UAC 85 32 UGC 58 22
UUA 17,5 66 UCA 6,1 23 UAA 1,9 7 UGA 0,8 3
UuG 18,6 70 UCG 11,4 43 UAG 0,3 1 UGG 12,7 48
CUU 12,7 48 CCu 58 22 CAU 93 35 CGU 16,4 62
CuC 14,1 53 CCC 2,4 9 CAC 7,2 27 CGC 18,8 71
CUA 34 13 CCA 74 28 CAA 13,5 51 CGA 24 9
CUG 549 207 CCG 249 9 CAG 24,7 93 CGG 5,0 19
AUU 33,9 128 ACU 7,7 29 AAU 21,2 80 AGU 143 54
AUC 31 117 ACC 252 95 AAC 15,9 60 AGC 143 54
AUA 50 19 ACA 6,12 23 AAA 292 110 AGA 24 9
AUG 374 141 ACG 146 55 AAG 8,8 33 AGG 21 8
GUU 196 74 GCU 13,8 52 GAU 30 113 GGU 244 92
GUC 14,3 54 GCC 25,5 96 GAC 151 57 GGC 33,1 125
GUA 10,6 40 GCA 19,6 74 GAA 151 57 GGA 8,2 31
GUG 339 28 GCG 326 123 GAG 18 68 GGG 14,4 54
E:\pclab2\Codon usage ecoli.htm

4.14.2 Tabela 4. Codons Usados na sequéncia codificante do clone H09

cdédon % N° cédon % N° cdédon % N° coédon % N°
Uuu 424 13 UCU 0,65 2 UAU 1,63 5 ucgu 0,98 3
Uuuc 294 9 UCC 1,96 6 UAC 196 6 ucC 0,65 2
UUA 0,98 3 UCA 1,63 5 UAA 0,00 O UGA 0,00 O
uuG 1,3 4 UCG 1,3 4 UAG 0,00 O ucG 1,3 4
Cuu 163 5 CCu 1,96 6 CAU 0,98 3 CGU 263 5
cuc 098 3 CCC 0,32 1 CAC 0,65 2 CGC 0,00 O
CUA 1.3 4 CCA 065 2 CAA 261 8 CGA 196 6
CUG 228 7 CCG 0,00 O CAG 065 2 CGG 0,00 O
AUU 228 7 ACU 1,63 5 AAU 261 8 AGU 1,3 4
AUC 196 6 ACC 0,00 O AAC 294 9 AGC 0,00 O
AUA 261 8 ACA 228 7 AAA 392 12 AGA 293 9
AUG 261 8 ACG 0,98 3 AAG 163 5 AGG 0,32 1
GUU 261 8 GCU 0,65 2 GAU 588 18 GGU 196 6
GuC 1,3 4 GCC 0,32 1 GAC 163 5 GGC 0,32 1
GUA 228 7 GCA 1,3 4 GAA 49 15 GGA 3,26 10
GUG 0,65 2 GCG 098 3 GAG 261 8 GGG 0,32 1
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5. DISCUSSAO

E importante notar o intrigante fato da identificagdo de um clone da biblioteca
de cDNA da glandula da seda de Nephilengys cruentata, cuja proteina predita
(denominada HQ9), ter apresentado identidade variando de 29 a 35% com uma
proteina descrita na literatura em Loxosceles sp a esfingomielinase-D. Deve-se ainda
ressaltar que esta proteina esta presente na glandula do veneno de Loxosceles sp e
€ um componente do mesmo, ao contrario da proteina HO9 que foi encontrada na
glandula da seda. Finalmente & preciso destacar a distdncia anatdbmica dessas
glandulas

Na analise de predicdo de peptidio sinal da proteina H09, a posicdo do
provavel sitio de clivagem, entre o residuo de aminoacido 26 e 27, foi a mesma
descrita por Pedrosa em 2005 na analise de uma esfingomielinase isolada de
Loxosceles laeta.

De acordo com a analise realizada pelo programa Expasy, a proteina possuli
307 residuos de aminoacidos, com massa molecular predita de 35,7 kDa, pl tedrico
de 5,34. Do total de aminoacidos, 15% s&o carregados negativamente e 12,4%
carregados positivamente, o que pode implicar na carga da total da proteina
indicando que tipo de interagdo iGnica é favorecida e com quais cargas ela possui
maior afinidade, o que influencia diretamente na sua fungéo.

