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Resumo

As sedas de aranhas combinam biocompatibilidade e biodegradabilidade e
sdo conhecidas pelas suas propriedades mecanicas, 0 que as torna visadas para
aplicacbes médicas, militares e téxteis. Acredita-se que caracteristicas como forca e
extensibilidade resultem de motivos de proteina especificos e varias tentativas para
sua producdo in vitro tém sido feitas, mas as caracteristicas das fibras sintéticas
ainda ndo sdo comparaveis as exibidas pelas fibras nativas. A microscopia de forca
atobmica (MFA) foi escolhida para descrever a estrutura da superficie e o
comportamento mecéanico de 19 fibras sintéticas de aranha, e a microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) foi utilizada para caracterizacdo em dimensoes
maiores. As sequéncias de DNA sintéticas foram construidas combinando motivos
de forca e extensibilidade, e duas proteinas foram produzidas em Escherichia coli,
consistindo as variagcdes em dois residuos de aminoacidos na sequéncia repetitiva
de cada proteina (A1S8,0 e Y1S8,). Grupos controle foram mantidos e algumas das
fiboras foram submetidas a diferentes tratamentos, que incluem testes de tenséo e
banhos de metanol, isopropanol e /ou agua. Imagens da superficie (MEV) e imagens
de topografia e fase (MFA) foram adquiridas. Seis parametros de rugosidade foram
analisados e medidas de espectroscopia de forca foram realizadas para a obtencéo
da mecanica local das fibras. Tratamentos distintos resultaram em diferencas
significativas e as fibras sintéticas apresentaram-se heterogéneas, com
irregularidades de superficie na maioria dos casos. As diferencas na rugosidade
e nos parametros mecanicos medidos evidenciam importantes distincbes entre as
fibras resultantes da proteina A1S8,, e da Y1S8,,. Mostra-se, portanto, que a
sequéncia primaria das proteinas é fundamental para as propriedades mecanicas
das fibras. Os resultados mostram ainda uma melhoria das propriedades verificadas
para 0 0s grupos Al1S8,y tratados com isopropanol e para o grupo Y1S8,, tratado
com agua. Este estudo avaliou as fibras sintéticas qualitativa e quantitativamente,
apontando MFA e MEV como técnicas capazes de descrever de forma Unica os
detalhes particulares da estrutura de superficie das fibras sintéticas de aranha.
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Abstract

Spider silks combine biocompatibility and biodegradability and are well known
for their mechanical properties, what makes them suitable for medical, military and
textile purposes. Characteristics such as strength and extensibility are believed to
result from specific protein motifs and various attempts on spider silk in vitro
production have been made, but synthetic fibers’ characteristics are still not
comparable to the properties exhibited by native fibers. Atomic force microscopy
(AFM) has been chosen to describe the surface structure and the mechanical
behavior of 19 synthetic spider fibers and scanning electron microscopy (SEM) has
been used for characterization in higher dimensions. The synthetic DNA sequence
was engineered combining strength and extensibility motifs and two synthetic
proteins were produced in Escherichia coli. Variations consisted on two amino acid
residues on the repetitive sequence of each protein (A1S8,, e Y1S8,p). Control
groups were maintained and the some of the fibers were submitted to different types
of treatments, which include tensile tests and methanol, isopropanol and/or water
bath. Surface images (SEM) and topography and phase images (AFM) were
obtained. Six roughness parameters were analyzed and force spectroscopy
measurements were also performed in order to verify fibers local mechanics. Distinct
treatments resulted on significant differences and the synthetic fibers appeared very
heterogeneous, with surface irregularities in most cases. Differences in roughness
could also be noticed and the mechanical parameters measured evidence important
distinctions among the A1S8,, and the Y1S8,, fibers. Therefore, it has been shown
that the primary sequence of the proteins is fundamental for the mechanical
properties of the fibers. Moreover, the results show an improvement of the material
properties measured for the A1S8,, isopropanol treated groups and the Y1S8,, water
treated group. This study was able to evaluate synthetic fibers qualitatively and
quantitatively, pointing AFM and SEM as techniques able to describe uniquely

particular details of synthetic spider fibers surface structure.

Keywords: Atomic Force Microscopy, Scanning Electron Microscopy, synthetic spider

silk, topography, viscoelasticity, roughness, mechanical properties.
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1 Introducao

A humanidade tem se utilizado da seda produzida por uma série de insetos ha
milhares de anos e suas propriedades estruturais e mecéanicas peculiares fizeram
com gue fossem aplicadas na confeccado de uma série de materiais, com finalidades
distintas. Algumas sedas, suas aplicagdes na natureza e suas perspectivas de uso
como biomateriais serao discutidas ao longo deste trabalho.

As fibras das aranhas ganharam atencdo particular, principalmente por
apresentarem caracteristicas como dureza e ductilidade (capacidade de deformacé&o
plastica), mas também por ndo despertar nenhuma resposta alergénica ou
inflamato6ria quando em contato com tecidos vivos (Romer e Scheibel, 2008). Tais
propriedades fazem das sedas de aranha um ramo de interesse na ciéncia de
materiais, que busca desenvolver polimeros com caracteristicas especificas de

acordo com as aplicacfes pretendidas.

Na natureza, as aranhas produzem tipos diferentes de sedas, gerados a partir
de proteinas modulares especificas conhecidas como espidroinas. Existe uma
variabilidade de sequéncias génicas, proteinas e consequentemente de fibras
bastante expressiva entre espécies. Variacdes também sdo encontradas a nivel
intra-especifico e de individuo. As diferencas observadas levaram ao
desenvolvimento de diversos trabalhos que buscam elucidar os genes responsaveis
pela traducdo das proteinas da seda, suas estruturas secundarias e super-
secundérias, a organizacdo das espidroinas em fibras, a estrutura final do fio de

seda solido e as propriedades mecanicas resultantes deste complexo processo.

A inviabilidade da domesticacdo de aranhas e as pequenas quantidades de
seda obtidas das proprias aranhas levaram a busca pelo desenvolvimento de fibras
sintéticas em laboratorio, de maneira a possibilitar a existéncia futura de uma escala
de producédo que supra as necessidades da industria de biopolimeros. Para tanto, a
producdo heteréloga de proteinas da seda e tentativas de mimetizacdo do processo
de fiacdo das fibras ganharam espaco nos ambientes de pesquisa. As propriedades

exibidas pelas fibras sintéticas, entretanto, ainda ndo alcancam as apresentadas



pelas fibras nativas, e diversas tentativas de melhoria de desempenho - que

englobam todos os aspectos da producéo de sedas - vém sendo desenvolvidas.

A caracterizacdo de sedas de aranha e de alguns insetos por meio de
diversas metodologias ja foi reportada em uma série de trabalhos e tem contribuido
significativamente para o progresso das pesquisas ha area, mas ha ainda muito a
ser revelado. Diante do exposto, a utilizacdo de tecnologias que permitam uma
caracterizagdo mais aprofundada, acurada e detalhada é imprescindivel para que os
objetivos descritos sejam alcancgados.

Desta forma, no presente estudo se propde o uso da microscopia de forca
atdbmica, associada a microscopia eletrénica de varredura, para caracterizacdo de
fibras sintéticas de aranha sob o ponto de vista qualitativo, ja descrito em alguns
trabalhos, e sob o ponto de vista quantitativo, que é ainda pouco explorado. Esta
caracterizacdo visa a agregar novos conhecimentos a caracterizagdo estrutural da
producédo de fibras em laboratério, além de revelar detalhes acerca das propriedades

mecanicas exibidas por estas fibras.

2 Revisao de literatura

2.1 As sedas

As sedas geradas por aranhas e por algumas espécies de insetos, a exemplo
do bicho-da-seda (Bombyx mori) e da larva da abelha melifera (Apis mellifera), sdo
facilmente encontradas na natureza e chamam atengdo por suas propriedades
mecanicas distintas. Caracteristicas como a maciez e a alta estabilidade mecanica
das fibras de aranha, além de seu diametro bastante reduzido, fazem com que estas
fibras sobressaiam em relacdo a uma série de outros materiais disponiveis (Heim et
al., 2009). Além disso, tais sedas possuem os atributos de biocompatibilidade e
biodegradabilidade (Fu et al., 2009), o que as torna um objeto de estudo importante,
principalmente pelas perspectivas de aplicacdo das fibras como biomateriais.
Diversas finalidades podem ser atribuidas as fibras de alto desempenho obtidas a

partir de proteinas especificas, que variam de acordo com o0 agente produtor e com
2



a funcdo da seda produzida. As aranhas - que podem produzir até sete tipos
diferentes de fibras - empregam suas sedas com finalidades variadas (Fu et al.,
2009) que vao desde a captura de presas a formacao da linha de seguranca, que as
permite escapar dos predadores quando estdo em situacdes de risco iminente
(Hinman et al., 2000; Romer e Scheibel, 2008). O bicho da seda e a larva da abelha
melifera, por outro lado, produzem apenas um tipo de fibra, que é aplicada na
confeccédo de casulos (Fu et al., 2009; Weisman et al., 2010). Propriedades como
forca, resisténcia e flexibilidade tornaram tais fibras objetos de estudo em uma série
de trabalhos que tém por meta elucidar sua estrutura e a das proteinas que as
formam, de maneira a possibilitar o uso da seda na confeccao de diversos materiais,

com aplicagles variadas.

A ordem Araneae - que constitui 0 sétimo maior grupo dentre os artropodes,
contando com mais de 41000 espécies agrupadas em 109 familias (Platnick, 2010) -
ganha atencdo particular por sua capacidade de produzir fiboras de naturezas
distintas. Com propriedades mecanicas peculiares, as sedas de aranhas combinam
diferentes proteinas na formacéo das fibras de acordo com a finalidade pretendida.

Existe variabilidade consideravel entre as fibras, presente tanto em nivel de
individuo, como intra- e interespecificamente (Madsen et al., 1999; Swanson et al.,
2006), o que indica que a caracterizacdo de fibras de diversas aranhas,
especialmente as de espécies diferentes, e o conhecimento relativo as suas
aplicacdes na natureza podem permitir que uma grande variedade de sedas sejam
disponibilizadas como biopolimeros futuramente, de acordo com as propriedades

requeridas para o desenvolvimento de um determinado material.

Até sete glandulas diferentes estdo envolvidas na producdo das sedas de

aranhas, sendo elas:

1 e 2) glandulas ampoladas (“major ampullate” e “minor ampullate”), envolvidas
respectivamente na confeccao da linha de seguranca e das sedas que constituem a
espiral auxiliar das teias orbitais. A seda produzida pela ampolada maior esta
relacionada ainda a manutencéo da estabilidade e da forma da teia orbital;

3) flageliforme, responséavel pela producdo da teia espiral de captura;



4) piriforme, relacionada a producéo de fibras adesivas, que promovem a associacao

entre dois tipos de fibras distintos;

5) tubuliforme, que produz seda utilizada na confeccéo de casulos para deposito dos

0VoS;
6) aciniforme, envolvida no encapsulamento de presas €;

7) glandula da seda agregata, relacionada a producdo de uma camada aquosa e
pegajosa, semelhante a uma cola, contendo moléculas organicas que podem
exercer funcbes especificas na teia (Mukhopadhyay e Sakthivel, 2005; Romer e
Scheibel, 2008; Heim et al., 2009). Algumas aranhas podem usar as sedas de forma
econdmica, combinando tipos diferentes para realizar suas tarefas, como na
confeccado de armadilhas e casulos (Huemmerich et al., 2004). As func¢des referentes
a cada uma das teias produzidas pelas glandulas descritas estdo representadas na
fig. 1.
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Fig. 1 Funcdes das teias produzidas pelas glandulas sericigenas de diversas aranhas tecedoras de

teias orbitais, como a aranha de jardim européia A. diadematus. Adaptado de Romer e Sheibel, 2008.

As sedas produzidas pela glandula “major ampullate”, isoladas das espécies
Nephila clavipes e Araneus diadematus constituem o tipo de seda mais descrito até
hoje (Sheibel, 2004), principalmente por combinarem alta for¢a tensora (Work, 1976;
Vollrath et al., 2001; Lazaris et al.,, 2002) a razoaveis viscoelasticidade e
extensibilidade (Scheibel, 2004), quando a maior parte das fibras produzidas pelo
homem exibe alta forca tensora e dureza, ou alta extensibilidade e baixa forca
tensora (Schéfer et al., 2008). A combinacdo destas caracteristicas confere a seda

da linha de seguranca resisténcia extremamente alta, e uma robustez que supera a
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dos tenddes, a da seda produzida pelo bicho da seda, a da borracha sintética e até

mesmo a do aco (Scheibel, 2004).

Tabela 1 Propriedades mecanicas comparativas entre diferentes materiais. Adaptado de Romer e
Sheibel, 2008.

Material Forca tensora Extensibilidade &nay Resisténcia
Omax/GPa MJm ™
Seda de B. mori 0,6 0,18 70
Linha de seguranca de 11 0,27 160

A. diadematus

Seda flageliforme de A. 0,5 2,7 150
diadematus

Nylon 0,95 0,18 80
Kevlar® 3,6 0,027 50
Aco de alta tenséo 15 0,008 6

As propriedades elasticas das fibras produzidas pela glandula flageliforme
também se tornaram foco de uma série de estudos que buscam relacionar a
sequéncia protéica a estrutura da seda (Hayashi e Lewis, 1998; Heim et al., 2010). A
seda flageliforme é extremamente elastica, possuindo uma extensibilidade de até
300%, e tem por funcdo dissipar a energia de impacto das presas que vao de
encontro a teia (Romer e Scheibel, 2008). Suas caracteristicas mecanicas, bem
como as exibidas pela linha de seguranca, tornaram estas sedas alvo de pesquisas
gue procuram descrevé-las do ponto de vista estrutural e reproduzi-las
sinteticamente, na tentativa de desenvolver materiais que exibam propriedades

semelhantes.

Existem ainda alguns trabalhos de investigacdo acerca das caracteristicas

estruturais e propriedades mecéanicas de outros tipos de sedas, como a produzida
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pela glandula ampolada menor, que executa um papel estrutural na teia. Estas fibras
possuem forca tensora alta similarmente a linha de seguranca, mas sdo muito
menos elasticas, deformando-se de forma irreversivel quando estiradas (Colgin e
Lewis, 1998). A seda tubuliforme, que tem propriedades mecéanicas semelhantes as
apresentadas pela seda produzida pela ampolada menor, é produzida apenas na
estacdo reprodutiva e constitui a estrutura externa dos casulos (Tian e Lewis, 2005).
A seda aciniforme, envolvida no encapsulamento de presas e constituinte dos
casulos para reproducédo, chega a ser mais resistente que a linha de seguranca por
apresentar extensibilidade ainda mais elevada, conjugada a uma forca tensora
razoavel (Hayashi et al., 2004). A seda da glandula agregata, por sua vez, funciona
como uma espécie de cola molhada contendo moléculas orgénicas, sais, acidos-
graxos e glicoproteinas. Sugere-se que essa camada adesiva seja importante para a
manutencdo da elasticidade das fibras, na protecdo da teia, possuindo inclusive
funcdo antimicrobiana, além de contribuir para a captura de presas, ao dificultar seu
desprendimento quando em contato com a teia (Vollrath e Tillinghast, 1991; Romer e
Sheibel, 2008). H4 ainda a glandula piriforme, responsavel pela producao de discos
de aderéncia (Blasingame et al.,, 2009). Sugere-se que esses discos estejam
envolvidos na jungéo entre tipos distintos de sedas (Romer e Sheibel, 2008), bem
como na adesao da linha de seguranca a superficies solidas (Blasingame et al.,

2009).

2.2 Sedas como biomateriais

A humanidade tem utilizado a seda de aranha como biomaterial hd milhares
de anos, muito antes de seu surgimento como objeto de pesquisas cientificas. Na
Grécia Antiga, utilizava-se a fibra de aranha em curativos de feridas, para estancar o
sangue, e na Australasia, fibras de aranhas ou até mesmo teias inteiras eram
utilizadas em atividades pesqueiras. A utilizagdo destas fibras em artefatos militares
também ja foi descrita. Até a Il Guerra Mundial, fibras oriundas de teias de aranhas
eram utilizadas na confeccdo de equipamentos com finalidade Optica, tais como
microscopios, telescépios, visores de armas e sistemas guia de bombas (Lewis,
1996; Heim et al., 2009).



Atualmente, fibras produzidas por aranhas s&o cotadas para aplicacdes
téxteis, na confeccao de colas e de telas super leves. A aplicagcdo na confeccao de
materiais compostos e de fibras de alto desempenho também € estudada
(Arcidiacono et al., 2002). As sedas poderdo ser utilizadas ainda como matéria-prima
leve para a construcdo de componentes de avides, na confeccdo de cordas e redes
de pesca especiais, para-quedas, produtos esportivos e em aplicagdes balisticas,
como coletes a prova de balas (Scheibel, 2004).

A aplicabilidade na &rea biomédica chama atencéo pela possibilidade de uso
de compostos inorganicos de seda para regular as interacdes interfaciais célula-
material, para o controle da ades&o aos tecidos e para a modulacdo dos perfis de
degradacdo (Kluge et al., 2008), além da aplicacdo no desenvolvimento de
ligamentos artificiais, tenddes, capsulas de enderecamento de drogas, curativos e
micro-suturas (Teulé et al., 2007). Existem também perspectivas de que a formacao
de redes otimizadas de fibras em escalas nano ou micrométrica possa permitir ainda
a participacdo dessas fibras em uma série de processos fisicos, quimicos e
biolégicos como reacdes enzimaticas, catalise quimica, propagacdo eletrdnica de

sinais, filtragem, entre outros. (Scheibel, 2004).

As varias aplicacdes em potencial da teia de aranha na confeccao de diversos
materiais tornam necessaria sua producdo em escala industrial, entretanto, o
isolamento de grandes quantidades de fibras a partir da producdo das proprias
aranhas nao é viavel (Wen et al., 2010), pois, ao contrario do bicho da seda - que é
facilmente domesticavel - as aranhas exibem um comportamento canibal, o que
encarece em muito o processo (Romer e Scheibel, 2008), tornando-o de certa forma
invidvel. Além disso, enquanto o rendimento do casulo de B. mori corresponde de
600 a 900 metros de fibra, apenas ~137 metros de fibra podem ser retirados da
glandula ampolada de uma aranha, e ~ 12 metros de fibra sdo encontrados em uma
teia completa (Lewis, 1996). Tais observacdes, portanto, evidenciam a necessidade
da producéo de fibras de aranha em escala laboratorial e posteriormente industrial,

gue pode ser atingida por meio da engenharia genética.

Desta forma, diversas tentativas de producdo de fibras de aranha in vitro
foram realizadas, utilizando-se sistemas heter6logos para a expressao das proteinas

da seda. Os sistemas incluem Escherichia coli (Fahnestock e Irwin, 1997; Teulé et
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al., 2007; Brooks et al.,, 2008), Pichia pastoris (Fahnestock e Bedzyk, 1997,
Fahnestock et al., 2000), Bombyx mori (Wen et al., 2010), células do inseto
Spodoptera frugiperda (Huemmerich et al., 2004), células de mamiferos (Lazaris et
al., 2002), animais transgénicos (Xu et al., 2007), tabaco (Nicotiana tabacum) e
batata (Solanum tuberosum) (Scheller et al., 2001; Scheller e Conrad, 2005).
Variacdes nos processos de extrusdo das fibras também ja foram relatadas (Sheibel,
2004), mas as caracteristicas ultra-estruturais, nanoestruturais e mecéanicas das
fibras sintéticas ainda ndo sdo comparaveis as propriedades exibidas por fibras

nativas.

Um dos problemas encontrados reside no fato de que partir da informacéao
genética a formacdo de um fio de seda solido é um processo muito complexo e
ainda nao totalmente compreendido. A complexidade do processo in vivo dificulta
analises detalhadas do mecanismo de montagem das proteinas e sua organizacao
em fibras, e a modelagem in vitro tem sido dificultada em razdo das baixas
quantidades de proteinas de seda aranha altamente purificadas disponiveis
(Rammensee et al., 2008). Outro obstaculo para a producdo de seda sintética é o
fato de que as proteinas de seda de aranha enfrentam uma série de mudancas no
ambiente ao deixarem as glandulas produtoras da seda e passarem pelo canal de
flacdo. Estas mudancas compreendem quesitos como a taxa de fiacdo, a
temperatura, a mudanca de pH e o efeito de ions metélicos, que acabam por refletir
em suas estruturas secundarias e super-secundarias (Chen et al., 2006) e, portanto,
nas caracteristicas das sedas de aranha. Estes processos tornam dificil
compreender e reproduzir tais condicdes de forma a gerar fibras que igualem as

originais em estrutura e propriedades mecanicas.

2.3 Do DNA a fibra de aranha

Na tentativa de elucidar todo o processo de producédo de sedas, ndo apenas
as fibras de aranha, mas os genes que codificam para as proteinas formadoras das
teias - as espidroinas - tém sido estudados ao longo de muitos anos, objetivando
entender os moddulos formadores das fibras, a automontagem das proteinas



constituintes e os processos de fiacdo que levam a formacdo de sedas com
propriedades tdo distintas. Na década de 1950, a seda de aranha - a da linha de
seguranca em particular - tornou-se foco da ciéncia de materiais em razao de sua
forca e extensibilidade (Heim et al., 2009). A partir de entdo, uma série de trabalhos
foram desenvolvidos com o objetivo de elucidar os mecanismos envolvidos na

producéo da linha de segurancga, bem como de outros tipos de seda.

As proteinas das sedas de aranha sao codificadas por um conjunto variado de
genes e quase todos eles pertencem a uma unica familia (Garb et al., 2006; Ayoub
et al.,, 2007). Os membros desta familia possuem muitas caracteristicas similares,
como uma sequéncia altamente repetitiva composta por regides consenso em
tandem flanqueadas por duas regides terminais nao repetitivas. A organiza¢ao dos
loci, entretanto, pode diferir consideravelmente, como o observado para 0s

diferentes tipos de espidroinas (Heim et al., 2009).

2.3.1 A importancia da sequéncia de aminoacidos

Com base em analises de sequéncia de DNA e em comparacdes das regides
consenso de varias proteinas da seda, pode-se afirmar que todas as proteinas
constituintes das sedas de aranhas descritas até o momento sdo formadas por
unidades peptidicas repetitivas. Estas podem ser agrupadas em quatro grupos
principais: (1) GPGXX (onde X frequentemente representa Q); (2) sequéncias ricas
em alanina (An ou (GA)n); (3) GGX (onde X = A, Y, L ou Q); e (4) as regides
espacadoras, compostas por residuos de aminodcidos que ndo pertencem a
composicao tipica de sedas de aranhas. Algumas das referidas sequéncias podem

ser observadas na fig.2.
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Nep.c.* GGA--GOGGYGGLGXQGA-—————~ GR--——- GGQ-GA--GAAAAAA-——-
Nep.m.T GGA--GOGGYGGLGSQGA - == ==== GRGGY--GGQ-GA--GAAAAAA----
Nep.s.t GGA--GOGGYGGLGGQGA——————— GR-==——meee GA--GAAAAAA-—--
Tet.k.T GGLGGGQ-GAGQGGQOGAGQGGYGSGLGGXGQ--—-GAGQGASAAAAAAAA
Tet.v.t (eTeh Melelele]elc) (T ——— GSGLGGAGOGGQOGAGOGAAAAAASAAA
Lat.g.§m GGA--GOGGY--—----- GQ---GYGXGGAGOGGA-—--- GAAAAAAAA--
Arg.a.t GGO-GGXGGYGGLGSQGAGQ---GYXXGGA---GQG----GAAAAAAAAA-
Arg.t.§m GGQ-GGOGGYGGLGSQGAGY -~ ————— GGY---GQG-—---GAAAAAAAA--
Ara.d*(ADF-2) GGX-GGXGGQGGLGSQGAG----GAGQGGYGA-GQG-~-~-~-GAAAAAAAA--~
MaSp2
Nep.c.* ~---GPG--0Q0QGPGGYGPG- - -QQGPGGYGPGQQGPSGPGSAAAAAAAA
Nep.m.11 ----GPG--Q0QGPGGYGPG---Q0GPGGYGPGQQGPSGPGSARAAAAA -
Nep.s.t ~===GPG--QQGPGXY -~~~ e e GPSGPGSAAAAA---
Lat.g.§m.T --GSGPGGY--GPGX~——~—-~ 00---GYGPX--GPGGSGAAAAAAAA-
Arg.a.t G-GYGPGAGQQGPGSQGPGSGGOQGPGGX ———~~ GPYGPSAAAAAAAA-
Arg.t.1§m GPGYGPGAGQQGPGSQGPGSGGQQGPGGQ————— GPYGPSAAAAAAAA-
Gas.m.t G-GYGPGSGQQGPGQQGPGSGGQQGPGGQ————- GPYGPGAAAAAAAA-
Ara.b.” G-GYGPGSGQOGPGRO - ——===== GPGQQ- =~~~ GPYGPGASAAADAA-
Ara.d.1*(ADF-3) G-GYGPGSGQQGPGOQGPG---QQGPGGQ-———- GPYGPGASAAAAAA-
Nep.m.2t ~—GRGPGGY--GPGQQ—————— e GPGGPGAAAAAA - ——
Arg.t2t --G-GPGGQ--GPGQOXX—————— GPGGYGPS--GPGGASAAAAAAAA-
Ara.d.2*(ADF-4) ----GPGGY--GPGSQGPS-----GPGGYGPG--GP-GSSAAAAAAAAS
Flag
Nep.c.* [GPGGX]41 [GGX]7 TIIEDLDITIDGADGPITISEELTIS--GAGGS [GPGGXn]26
Nep.m.* [GPGGX]3¢ [GGX]7 TVIEDLDITIDGADGPITISEELTIGGAGAGGS [GPGGXp]i19
Arg.t.8f [GPGGXp]4 EGPVIVDVDVTVGPEGVGG [GPGGXpn]4a [GGX]g[GPGGXy] 3

Fig. 2 Sequéncias parciais de residuos de aminoacidos referentes as regifes consenso repetitivas
das proteinas produzidas pela glandula ampolada maior (MaSp 1 e 2) e pela glandula flageliforme
(Flag) de vérias aranhas tecedoras de teias orbitais. (-) Indica residuos ndo presentes em relacédo a
outras sequéncias. Os motivos GGX, GA, A, e GPGXX estdo representados respectivamente em
verde, amarelo, vermelho e azul. Espécies de aranhas: Nep.c., Nephila clavipes; Nep.m., Nephila
madagascariensis; Nep.s., Nephila senegalensis; Lat.g., Lactrodectus geometricus; Arg.t., Argiope
trifasciata; Arg.a., Argiope aurantia; Gas.m., Gasteracantha mammosa; Ara.b., Araneus bicentenarius;
Ara.d., Araneus diadematus; Tet.k., Tetragnatha kanaiensis; Tet.v., Tetragnatha versicolor. Os
simbolos indicam: *, sequéncia previamente publicada, f, clone de PCR/gendmico, 8m, cDNA de
glandulas ampoladas maiores e 8f cDNA de glandulas flageliformes. Adaptado de Gatesy et al.,
2001, Lewis, 2006.

As regides néo repetitivas presentes nas extremidades N- e C-terminais das
proteinas constituem normalmente cadeias formadas por 100 ou mais residuos de
aminoacidos (Hinman e Lewis, 1992; Colgin e Lewis, 1998; Hayashi et al., 1999;
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Oroudjev et al., 2002; Tai et al., 2004). A maior parte das unidades repetitivas
descritas € apontada como responsavel pelas propriedades estruturais especificas
apresentadas pela sedas, entretanto ndo se sabe ainda a funcdo dos espacadores
na constituicdo destas fibras (Hayashi e Lewis, 1998; Bini et al., 2004; Scheibel,
2004). Os dominios N-terminais, que constituem uma caracteristica comum a todas
as fibras de aranha descritas na literatura, parecem estar envolvidos no mecanismo
de secrecao celular (Motriuk-Smith et al., 2005). Os dominios C-terminais, por sua
vez, estariam envolvidos na montagem da seda (Sponner et al., 2004; Sponner et
al., 2005; Stark et al., 2007). Sugere-se entdo que estas regides, apesar de variarem
um pouco entre tipos de seda distintos, sejam responsaveis por propriedades e

funcdes similares para todos eles (Challis et al., 2006).

A linha de seguranca, produzida por algumas espécies de aranhas, é
constituida basicamente por duas espidroinas conhecidas como MaSpl e MaSp2,
gue possuem massas moleculares que podem chegar a algumas centenas de kDa
(estima-se que variem entre 200 e 350 kDa) (Winkler e Kaplan, 2000, Hayashi et al.,
1999). A MaSp1l é formada principalmente por regifes ricas em residuos de alanina
e por unidades de GGX. Tais motivos estdo associados, respectivamente, a
formacao de folhas B cristalinas, responsaveis pela alta for¢a tensora (Hayashi et al.,
1999; Hinman e Lewis, 1992), e a hélices 33 ricas em residuos de glicina envolvidas
na formacdo de uma matriz constituida por agregados amorfos, que confere
propriedades elasticas (Bram et al., 1997; Van Beek et al., 2002). A MaSp 2, por sua
vez, conjuga 0 motivo rico em residuos de alanina ao motivo GPGXX, repetido no
maximo 9 vezes em cada unidade (Hayashi e Lewis, 1998). Tal motivo esta
relacionado a formacéo de voltas-f3, possivelmente associadas a elasticidade (Lewis
et al.,, 1996; Vandijk et al., 1997), estando também envolvido na constituicdo de
folhas-B cristalinas formadas nas regides poli-alanina (Hayashi et al., 1999; Hinman
et al., 2000). Curiosamente, as fibras flageliformes - conhecidas por sua notavel
elasticidade - ndo apresentam o motivo rico em residuos de alanina, mas conjugam
motivos GGX a motivos GPGXX, presentes pelo menos 43 vezes em cada unidade
repetitiva (Scheibel, 2004), o que pode explicar suas propriedades elasticas bastante
superiores as exibidas por todos os outros tipos de fibras de aranha, bem como sua
menor dureza e rigidez. A estrutura correspondente a alguns dos motivos descritos

esta representada na fig.3.
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Fig. 3 Representacdo esquematica da seda da linha de seguranca. A fibra € composta por pequenas
subunidades ricas em folhas- (detalhes) espalhadas em uma estrutura amorfa. As duas partes estdo
conectadas covalentemente, 0 que assegura a existéncia de propriedades como for¢a e ductilidade.
Os diametros das fibras séo variaveis de acordo com uma série de fatores, como espécie, idade e

estado de saude da aranha. Adaptado de Romer e Sheibel, 2008.

A conservacgao dos motivos consenso - e das terminacfes, em menor grau - €
a quantidade pouco comum de residuos de aminoacidos ndo-polares e polares,
associada ao baixo conteddo de residuos de aminoacidos é&cidos e basicos
carregados, o que diferencia as espidroinas de varias outras proteinas, levam a
conclusdo de que as estruturas primarias das proteinas sdo fundamentais para as
propriedades exibidas pelas fibras, podendo também influenciar intimamente a
formacdo de estruturas secundarias e 0 processo de montagem dessas proteinas
em fibras. A quantidade extremamente baixa de residuos carregados e a
abundéancia de residuos de glutamina diferenciam ainda mais as proteinas da seda
de outras proteinas extracelulares e estruturais, como o colageno (Heim et al.,
2009).

No caso da linha de seguranca, a estrutura secundéaria das espidroinas
assemelha-se a estrutura de proteinas desdobradas, consistindo principalmente de
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random-coil e hélices ricas em residuos de prolina (Lefévre et al., 2007). Sugere-se
gue as hélices ricas em residuos de prolina sejam possivelmente responsaveis pela
manutencado das proteinas em estado soluvel (Hijirida et al., 1996). Estas estruturas
podem se transformar rapidamente em folhas-B, mecanismo fundamental para o
processo de fiacdo e para a constituicao final da fibra, o que foi sugerido de acordo
com as estruturas secundarias verificadas por meio de Espectroscopia Raman
Confocal, Dicroismo Circular Vibracional e Espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear. A natureza estendida das hélices poliprolina dificulta ligacdes de
hidrogénio intracadeia, sendo a estrutura estabilizada pelas ligac6es formadas com
as moléculas de agua, o que estaria relacionado a solubilidade inicial das proteinas
da seda. Sugere-se ainda que os angulos diedrais dessas hélices estejam bem
proximos aos verificados para fitas-B, o que facilitaria sua conversdao em folhas-$3

durante o processo de polimerizacdo das fibras (Lefévre et al., 2007).

Analises por dicroismo circular de proteinas sintéticas da seda de aranha
reforcam a importancia da sequéncia de aminoacidos na estruturacao final da fibra
(Teulé, et al.,, 2007). As diferencas na sequéncia de duas proteinas (A1S8;, e
Y1S8,) consistiram unicamente em dois residuos dos seus motivos basicos de
repeticdo (dois residuos de alanina para a primeira e um residuo de serina e outro
de tirosina para a segunda). Os modulos - baseados em sequéncias nativas
encontradas para a seda flageliforme - implicaram as proteinas sintéticas
comportamentos consideravelmente distintos diante dos experimentos de dicroismo.
Sob a temperatura de 0° as referidas andalises apontaram um maior
desordenamento das estruturas secundarias da proteina A1S8,p, que apresentou
uma proporcdo significativamente maior de random-coils em relacdo a proteina
Y1S8,. As diferengas se tornaram ainda mais substanciais com o aumento da
temperatura, que promoveu a formacéo irreversivel de folhas e voltas  por meio do
estabelecimento de ligacbes de hidrogénio estaveis nas fibras Y1S8,0. A formacao
destas estruturas também foi observada para as fibras A1S8,9, mas em menor grau,
e em estado reversivel. Os resultados obtidos indicam que os residuos de tirosina e
serina que constituem a proteina Y1589 podem ser responsaveis pela formacéo de
ligacbes de hidrogénio intra-moleculares que estabilizam as voltas-3 da proteina, o
gue permitiria o alcance de um dobramento correto e possibilitaria a auto-

organizacao dessas proteinas (Teulé et al., 2007).
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2.3.2 A polimerizacéo das fibras

Apesar da sequéncia de residuos de aminoacidos ser determinante para as
propriedades das sedas, uma série de outros fatores sdo notadamente responsaveis
por varias de suas caracteristicas finais, como mencionado anteriormente. Os
processos de polimerizacdo das fibras, que parecem ser distintos para proteinas da
seda diferentes (Heim et al., 2010), envolvem uma série de modificacdes a partir da
traducdo da informacdo genética, a qual ocorre em células localizadas na parte
superior das glandulas produtoras de seda das aranhas (Vollrath e Knight, 1999;
Heim et al., 2009).

De uma forma geral, as espidroinas - acumuladas e armazenadas nas
glandulas produtoras de seda - sofrem mudancas em seu ambiente bioquimico e
sdo submetidas a um estresse de alongamento, como representado na fig. 4.
Fatores como a temperatura e a forma/didmetro do ducto de fiagdo também sé&o
considerados fundamentais para as caracteristicas apresentadas pelas fibras de
aranha (Dicko et al., 2004).

A montagem da fibra se inicia com a passagem das proteinas através do
ducto de fiacdo, acompanhada pela extracdo de agua, sédio e cloreto (Tillinghast et
al., 1984; Vollrath et al., 1998). A secrecdo simultdnea de ions de potassio e
hidrogénio leva a uma reducdo do pH do lumen da glandula, o que promove
mudancas nas propriedades estruturais das proteinas. Este processo torna possivel
o alinhamento e empacotamento das moléculas em forma de fibras, promovidos por

sua passagem pela parte distal do ducto (Scheibel, 2004).

Dois modelos sdo propostos para a transigédo entre a proteina soltvel e a fibra
em estado soélido. No primeiro, as forgas envolvidas no mecanismo de fiacao
promovem a transicao entre o estado liquido e o solido, resultando em uma espécie
de fibra preliminar, parcialmente cristalina, em que as cadeias do polimero nas
regides cristalinas tornam-se paralelamente orientadas em relagéo ao eixo da fibra
(Atkins, 2003; Heim et al., 2009). O segundo modelo sugere a organizacdo das
proteinas solUveis em micelas devido as suas propriedades anfifilicas, dentro do

ducto de fiacdo. As regibes hidrofébicas das proteinas ficariam internalizadas,
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enguanto os residuos hidrofilicos se tornariam expostos, interagindo com o solvente
presente no lumen. A grande quantidade de micelas formaria glébulos com
didmetros em escala micrométrica e as forgas que surgem durante a passagem pelo
ducto forcariam estes glébulos a adotarem uma forma alongada, finalmente levando

a formacéao da fibra (Romer e Scheibel, 2008).

[ Producéo de proteinas ] [ Separacdodefase ] [ Montagem da fibra ]
_-‘.
T Limenda e s ) / 22
: - Troca = o
_glandula de e
- rfc i € [oNs e — Q\O
Espidroinasem Remocaodeaguae IForgas de
solucéo mudanca de pH alongamento e
cisalhamento
Gldndula da aranha Exterior

Fig. 4 Visao esquematica do processo de polimerizacdo das fibras de aranha de acordo com as

transformac@es fisico-quimicas a que sédo submetidas. Adaptado de Hardy et al., 2008.

No caso da linha de seguranca, o aumento da hidrofobicidade do ambiente
associado ao alinhamento protéico induz a formacgéo da fibra sélida e insoltuvel por
meio da conversdo da estrutura de a-hélice dos segmentos de polialanina
hidrofébicos a uma estrutura B-pregueada. O contato com o ar e as forcas exercidas
pelos musculos que constituem os ductos de fiagdo das aranhas sédo responsaveis

pela completude do processo de transi¢ao (Scheibel, 2004).

A polimerizacéo de fibras em laboratorio - pela dificuldade de reproducéo das
condicbes descritas para a polimerizagdo in vivo - requer a separacao entre o
processo de alinhamento das proteinas e o de desidratacdo para a formacdo da
fiora. O método conhecido como ‘wet spinning’ consiste em uma técnica de
polimerizacao de fibras de aranha em laboratorio (Scheibel, 2004; Teulé et al., 2007)
e é amplamente descrito na literatura. As proteinas - que devem ser produzidas em

um sistema heter6logo que permita o seu acumulo, como os ja descritos em uma
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secao anterior deste estudo - devem passar pelo processo de purificacdo seguido de
liofilizagdo. A solubilizacdo em um solvente como o HFIP (1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-
propanol) permite que as proteinas sollveis sejam passadas através de uma agulha
com diametro pequeno - o que induz seu alinhamento - e imediatamente expostas a
um banho de polimerizacdo, responsavel pela desidratacdo da fibra (Teulé et al.,
2007; Teulé et al., 2009).

Em 2007, Teulé e colaboradores demonstraram a formacdo de filmes de
fiboras de aranha na superficie das solugbes contendo as proteinas purificadas, e
fibras individuais foram obtidas puxando-se uma das pontas dos filmes. O mesmo
trabalho reporta ainda que as propriedades mecanicas exibidas pelas fibras
sintéticas variam de acordo com o processo de formacdo da fibra empregado. As
fibras foram tratadas com agua apos a polimerizacéo e evidéncias indicam que este
tipo de tratamento pode melhorar significativamente as caracteristicas mecanicas

apresentadas pelas fibras sintéticas (Scheibel, 2004; Teulé et al., 2007).

Como a morfologia final e as propriedades mecéanicas de sedas nativas de
aranha resultam possivelmente de um rearranjo de suas estruturas secundarias, que
mudam do estado de random coil para uma estrutura organizada em folhas e voltas
B (Dicko et al., 2005), torna-se importante analisar se as fibras sintéticas sao
capazes de adotar tal organizacdo apds sua polimerizacdo. Uma vez que as fibras
sintéticas apresentem ainda comportamento mecanico inferior quando comparadas
as fibras nativas, imagina-se que sua performance debilitada possa resultar da falta
de organizacdo, mais especificamente, da inabilidade das proteinas sintéticas em
converterem perfeitamente o estado de random coil nas estruturas secundarias e

super-secundarias apropriadas.