Esfingolipidios foram descritos como alvos de drogas antimicrobianas e
antifungicas especificas que ndo apresentaram atividade sobre esfingolipidios de
células animais e de plantas (Thevissen et al., 2005). Com base nestes dados pode-
se sugerir uma fungao de defesa como um agente antifungico ou antimicrobiano para
a proteina H09, uma vez que esta apresentou identidade com esfingomielinase, uma
enzima que cliva esfingomielina, originando N—acylsfingosideo e ceramida (Cisar et
al., 1989).

Quanto a porcentagem de identidade entre a proteina HO9 e as
esfingomielinases do banco de dados, se forem considerados o maior valor de
identidade entre a proteina HO9 e as esfingomielinases de Loxosceles (35%) e o
menor valor de identidade somente entre as mesmas (42%), estes valores nao estéao

muito distantes, posto que a proteina HO9 é proveniente de outra familia de aranhas.
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A comparagao da sequéncia de residuos de aminoacidos da HO9 mostrou n&o
s6 um alinhamento semantico consistente (CLUSTAL W), mas também um
enquadramento na arvore filogenética dessa classe de esfingomielinases-D. Isto
demonstra que HO9 esta filogenéticamente proxima dessas proteinas, mesmo sendo
proveniente de géneros distintos de aranhas.

Apresentou também uma proximidade na predicdo da fungdo por meio de
caracteristicas fisico-quimicas, que levou em consideragao a massa molecular, o pl e
o momento hidrofébico (Plot 3D), com essa classe de esfingomielinases-D e
defensinas, situando-se no vértice dos dois grupos, reforgando a hipétese de uma
funcdo de defesa.

Os resultados do “Northern Blot” e da RT-PCR corroboram no sentido de
indicar a presenca da expressao do gene somente na glandula da seda e ndo na
glandula do veneno da aranha Nephilengys cruentata, o que pode estar relacionado
a necessidade de preservagao da integridade fisica e estrutural da teia, defendendo-
a contra agentes patogénicos. Pode ainda estar presente somente na glandula e ndo
na seda, mas da mesma forma conferindo uma defesa natural posto que a principal
funcdo da seda é reprodutiva, na construcdo do estojo ovigero sedoso, o que é
imprescindivel para a perpetuagao da espécie.

Para confirmagéo dessas hipdteses foi realizada a subclonagem do fragmento
codificante do clone HO9 no vetor de expressdo em E. coli, confirmada por meio de
PCR e digestdo com enzimas de restricdo. Segui-se da transformacéo de diferentes
linhagens celulares e testes de variagdo na cinética da indug¢do, contudo n&o foi

possivel a detecg¢ao da proteina recombinante.

5.1 Dificuldades de expressao em sistema E. coli

Como os resultados da cinética da indugdo da expressdo do fragmento
codificante do gene do clone HO9 ndo foram conclusivos, pode ter havido uma
atividade toxica da proteina para o hospedeiro. No intuito de neutralizar uma possivel
toxicidade da proteina recombinante, foi utilizada a linhagem de E. coli BL21(DES3)

pLysS® desenvolvida especialmente para expressar proteinas recombinantes
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toxicas. Mesmo nessa linhagem nao foi obtida a detecgdo da proteina pelo método
de “Western blot”.

Outro problema que pode ter ocorrido é a diferengca do codons preferenciais
da sequéncia a ser expressa e codons preferenciais da bactéria demonstrado neste
estudo. Esta incompatibilidade de codons preferenciais entre o gene a ser expresso
e 0 hospedeiro pode acarretar interrupcao da transcrigdo, adicdo de aminoacidos
errbneos, e uma tradugado truncada. Para tentar eliminar essa hipotese foi utilizada a
linhagem de E. coli BL21-CodonPlus ©, que contém genes adicionais desses codons
raros em E. coli mas mesmo nessa linhagem ndo foi detectada a proteina
recombinante.

Pode ainda ter ocorrido algum problema no vetor de expressdo, como a
RNApolimerase ter de passar por todo o mutiplo sitio de clonagem, que é rico em C
e G, até chegar no cddon inicial da sequéncia codificadora, o que pode estar
dificultando o inicio da transcrigao.