Sugere-se que as estruturas das proteinas sintéticas A1S8,, e Y1S8y - ja
citadas num momento anterior - determinem diferengas significativas nos processos
que envolvem sua polimerizacdo. As diferencas entre os moédulos béasicos que
constituem tais proteinas e o0 método de formacao das fibras estdo dispostos na fig.
5. As ligacOes estaveis formadas espontaneamente para as proteinas Y1S8y
possivelmente aumentam a organizacao da fibra, o que permite que os segmentos
de polialanina interajam entre si e promovam a formacao de folhas-B por meio de

nucleagédo, iniciando a formacgdo da estrutura supramolecular. Fibras destas
17



proteinas tém a habilidade de formar-se espontaneamente, enquanto as fibras
Al1S8,, necessitaram da aplicacdo de uma forca de cisalhamento para o
alinhamento das proteinas, o que esta possivelmente relacionado a estrutura

secundéria mais desordenada apresentada por elas (Teulé et al., 2007).

A B

Al1S85p:[(GPGGAGPGGA):(GGPSGPGSAAAAAAAA)] o | Y1S8:0:[(GPGGSGPGGY)o(GGPSGPGSAAAAAAAA)] o

A
[~ ¥ =
Fig. 5 Diferencas entre os médulos basicos das proteinas A1S8,, e Y1S8,, € 0s respectivos

mecanismos de formagao das fibras. A) A1S8,, ‘Wet spinning’ (extrusédo em banho de polimerizacéo).

B) Y1S8,, formacéo esponténea. Adaptado de Teulé et al., 2007.

Uma das principais razbes apontadas para o desempenho mecanico inferior
das fibras sintéticas reside na dificuldade em se produzir proteinas sintéticas com
tamanhos comparaveis aos das nativas, que variam de 200 a 350 kDa (Hayashi et
al., 1999). Estima-se, portanto, que o tamanho da proteina recombinante represente
um fator chave no controle das propriedades mecanicas das fibras sintéticas. Os
sistemas heterdlogos até entdo descritos (incluindo as linhagens comuns de E. coli)
ofereciam limitac6es a producao de proteinas da seda maiores que 60 kDa, tendo
sido produzida apenas uma proteina com 140 kDa, mas com propriedades
mecanicas inferiores as apresentadas por outras proteinas da seda sintéticas
(Lazaris et al., 2002). Tal observacéao justifica a limitagdo no numero de repeticbes
dos modulos basicos dessas proteinas, observada na maioria dos trabalhos até hoje
descritos, e que esta intimamente relacionada as restricdes impostas pelos sistemas
heterdlogos utilizados para a expressdo das proteinas. Dentre as dificuldades
encontradas residem a terminagdo prematura da traducado, a reducao da eficiéncia
de producdo com o aumento do tamanho da proteina, a instabilidade das

sequéncias repetitivas, podendo resultar em insercdes e delec¢des, dentre outras.
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Xiao-Xia Xia e colaboradores, 2010, no entanto, conseguiram expressar uma
proteina de 284,9 kDa por meio da modificacdo da rota metabodlica de E. coli. e
descrevem um ganho consideravel em propriedades mecéanicas com relacdo a todas
as proteinas sintéticas ja expressas. Aponta-se como uma das razfes para essa
melhora em desempenho o fato de que proteinas maiores possuem mais repeticdes
dos motivos basicos, permitindo um maior nimero de interagfes inter e intracadeia,
enquanto, para proteinas pequenas, existe uma maior chance de ocorrerem defeitos

de enovelamento.

Pode-se observar, desta forma, o progresso das pesquisas na area de sedas
visando a sua aplicacdo como biomateriais. A complexidade dos processos
descritos, os detalhes que envolvem o enovelamento das proteinas sintéticas e os
obstaculos encontrados durante as tentativas em mimetizar sedas de aranha,
entretanto, levam a necessidade de uma analise detalhada destas fibras de forma a
esclarecer 0s mecanismos responsaveis por suas propriedades mecanicas notaveis,
de alto potencial biotecnoldgico. E imprescindivel, portanto, a busca por tecnologias
que possibilitem uma caracterizagéo aprofundada, que sejam capazes de preencher

0S varios espacos ainda existentes no conhecimento acerca destes polimeros.

A abordagem de metodologias de avaliagdo que conjuguem varias técnicas
constitui um avancgo na ciéncia dos biomateriais, € um passo a frente na solucéo das

varias dificuldades intrinsecas ao estudo de fibras.

2.4 Caracterizacéo de sedas utilizando microscopia

2.4.1 Microscopia Eletronica de Transmisséo, Microscopia Eletronica de Varredura
e Espalhamento de raios-x

Vérias técnicas tém sido utilizadas para investigar a natureza de diversos
tipos de sedas, buscando melhor entender suas estruturas e comportamento
mecanico. A microscopia de luz ja foi utilizada para examinar o efeito da uréia sobre
a linha de seguranca de N. clavipes e os resultados indicaram a presenca de um

cerne com estrutura microfibrilar (Vollrath et al.,, 1996). Analises por meio de
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microscopia eletronica de transmissdo (MET) apontaram a possivel presenca de
uma camada externa a fibra da aranha Nephila madagascariensis, além de
cavidades alongadas posicionadas no sentido da fibra (Frische et al.,, 1998) e a
mesma técnica apontou a presenca de pequenos vaos alongados também para
fioras de B. mori (Robson, 1999). Microscopia eletronica de varredura (MEV) e
analises de espalhamento de raios-x a amplo angulo também demonstraram a

estrutura nanofibrilar da seda de B. mori (Putthanarat et al., 2000).

Imagens obtidas por MEV das fibras nas areas de ruptura geradas apoés
testes de tensdo também apontaram a estrutura fibrilar da linha de seguranca de
aranha e da fibra de B. mori (Poza et al.,, 2002). Em 2009, Huang et al.
demonstraram a constituicdo nanofibrilar segmentada da seda flageliforme da
espécie de aranha Uloborus walckenaerius. Para seda sintética de larva de abelha,
a microscopia de luz polarizada indicou alto alinhamento protéico, e técnicas de
MEV e espalhamento de raios-x de amplo angulo também foram utilizadas para

caracterizacao destas fibras (Weisman et al., 2010).

Uma série de trabalhos objetivaram ainda descrever as propriedades
mecanicas de fibras de aranha, utilizando-se principalmente de testes tensores (Du
et al., 2006; Elices et al., 2009) e espectroscopia Raman (Sirichaisit et al., 2003). Os
resultados obtidos em tais caracterizacdes reforcam o fato de que as sedas de
aranha apresentam variabilidade interespecifica, intra-especifica e intra-individual
bastante representativas (Madsen et al., 1999), como representado na tabela 2, que
compara as propriedades mecanicas das fibras produzidas por algumas espécies de

aranhas.
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Tabela 2 Propriedades mecéanicas exibidas por fibras de seis espécies de aranhas. Dados
normalizados para os comprimentos originais e as areas transversais das amostras para permitir a
comparacao com dados de outros trabalhos. ORB, fibras constituintes da moldura e dos raios de teias
orbitais. FF, fibras obtidas por meio de fiacédo forcada. GF, fibras fiadas por meio da gravidade. SNC,
fibras de suporte de teias ndo-orbitais. Os valores representados por — ndo foram determinados nos
trabalhos citados. Modulo de Young: moédulo de elasticidade longitudinal. Extensibilidade: percentual
de estiramento da fibra antes da ruptura. Forga maxima: associada a tensdo maxima medida antes da
ruptura. Resisténcia: associacdo entre elasticidade, extensibilidade e forca. Adaptado de Blackledge
et al., 2005.

Forca
o ; Médulo de | Extensibili- i .(; Resisténcia .
Espécie / teia méaxima > Referéncias
Young dade (%) (MJ m™)
(MPa)
(GPa)
Larinioides
sclopetarius ORB Denny (1976)
8.6+—a 0.24+— 880+-a 105.6+—
(N=15)
) Kohler e
A. diadematus
Vollrath
ORB (N=6) 1.2409 a 0.4040.13 1154+76a 194+—
(1995)
Latrodectus
Moore e Tran
hesperus SNC
6+3 0.22+0.05 11004500 136183 (1999)
(N=30)
_ ) Madsen e
Nephila edulis FF
Vollrath
(N=48) 8.81+1.5 0.3940.07 1290+160 217445
(2000)
Argiope Pérez-
trifasciata ORB Rigueiro et
6.9+2.1 0.30+0.10 600+260 90152
(N=28) al. (2001)
N. clavipes ORB
1145 0.17+0.05 870+350 - Work (1976)
L. hesperus GF Lawrence et
11+1 0.34+0.08 1000+200 - al. (2004)
L. hesperus FF Blackledge et
(N=52) 10.443.3 0.33+0.06 9964274 194458 al. (2005)
L. hesperus SNC Blackledge et
(N=54) 10.7+£2.8 0.42+0.12 10694204 23872 al. (2005)
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Alguns trabalhos relacionados as sedas produzidas pela espécie B. mori e por
certas espécies de aranhas reportam ainda a utilizacdo da microscopia de forca
atdmica (MFA) como uma técnica bastante informativa e adequada a caracterizacao
da superficie destas fibras (Hakimi et al., 2006; Schéfer et al., 2008; Pérez-rigueiro et
al., 2009). A aplicacédo desta técnica na investigacdo da estrutura das sedas tem se
mostrado bastante promissora, revelando um numero crescente de publicagdes.
Uma caracterizacdo mais completa, baseada na ampla exploracdo dos recursos
oferecidos pela metodologia, entretanto, € ainda necessaria. O que tem sido feito
compreende principalmente a caracterizacdo qualitativa das fibras, deixando de
investigar algumas informacgdes relevantes acerca das propriedades exibidas por
elas.

2.4.2 Microscopia de Forga Atdmica

O microscopio de forga atdmica, que combina caracteristicas do microscopio
de tunelamento e do perfilometro com stylus tipo agulha, foi criado em 1986,
propondo um método de investigar superficies que pode chegar a escala atbmica
(Binnig et al., 1986). A MFA permite uma caracterizacdo topografica bastante
minuciosa, fornecendo importantes informacdes sobre a superficie do material
analisado - dentre elas a rugosidade da amostra e a viscoelasticidade - podendo
ainda oferecer um leque de informacdes que incluem a textura da amostra,
dependendo do modo em que o0 microscopio é utilizado (Gaczynska e Osmulski,
2008). A espectroscopia de forga, por meio de experimentos de nanoindentacéao -
processo em que uma ponteira ultrafina € levada a penetrar a amostra em diferentes
pontos - executados em MFA, permite ainda que propriedades como dureza,
elasticidade e plasticidade sejam medidas (Bowen et al., 2000), possibilitando uma

caracterizagdo mecanica qualitativa e quantitativa da superficie das amostras.

A base fisica por tras do microscopio de forca atdmica € o fator diferencial e
determinante para sua utilidade na analise de diversos materiais, especialmente de
complexos biolégicos. O método de aquisicdo de imagens é pouquissimo invasivo,

nao provoca danos mecanicos e permite analises de materiais tanto em ar quanto
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em ambiente aquoso, permitindo ainda ajustes de temperatura e pH para contemplar
condicdes fisiologicamente relevantes (Gaczynska e Osmulski, 2008). Além disso,
ndo h& necessidade de revestimento da superficie analisada e o MFA possibilita a
varredura de uma mesma amostra sob condi¢cdes distintas, o que pode fornecer
importantes informacgdes acerca do material analisado. De uma forma sintética, o
principio de funcionamento do microscoépio de forga atbmica nos modos de aquisi¢cao
de imagem consiste em uma ponteira pequena e bastante afiada montada em um
cantilever (fig. 6). Esta ponteira € responsavel pelo escaneamento das amostras, e
as propriedades mecéanicas do cantilever mudam de acordo com as caracteristicas
topogréficas do objeto escaneado. A distancia é corrigida constantemente gracas ao
loop de feedback existente entre a amostra, o sistema de posicionamento da
ponteira e um ou mais elementos piezoelétricos (piezo) controlados por um
computador (Fotiadis et al., 2002). As forcas que surgem entre a ponteira e a
superficie durante o rastreamento da amostra provocam uma deflexdo no cantilever,

que € medida por um sistema optico de alavanca (Bowen et al., 2000).

Amostra Amostra

4 Ponteira

q, :
Scanner S

Xyz

xyz

Fig. 6 A) Principio béasico de operagdo do microscépio de forca atdbmica (modo contato). B) Modo
contato intermitente (dindmico). As setas indicam as diferencas entre os dois modos representados.
Adaptado de Eaton, 2010.

O microscoépio de forgca atdmica possui alguns modos bésicos de operagéo,
escolhidos de acordo com a natureza da amostra, o ambiente e as medi¢Oes
pretendidas. Em um tipo de modo contato, a ponteira rastreia a superficie e &

mantida em proximidade a amostra pela forca do cantilever encurvado. A curvatura
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medida é utilizada na geracdo da imagem topografica. Este modo, conhecido como
modo de altura constante, entretanto, s6 pode ser utilizado para amostras
extremamente lisas, ja que a ponteira pode esbarrar em picos ou perder resolucéo
quando efetuar a varredura de depressfes eventualmente presentes nas amostras
(Bowen et al., 2000). No modo de forca constante, o loop de feedback opera de
forma a manter uma deflexdo constante no cantilever e, dependendo das condi¢oes
de varredura, pode manter a ponteira um pouco mais distante da amostra, reduzindo
o risco de danos a superficie e a ponteira. No modo de ndo contato, ideal para
amostras macias, o cantilever vibra e os padrdes vibracionais sdo monitorados
quando a ponteira se aproxima e escaneia a superficie. Quando as forcas da
superficie mudam, a variacéo é refletida no padrao vibracional do cantilever, um loop
de feedback opera de modo a manter a amplitude de vibracdo do cantilever
constante (Sulchek et al., 2000). Este modo, entretanto, perde um pouco em
resolucdo quando comparado ao modo contato (Bowen et al., 2000). Para a
obtencgéo de informagfes acerca da textura do material analisado, o modo utilizado é
o de forca lateral, que mede a curvatura lateral do cantilever durante o rastreamento
da superficie (Piner e Mirkin, 1997; Bowen et al., 2000). Por fim, para escaneamento
de superficies macias, 0 modo mais adequado é o chamado contato intermitente,
que € um hibrido entre os modos contato e nao contato (Putman et al., 1994). O
contato intermitente reduz a incidéncia de forcas laterais na amostra, minimizando a
contaminacdo da amostra e os danos a superficie, mas mantendo a alta resolucéo
(Bowen et al., 2000). A interacdo entre ponteira e amostra altera a amplitude, a
frequéncia de ressonancia e o angulo de fase do cantilever oscilante (Jagtap e
Ambre, 2006).

O modo contato intermitente ou dinamico permite obter trés tipos de

informacéo, sendo elas:

1) altura. A posicéo vertical da ponteira € monitorada de acordo com mudancgas no
comprimento do eixo z no elemento piezoelétrico xyz. A voltagem aplicada varia de
acordo com essa distdncia e a mudanga no eixo z resulta em um mapa topografico
da superficie. A altura € medida de forma eficiente, mas bordas e contornos ndo séo

distinguiveis com clareza,;
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2) fase. Esta forma de adquirir imagem monitora mudancas na compensacao de
fase, ou no angulo da fase com relacdo ao equilibrio da fase do cantilever oscilante.
A fase do sinal iniciador € comparada ao sinal de resposta do cantilever, no
fotodetector. A medida que areas com elasticidades distintas s&o varridas, ocorre
uma mudanca dos angulos de fase entre os dois sinais. Tais diferencas sdo entao
representadas nas imagens de fase, que traduzem o perfil viscoelastico das
amostras, permitindo resolu¢cdo desambigua das composi¢des quimicas distintas de
uma amostra. Observam-se regifes claras e regides escuras, que representam as
diferencas de fase de forma semelhante a que as mudancas de altura sao indicadas

nas imagens de altura;

3) amplitude. A amplitude do cantilever é monitorada pelo fotodetector. Os valores
do sinal do laser no eixo y do detector sdo gravados a medida que a ponteira
rastreia a amostra e tais valores resultam em um mapa de amplitude da superficie.
Estas imagens permitem uma boa definicdo das extremidades da amostra (Jagtap e
Ambre, 2006).

2.4.2.1 Caracterizacao por meio de microscopia de forca at6  mica

Ha uma importancia crescente acerca da avaliacdo de superficie em uma
série de materiais. A MFA j& foi utilizada para caracterizagdo de rugosidade de cera
de parafina (Zbik et al., 2006), do aco inoxidavel (Valois et al., 2005) e do titanio, em
aplicacbes odontoldgicas (Elias et al., 2008), de madeira submetida a diversos tipos
de tratamentos (Ayrilmis et al., 2006), de nanocompdsitos para preenchimento
dentario apés serem submetidos a diferentes processos de polimento (Janus et al.,
2010), dentre uma série de outras avaliacdes. A caracterizacdo micromecénica de
filmes finos de nitreto de carbono (Chowdhury et al., 2004), de fibrilas de colageno
(Strasser et al., 2007), de microfibrilas da glicoproteina fibrilina (Koenders et al.,
2009), de fibras de fibrinogénio (Carlisle et al., 2009) e de varios outros materiais,
bioldgicos ou ndo, também ja foi reportada. Embora a técnica de MFA ja tenha se
estabelecido como ferramenta extremamente Gtil no estudo de amostras biologicas -

por fornecer informacdes poderosas sobre a estrutura e as interacdes de superficie,
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além de revelar propriedades mecanicas locais de superficies e moléculas biologicas
(Bowen et al., 2000) - ainda ha muito a ser feito com respeito a caracterizacdo de

sedas de aranha, em se tratando desta metodologia.

Alguns grupos ja utilizaram a MFA para avaliar a superficie de fibras de
aranha, dando énfase a descricdo topografica destas fibras. Em 1994 foi proposto
um modelo para a seda de N. clavipes apds analise das fibras por MFA. Foi revelada
entdo uma estrutura em camadas, contendo um cerne composto por duas regides
concéntricas e uma espécie de revestimento externo. Sugeriu-se que a diferenca
entra as regides descritas pudesse estar ligada a composicfes distintas, ou seja, a
macromoléculas constituintes diferentes (Li et al., 1994a). Tal trabalho identificou
ainda a presenca de nanofibrilas (fibrilas longitudinais de tamanho nanométrico) nas
fibras analisadas, como ja descrito em analises utilizando outras metodologias.
Indicacdes acerca da estrutura mencionada para a linha de seguranca desta aranha
ja haviam surgido em um momento anterior, quando um estudo propds comparacoes
entre a estrutura da seda de Nephila e a do Kevlar, uma fibra sintética que exibe
uma forca tensora extremamente alta (4 x 10° N m) (Hinman et al., 2000). Nesse
trabalho, 0 mesmo grupo havia apontado a separacdo em camada interna e externa
para os dois tipos de fibras, mas identificou uma organizacdo distinta das
nanofibrilas para cada um deles. A alta forca apresentada pelo Kevlar estaria ligada
ao alto grau de empacotamento das nanofibrilas que constituem o cerne da fibra e a
uma camada de revestimento bastante encorpada. A linha de seguranca, por sua
vez, apresentaria alta forca também devido ao empacotamento das nanofibrilas do
cerne, mas as pregas identificadas nestas nanofibrilas permitiiam uma extensao

consideravel da fibra se submetida a tenséo (Li et al., 1994b).

Em 1999, Gould et al. demonstraram a presenca de regides ordenadas
(fibrilas paralelas visiveis) e desordenadas para a fibra produzida pela glandula
“major ampullate” de Latrodectus hesperus, sugerindo a existéncia de uma
organizacdo hierarquica da seda, além de terem identificado nanofibrilas com
diametros bastante variados. O estudo menciona ainda o rearranjo das fibras numa
estrutura mais compacta quando submetida a tensdo, como ja descrito

anteriormente.
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A constituicdo multicamadas com presenca de nanofibrilas da linha de
seguranca de N. clavipes também foi descrita por Sponner et al., 2007, que
observaram nas fibras cinco regides distintas e identificaram uma composicéo
diferenciada para cada uma delas, atribuindo funcbdes especificas a sua existéncia.
Sugere-se que a camada mais externa, de constituicdo lipidica, confira certa
protecdo a teia, mas tenha como funcdo principal o carregamento de feromonios
para acasalamento e reconhecimento de espécies. A camada seguinte,
glicoprotéica, protegeria a teia do atague microbiano e atuaria no controle do
balanco de agua, tendo influéncia na forca mecanica apresentada pelas fibras.
Supde-se ainda que a pele, terceira camada, esteja envolvida em protecdo quimica
e contra microrganismos, conferindo também plasticidade as fibras, além de servir
como suporte mecanico ao cerne. A camada externa do cerne, de rigidez elevada,
seria responsavel pela forca tensora exibida, enquanto a camada mais interna
contribuiria para a forca tensora adicionando certa elasticidade as fibras. A presenca
de nanofibrilas também foi identificada para a seda espiral produzida pela espécie
Uloborus walckenaerius (Huang et al., 2009).

Adicionalmente aos mapas topograficos descrevendo a superficie das
amostras, o emprego da MFA em medicdes das propriedades mecanicas locais de
amostras macias também é possivel, aplicando-se forcas de indentacdo bastante
baixas (Tao et al., 1992; Radmacher et al., 1995; Radmacher et al., 1996; Rotsch et
al., 1999; Schafer e Radmacher, 2005). O cantilever € aproximado e retraido
verticalmente em relacdo a superficie da amostra e a ponteira penetra o material
levantando informacfes acerca de suas propriedades, como esquematizado na
figura 7. E um modo que ndo permite aquisicio de imagens, mas conjuga o modo
contato com uma ponteira em frequéncia inferior a frequéncia de ressonancia.
Regides mais macias sao mais facilmente deformaveis que as duras e curvas de
forca pela distancia (forca vs distancia) sdo entdo geradas a partir da medicao da
deflexdo do cantilever em funcdo do movimento do elemento piezo na dire¢do Z
(Jagtap e Ambre, 2006). A aplicabilidade desta técnica para andlises sobre o
comportamento mecanico de fibras aponta a MFA como uma ferramenta capaz de
fornecer informacdes que enriquecam consideravelmente o conhecimento sobre a
estrutura da seda de aranhas, permitindo relaciona-la as propriedades particulares

exibidas pelas fibras. Utilizando-se o modelo de Hertz para indentacdes elasticas
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(Sneddon, 1965), o modulo de Young pode ser calculado, além de possibilitar que
forcas extraidas das curvas de forca geradas durante as indentacées nas amostras

sejam medidas.
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Fig. 7 Modelo de curva de forga relativa a distancia entre a ponteira e a superficie analisada durante
experimentos de nanoindentagdo por meio de MFA. Adaptado de Lehenkari et al., 2000, Marliere et
al., 2004.

Trabalhos anteriores ja descreveram o uso de MFA para caracterizar as
propriedades mecéanicas apresentadas pela seda de aranha por meio do estiramento
da fibra quando aderida a ponteira do microscopio (Becker et al., 2003; Kesel et al.,
2004), mas ha ainda muito pouco sobre experimentos de indentacdo em analise de

sedas.

Becker et al., 2003, utilizaram a espectroscopia de for¢a para caracterizar o
comportamento da espiral de captura de Araneus sp., formada por seda flageliforme.

Em ciclos de estiramento e relaxamento das fibras, curvas de forca com aspecto
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denteado foram obtidas, indicando que ligacbes de hidrogénio foram quebradas e
reformadas ao longo do experimento. O possivel reenovelamento das proteinas
sintéticas durante a fase de relaxamento permitiu concluir que as sedas analisadas

possuem um comportamento elastico e auto-recuperavel.

Zhou, 2006, descreve um modelo para a estrutura da seda de aranha
baseado nos resultados obtidos no trabalho de Becker et al., 2003, sugerindo entéo
um modelo hierarquico de organizagdo baseado na extensibilidade verificada,
apontando que um comprimento extra deve ser armazenado na forma relaxada das
fibras, e também baseado no aumento logaritmico da extensdo com o crescimento
da forca aplicada, sugerindo que as fracbes dos comprimentos armazenados

oferecem resisténcias distintas ao estiramento.

Estudos prévios baseados em espectroscopia de forca por MFA revelaram o
comportamento elastico em moléculas de proteinas modulares como a titina, uma
proteina muscular (Rief et al., 1997a; Oberhauser et al., 1998), de polissacarideos
como a celulose, o dextran e a amilose (Rief et al., 1997b; Marszalek et al., 1998;
Grandbois et al., 1999), do DNA (Rief et al., 1999), da seda de B. mori (Zhang et al.,
2000) e da linha de seguranca de aranha (Oroudjev et al., 2002). Este ultimo
trabalho, que fez uso da espectroscopia de forca de Unica molécula para caracterizar
nanofibras sintéticas, propds a utilizacdo da técnica para associar os eventos de
ruptura de ligacdes covalentes medidos as estruturas secundarias esperadas para
as proteinas constituintes da fibra (MaSpl e MaSp2). O trabalho sugere ainda
modelos para a organizacdo das nanofibras de seda sintéticas, baseados na

estrutura segmentada destas nanofibras, a qual foi identificada por meio de MFA.

Os diversos trabalhos em descricdo de materiais bioldégicos por MFA, em
quaisquer dos seus modos e possibilidades, mostram que a metodologia possibilita
caracterizagdo Unica e bastante condizente com as necessidades deste trabalho.
Desta forma, a MFA foi escolhida como a técnica mais adequada a caracterizagédo
das fibras sintéticas de aranha, principalmente pela possibilidade de analise
topografica associada ao perfil viscoelastico das amostras, e combinada ainda a
caracterizagcdo mecanica por medicdes de forca. Existem, entretanto, algumas
limitagBes de area de varredura durante as analises de MFA. Tais limitacdes podem

ser superadas utilizando-se a MEV como ferramenta de investigacdo em uma escala
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mais ampla de dimensdes, 0 que constitui uma alternativa apropriada as restricbes

impostas pela MFA.

3 Hipdteses

. Fibras sintéticas de aranhas derivadas de sequéncias de residuos de

aminoacidos distintas possuem caracteristicas morfolégicas e mecanicas diferentes?

. Fibras sintéticas submetidas a tratamentos com solventes polares e ao

alongamento por meio de testes de tenséo terdo suas propriedades alteradas?

4 Justificativa

A caracterizacdo de materiais por meio de MFA complementada pela MEV tem
crescido em importancia ao longo dos ultimos anos. Esta caracterizacao estrutural
permite compreender a topografia dos materiais analisados em escalas micro e
nanomeétrica, além de oferecer importantes informacdes acerca das propriedades
mecanicas locais. A soma das duas técnicas (MFA e MEV) pode contribuir para a
otimizacdo da producdo de diversos materiais, aléem de permitir um controle cada

vez mais rigido sobre a qualidade dos materiais produzidos.

Alguns trabalhos reportando caracterizacdo de fibras de aranhas nativas ja
foram desenvolvidos, mas a caracteriza¢do de fibras sintéticas por meio de MFA é
pouguissimo explorada. Além disso, as analises antes realizadas restringiram-se
principalmente ao ponto de vista qualitativo, salvo alguns trabalhos que se valeram
da espectroscopia de forca para caracterizacdo de propriedades elasticas. As
medidas aqui propostas fornecerdo importantes informac6es sobre a superficie das
fibras analisadas, descrevendo os perfis topograficos e viscoelasticos, bem como o
comportamento mecanico destas fibras, representado por parametros quantitativos
como o Modulo de Young e as forcas medidas durante os experimentos de
indentacdo executados por meio de MFA. O melhor entendimento acerca das
propriedades das fibras sintéticas e a posterior comparacdo com resultados

30



descritos para fibras nativas permitirdo o melhoramento das caracteristicas das
fibras de aranha produzidas in vitro. O presente estudo propde a caracterizacédo de
fibras geradas a partir de duas proteinas sintéticas de aranha, de forma a agregar
conhecimento com relacdo a estrutura destas fibras e as propriedades mecanicas
apresentadas por elas. A analise qualitativa possibilita uma comparacao estrutural, a
medida que o estudo quantitativo permite que parametros estruturais nunca antes
analisados enriquecam o conhecimento acerca das fibras sintéticas de aranhas. A
partir deste tipo de estudo, serd possivel a producdo de fibras cada vez mais
semelhantes as nativas, com propriedades que permitam o uso destes biopolimeros
na confecgdo de materiais com diversas aplicagfes. Além disso, as novas medidas
em analise de superficie de fibras aqui propostas poderdo futuramente influenciar
outros trabalhos, aumentando a abrangéncia das técnicas descritas e,

possivelmente, o rigor com relacao a trabalhos de caracterizacao de fibras.

5 Objetivo geral

Caracterizar fibras sintéticas de aranhas quanto as caracteristicas topograficas,
a rugosidade e as propriedades mecanicas por meio de microscopia de forca

atdbmica e microscopia eletronica de varredura.

6 Objetivos especificos

. Caracterizar a topografia de fibras sintéticas de aranhas que sofreram ou nao

tratamentos quimicos e/ou apos sua formacao.

. Obter imagens de MEV que fornecam informacdes relevantes com relacao a

ultra-estrutura da superficie das fibras analisadas.

. Desenvolver um estudo comparativo acerca das propriedades mecanicas
exibidas pelas fibras e analisadas por meio da espectroscopia de forca executada
por MFA.
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. Complementar as andlises feitas por Teulé e colaboradores, 2007,
introduzindo uma analise estrutural e mecanica das fibras sintéticas em escalas

micro € nanomeétricas.

7 Material e Métodos

7.1 Fibras A1S8 5

Fibras recombinantes foram projetadas e produzidas como descrito por (Teulé
et al.,, 2007). As bactérias foram geneticamente modificadas para produzir uma
variante da proteina de seda de aranha composta de unidades de repeticdo de um
motivo basico que combina uma porcao elastica AL(GPGGAGPGGA), e um motivo
de forca S8 (que codifica para um linker polialanina: (GGPSGPGSAAAAAAAA). O
primeiro motivo foi derivado da seda flageliforme e o segundo retirado da sequéncia
que codifica para a proteina MaSp2, componente da linha de seguranca, ambas da
aranha N. clavipes. O objetivo da combinacéo é relacionar forga tensora razoavel a
elasticidade, o que resultaria em fibras bastante resistentes. A construcéo foi feita de
modo que uma proteina de 57,6 kDa formada por 20 dos motivos basicos foi gerada
(A1S8,0). A sequéncia final consistiu na seguinte MG(H)10SSGHIDDDDKHMLEDPP-
[modulos de repeticdo da proteina Al1S8],-EISGSGC, contendo uma cauda de
histidinas para posterior purificagdo. As fibras foram ‘wet spun’, extruidas em um
banho de coagulacdo e recuperadas usando uma pinga, apos a purificacdo das
proteinas e liofilizagcéo, procedimento também executado por Teulé e colaboradores,
2007.

As fibras geradas a partir de A1S8,, sdo soluveis em agua logo apds serem
extruidas, o que levou a criagdo de passos de preparacao intermediarios (Teulé et
al., 2007). Apesar de 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP; TCI America, Portland
OR) - conhecido por promover a formacao de ligacdes de hidrogénio moleculares
(Hag e Khan, 2005) - ter sido utilizado para solubilizar as proteinas A1S8,, antes da
extrusdo das fibras e de ter sido observada a iniciacdo de um processo de

automontagem das proteinas sintéticas apos a adicdo de 15% de agua ao
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dopamento, Teulé e colaboradores, 2007, apontaram tais fibras como inferiores em
desempenho quando comparadas as nativas. Assumindo que um ganho em
desempenho poderia ser obtido tratando-se as fibras sintéticas com alcodis, uma
vez que existem indicativos de que eles possam ser responsaveis pela inducéo da
formacao de folhas-B nas fibroinas de bichos da seda (Chen et al., 2001) e nas
proteinas da seda de aranha (Dicko et al., 2005), tratamentos com metanol e
isopropanol foram escolhidos como procedimentos intermediarios para superar a
solubilidade inicial. O tratamento com agua ao qual dois grupos analisados foram
submetidos foi adotado com base nas evidéncias de que esse tratamento seja capaz
de promover uma melhora no desempenho mecénico de fibras sintéticas (Sheibel,
2004). As fibras tratadas foram estiradas por meio de testes de tenséo (Teulé, et al.,

2007) para verificar o desempenho mecanico geral das fibras.

O processamento das fibras consistiu em: (1) tratamento com metanol e
alongamento de 1,5 x (grupo MA), (2) Tratamento com metanol, tratamento com
agua e alongamento de 1,5 x (MB), (3) tratamento com isopropanol e alongamento
de 1,5 x (IA), (4) tratamento com isopropanol, alongamento de 1,5 x, tratamento com

agua e novo alongamento de 1,5 x (IB).

Um total de oito fibras foram processadas e separadas em quatro grupos
distintos, de acordo com o tipo de tratamento a que foram submetidas. Um grupo
controle de trés fibras ndo processadas também foi analisado. Todas as fibras foram
caracterizadas por microscopia de for¢a atdmica (MFA) e microscopia eletrbnica de
varredura (MEV), provendo informagdes relevantes ao entendimento da estrutura da
superficie dessas fibras de maneira complementar aos resultados obtidos por Teulé
et al., 2007.

7.2 Fibras Y1S8 5

As fibras Y1S8,, foram desenvolvidas de forma semelhante as A1S8;,, de
forma a conjugar uma porcéo elastica derivada da seda flageliforme e uma porcgéao
mais forte, atribuida a sequéncia da MaSp2. Combinou-se, portanto, uma variacao

do médulo elastico, que correspondeu neste caso a sequéncia (GPGGSGPGGY),,
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ao motivo de forca que codifica para o linker polialanina. A sequéncia final consistiu
na seguinte MG(H)10SSGHIDDDDKHMLEDPP-[médulos de repeticdo da proteina
Y1S8],-EISGSGC, que apresentou variagcbes com relacdo a proteina A1S8y
apenas no maédulo repetitivo e no peso molecular (61,9 kDa para a proteina Y1S8).
As fibras sintéticas foram formadas de maneira diferente a ja descrita para as fibras
Al1S8, que nao foram capazes de se formar espontaneamente. As fibras Y1S8;o
foram geradas a partir da formacao espontdnea de um filme na superficie de placas
de Petri contendo a proteina purificada em solucdo. Uma pinc¢a foi utilizada para

puxar a ponta do filme, que foi entdo separado em fibras Unicas (Teulé et al., 2007).

O processamento das fibras Y1S8,, consistiu em tratamento com agua e
estiramento de 2x o tamanho da fibra. Ao contrario das fibras A1S8,, estas fibras
ndo se apresentaram sollveis apos sua formacdo, o que dispensou o0s tratamentos
com metanol e isopropanol. Trés fibras foram separadas e mantidas como controle,
e um total de cinco fibras foram submetidas ao processo descrito. O grupo controle

foi apresentado como YC, enquanto o tratado foi denominado YA.

Todas as oito fibras foram analisadas por MFA e MEV.

7.3 Microscopia de forca atdmica - Aquisicdo de ima  gens

As fibras foram inicialmente colocadas em papéis apés a extrusdo. Uma pinga
foi utilizada para reposiciona-las para a analise em MFA. Os suportes de metal
foram cobertos com fita adesiva dupla-face e as fibras foram colocadas logo em
seguida. A aquisicdo das imagens foi realizada a temperatura ambiente, em um
equipamento SPM-9600 (Shimadzu, Japao). As imagens foram obtidas no modo
dindmico, utilizando um cantilever com dimenséo x-y maxima de 125 ym (constante
de mola de ~ 42 N / m, frequéncia de ressonancia de ~ 330 kHz) com ponta conica
(raio de curvatura inferior a 10 nm). As imagens foram obtidas em tamanho de 512 x
512 pixels e em uma velocidade de varredura de 0,5 Hz. O tratamento pds-aquisi¢cao
consistiu em um nivelamento automatico global e na remocao das linhas ruidosas.
As imagens foram exibidas como perspectiva de altura e bidimensional. A area de

digitalizacdo adotada como padrdo foi de 25 um? e 10 areas diferentes foram
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analisadas para cada fibra, correspondendo a uma area total varrida de 250 ym?

para cada uma das fibras.

A rugosidade média aritmética (Ra), a rugosidade quadratica média (Rq), a
rugosidade média de 10 pontos (Rzjis) e a altura maxima (Rz), foram calculados
como tipicos parametros de altura. Parametros espaco-descritivos também foram
calculados, incluindo altura média (Rp) e profundidade média (Rv). Rp + Rv =
relacdo Rz. As avaliagOes de rugosidade geram curvas de rugosidade que permitem
analisar os referidos parametros. Esta série de parametros foi selecionada de forma
a incluir aqueles capazes de descrever e explicar as propriedades viscoelasticas das
fibras sintéticas apds serem extruidas e quando submetidas aos tratamentos

descritos.

1) Ra

O valor de Ra é representado pela seguinte equacédo, a medida que a curva

de rugosidade € expressa em y = f(x).

Ra =3 [}1F(x)1d(x) ().

Onde:
L= comprimento referéncia.
2) Rz

Os valores de Rz séo obtidos medindo-se a distancia da linha dos picos e da

linha dos vales na direcao longitudinal da curva de rugosidade.
3) Rzjis

E feita a média dos valores absolutos de altitude (Yp) do primeiro ao quinto
picos mais altos. A média dos cinco valores de vales mais baixos (Yv) também é

feita e o valor de Rzjis corresponde a soma destes valores médios.
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_ |¥ pl+¥p2+¥p3+¥pe+¥ps| +HFrl+¥r2+ Frd+Fed+Tesl (2)

4) Rq

O valor de Rq corresponde ao desvio padrdo obtido por meio da seguinte
férmula quando o eixo x esta posicionado na direcdo da linha média e o eixo y esta

posicionado na direcdo da magnificacéo vertical.

Rms= _\I'E':Y;__ ¥) (3).

5) Rp
Corresponde a media da se¢éo da curva de rugosidade e o valor do pico mais alto.
6) Rv

E expressa pela distancia média da secdo da curva e o vale mais profundo
(Manual de instru¢bes do SPM-9600, Shimadzu).

7.4 Analises de espectroscopia de forca

Medidas de espectroscopia de forca também foram realizadas a temperatura
ambiente, com o mesmo MFA utilizado para a aquisicdo de imagens. Um cantilever
de SizN4, com uma ponta piramidal e uma constante de mola de 0,57 nN/nm foi
utilizado. Os experimentos foram realizados em modo contato, com uma ‘loading
rate’ de 1 nm/s. O intervalo de ajuste de forca foi definido como automatico. Quinze
indentacdes em diferentes areas foram realizadas para cada uma das fibras, em um
total de 165 e 120 medicbOes para fibras A1S8,, e Y1S8,9, respectivamente. O
software SPIP (Nanoscience Instruments, EUA) foi utilizado para anélises dos dados
O Mddulo de Young e as for¢as obtidas a partir das curvas de forga-distancia foram
calculados por meio deste software, de acordo com o modelo analitico de Sneddon,

que se baseia na indentacéo de cone (Sneddon, 1965).

Uma curva de forca-distancia gerada por MFA €& uma representacdo das

forcas de interacdo entre a ponteira e a amostra vs a distancia ponteira-amostra.
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Para obter tal representacdo, a ponteira (ou a amostra, dependendo do caso) é
movida na diregc&o vertical (eixo z) e a deflexdo do cantilever &. é medida. k. é uma
constante positiva conhecida como constante elastica da mola. A forca ponteira-
amostra F é dada pela Lei de Hooke, que esta relacionada a elasticidade de corpos,

e serve para calcular a deformacao causada pela forca exercida sobre um corpo.
F=—8cx ke (4).

A distancia controlada durante a medicédo nao € a distancia D entre a ponteira
e a amostra de fato, mas a distancia Z entre a superficie da amostra e a posi¢ao de
parada do cantilever. Estas duas distancias diferem devido a deflexdo do cantilever
0. e a deformacédo da amostra ds. Estes quatro parametros estdo relacionados da

seguinte forma:
D=Z—(8c+8s) 5).