Pedrosa et al. em 2004 realizaram a clonagem e expressédo de
esfingomielinases P1 e P2 de Loxosceles intermedia, em vetor pSERT, purificaram
em coluna de Ni-sefarose e testaram com susseso a atividade das proteinas
recombinantes, mostrando ser possivel a expressdo de esfingomielinases de
Loxosceles intermedia em bactérias como sistema heterdlogo. Devido ao fato de a
proteina HO9 ser proveniente de uma biblioteca de cDNA da glandula da seda de
Nephilengys cruentata, esta proteina pode ser uma esfingomielinase que néo clive
esfingomielina no sitio D, que é toxico para células animais, mas talvez clive em
outro sitio especifico que seja, por exmplo, téxica para membranas de fungos e
bactérias. Posto que esfingolipidios foram descritos como alvos de drogas
antimicrobianas e antifungicas especificas, que n&do apresentaram atividade sobre
esfingolipidios de células animais e de plantas (Thevissen et al., 2005), nesse caso
pode realmente haver um impedimento na expressido dessa proteina em sistema

heterdlogo bacteriano ou de levedura.
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6. PERSPECTIVAS

1. Novas modificacdes nos parametros da cinética de indugao; 1.1. diminui¢cao
do tempo de indugdo; 1.2. aumento da concentragcdo de IPTG; 1.3. utilizagdo do
vetor de PLIS em célula PRIL.

2. Clonagem da sequéncia codificadora do clone HO9 em vetor de expressao
em planta; 3. transformacao para obtencdo da proteina recombinante; 4. realizagao
de testes de atividade in vivo; 5. purificagao; 6. realizagcado de testes de atividade in
vitro. Viabilizando dessa forma a confirmacdo da hipotese dessa proteina clivar

esfingomielina e/ou ter atividade de defesa contra microorganismos.
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Anexo 1

BsmF | 4107 1
NgoA IV 3978
Dralll 3872

Aatll 191 ";“f“"
Pst| 280 c°ning
site

Nar| 552

Esp3 | 582
Hpal 687
EcoR V 743

SPB promoter
T7 promoter

f1 intergenic region lac OPZ’

Xmn | 3329

Tatl 3213
Scal 3212

Apa | 8584
1000
BstE Il 1009

pSPORT 1
4,110 bp

Bel |l 1177
facl
Esal 2801

Eami105 | 2729 lacl promoter

PfIM | 1610

AlwN | 2252 BspLU11 | 1841
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Anexo 2

lacZa ATG .
M13 Reverse Primer l H.lnld 11l Kpin I Saulsl .BlamHI S;lzle I

CRAG GRL ACA GCT ATG ACK ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTR CCG AGC TCG GAT CCR CTR

GTC CTT TGET CEAR TAC Tels TRAC TAR TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCGE RGC CTR EGT GAT

Sslf)( | EcoR1 Ec\I:nFE |

|
STA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GARA TTC GCC CTT Plnc cGC GAR TTC TGC
CAT TEC CEG CGG TOR CAC GAC OTT BAG CGG CAURERRRRNTTC C0E CTT ARG LG

EctlaR W lerx 1 erjt | X?o I Nsa'll )l(.":ua | A,::ia |
AGR TAT CCAR TCR CRC TGGE CGEE CCGE CTC GAG CAT GCR TCT RAGR GGE CCC RAT TCG |(CCC TAT
TCT ATAR GET AGT GTE RCC GCC GGEC GAG CTC GTA CGT AGR TCT CCC &5E TTR RGC |GGG LATR

T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer

LET GRG TCGE TRT THC ART TCR|CTG GCC GTC GTT TTR ClRr CGT CG5T EAC TGE ERR ARC
TCR CTC AGEC ATR LTS TTR AGT |GRAC CGE CAG CRR LT HTT GCR GCR CTG RC TT TIG

Comments for pCR®2.1-TOPO?®
3931 nucleotides

LacZo fragment: bases 1-547

M13 reverse priming site: bases 205-221
Multiple cloning site: bases 234-357

T7 promoter/priming site: bases 364-383

M13 Forward (-20) priming site: bases 391-406
f1 origin: bases 548-985

Kanamycin resistance ORF: bases 1319-2113
Ampicillin resistance ORF: bases 2131-2991
puUC origin: bases 3136-3809
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Anexo 3
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T7 promoter primer #68348-3

Bl T7 promoter lac operator Xbal rhs
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" . Eagl  Aval )
Noel Neel — T7+Tag PET-210 gkt EcoR | Sacl  Sal Hndll Nell Xl HisTag
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T7 terminator primer #69337-3
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Anexo 4

3.11. Solugoes para eletroforese em gel de agarose

3.11.1. Tampao de amostra 5X Glicerol : 50,0% (v/v); azul de bromofenol : 0,2%
(p/v); solvente TBE : 2,5X, Estocar a 4°C.

3.11.2. Tampao de corrida para gel de agarose (TBE) 5X Acido bérico : 27,5 g;
EDTA 0,5M (pH 8,0) : 20 mL; H>O destiladagsp : 11, pH 8,3.

3.11.3. Solugao de brometo de etidio 20.000X Brometo de etidio: 5 mg/mL.

Anexo 5

3.20. Meios de cultura para bactérias

3.20.1. Meio LB (Luria-Bertani) — Baixa concentragcao de sal Peptona de caseina:
1,0% (p/v); extrato de levedura; 0,5% (p/v); NaCl: 0,5% (p/v); pH ajustado para 7,0
com NaOH.
3.20.2. Meio LB (Luria-Bertani) Peptona de caseina: 1,0% (p/v); extrato de
levedura: 0,5% (p/v); NaCl : 1,0% (p/v); pH ajustado para 7,0 com NaOH.
3.20.3 Meio 2XYT Peptona de caseina: 1,6% (p/v); extrato de levedura: 1,0% (p/v);
NaCl: 0,5% (p/v); pH ajustado para 7,0 com NaOH.

Para meio de cultura de bactéria sdlido, foi adicionado agar bacteriologico a
1,5% (p/v).

ApoOs dissolver os reagentes em agua, todos os meios de cultura utilizados
foram autoclavados a 120°C por 20 minutos. Quando necessario foram adicionados
os antibidticos apropriados, nas seguintes concentragbes: ampicilina 100 ou 150

pg/mL, e cloranfenicol 15 pg/mL.

62



Anexo 6

3.41. Solugoes para eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante

3.41.1. Solugao estoque acrilamida/bis-acrilamida 30% Acrilamida: 30% (p/v); bis-
acrilamida: 0,8% (p/v). Dissolver em agua bidestilada e filtrar em papel Whatman.
3.41.2. Tampao para gel separador Tris-HCI: 1,5 M. pH 8,8.

3.41.3. Tampao para gel concentrador Tris-HCI: 1,0 M. pH 6,8.

3.41.4. SDS (Sédio dodecil sulfato) SDS: 10% (p/v).

3.5 Solugao de persulfato de aménio (APS) Persulfato de aménio: 10% (p/v).
3.41.6. TEMED (N,N,N’,N’- tetrametiletilenodiamina) Foi utilizado o reagente
TEMED da companhia Organic Research.

3.41.7. Gel Separador 12% H>O 3,200 mL; Ac/Bis ac 30% 4,000 mL; Tris-HCI 1,5M
(pH 8,8) 2,532 mL, SDS 10% (p/v) 0,100 mL; APS 10% (p/v) 0,050 mL; TEMED
0,005 mL. Volume final 10 mL

3.41.8. Gel Concentrador 5% H>O 1,400 mL; Ac/Bis ac 30% 0,415 mL; Tris-HCI 1M
(pH 6,8) 0,630 mL; SDS 10% (p/v) 0,025 mL; APS 10% (p/v) 0,025 mL TEMED
0,0025 mL Volume final 2,5 mL

3.41.9. Tampao de amostra 2X Tris-HCI (pH 6,8) : 200 mM; SDS: 4% (p/v); B-
mercaptoetanol: 4% (v/v); Glicerol: 20% (v/v); Azul de bromofenol: 0,1% (p/v).
Preparar aliquotas de 1 mL e estocar a -20°C.

3.41.10. Tampao de corrida 5X Trizima base: 125 mM; Glicina: 0,96 M; SDS: 0,5%
(p/v).

3.41.11. Comassie Blue: Solugcao corante para gel de poliacrilamida (100 mL)
PBS: 80 mL; Ferricianato de potassio (50 mM): 10 mL; MgCl, (1 M): 0,2 mL.
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Anexo 7
4.42. Solugdes e materiais para imuno-detecgao

4.42.1. Tampao de transferéncia pH 8,3 Triz base: 5.82g (48mM); Glicina: 2.93g
(39mM); SDS: 0,375 g; Metanol: 200mL; H>O gsp 1 I.