Como néo é possivel saber com antecipacédo as deflexdes do cantilever e as
deformacgBes na amostra, a Unica distancia que pode ser controlada é a Z, relativa
ao deslocamento do piezo. Desta forma, a melhor denominagao para a curva obtida

por MFA é “curva de forca-deslocamento” ou “curva de forca-separacao”.

Existem uma série de modelos que permitem calcular valores para 0s
parametros analisados em MFA a partir das curvas de forca-separacao obtidas por
nanoindentacdo. Dentre eles, um dos mais empregados nestas andlises é
representado pela Teoria de Hertz, desenvolvida em 1881, e adaptada por Sneddon,
1965.

A Teoria de Hertz considera a ponteira como uma esfera elastica, enquanto a
amostra € tida como uma superficie plana e rigida. Para uma esfera de raio R
pressionada em dire¢cdo a uma superficie plana com uma forca F, a forca de adeséo
Fad, O raio de contato a, o raio de contato na carga zero ap, a deformacgédo & da

ponteira esférica e a pressédo P sédo dados por:

Fad =0 (6).
E |'E
=Jx (7).
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ald =10 (8).

_r _F
6= R Ea ©)
e
pr) = Rl arlios ao)

onde x= %, em que y é a distancia do centro do circulo de contato, e 0 médulo de
(]

Young E reduzido € dado por:

==+ (11).

e

Nesta ultima equacdo, E, E;, v e v; representam os Modulos de Young e 0s
coeficientes de Poisson da superficie plana, que corresponde a amostra no caso, e

do indentador, que consiste na ponteira utilizada para as indentacées.

O mobdulo de Young corresponde ao modulo de elasticidade do material,
sendo ele proporcional a sua rigidez quando tracionado ou comprimido. Associa a
tensdo aplicada a deformacdo medida e esta relacionado a diversas outras

propriedades materiais.

No limite de cargas altas ou baixas forcas de superficie, um experimento de
MFA pode seguir a Teoria de Hertz. Entretanto, na maioria dos casos, a ponteira do
microscopio de forca atbmica é mais dura que a amostra, o que implica que as
deformacBes na superficie plana sejam consideradas e, em alguns casos, as
deformagbes causadas tanto na amostra quanto na ponteira. Por assumir a ponteira
como rigida o Modelo de Hertz ndo pode calcular as deformagcbes da amostra.

Quando uma perfuracdo rigida em uma superficie elastica estiver sendo
levada em consideracdo, a analise mais cabivel é a analise de Sneddon (Sneddon,
1965). Neste modelo, a deformacdo elastica é dada por uma equacéo
transcendental que pode ser computada numericamente. A forca F exercida pela

perfuracdo na superficie e a deformacédo de superficie & sédo representadas por:

F=2K[(a* + R*)In (Z2) - 2aR] (12),
38



e
- 1 C:—n
&d=-aln

2 -

A forca e a deformacdo podem ser computadas por uma perfuracdo assimétrica

) (13).

geneérica:
_ 1 fi=)
6=, T==dx (14).
e
F=3Kal; L0 g, (15),

4 1—x=

em que f(x) € a funcdo que descreve o perfil da perfuracdo. Solucdes para

geometrias comuns podem ser encontradas em Sneddon, 1965.

Desta forma, conjugando-se as deformacdes de Hertz e Sneddon, como as
deformacgbes da ponteira e da amostra, sempre que as forcas externas as existentes
no local de indentacdo forem insignificantes, sera possivel a obtencdo da

deformacéo total em uma medicdo por MFA (Cappella e Dietler, 1999).

Os modelos descritos contemplam todos os parametros de forca utilizados
neste trabalho. As forcas analisadas correspondem a forca maxima aplicada durante
0 experimento, as forcas atrativas as forcas adesivas medidas. Estas forcas refletem
as caracteristicas do material estudado, tais como a dureza da amostra e as
interacOes entre a ela e a ponteira. Foram obtidos também os valores de separacéao,
ou seja, a distancia de penetracdo na amostra, e Médulo de Young, representativo

das caracteristicas elasticas do material analisado.

As forcas atrativas estdo aqui representadas pelo “jump to contact” ou “snap
in”, que descrevem 0 momento em que a ponteira salta em direcdo a amostra e
correspondem a um ponto de descontinuidade nas curvas de for¢ca-separacédo. Esse
momento surge quando a interacdo ponteira-amostra supera os valores da
constante elastica do cantilever, e surgem forcas como as de van der Waals. O valor
méaximo da forca atrativa amostrado é definido pela seguinte equacdo, em que &
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corresponde a deflexdo do cantilever relativa ao salto em direcdo a amostra e K

representa a constante elastica do cantilever.
Fatt = dc x ke (16).

O “jump to contact” esta sempre presente em escala atbmica e a instabilidade
gerada é governada pela dureza inerente da ponteira e dos materiais amostrados,

relativa as suas forcas coesivas (Cappella e Dietler, 1999).

Dentre as forgas atrativas passiveis de causar a descontinuidade mencionada
configuram principalmente as forcas eletrostaticas e as de van der Waals. A primeira
esta ligada a experimentos que se utilizam de ponteiras carregadas ou condutivas e
€ gerada quando a amostra e a ponteira apresentam diferencas de potencial, ou
decorre de um campo elétrico intencionalmente aplicado ao experimento. A
segunda, entretanto, € baseada na interacdo entre atomos eletricamente neutros
gue se tornam localmente carregados e tem influéncia de propriedades fisicas dos
materiais, como a polarizabilidade dos atomos e a densidade da ponteira e da
amostra (Sao e Jhe, 2008). As forgcas de van der Waals compreendem trés tipos

principais, sendo eles:

1) Dispersao ou forca de London. Relativa aos momentos de dipolo instantaneo

intrinsecos a todos os atomos e moléculas.
2) Forca de Keesom. Origina-se da atracao entre dipolos permanentes em rotagao.

3) Forca de Debye. Surge a partir da interacdo dos dipolos permanentes em rotacéo

e a polarizabilidade de todos os atomos e moléculas.

Dentre as forcas de van der Waals, a disperséo oferece maior contribuicdo as
forcas atrativas (ou repulsivas, dependendo do caso), pois todos 0s materiais sao
polarizaveis, enquanto as outras duas forcas exigem a presenca de dipolos
permanentes (Cappella e Dietler, 1999).

Um segundo ponto de descontinuidade das curvas de forca-separagdo €
representado pelo “jump off contatct”, e permite calcular as forcas adesivas que
surgem entre a ponteira e a amostra no momento de retracdo da ponteira. Refere-se

ao momento em que o gradiente das forcas adesivas ponteira-amostra se torna
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menor do que a constante elastica do cantilever, e permite que varias propriedades

materiais adesivas sejam mostradas.

A deflexdo gerada pelo “jump off contatct” e a distancia relativa a ele séo
sempre maiores em comparacao aquelas referentes a deflexdo gerada pelo “jump
to contact” e a distancia correspondente a esse momento. ISSo ocorre porque
durante o contato ponteira-amostra algumas ligacdes quimicas e ligacdes adesivas
podem gerar forcas n&o conservativas. Forcas capilares geradas por contaminantes
liguidos agem em oposicdo a separacdo entre ponteira e amostra, 0 que também
corresponde a um aumento da adesdo. Além disso, durante a indentacdo a amostra
é deformada, dobrada e pode envolver a ponteira, aumentando ainda mais o contato
em razdo do comportamento elastico da amostra, e também devido a influéncia de
forcas particulares (for¢as hidrofébicas e visco elésticas). Desta maneira, materiais
macios e com baixas energias coesivas que contenham grupos hidrofébicos, como
no caso de alguns materiais biolégicos, tém uma alta forca de separacao (forca
adesiva), e o “jump off contatct” ocorre como uma separacdo gradual (ndo se

apresenta como uma descontinuidade brusca).

Dentre as mencionadas, as forcas capilares representam as interacbes mais
fortes relativas as forcas adesivas geradas num experimento de indentagdo
executado em ar. Estas forcas sdo geradas devido a uma pequena camada de vapor
absorvida na superficie dos materiais, que surge devido a umidade natural do
ambiente e tem pouco efeito sobre as forgas atrativas. A presenca dessa camada de
vapor, entretanto, dificulta o desprendimento da ponteira devido a alta energia de
superficie da amostra, o0 que resulta em um aumento dos valores registrados para as
forcas adesivas Estas for¢cas podem relacionar-se, portanto, com a hidrofibicidade ou
hidrofilicidade do material analisado. Quanto mais hidrofilico, maior a camada de
agua na superficie, o que gera um aumento nas forcas adesivas medidas. (Cappella
e Dietler, 1999).
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7.5 Microscopia Eletronica de varredura

ApoOs as analises de MFA, as fibras também foram analisadas por meio de
microscopia eletrbnica de varredura (MEV). As amostras foram cobertas 1x com
ouro para garantir a sua condutividade (Emitech K550) e visualizadas em um DSM
962 Zeiss a uma voltagem de 10 kV. As fibras foram fotografadas em diversas
ampliacdes, a partir de 100x até 3000x. As imagens de 3000x foram priorizadas por

oferecerem um leque maior de detalhes.

7.6 Andlise Estatistica

Todos os dados foram apresentados como médias * erro padrédo da média e a
significancia estatistica foi determinada pelo calculo dos valores de probabilidade (P)
com o Teste t de Student. As diferencas foram consideradas significativas quando

P<0,05. A analise estatistica foi feita por meio do software Assistat 7.5 Beta.

8 Resultados e discussao

8.1 Fibras A1S8 20

8.1.1 Agquisicao de imagens

8.1.1.1 Microscopia de Forca Atdmica

As imagens obtidas por meio das duas técnicas revelam diferencas
estruturais representativas entre as fibras analisadas, inclusive dentre aquelas
pertencentes a um mesmo grupo. O escaneamento de diferentes areas em uma
mesma fibra também evidenciou caracteristicas distintas. Essa variabilidade, embora
nao tdo pronunciada, existe também em fibras de seda natural (Blackledge e

Hayashi, 2006), bem como nas fibras sintéticas poliméricas (Teulé et al., 2007).
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Analises por MFA demonstraram a heterogeneidade mencionada, que inclui,
dentre outros fatores, a proporcao entre areas elasticas e viscosas e o tamanho dos
agregados de proteinas, além da irregularidade da superficie, que aparece em
diferentes niveis. As caracteristicas topograficas do grupo controle estado
representadas em imagens de altura dispostas tridimensionalmente, estando as
fiboras analisadas representadas como C;, C, e C3 (fig. 8, A, B e C). As
caracteristicas viscoelasticas estdo evidenciadas nas imagens de fase (fig. 8, D, E,
F). As areas escuras correspondem a superficies viscosas, enquanto as areas mais

claras correspondem a superficies elasticas.
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Fig. 8 Imagens da superficie das fibras A1S8,, pertencentes ao grupo nao tratado adquiridas por
meio de microscopia de forca atémica (colunas | e Il, imagens de altura e de fase, respectivamente) e
microscopia eletrénica de varredura sob o aumento de 3000x (coluna Ill). As imagens A, D, G
correspondem a fibra C; B, E, H representam a fibra C, e as imagens C, F, | a fibra C;. As setas
apontam a presenca de agregados protéicos na superficie (granulos). As imagens de topografia e
fase correspondem a uma mesma area de 5X5 um para cada fibra. A barra de escala nas imagens de

fase corresponde a 2 um, nas imagens de varredura, a 10 pum.

As imagens de topografia revelam caracteristicas de superficie semelhantes
para as fibras C; e C; (fig. 8 A, B). A imagem da fibra C3 diferiu um pouco das outras
fibras do grupo controle, apresentando-se um pouco mais irregular, com depressoes

mais pronunciadas (fig. 8 C). Tais diferengas, entretanto, ndo determinam um padrao
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para as fibras analisadas, uma vez que as imagens obtidas para diferentes areas de
cada uma das fibras revelam variacbes bastante expressivas. A presenca de
agregados de proteinas (elevacdes, protuberancias arredondadas) pode ser
observada nas imagens de fase e topografia por MFA, como indicam as setas na fig.
8 A, B, C.

Na mesma figura, as imagens de fase das fibras C; e Cz revelam a
predominancia de &reas viscosas em relacdo a &reas elésticas (fig. 8 D, F). A
imagem de fase relativa a fibra C, revela uma propor¢cdo bem mais expressiva de
regides elasticas, em comparacao as imagens referentes as outras fibras controle. O
perfil viscoelastico, entretanto, variou consideravelmente nas diferentes areas

analisadas para cada fibra.

A presenca de agregados protéicos (granulos) esta possivelmente
relacionada ao processo de montagem das proteinas, que pode estar ocorrendo de
maneira desordenada e n&o uniforme, gerando aglomeracdes localizadas de
proteinas e resultando na formacédo de picos e depressdes ao longo da superficie
das amostras. A proporcao variavel entre areas elasticas e viscosas nas fibras
estaria também relacionada a montagem das proteinas e ao dobramento dos
motivos, que pode estar ocorrendo de forma predominantemente aleatoria,

resultando em distribuicdes heterogéneas.

As fibras pertencentes aos grupos MA e MB apresentaram variacdes
topograficas e viscoelasticas bastante pronunciadas (fig. 9 A, B; fig. 10 A, B). Os
granulos presentes nas superficies também apresentaram perfis variados, com
caracteristicas heterogéneas. Irregularidade de superficie mencionada esta
representada na figura 10, referente a fibora MB, que evidencia a presenca de
caracteristicas distintas, tanto em termos de viscosidade quanto em relacdo a

topografia e ao tamanho dos granulos.
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Fig. 9 Imagens de superficie da fibra MA, tratada com metanol e estirada 1,5%. Imagens de topografia
(A) e fase (B) obtidas por microscopia de for¢ca atbmica e (C), obtida por microscopia eletrénica de

varredura sob aumento de 3000x%. As barras de escala correspondem a 2 um (B) e 10 pm (C).

Fig. 10 Imagens de superficie da fibra MB, tratada com metanol, 4gua e estirada 1,5%. Imagens de
topografia (A) e fase (B) obtidas por microscopia de forca atbmica e (C), obtida por microscopia

eletrbnica de varredura. As barras de escala correspondem a 2 um (B) e 10 um (C).

As imagens obtidas para o grupo IA (as fibras estdo representadas como IA,
IA, e 1A3) também evidenciam heterogeneidade (fig. 11 A, B, C), entretanto, algumas
areas varridas apresentaram uma superficie bem mais lisa em relacéo as fibras dos
grupos C, MA e MB. Os agregados protéicos variaram em forma em algumas das
regides escaneadas, como mostra a fig. 11 A. Observou-se que as fibras
pertencentes ao grupo IA apresentaram irregularidade de superficie bem menos
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evidente, sendo aparentemente mais planas. Os vales e picos gerados pela
agregacdo das proteinas parecem também menos pronunciados. Tais resultados
indicam que o tratamento com isopropanol pode ter refletido na rugosidade das
fibras. Variagcbes nas caracteristicas viscoelasticas também foram observadas (fig.
11D, E, F).
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Fig.11 Imagens de superficie das fibras pertencentes ao grupo IA, tratadas com isopropanol e
estiradas 1,5%. As Imagens de topografia A, B, C e fase D, E, F obtidas por microscopia de forca
atdbmica representam uma mesma area para cada fibra. As imagens G, H e | foram obtidas por
microscopia eletrénica de varredura sob aumento de 3000%. As barras de escala correspondem a 2
pm (imagens de fase) e 10 um (imagens de varredura). A linha | corresponde a fibra IA;, a linha Il a

fibra 1A, e alinha lll & 1A;.

As imagens obtidas para o grupo IB (as fibras foram apresentadas como IB1,

IB, e IB3) também demonstram uma aparente diminuicdo da rugosidade de
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superficie (fig. 12, A, B, C), o que reforca a hipétese de que o tratamento com
isopropanol esteja atuando na diminuicdo das irregularidades topogréaficas. A
alternéncia entre areas lisas e areas granuladas sugere que o isopropanol pode ter
sido capaz de interagir com as cadeias amorfas que constituem as fibras, induzindo -
ao menos superficialmente e parcialmente - a um certo nivel de reorganizacdo que
levou ao aumento da lisura das fibras. As fibras pertencentes ao grupo IB
apresentaram as caracteristicas mais planas dentre as fibras analisadas. Isso
sugere que o subsequente tratamento com agua e o estiramento apds o tratamento
com isopropanol possam homogeneizar ainda mais a superficie das fibras sintéticas
por meio da interacdo da agua com as estruturas amorfas das fibras. A agua pode
ter permitido a desorientacdo das cadeias, intensificada pelo alongamento da fibra, o
que pode ter provocado a formacdo de novas ligacées de hidrogénio apds sua
evaporacao, resultando em mudancas da estrutura (Shao e Vollrath, 1999). As
imagens de fase revelam heterogeneidade na proporcdo entre areas elasticas e

areas viscosas, como ja descrito para as outras fibras analisadas.
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Fig. 12 Imagens de superficie das fibras pertencentes ao grupo IB, tratadas com isopropanol,
estiradas 1,5%, tratadas com agua e estiradas 1,5% novamente. As Imagens de topografia A, B, C e
fase D, E, F obtidas por microscopia de forgca atdmica representam uma mesma area para cada fibra.
As imagens G, H e | foram obtidas por microscopia eletrénica de varredura. As barras de escala
correspondem a 2 pum (imagens de fase) e 10 um (imagens de varredura). A linha | corresponde a
fibra IB4, a linha Il a fibra IB2 e a linha Il a IB3.
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Nenhum padrédo evidente foi encontrado para quaisquer dos grupos
analisados. Todos o0s grupos apresentaram variacdes topograficas e viscoelasticas
entre as fibras. O tamanho dos granulos variou em diferentes areas de uma Unica
fibra, e as diferencas apresentaram-se ainda maiores quando fibras distintas foram
colocadas em comparacdo. Na maioria dos casos, as imagens de fase mostraram o
predominio de &reas viscosas, com algumas manchas ou faixas elasticas
distribuidas ao longo da fibra. Algumas zonas com predominancia de areas elasticas

também foram observadas, mas com uma frequéncia menor.

As variacbes topograficas e os diferentes tamanhos apresentados pelos
agregados de proteina estdo possivelmente relacionados ao processo de extrusao -
que pode nado estar permitindo a organizacado uniforme das proteinas nas fibras -
mas principalmente ao mecanismo de montagem das proteinas em fibras, que ainda
nao € completamente entendido. As imagens de fase, por sua vez, ndo levaram a
nenhum padrdo conclusivo, mas as variacdes viscoelasticas observadas parecem
resultar principalmente do processo de montagem das proteinas. Espera-se que 0s
motivos elésticos e de forca dobrem-se de maneira apropriada para proteinas
nativas (Sheibel, 2004), mas as proteinas sintéticas podem ndo ser capazes de
dobrar-se corretamente, resultando em caracteristicas heterogéneas. Além disso, a
quantidade reduzida de residuos de aminoacidos no C-terminal e no N-terminal,
apontados como essenciais para o correto dobramento das proteinas (Sponner et
al., 2005; Ayoub et al., 2007), pode ter contribuido para a estruturacdo heterogénea

e possivelmente deficiente.

O surgimento de algumas dificuldades durante o escaneamento das fibras
sintéticas por MFA - representadas por ruidos e vibragdes que impossibilitaram a
varredura de algumas areas - levou a necessidade de uma analise micrométrica,
com o intuito de entender os motivos que levaram a esta limitagdo. Tal analise foi
realizada por meio de MEV. A heterogeneidade encontrada em escala nanométrica
foi também confirmada pelas imagens de MEV, que demonstram ainda as grandes
variacdes entre os diametros das fibras analisadas, como mencionado anteriormente
por Teulé et al., 2007.
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8.1.1.2 Microscopia eletronica de varredura

Fibras nativas de aranhas araneomorfas apresentam uma superficie muito
lisa (Kitagawa e Kitayama, 1997; Madsen e Vollrath, 2000; Swanson et al., 2009).
Dentre as fibras sintéticas analisadas no presente trabalho, apresentaram aspecto
mais suave, uniforme e com alto contraste aquelas pertencentes a grupos IA (fig. 11
H, 1) e IB (fig. 12 G, H). Os grupos MA, MB e 0 grupo controle apresentaram
superficies bastante irregulares, o que sugere mais uma vez que o tratamento com
isopropanol possa contribuir para o aspecto liso das fibras sintéticas, mesmo quando
submetidas a testes de tensdo. Estes resultados estédo de acordo com as avaliagdes
de Teulé et al. 2007, no entanto, nenhum padrdo claro péde ser estabelecido para

qualquer dos grupos analisados, devido a heterogeneidade encontrada.

As imagens de MEV das fibras sintéticas mostram a presenca de areas
granuladas nas fibras pertencentes aos grupos C (fig. 8 G, H, I), MA (fig. 9 C), MB
(fig. 10 C), IB (fig. 12 1), enquanto algumas fibras apresentaram granulos com
formato mais alongado (fig. 11 A). A presenca de protuberancias em forma de
bolhas também foi observada em alguns casos (fig. 8 ). Fissuras orientadas
longitudinalmente foram observadas em quase todas as fibras analisadas (fig. 8 H, I,
fig. 9, fig. 10) e a presenca de vaos em algumas das areas varridas é nitidamente
observada (fig. 8 H). A presenca de possiveis contaminantes também foi notada em

alguns casos (fig. 11 1).

Sugere-se que a heterogeneidade verificada para todos os grupos resulte dos
processos de extrusdo da fibra e montagem das proteinas, como ja mencionado
anteriormente. A tensdo aplicada as fibras também pode ter contribuido para
algumas das caracteristicas irregulares. Quanto a presenca de contaminantes, nao
existe nenhuma evidéncia de que resultem do processo de formacéo das fibras.
Sugere-se que 0s contaminantes observados tenham surgido devido a manipulacéo,
apesar de todas as analises terem sido feitas com cautela no intuito de preservar o
estado original das fibras.

As imagens obtidas por meio de MEV indicam que as dificuldades

encontradas durante a varredura das fibras com o microscopio de forca atémica
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podem ser reflexo das irregularidades verificadas. Para complementar as
informacdes obtidas, as medi¢cdes topograficas das fibras - realizadas durante o
escaneamento por meio do MFA - foram analisadas de forma a obter parametros

quantitativos correspondentes a rugosidade das superficies analisadas.

8.1.2 Medicbes de rugosidade de superficie

A rugosidade das amostras é medida com base em parametros definidos para
0 microscopio de forca atbmica. Ra € um dos parametros mais comuns em
descri¢cdes de rugosidade de superficie e corresponde a rugosidade média da area
escaneada, com base na distribuicdo dos picos e vales encontrados ao longo das

areas varridas, como disposto anteriormente.

A comparagdo entre a rugosidade obtida para os diferentes grupos pode
enriquecer o conhecimento acerca do efeito dos tratamentos na superficie das fibras
analisadas. Desta forma, tornou-se necessaria a andlise dos valores médios de
rugosidade obtidos para cada um dos grupos. Estes valores sao referentes aos seis
parametros de rugosidade apresentados neste trabalho e estdo representados na
fig. 13. Todos os grupos estudados apresentaram um padrdo geral similar para os

seis parametros.

Os resultados mostrados na fig. 13 A demonstram que os tratamentos nao
alteraram a Ra dos grupos tratados quando comparados ao grupo controle,
entretanto, diferencas significativas entre os grupos tratados foram observadas. Os
grupos tratados com isopropanol apresentaram um decréscimo nas médias de
rugosidade quando comparados aos grupos tratados com metanol (p<0.05). IA
apresentou uma diminuicdo de 31% e 28% quando comparado aos grupos MA e
MB, respectivamente, enquanto IB teve a rugosidade diminuida em 27% e 23%,
respectivamente, comparada aos mesmos grupos (p<0,05). Nenhuma diferenca
significativa foi observada entre os dois grupos tratados com isopropanol ou entre

aqueles tratados com metanol.
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Ra (nm)

Pode-se observar que houve variacbes expressivas, mesmo para fibras
pertencentes ao mesmo grupo, o que esta representado pelos altos erros padrao
das médias. Tal observagéo esta de acordo com a hip6tese de que a montagem das
proteinas em fibras esteja ocorrendo de forma diferenciada, resultando em fibras

significativamente distintas, com caracteristicas estruturais variaveis, mesmo quando

submetidas aos mesmos procedimentos.

100, A A A

Rv (nm)

MA MB IA
Grupo de fibras Grupo de fibras Grupo de fibras
A A A E A A A F A A A
O O

@) @)
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Rzjis (nm)

MA MB IA
Grupo de fibras Grupo de fibras Grupo de fibras

Fig. 13 Andlise de rugosidade das fibras A1S8,, por meio de MFA. Os paradmetros analisados estédo
dispostos no eixo Y de cada grafico. Ra representa a rugosidade média aritmética, Rq a rugosidade
quadratica média, Rzjis a rugosidade média de 10 pontos, Rz a altura maxima, Rp a altura média e
Rv a profundidade média. O eixo X corresponde aos grupos de fibras A1S8,, Os simbolos *, A e o
indicam semelhancas estatisticas entre os grupos. As diferencas foram consideradas significativas

quando p < 0,05.

A compreensdo acerca das caracteristicas das superficies pode ser
enriquecida analisando-se também outros parametros de rugosidade. Por esta razao
os valores de Rz, Rzjis, Rgq, Rv e Rp, obtidos durante a varredura das fibras,

também foram dispostos em graficos e analisados.
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As medicdes obtidas para Rq mostram que 0S grupos comportaram-se de
maneira semelhante a descrita para os valores de rugosidade média, uma vez que
nenhum dos grupos tratados divergiu estatisticamente do grupo controle. Como ja
observado na andlise de Ra, os grupos tratados com isopropanol apresentaram
diferencas significativas em relacdo aos grupos tratados com metanol (p<0,01), mas
grupos de fibras submetidos ao tratamento com o mesmo tipo de alcool nao
demonstraram discrepancias significativas (fig. 13 B).

A anadlise de Rv (fig. 13 C) ndo demonstrou nenhuma diferenca significativa
entre 0s grupos controle, MA e MB. Apesar do grupo IB nao ter divergido
estatisticamente do grupo controle e de MB, ele apresentou uma diminuicéo de 31%
em comparacao a MA. Com relacdo ao grupo IA, ndo foram observadas diferencas
significativas quando comparado ao grupo IB, mas decréscimos de 24%, 38% e 30%
foram observados em relacdo aos grupos controle, MA e MB, respectivamente
(p<0,01).

Rp (fig. 13 D) divergiu substancialmente do padrdo geral apresentado pelos
outros parametros de MFA analisados. A andlise de altura média - que corresponde
a distancia entre a média da seccdo da curva e o0 pico mais alto encontrado na
superficie varrida - demonstraram que o0 grupo controle e 0s grupos tratados com
metanol ndo divergiram estatisticamente entre si, enquanto IA diferiu apenas de MA
(p<0,01). O grupo IB, entretanto, apresentou-se significativamente diferente dos
grupos controle, MA e MB, demonstrando diminuicbes de 34%, 40% e 35%,
respectivamente (p<0,01). Além disso, IB apresentou 0os menores erros padrdo

dentre todos os grupos analisados.

As analises de Rz (fig. 13 E) e Rzjis (fig. 13 F) revelaram um padréo
semelhante com relacdo ao comportamento dos grupos. Os grupos tratados com
metanol ndo demonstraram diferencgas significativas comparadas ao grupo controle
ou entre si, mas 0s grupos tratados com isopropanol divergiram significativamente
de todos os outros grupos. A andlise de Rz mostra que os valores de IA
corresponderam ao decréscimo de 21%, 32% e 25% comparados aos grupos
controle, MA e MB, respectivamente (p<0,01). O grupo IB, por sua vez, apresentou
diminuicdes de 21%, 34% e 26% em relagdo aos grupos controle, MA e MB,

respectivamente (p<0,01). A analise de Rzjis também revelou um decréscimo na
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rugosidade apos o tratamento com isopropanol, uma vez que a meédia das fibras
pertencentes a IA apresentou-se 20% menor do que a observada para o grupo
controle, 32% menor que a de MA e 24% menor que a de MB. Um decréscimo
significativo na rugosidade também foi observado com relacdo a IB quando
comparado aos grupos controle e tratados com metanol (p<0,01). Valores 21%, 33%
e 26% mais baixos que os obtidos, respectivamente, para os grupos controle, MA e
MB foram observados para o grupo IB.

Conjugando-se todos os resultados referentes as analises de superficie,
chamam a atencdo os dados obtidos para os grupos IA e IB. O tratamento com
isopropanol pode ter sido capaz de promover, de uma maneira geral, a reducao da
rugosidade das fibras sintéticas, inclusive quando seguido de tratamento com agua e
mesmo quando a fibra é submetida a um maior nivel de tenséo (fibras pertencentes
ao grupo IB foram estiradas em 1,5x por duas vezes). Tais resultados indicam que o
isopropanol pode promover um aumento na uniformidade das fibras por meio da
interacdo do solvente com as cadeias das proteinas. A adicdo do alcool seria capaz
de enfraguecer as interacdes hidrofobicas que estabilizam as espidroinas e,
simultaneamente ao enfraquecimento das interacdes proteina-proteina, as ligacdes
de hidrogénio locais (intramoleculares) seriam fortalecidas, o que levaria a
estabilizacdo das estruturas de hélices estendidas (hélices 330). A mudanca
conformacional de estruturas de random coil em folhas-B ja foi reportada para
espidroinas em solucéo (Dicko et al., 2005). Sugere-se, portanto, que uma melhora
da organizacdo da microestrutura da fibra possa levar a reducéo da rugosidade das

fibras sintéticas A1S8,.

Os grupos tratados com metanol, entretanto, ndo demonstraram diferencas
significativas em relagéo ao grupo controle em nenhum dos parametros analisados.
As medicdes feitas indicam que o tratamento com metanol, seguido ou n&o por
tratamento com agua e estiramento, ndo promovem mudancas estatisticamente
relevantes na rugosidade das fibras, tendo na verdade demonstrado uma tendéncia
ao aumento da rugosidade em relacdo a todos 0s outros grupos estudados. Apesar
da formacédo de folhas-p induzida por metanol ja ter sido reportada (Dicko et al.,
2005), e dos indicativos de que quanto maior a polaridade do solvente maior sua

capacidade de interacdo (Shao e Vollrath, 1999), o metanol mostrou-se ineficiente
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na uniformizacdo da superficie das fibras. Sugere-se que isso ocorra devido a
polaridade do solvente e a velocidade com a qual induz mudancgas conformacionais,
muito maior que a observada para o isopropanol (Dicko et al., 2005). As interacfes
do solvente com as proteinas, mais agressivas do que as provindas do contato com
o isopropanol, podem ter levado a uma reorganizacao prejudicial as caracteristicas

das fibras sintéticas, provocando um possivel aumento da rugosidade.

Desta forma, apesar das discrepancias encontradas entre fibras pertencentes
a um mesmo grupo, o padrado geral observado permite concluir que o tratamento
com isopropanol pode contribuir para a obtencéo de fibras mais lisas, levando a uma
melhora na organizacdo dessas fibras e permitindo a producdo de fibras com

caracteristicas mais semelhantes as nativas.

Tais descobertas levaram a um novo conjunto de experimentos, por meio dos
guais as propriedades mecanicas das fibras analisadas foram testadas, enfocando
os diferentes tipos de tratamento utilizados e sua influéncia sobre as propriedades

medidas.

8.1.3 Espectroscopia de forca

Alguns trabalhos descrevendo o comportamento de fibras sob tratamento com
uma série de solventes tém mostrado que as propriedades mecanicas destas fibras
sao alteradas por alguns desses solventes, como etanol, metanol, agua e agentes
caotropicos como uréia (Shao & Vollrath 1999; Shao et al., 1999). Uma caracteristica
comum das linhas de seguranca de aranhas € a sua aparente capacidade de super
contrair quando submersas em um solvente como a agua (Shao e Vollrath, 1999; Liu
et al., 2005). Além disso, reporta-se que o efeito de alcodis sobre as proteinas de
aranhas pode induzir & formacao de folhas B, levando & melhora no desempenho
destas fibras (Dicko et al., 2005). Torna-se de grande importancia, portanto, analisar-
se 0 comportamento mecéanico das fibras sintéticas, antes e ap0s os tratamentos a

que foram submetidas.
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A anadlise de curvas de forca permite extrair informacdes importantissimas
com relagcdo as propriedades mecanicas do material analisado. As curvas
demonstradas na fig. 14 evidenciam distingdes entre os grupos analisados. As fibras
apresentaram-se heterogéneas, 0 que implica a existéncia de diferencas

consideraveis mesmo entre as curvas adquiridas para uma unica fibra.

E relevante observar o crescimento da distancia de perfuracdo (separacéo)
com o aumento da forgca aplicada, bem como os pontos de descontinuidade
resultantes das forcas de interagdo entre a ponteira do microscépio e a superficie
das fibras. A ndo coincidéncia das linhas de aproximacao e retracdo corresponde a
histerese das curvas de forca-separacdo, e resulta das forcas adesivas que
dificultam o desprendimento da ponteira (Cappella e Dietler, 1999).
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Fig. 14 Curvas de for¢ca-separacéo representativas dos 5 grupos A1S8,, analisados. A) Corresponde
ao grupo C. B) Grupo MA. C) Grupo MB. D) Grupo IA. E) Grupo IB.
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Os perfis evidenciados pelas curvas representadas mostram diferencas
consideraveis nas propriedades medidas, principalmente para os grupos C (fig. 14
A), MA (fig. 14 B) e MB (fig.14 C). Observa-se grande histerese para ambos 0s
grupos tratados com metanol. Os grupos tratados com isopropanol, por sua vez,
apresentaram-se relativamente semelhantes, o que pode ser observado na fig. 14 D,
E. As propriedades mecanicas mensuradas a partir das curvas de forgca-separacao
seréo descritas mais detalhadamente nas se¢des seguintes deste trabalho.

8.1.3.1 Mddulo de Young

Testes de tensao ja haviam sido realizados em 2007 por Teulé e colaboradores
nestas mesmas fibras, e medi¢cées de modulo de Young foram realizadas, obtendo-
se uma média geral que correspondia a 760 + 540 MPa. Estes estudos, que foram
executados por meio de um sistema MTS Synergie 100 (MTS Systems Corporation,
Eden Prairie MN), podem fornecer informacdes importantes sobre a mecanica total
da amostra, mas medidas obtidas em uma escala nanométrica (medi¢cdes pontuais)
podem ser muito relevantes para uma compreensdo mais aprofundada das
caracteristicas apresentadas pelas fibras sintéticas. Os experimentos executados no
presente estudo permitiram a obtencdo do modulo de Young transversal, diferente

do moédulo longitudinal obtido nos testes de tenséao.

Ajustes Hertzianos das curvas forca forneceram uma comparacao quantitativa
do médulo de Young transversal por espectroscopia de for¢ca para cada um dos
grupos de fibras (fig. 15). O menor valor medido corresponde ao grupo controle, que
diferiu significativamente dos grupos IA e IB (p<0,05). Nao foram observadas
diferencas representativas entre os grupos tratados com isopropanol, e MA e MB
nao diferiram de nenhum dos grupos analisados ou entre si. O grupo IA apresentou
0 médulo médio mais alto dentre todos os grupos analisados, demonstrando um
aumento de 4,8 x em relagédo ao grupo controle. IB registrou o segundo valor mais
alto, representando um aumento de 4,3 x. Variacdes nos valores de modulo também
foram observadas ao longo das diferentes posi¢cdes analisadas em cada fibra, o que
indica que o modulo de elasticidade das fibras ndo é uniforme em toda a superficie.

Tais variacdes contribuiram para os altos erros-padréo observados.
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Fig. 15 Modulo de elasticidade das fibras A1S8,, obtido por meio de nanoindentacdo. Os simbolos *
e A indicam semelhancas entre os grupos. As diferencas foram consideradas significativas quando
p<0,05.

Estes resultados sugerem que o tratamento com isopropanol - seguido por
estiramento das fibras acompanhado ou ndo por tratamento com agua e novo
estiramento - pode ser responsavel pelo aumento da elasticidade da fibra,
representada pelo maior modulo de Young dos grupos tratados com isopropanol

guando comparados ao grupo controle.

bY

A elasticidade medida estd diretamente relacionada a rigidez do material
analisado, que esta possivelmente ligada a sua organizacao estrutural (formacéo de
estruturas secundarias, como hélices e folhas-B). Quanto mais altos os valores de
modulo de Young registrados, maior a rigidez/dureza da &rea analisada, o que esta
possivelmente ligado a uma melhor estruturacdo da superficie (formacéo apropriada
das estruturas secundarias). Desta forma, a baixa elasticidade apresentada pelo
grupo nao tratado sugere uma organizacdo estrutural deficiente. Sabe-se que o
processo de automontagem de proteinas nativas € iniciado por mudancas no
ambiente da glandula e pelas forcas alongadoras aplicadas, que promovem seu
alinhamento e empacotamento. A medida que os segmentos de polialanina

hidrofébicos sé@o aproximados e alinhados, eles sdo expostos a hidrofobicidade
60



crescente que pode iniciar a conversdo de estruturas a-hélices em folhas-£,
resultando na formacdo de uma série de ligacbes de hidrogénio entre cadeias
(Sheibel, 2004). A auséncia das condi¢cdes presentes no limen da glandula
sericigena e as diferencas das forcas alongadoras aplicadas podem néo ter
permitido que os segmentos de polialanina se organizassem propriamente no interior
das fibras sintéticas, impedindo a formacdo de todas as folhas-f e ligacdes de
hidrogénio necessarias para a correta estruturacao da fibra. Desta maneira, as fibras
sintéticas apresentariam originalmente uma rigidez reduzida como consequéncia da
baixa organizacdo estrutural, o que esta refletido nos médulos de Young inferiores

para as fibras pertencentes ao grupo controle.

Como j& exposto, o tratamento com isopropanol induziu modificacdes no
comportamento elastico das fibras, possivelmente resultantes de modificacdes
estruturais. As fibras tratadas com metanol também mostraram uma tendéncia ao
aumento da elasticidade em relacéo ao grupo controle. Dicko e colaboradores, 2005,
descreveram a inducdo da formacdo de folhas-B em spidroinas de aranhas apos
imersdo em isopropanol e metanol, que podem desencadear importantes
modificacdes estruturais. Sugere-se que o tratamento com esses alcodis promova a
transicdo entre um estado desordenado e a formac&do apropriada de estruturas
secundarias, o que pode explicar os resultados obtidos para as fibras aqui
analisadas. A maior organizacédo estrutural das fibras induzida pelos tratamentos
teria implicado um ganho em rigidez, o que refletiu diretamente nos valores de
modulo de Young registrados para os grupos tratados, especialmente IA e IB. Apés
o enovelamento apropriado dos segmentos polialanina, outros motivos podem ter
sido levados ao correto dobramento, resultando em um aumento expressivo da

elasticidade das fibras tratadas.

Os grupos tratados posteriormente com agua, entretanto, apresentaram uma
tendéncia a reducéo do moédulo médio quando comparados aqueles tratados apenas
com alcool e estirados (MB em relacdo a MA e IB em relacédo a IA), ver fig. 15. Os
efeitos da perda de elasticidade de fibras apés imersdo em agua ja foram descritos
para sedas nativas de aranha, representados por um decréscimo no médulo de
Young (Shaffer et al., 2008). A tendéncia observada, que poderia ser confirmada ou

rejeitada contemplando-se um numero ainda mais expressivo de repeticdes, bem

61



como um numero maior de fibras, representa possivelmente um reflexo das
modificacdes estruturais induzidas pela interacdo da agua. As sedas produzidas por
alguns insetos — incluindo aquelas produzidas por aranhas - tém a capacidade de
contrair quando em contato com solventes polares (com a agua, em especial)
resultando em perda temporaria da rigidez (efeito de supercontracdo ou
plastificacdo). Tal efeito implica mudancas substanciais na organizacdo das fibras e

em suas propriedades mecanicas.