4.42.2. TBS (Tampao Tris salina) NaCl: 150 mM; NaHPO4: 10 mM; NaN2: 0,005%;
pH ajustado para 7,4 com NaOH.

4.42.3. TBST (Tampao Tris salina Tween) TBS com 0,1% Tween 20.

4.42.4. Membrana de PVDF (polyvinilidene difluorine) Membrana 0,2 ym PVDF
(Invitrogen®).

4.42.5. Solugio de bloqueio Leite em p6 desnatado (Molico®): 5% (p/v), diluido em
TBST.

4.42.6. Tampao de ensaio Tris (pH 9,8) 20mM, Cl Mg TmM.

4.42.7. Solucgao de trabalho Tampao de diluicdo 9,4 mL, substrato concentrado 1mL
e enhancer 0,5 (Applied Biosystems®).

KODAK Biomax Xar Film®.

4.42.8. Anticorpos “Anti-Polyhistidine” (Sigma®), produzido em coelho.“Anti-Rabbit

IlgG” (Sigma®™), conjugado com fosfatase alcalina, produzido em cabra.
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Anexo 8

Resumas do 50° Congresso Brasileiro de Genética » 7 a 10 de setembro de 2004
Costao do Santinho * Florianépolis = Santa Catarina « Brasil 180
www.sbg.org.br - ISEN 85-89109-04-6

rech@cenargen.embrapa.br

Nephilengys, esfingomielinases, veneno, aranh

Madeira, LM: Vinecky, F: Souto, BM; Carvalho, DM; Leite, APF; Vianna, GR: Da Silva, FR; Aragio, FIL: Daffr&ilga Ir, Pt

Andrade, AC; Rech, E.

Niucleo de Biotecnologia, EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia, Parque Estacio Bioldgica, CEP 70770-900, Brasilia,
DF. " Universidade de Sido Paulo, Departamento de Parasitologia, Instituto de Ciéncias Blomédicas, Av. Prof. Lineu Prestes, 1374,
CEP 05508-200, Sao Paulo, SPlaboratério de Artépodes - Instituto Butantan, Avenida Vital-Brazil, 1500 — Buarfio Paulo - 5o Paulo

— Brasil, CEP D5503-900

Caracterizagﬁo de uma

SMAsed-like isolada da glindula
da seda deNephilengys cruentara

As aranhas do género Loxosceles sdo responsaveis pela maior parte d os acidentes com aracnideos no
Brasil, diagnosticados principalmente nas regides Sul e Sudeste. O veneno destas aranhas causa lesio
dermonecrética e induz hemdlise intravascular dependente de complemento, configurando um quadro

clinico de intensa gravidade, também conhecido como loxocelisnkstudos recentes revelaram que uma

esfingomiclinase (SMAsel). isolada do veneno de  Loxosceles laeta . ¢ responsave | pela maior parte

dos efeitos patoldgicos decorrentes do envenenamento. Esfingomielinases (3.1.4.41) sao esterases que
catalizam a reagio hidrolitica (esfingomielina + H ,O <> fosfato de ceramida + colina). Inicialmente foi

postulado que o fosfato de ceramida gerado pela atividade da SMAsel, seria o metabolito envolvido
na inducdo das reagdes patologicas decorrentes do loxecelismo. Estudos recentes detectaram que

SMAsel atua também como lipase e que o acido lisofosfatidico pode ser o lipideo mediador da

resposta patologica. Para a nossa total surpresa, o resultado das andlises de BLASTX das seqtiéncias

de ESTs produzidas no ambito do Proje to “genoma da teia de aranha™, revelou que um dos clones de

cDNA (Clone NPOO1-HO09 ), apresentava alta similaridade de seqiiéncia primaria com as seqiiéncias
polipeptidicas de SMAsesD de  Lovosceles spp.. presentes no banco de dados (www.nebinlm.nih.
gov). A andlise da sequencia total do clone NPOO1-HO9, revelou uma molécula de cDNA de 1450 pb,

codificando uma proteina de 307 a.a. A expressio do clone NPOO1-HOY foi analisada atraveés de Northem

Blot, contendo RNA total extraido de glandulas de teia e veneno, de aranhas  Nephilengys cruentata.
Visando-se determinar e comparar a atividade da SMAse isolada de Nephilengy s com a atividade de
SMAses de outras aranhas, os trabalhos estdo concentrados agora, na expressio heterdloga da proteina
com vistas a sua purificacio e caracterizacio funcional. W

Apoio financeiro: Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
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