As diferencas observadas entre os grupos tratados com agua em relacdo aos
tratados apenas com alcool poderiam ser explicadas pelo efeito de plastificacdo
descrito (Shao e Vollrath, 1999). Sugere-se que a agua penetre na fibra e seja entéo
incorporada na matriz amorfa, reduzindo a interacdo entre as cadeias do polimero
por meio da formacado de novas ligagdes de hidrogénio entre as moléculas de agua e
as cadeias amorfas, o que levaria a uma perda temporaria de rigidez promovida pelo
aumento da mobilidade das cadeias (Shao e Vollrath, 1999; Schéfer et al., 2008).

A perda de rigidez leva ao aumento da capacidade de deformacao -
propriedade caracteristica de materiais plasticos - promovendo uma diminuicdo do
modulo de elasticidade. Sugere-se que esta perda de rigidez esteja relacionada ao
baixo grau de orientacdo da matriz amorfa da fibra quando na presenca de um
solvente polar como a &gua (Liu et al., 2005). Apesar do efeito descrito ser
considerado temporario em grande parte dos casos relativos a fibras nativas, é
necessario investigar a influéncia de tais tratamentos na mudanga permanente da

estrutura de fibras sintéticas.

A supercontracdo de fibras de aranha esta ligada a propor¢cédo de folhas-g e a
habilidade de interacdo do solvente, que compreende sua polaridade e o tamanho
de suas moléculas (Shao e Vollrath, 1999). Um modulo de Young mais baixo dos
grupos tratados com 4gua em relacdo aqueles tratados apenas com isopropanol ou
metanol e estirados poderia ser explicado pelo aumento nos efeitos de
supercontracdo a medida que a polaridade do solvente aumentou, sugerindo que
ligacdes de hidrogénio intra e/ou intermoleculares podem ter sido danificadas em
propor¢cdes maiores apO0s O tratamento com agua, o mais polar dos solventes
utilizados (Shao e Vollrath, 1999). Além disso, como as fibras foram estiradas apoés

os tratamentos com metanol e isopropanol, a elonga¢édo também pode ter provocado
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mudancas iniciais na microestrutura/estrutura molecular das fibras. Um tratamento
posterior com agua desorientaria as cadeias moleculares (preferencialmente a
recuperacdo da conformacao inicial) e promoveria a formacao de novas liga¢gOes de
hidrogénio (Shao e Vollrath, 1999), resultando em fibras estruturalmente diferentes

das fibras n&o processadas.

Os resultados obtidos indicam certa estabilidade das modificacdes induzidas
pelos tratamentos. Mesmo ap0s a evaporagdo dos solventes utilizados, alteragbes
na resposta mecanica das fibras puderam ser notadas. O estiramento posterior € 0
tratamento com agua ndo foram capazes de reverter o ganho em elasticidade
induzido pelo tratamento com isopropanol, o que sugere que as mudancas na
estrutura secundéaria das fibras sintéticas, indicadas por uma melhora no
desempenho das fibras, possa ser induzida de maneira permanente por meio do
tratamento. O tratamento com metanol, por sua vez, ndo foi capaz de induzir
nenhuma mudanca estatisticamente relevante no desempenho das fibras, como ja
mencionado. Entretanto, a tendéncia dos grupos tratados em direcdo ao ganho de
elasticidade também indica a possivel existéncia de alteracdes permanentes na

estrutura das fibras analisadas.

Os efeitos esperados para todos grupos tratados em relacdo ao grupo controle,
no entanto, ndo estdo em conformidade com os relatos acerca do efeito de solventes
polares nas propriedades mecanicas de fibras nativas de aranha. Espera-se que
solventes como o0 metanol e o isopropanol também atuem como agentes
plastificantes (Shao e Vollrath, 1999), o que levaria a uma diminui¢ao da elasticidade

das fibras tratadas em relacéo as fibras controle.

Os valores registrados no presente trabalho indicam que houve um aumento do
modulo de Young médio das fibras apds o tratamento com os diferentes solventes,
principalmente para as fibras tratadas com isopropanol (IA e IB), como descrito
anteriormente. O efeito descrito para os tratamentos com o0s alcodis pode ser
resultado da reverséao do processo de supercontracdo da fibra por meio do rearranjo
das ligacbes de hidrogénio, que pode ter sido provocada pelo estiramento
subsequente a que as fibras foram expostas. A tensdo aplicada teria sido capaz de
aumentar a elasticidade das fibras tratadas por meio da promoc¢&o de mudancas na

orientacdo de cadeias moleculares, resultando em uma maior organizagao da
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microestrutura das fibras. Possiveis mudancas na microestrutura de fibras de
poliaminoacidos e de aranhas durantes experimentos de estiramento ja foram
reportadas (Shao e Vollrath, 1999), e o rearranjo de fibras nativas de aranha em
uma estrutura mais compacta quando submetidas a tensédo também ja foi descrito
(Gould et al., 1999).

8.1.3.2 Forcas medidas

Foram obtidos trés tipos de medidas de forcas derivadas das curvas forca
geradas durante os experimentos de indentacdo. Tais medidas de forcas,
associadas ao moédulo de elasticidade, podem oferecer informacdes importantes
sobre as propriedades mecéanicas das fibras analisadas. A forca maxima aplicada,
que é extraida a partir da curva de aproximacdo, estd representada na fig. 16
A. Nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre os grupos tratados com
isopropanol, mas estes diferiram consideravelmente dos grupos controle e MB. Os
grupos IA e IB apresentaram valores significativamente maiores com erros-padréao
da média consideravelmente menores, apresentando um aumento de 2x e 2,2x,
respectivamente, em comparag¢do ao grupo controle, e um aumento de 29% e 34%
em relacdo ao grupo MB (p<0,01). MA apresentou um aumento significativo de 75%
em relacdo ao grupo C (p<0,01), mas nédo apresentou nenhuma diferenca
significativa em relacdo aos demais grupos.O grupo MB apresentou-se
estatisticamente semelhante aos grupos controle e MA. Além disso, os erros padréo
da média obtidos para os grupos tratados com metanol foram consideravelmente

elevados.

A forgca maxima aplicada reflete diretamente as caracteristicas do material
analisado. Valores altos de for¢ca sugerem superficies mais duras, enquanto valores
baixos remetem a superficies macias. Os resultados obtidos indicam que o
tratamento com isopropanol resulta em um aumento da dureza superficial das fibras,
evidenciado pelos altos valores medidos da forca maxima aplicada. O tratamento
com metanol, apesar de ter provocado um aumento significativo na dureza das fibras
tratadas (grupo MA), parece permitir uma reversdo deste estado, a0 menos
parcialmente, o que ndo aconteceu com o0 grupo tratado com isopropanol e agua
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(IB). O grupo MB nédo apresentou diferencas significativas com relacdo ao grupo
controle, o que indica que o tratamento com agua pode ser responsavel por uma
reorganizagdo estrutural da fibra, entretanto, existe uma tendéncia ao aumento da

dureza mesmo para esse grupo.

O ganho em dureza observado reflete possivelmente a acdo dos alcoois na
inducdo da formacgéo de folhas-B (Dicko et al., 2005), especialmente o isopropanol.
Sugere-se que estruturas das fibras tratadas tenham passado de um estado
aleatdrio para um mais organizado (formacéo apropriada de estruturas secundarias),
levando a um ganho estrutural que refletiu nas propriedades mecanicas. O modelo
hierarquico de estruturacdo das fibras de aranha proposto por Zhou, 2006, sugere
que polimerizacdo da seda ocorra em etapas interdependentes. A medida que
algumas estruturas sdo formadas no inicio da solidificagdo (folhas-B), outras

estruturas encontram condigﬁes para se formarem corretamente.

As forgas atrativas e repulsivas medidas durante os experimentos de
espectroscopia de forca estdo representadas nas fig. 16 B e C, que ilustram as
forcas resultantes das interacdes de superficie entre as fibras analisadas e a
ponteira do microscopio de forca atbmica. As forcas de atracdo correspondem a
forcas geradas entre a ponteira e a superficie momentos antes do contato, enquanto
as forcas de separacao correspondem ao ponto onde a ponteira e a amostra perdem
contato, resultando em informacdes acerca das for¢cas adesivas geradas a partir da
retragdo da ponteira, como descrito em uma sec¢do anterior deste trabalho. Os
grupos tratados com isopropanol apresentaram valores de forcas atrativas e
adesivas estatisticamente semelhantes, mas diferiram consideravelmente dos
demais grupos analisados (p<0,01). IA demonstrou uma reducao significativa de
94% (atracdo) e 57% (adesédo) em relagdo ao grupo controle, enquanto IB
apresentou uma diminuicdo de 95% e 66% no valor médio correspondente as forgas
atrativas e adesivas (p<0,01). O grupo MA apresentou diferencas significativas com
relacdo a todos 0s outros grupos, e os valores medidos correspondentes a atracao e
a adesdo ponteira-fibra foram, respectivamente, 53% e 34% inferiores aos valores
observados para o grupo controle, enquanto o grupo MB exibiu os maiores valores

dentre os grupos tratados, nao apresentando diferencas significativas em relacao ao
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grupo controle. MB, entretanto, apresentou-se estatisticamente diferente de todos os

grupos tratados (p<0,01).

Com relacdo as forcas de interacdo de superficie, novamente 0s grupos
tratados com isopropanol divergiram significativamente com relacdo aos outros
grupos analisados. As forcas atrativas e adesivas registradas para IA e IB
apresentaram-se substancialmente inferiores as demonstradas pelos outros grupos,
como pode ser observado na fig. 16. Os resultados sugerem que 0s grupos tratados
com isopropanol sofreram mudangas em sua estrutura, provavelmente decorrentes

do dobramento correto de motivos que se encontravam em condicao aleatoria.
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Fig. 16 Forcas relativas as fibras A1S8,, medidas durante os experimentos de nanoindentacdo. A)
Forca maxima aplicada. B) Forca de atragdo. C) Forga de separagéo (forca adesiva). Os grupos de
fibras estéo dispostos no eixo x. Os simbolos *, A e o correspondem as semelhancas observadas. As

diferencas foram consideradas significativas quando p<0,01.

As forcas de atragcao medidas para IA e IB sugerem um dobramento correto de

estruturas que antes interagiam fortemente com a ponteira do microscépio de forca
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atbmica, e sao provavelmente causadas por interacdes de van der Waals, que
presumem a polarizabilidade de todos os a&tomos e moléculas (Seo e Jhe, 2008). A
exposicdo de residuos ndo devidamente dobrados nas estruturas secundarias
esperadas pode ter resultado em interacbes ponteira-fibora mais fortes,
especialmente para o grupo controle. Residuos como a serina, polar ndo carregado,
e a glicina, hidrofilica e relativamente polarizavel, presentes na sequéncia repetitiva
das fibras analisadas, podem ter intensificado as forcas de adesé&o verificadas para
0S grupos controle e MB. A presenca de varios residuos polares (serina) e
carregados (histidina, acido aspatrtico, lisina, acido glutamico) nas regifes terminais
das proteinas sintéticas, quando ndo propriamente dobrados, pode ter intensificado
as interacbes entre a superficie das fibras analisadas e a ponteira. A cisteina
presente no dominio C terminal também pode ter promovido parte das forcas de

atracdo verificadas, devido ao seu grupo SH altamente polarizavel.

A diminuicdo das forcas registradas para o grupo MA, mas especialmente
para IA e IB, sugerem o aumento da organizagédo das fibras, possibilitando que os
residuos expostos se dobrassem nas estruturas secundarias esperadas, reduzindo
consideravelmente sua interacdo com a ponteira do microscopio apos o0s
tratamentos. Os resultados obtidos para MB, entretanto, sugerem a reversibilidade
das mudancas estruturais causadas por metanol, enquanto as induzidas por
isopropanol se demonstraram estaveis (houve reducdo das forcas de atracdo para
ambos os grupos tratados).

O modelo hierarquico de estruturacdo das fibras de aranha esta de acordo
com a hipotese apresentada (Zhou, 2006). A possivel deficiéncia na formacéo de
folhas-B a partir dos segmentos de polialanina, que consiste em um dos primeiros
passos da montagem das fibras (Sheibel, 2004), pode ter prejudicado o correto
dobramento de todas as outras estruturas. A medida que os tratamentos aplicados
induziram a formacédo das folhas-B, a organizacdo das fibras sintéticas pode

aumentar em todos os niveis.

Com relacéo as forcas de adesédo medidas, sugere-se que 0 grupo controle e
0 grupo MB apresentem residuos de aminoacidos hidrofilicos expostos na superficie.
Tais residuos (que incluem a alta frequéncia de glicinas), quando nédo dobrados

propriamente nas estruturas esperadas (basicamente a hélices constituintes da
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estrutura amorfa das fibras), podem atrair moléculas de agua da umidade do ar,
resultando em uma camada mais densa de agua nas superficies das fibras. Desta
forma, as forcas de adesdao medidas aumentam, for¢cas essas que estao

representadas principalmente pelas forcas capilares (Cappella e Dietler, 1999).

8.1.3.3 Separacao

A separacao medida, que corresponde a distancia/profundidade da penetracdo
da ponteira na amostra em uma indentacdo esta representada na fig. 17, que
evidencia um padrdo muito semelhante ao observado para as forcas de atracdo e de
separacdo. Os grupos IA e IB registraram valores muito baixos, que diferiram
significativamente dos demais grupos analisados (p<0,01), ambos exibindo valores
correspondentes a 5% dos valores medidos para o grupo controle. Os resultados
mostram ndo haver diferencas significativas entre o0s grupos tratados com
isopropanol. MA diferiu significativamente do grupo controle, apresentando um
decréscimo de 60% (p<0,01), enquanto nenhuma diferenga significativa pode ser

observada entre MB e o grupo controle ou MA.
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Fig. 17 MedigGes de distancia (perfuracdo) relativas as fibras A1S8,, obtidas durante os experimentos
de nanoindentagdo. Os grupos estdo dispostos no eixo x. Os simbolos *, A e o representam

semelhancas entre os grupos. As diferencas foram consideradas significativas quando p<0,01.

As medi¢Bes da distancia de penetracdo também sugerem um aumento da
estruturacdo das fibras pertencentes ao grupo MA, e principalmente daquelas
pertencentes aos grupos IA e IB. Os valores de separacdo reduzidos observados
para esses grupos sugerem que as fibras apresentam maior rigidez de superficie,
possivelmente resultante da inducdo da formacdo de folhas B em razdo dos
tratamentos (Dicko et al., 2005). A medida que cresce a organizacéo das fibras, mais
dificil se torna a penetracdo da ponteira, o que sugere um ganho em dureza/forca. A
capacidade do isopropanol em melhorar a estrutura das fibras parece novamente
superar a do metanol, o que € evidenciado pelos valores de separacdo

consideravelmente mais baixos medidos para IA e IB.
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8.2 Fibras Y1S8 5

8.2.1 Aquisicdo de imagens

8.2.1.1 Microscopia de Forca Atdmica

As figuras 18 e 19 representam a topografia das fibras Y1S8,,. As imagens
referentes ao grupo controle demonstram superficies muito irregulares, com
granulos de tamanhos variados (fig. 18 A, B, C) e as imagens de fase apontam a
predominancia de regides viscosas (fig. 18 D, E, F), estando as fibras representadas
como YC4, YC, e YCs.
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Fig. 18 Imagens da superficie das fibras controle Y1S8,, obtidas por meio de microscopia de forca
atbmica (A, B, C, D, E, F) e microscopia eletrénica de varredura (G, H, I). As imagens de topografia
representadas tridimensionalmente (A, B, C) e as imagens de fase (D, E, F) correspondem a uma
area varrida de 5 x 5 um. A escala nas imagens de fase corresponde a 2 um. As imagens a direita
correspondem a um aumento de 3000x%, e a barra de escala corresponde a 10 um. . A linha |

representa a fibra YCy, alinha Il a YC,, a linha Ill YC3

A variabilidade topografica referente ao grupo Y pode ser observada (fig. 19
A, B, C, fig. 20 A, B). As fibras foram identificadas como YA;, YA;, YAs, YA; € YAs.
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Diferencas no tamanho dos granulos de superficie sdo claramente notadas, e a
presenca de depressdes é verificada em algumas das imagens (fig. 19 B, fig. 20 A).
Areas mais planas, aparentemente menos rugosas podem também ser observadas
(fig. 19 A, B, C). As imagens de fase revelam diferencas representativas entre as
fibras, com predominancia de regifes viscosas em algumas das areas analisadas

(fig. 19 D, E, F) e de regides elasticas em outras (fig. 20 C, D).

Nenhum padrdo pbéde ser estabelecido para quaisquer dos grupos, ja que a
heterogeneidade observada foi bastante expressiva. Entretanto, uma diminuicao da

rugosidade local pode ter ocorrido para algumas areas das fibras tratadas com agua.
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Fig. 19 Imagens da superficie de trés das fibras Y1S8,, tratadas. As duas primeiras colunas
correspondem a imagens de topografia (mais a esquerda) e de fase (a direita). Cada uma das
imagens corresponde a uma mesma area de 5x5 um em cada uma das fibras e a barra de escala
representa 2 um. A terceira coluna representa imagens de microscopia eletrdnica de varredura para
as mesmas fibras sob um aumento de 3000x. A barra de escala corresponde a 10 pm. A linha |

representa a fibra YA, a linha Il a YA,, a linha lll YAs.
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Fig. 20 Imagens da superficie de duas das fibras Y1S8,, tratadas. As duas primeiras colunas

a

correspondem a imagens de topografia (mais a esquerda) e de fase (a direita). Cada uma das
imagens corresponde a uma mesma area de 5x5 pm em cada uma das fibras e a barra de escala
representa 2 um. A terceira coluna representa imagens de microscopia eletrdnica de varredura para
as mesmas fibras sob um aumento de 3000x. A barra de escala corresponde a 10 pm. A linha |

representa a fibra YA, e alinha Il a YAs.

As mesmas dificuldades encontradas durante a obtencdo de imagens por
MFA das fibras A1S8,, foram observadas para as fibras Y1S8,,. A aquisicdo de
imagens por MEV permitiu a visualizagdo em escala mais ampla, evidenciando as
irregularidades da superficie das fibras, as quais podem ter contribuido largamente

para as complicacdes surgidas durante a varredura por MFA.
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8.2.1.2 Microscopia Eletronica de Varredura

A heterogeneidade descrita também foi demonstrada pelas imagens de
varredura de ambos o0s grupos. Fibras com caracteristicas mais lisas foram
observadas (fig. 18 G, fig. 19 I, fig. 20 F) e a presenca de areas granuladas
intercaladas com areas lisas também foi notada em algumas das regides varridas
(fig. 20 E). Algumas fibras apresentaram ainda fissuras longitudinais (fig. 19 G, H) e
a presenca de protuberancias em forma de bolhas também foi observada em alguns
casos (fig. 19 1).

A maioria das fibras Y1S8,y apresentou, entretanto, possiveis tramas de
nanofibrilas em suas superficies, como demonstrado na fig. 18 H, | e na fig. 19 G, H.
A aparéncia ‘quebrada’ de algumas superficies também foi observada, evidenciando
uma organizacao interna distinta, nitidamente mais lisa (Fig. 18 H, ). A presenca de
uma regido interna diferenciada pode estar relacionada a certo nivel de
hierarquizacdo da organizacdo das fibras, ja descrito em outros trabalhos sobre
fibras nativas, que identificaram uma estrutura multicamadas (Gould et al., 1999;
Sponner et al., 2007).

8.2.2 Medicdes de rugosidade de superficie

Os parametros de rugosidade obtidos por MFA foram também analisados
para as fibras Y1S8,. A heterogeneidade de valores referentes a rugosidade média

das amostras esta expressa pelos erros-padrao da média observados.

Ra e os outros parametros de rugosidade foram organizados em graficos, de
maneira a permitir comparagdes entre os dois grupos analisados (fig. 21). Nao
houve diferenca significativa entre os grupos em nenhum dos parametros de
rugosidade, o que indica que o tratamento com agua e o subsequente estiramento
nao alteram significativamente a rugosidade da superficie das fibras sintéticas
Y1S8y.
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Fig. 21 Andlise de rugosidade das fibras Y1S8,, por meio de MFA. Os parametros analisados estédo
dispostos no eixo Y de cada grafico. Ra representa a rugosidade média aritmética, Rg a rugosidade
quadratica média, Rzjis a rugosidade média de 10 pontos, Rz a altura maxima, Rp a altura média e
Rv a profundidade média. O eixo X corresponde aos grupos de fibras A1S8,, YC grupo controle. YA

grupo tratado. O simbolo * indica semelhancas estatisticas entre os grupos.

Para verificar se o tratamento aplicado as fibras YA refletiu em suas
propriedades mecanicas, medi¢cdes de forca foram realizadas de maneira a obter
informacOes acerca das caracteristicas elasticas das fibras, representadas pelo

Moédulo de Young.

8.2.3 Espectroscopia de forca

A obtencdo de curvas de forca-separacdo evidenciou diferencas
consideraveis nas propriedades medidas para as fibras analisadas, como demonstra
a fig. 22. Houve diferencas significativas tanto entre os grupos quanto dentro de um
mesmo grupo, o que aponta a heterogeneidade das fibras analisadas. O perfil das
curvas divergiu substancialmente, bem como os pontos de descontinuidade

representativos das interacdes de superficie.
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Fig. 22 Curvas de forca-separacéo representativas dos 2 grupos Y1S8,, analisados. A) Corresponde
ao grupo YC. B) Grupo YA.

A partir das curvas obtidas foi possivel analisar todos os parametros dispostos

nas secdes seguintes deste trabalho.

8.2.3.1 Moddulo de Young

O modulo de elasticidade esta representado na fig. 23. O modulo para as
fibras tratadas apresentou-se ligeiramente maior, mas a diferenca encontrada nao €
considerada significativa. De acordo com as avaliacbes de Shao e Vollrath, 1999 e
Shaffer et al., 2008, um provavel efeito de plastificacdo das fibras seria esperado
para o grupo tratado com agua, 0 que resultaria em uma reducdo consideravel do

modulo de Young.

Os valores correspondentes ao modulo de Young indicam que o tratamento
com agua ndo altera as propriedades elasticas locais das fibras Y1S8,, apesar das
expectativas de que a agua interferisse nas ligacdes de hidrogénio da matriz amorfa
das fibras, levando a uma possivel reorganizacdo de sua microestrutura (Shao e
Vollrath, 1999; Liu et al., 2005). Tais resultados podem, entretanto, ser reflexo do
posterior estiramento das fibras tratadas. A tensdo aplicada pode ter sido
responsavel por um rearranjo das ligacdes de hidrogénio, fazendo com que as fibras
retornassem a um estado préoximo ao original, ndo demonstrando diferencas

estatisticas com respeito a elasticidade medida em relacdo ao grupo controle. O

efeito de plastificacdo sugerido para as fibras tratadas com 4gua pode ainda ter sido
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temporario/reversivel, como o descrito para fibras nativas (Blackledge, et al., 2009),

permitindo que as fibras sintéticas retornassem a sua condicéo inicial.
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Fig. 23 Mdédulo de elasticidade das fibras Y1S8,, obtido por nanoindentacdo. YC representa o0 grupo
ndo tratado. YA corresponde ao grupo submetido a tratamento com agua e estiramento. O simbolo *

indica semelhanca estatistica entre os grupos.

Uma outra explicagdo para os resultados obtidos se baseia no fato que o
grupo tratado com &gua, apesar de nao ter demonstrado diferencas significativas
com relacdo ao grupo controle, sugere uma tendéncia ao ganho de elasticidade,
representada pela média de modulo de Young sutiimente mais alta. O aumento da
elasticidade estaria possivelmente relacionado a formacéo de folhas-f induzida pela
agua (Lawrence et al.,, 2010), que permitiria uma estruturacdo mais correta das
proteinas nas fibras. Essa hipotese poderia ser verificada com um nimero maior de

repeticdes, abrangendo também um maior nimero de fibras.
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8.2.3.2 Forcas medidas

As forcas medidas durante os experimentos de nanoindentacdo revelam
diferencas significativas entre os dois grupos de fibras analisados (fig. 24). O grupo
tratado YA apresentou uma elevagédo de 37% na média de forca méaxima aplicada (p
<0,01), o que sugere um aumento da rigidez de superficie apds o tratamento com
agua e o estiramento. Blackledge e colaboradores, 2009, sugerem que a
supercontracdo das fibras possa resultar da reorientacdo das moléculas a niveis
mais baixos de energia, apds a quebra de ligacdes de hidrogénio entre as proteinas
da seda. E possivel que o aumento na dureza superficial observado tenha sido
induzido pela reorientacdo das cadeias e que esse ganho em dureza tenha se
tornado parcialmente irreversivel apds o estiramento, 0 que sugere que as cadeias
amorfas tenham estabelecido novas ligacbes de hidrogénio preferencialmente
aguelas da fibra em estado inicial, como ja reportado para fibras nativas de aranha
(Shao e Vollrath, 1999).
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Fig. 24 Forcas relativas as fibras Y1S8,, medidas durante os experimentos de nanoindentagdo. A)
Forca maxima aplicada. B) Forca de atracdo. C) Forca de separacdo (forca adesiva). Os grupos de
fibras estdo dispostos no eixo x. YC representa o grupo ndo tratado e YA corresponde ao grupo
submetido a tratamento com agua e estiramento. O simbolo m representa as diferengas observadas,

que foram consideradas significativas quando p<0,01.

Com respeito as forcas atrativas e adesivas medidas (Fig. 24 B, C), ficam
evidentes os valores médios substancialmente mais altos registrados para o grupo
de fibras ndo tratadas (controle). O grupo tratado exibiu, em relagdo ao grupo
controle, diminuicbes de 75% e 39% nos valores registrados para as forcas de
atracdo e separacao, respectivamente. Os dados obtidos corroboram a hipétese de
que o tratamento com &agua implique alteracdes nas propriedades mecanicas,
evidenciado pela diminuicdo das interacdes das fibras com outros materiais (a
ponteira do microscopio).
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Sugere-se que a agua penetre a estrutura das fibras, induzindo a sua
reorganizacdo. O estiramento também pode provocar o estabelecimento de novas
ligacbes de hidrogénio, preferencialmente as existentes inicialmente (Shao e
Vollrath, 1999). Aponta-se ainda a que a agua seja capaz de induzir a formacéo de
folhas-B e promover o aumento do ordenamento e da estrutura secundaria geral de
filmes de fibroina da seda (Lawrence et al.,, 2010). Com base nesse raciocinio,
sugere-se que a reorganizacgéo das fibras tratadas e o aumento de sua estruturagéo
podem ter levado a reducdo das forcas de interacdo registradas. A formacédo de
folhas-B pode ter levado motivos em estado aleatério a se dobrarem corretamente,
reduzindo a exposicao de residuos polares e carregados (presentes principalmente
nas regides terminais das proteinas) na superficie das fibras. Com uma melhor
organizacao estrutural, menores as interacdes de van der Waals geradas por efeito
de polarizacdo, o que teria levado a reducao das forcas de atracdo registradas para

0 grupo YA.

Os resultados verificados para as forcas adesivas medidas estdo também
possivelmente relacionados a melhoria da estrutura das fibras ap0s o tratamento. A
menor exposi¢cao de residuos ndo dobrados levaria a uma reducéo da hidrofilicidade
na superficie dessas fibras, o que implicaria em menor adsorcao de agua. Com isso,
naturalmente, as forcas capilares seriam consideravelmente reduzidas, hipotese que

esta de acordo com os resultados obtidos.

8.2.3.3 Separacao

As medicbes de distancia obtidas para os dois grupos Y1S8,, estédo
representadas na fig. 25. Nota-se claramente a diminuicdo da profundidade média
de indentacdo apds o tratamento a que as fibras do grupo YA foram submetidas,
tendo havido um decréscimo significativo de 71% nos valores registrados para este
grupo (p<0,01). Tais resultados sugerem mais uma vez a existéncia de uma nova
organizacdo na superficie das fibras tratadas, que permitiram uma penetragdo muito
reduzida da ponteira quando comparada a registrada para o grupo nao tratado.
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Fig. 25 Medicdes de distancia (profundidade de perfuracdo) das fibras Y1S8,, durante os
experimentos de nanoindentacdo. YC representa o grupo ndo tratado. YA corresponde ao grupo
submetido a tratamento com agua e estiramento. O simbolo m representa as diferencas observadas,

que foram consideradas significativas quando p<0,01.

O sugerido ganho estrutural, relativo a formacédo de folhas-B induzida pelo
tratamento com agua (Lawrence et al., 2010) do grupo YA, pode ter contribuido para
o aumento em dureza das superficies das fibras tratadas, o que esta evidenciado
pelos baixos valores de separacdo medidos para esse grupo em relacdo ao grupo

controle.

8.3 Comparac0Oes entre as fibras A1S8 5, e Y1S8y

As diferencas na sequéncia das duas proteinas e as formas distintas de
polimerizacdo das fibras podem gerar caracteristicas estruturais e mecéanicas diferentes,
tornando importante a comparacdo entre os dois grupos controle. Nado é possivel a

comparacdo dos demais grupos, uma vez que os tratamentos aplicados foram diferentes.

82



8.3.1 Rugosidade média Ra

A rugosidade média dos grupos controles relativos as fibras sintéticas
formadas pelas duas proteinas analisadas esta representada na fig. 26. Nao houve
diferenca significativa entre os grupos, o0 que sugere que a rugosidade de superficie

nao é alterada pelas modificacdes feitas nas sequéncias das proteinas sintéticas.

A1S8C Y1S8C
Grupo de fibras

Fig. 26 Rugosidade média comparativa entre os grupos controle das proteinas A1S8,, € Y1S8,,. O

simbolo * indica semelhanca estatistica entre os dois grupos.

Os resultados indicam que a rugosidade de superficie de fibras sintéticas
pode envolver fatores que vao além da sequéncia primaria das proteinas e do
método de polimerizagéo das fibras. Supde-se que a alta rugosidade observada para
ambos os grupos de fibras sintéticas esteja parcialmente relacionada a agregacéo
prematura das proteinas, formando estruturas como os globulos observados nas
imagens de MFA. A extensa regido C-termninal das proteinas nativas e as forgas
aplicadas no ducto de fiagdo sdo fundamentais para a manutencéo da solubilidade
das proteinas e para o seu correto alinhamento (Sponner et al., 2005; Heim et al.,

2009), e as condicbes existentes no lumen da glandula das aranhas parecem
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permitir que a montagem das proteinas aconteca da maneira correta (Romer e
Sheibel, 2008).

A existéncia parcial das condicbes descritas pode resultar nos elevados
valores de rugosidade observados. As proteinas podem ndo estar devidamente
dobradas e alinhadas, aglomerando-se de forma inapropriada. Rammensee e
colaboradores, 2008, relataram a obtencédo de fibras com superficies granulosas,
atribuindo esse aspecto a imaturidade das fibras sintéticas, possivelmente
relacionada a sua formacdo precoce ou a um estado intermediario de organizagéo

das proteinas.

As grandes diferencas entre os tratamentos aplicados as fibras formadas por

cada uma das proteinas ndo permite comparagao entre 0os grupos tratados.

8.3.2 Mddulo de Young

As caracteristicas elasticas dos grupos controle A1S8,, e Y1S8,, estédo
representadas na fig. 27. Os resultados demonstram uma diferenca significativa
entre os médulos médios obtidos para os grupos analisado, tendo o grupo Y1S8
apresentado valor médio correspondente a 5,1x o valor exibido pelo grupo A1S8
(p<0,05).
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Fig. 27 Modulos de elasticidade correspondentes aos grupos controle das fibras geradas a partir das
proteinas A1S8,, e Y1S8,,. O simbolo m difere os dois grupos. As diferencas foram consideradas

significativas quando p<0,05.
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Os resultados obtidos estdo de acordo com as avaliacdes feitas por Teulé et
al., 2007, que descreveram a obtencdo de valores inferiores de mdédulo para as
fiboras geradas por meio de ‘wet spinning’ em relacdo aquelas que formaram-se
espontaneamente. Sugere-se que tal comportamento possa ser explicado pelo fato
de que o ato de puxar o filme pré-formado para a separacdo das fibras sintéticas
pode se assemelhar mais aos mecanismos de poés-fiagdo envolvidos na
polimerizagao final das fibras nativas. Isso teria resultado entdo na melhoria da
organizacao geral da fibra e, consequentemente, do seu desempenho. Os residuos
de tirosina e serina presentes na sequéncia repetitiva das proteinas Y1S8,o parecem
também ser indispenséveis para a estrutura das fibras do grupo Y1S8C. A
possibilidade de formacéo de ligacdes de hidrogénio intramoleculares entre os dois
residuos parece estabilizar a estrutura das fibras (Teulé et al., 2007), o que se reflete

nas propriedades mecéanicas mensuradas.

8.3.3 Forcas medidas

Em relacdo a forca maxima medida (Fig. 28 A), o grupo A1S8 apresentou
valores 44% inferiores aos registrados para o grupo Y1S8 (p < 0,01). Os dados
corroboram a hipotese de que as fibras Y1S8 possuam uma maior organizacao
estrutural, refletida pelos altos valores de forca maxima aplicada medidos. Os niveis
de organizacéao distintos, como descrito por Teulé e colaboradores, 2007, podem ser
resultantes das diferencas na sequéncia repetitiva das duas proteinas. O aumento e
a estabilidade da formacdo de voltas-B verificados para a proteina Y1S8,, estao
possivelmente ligados a presenca de residuos de tirosina e serina na sequéncia
destas fibras, como ja mencionado. O maior nivel de organizacdo estaria, portanto,
relacionado as ligacdes de hidrogénio estabelecidas entre os dois residuos, o que

ndo acontece para as proteinas A1S8..
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Fig. 28 Forgas relativas aos grupos controle das fibras A1S8,, e Y1S8,, medidas durante os
experimentos de nanoindentacdo. A) Forca maxima aplicada. B) Forca de atracdo. C) Forca de
separacao (forca adesiva). YC representa o grupo nédo tratado. YA corresponde ao grupo submetido a

tratamento com agua e estiramento. O simbolo m indica a presenca de diferengas significativas, enquanto *

indica semelhanca entre os dois grupos. As diferencas foram consideradas significativas quando
p<0,05.

Para as forcas atrativas medidas (fig. 28 B) o grupo A1S8C apresentou valores
significativamente superiores, com uma média 57% mais alta que a observada para
0 grupo Y1S8C (p<0,05). Nao houve diferencas significativas entre os dois grupos
quanto aos valores de forgas adesivas medidos (fig. 28 C).

Aponta-se que a maior estruturacdo das fibras pertencentes ao grupo Y1S8C
implicou a reducdo das forcas de atracdo medidas. Os residuos polares e
carregados constituintes das fibras pertencentes a esse grupo estariam dobrados de
maneira mais apropriada, reduzindo as interagbes superficie-ponteira -
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representadas principalmente pelas forcas de van der Waals (Seo e Jhe, 2008) — o

que teria refletido nos valores de forgas atrativas medidos.

As medicbes das forcas de separacdo (ou adesivas), representadas
principalmente pelas for¢as capilares resultantes da adsor¢do de agua na superficie
das amostras (Cappella e Dietler, 1999), entretanto, ndo estdo de acordo com os
resultados esperados. Supunha-se que a maior organizacao estrutural das fibras
pertencentes ao grupo Y1S8C resultasse na diminuicdo dos residuos de
aminoacidos expostos, reduzindo a hidrofilicidade e, consequentemente, a
espessura da camada de agua na superficie. Desta forma, os valores de forcas
adesivas medidas para esse grupo seriam inferiores aos registrados para 0 grupo
A1S8C.

Sugere-se que os resultados obtidos decorram principalmente do fato que,
mesmo que corretamente dobradas, as regides hidrofilicas permanecem ainda
expostas ao contato com o vapor de agua presente no ar, atraindo moléculas de
agua a serem adsorvidas as fibras. Os residuos tirosina e serina presentes na
sequéncia repetitiva das proteinas Y1S8;, podem ser responsaveis por um aumento
na hidrofilicidade da superficie das fibras, o que resultaria na medi¢do de forgas
adesivas (capilares) relativamente altas. Desta forma, as forgcas medidas para o
grupo Y1S8C poderiam ser equiparaveis as medidas para o grupo A1S8C, ao qual é

atribuida uma menor organizacao estrutural.

8.3.4 Separacéo

Os valores correspondentes as profundidades de perfuracao registradas para
0os dois grupos estdo representados na fig. 29. As distancias medidas estdo de
acordo com as analises feitas para 0os parametros anteriores, e evidenciam média

39% inferior do grupo Y1S8 em relacdo ao A1S8 (p <0,01).
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Separacédo (nN)

A1S8C Y1S8C
Grupo de fibras

Fig. 29 MedicGes de distancia (profundidade de perfuracdo) relativas aos grupos controle das fibras
A1S8,, e Y1S8,, durante os experimentos de nanoindentacdo. O simbolo m indica a presenca de
diferencas significativas (p<0,01) entre os dois grupos.

Os resultados obtidos novamente corroboram a hipétese de que as fibras
Y1S8,, possuam maior organizacao estrutural. Os valores inferiores de distancia de
separacao medidos indicam maior resisténcia e forca superficial dessas fibras, o que
provavelmente resulta das ligacdes de hidrogénio estabilizadoras formadas entre os

residuos de serina e tirosina constituintes da sequéncia das proteinas Y1S8,, (Teulé
et al., 2007).
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9 Conclusoes e perspectivas

O conjunto de resultados apresentados neste trabalho contribui para o
entendimento mais aprofundado acerca da estrutura e das propriedades mecanicas
de fibras sintéticas de aranha, oferecendo informacfes e analises ainda né&o
exploradas em outros trabalhos da area. As proteinas A1S8,, e Y1S8,, deram
origem a fibras com caracteristicas distintas, o0 que sugere que a sequéncia primaria
e a forma de montagem das fibras sintéticas estejam intimamente ligadas as

caracteristicas estruturais e mecanicas observadas.

Os tratamentos a que as fibras A1S8,y foram submetidas influenciam
diretamente sua organizacdo estrutural, o que pode ser explorado de forma a
desenvolver fibras com propriedades semelhantes as nativas. A aplicacdo de
isopropanol demonstrou a melhora das fibras sintéticas tanto no seu aspecto visual
como em desempenho. Os baixos erros padréo verificados para os grupos tratados
com isopropanol em alguns dos parametros analisados sugerem ainda uma
uniformizacéo das fibras apds o processamento. As fibras tratadas com metanol, por
sua vez, demonstraram relativa piora em muitos dos aspectos analisados, o que
indica que este pode ndo constituir o tipo mais adequado de tratamento para fibras
solaveis de aranha. Com relacdo as fibras Y1S8,, ficou evidente que o tratamento
com agua influencia as propriedades mecanicas das fibras, levando a uma melhora

em seu desempenho.

A rugosidade medida para as fibras controle A1S8,0 e Y1S8,, mostrou que, em
escala nanométrica, ndo houve diferencas topogréficas substanciais entre os dois
tipos de fibras analisados. Entretanto, a geragcdo de curvas de for¢ca por MFA
permitiu que parametros relevantes fossem quantificados de forma que
caracteristicas como elasticidade e forca - intrinsecas a alguns tipos de fibras nativas
de aranhas - pudessem ser avaliadas nas fibras sintéticas aqui analisadas, o que
evidenciou diferencas consideraveis entre os dois grupos controle. O médulo de
Young, as forcas medidas e os valores de separacao registrados mostram as fibras
Y1S8,, possuem a superficie mais elastica, rigida e resistente a penetragéo, o que

sugere um maior nivel de organizagao proporcionado por sua sequéncia primaria.
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A exploracdo dos recursos aqui descritos possibilita caracterizacdo em escalas
micro e nanomeétrica, 0 que permite compreender ndo apenas a organizagdo das
fiboras per se, mas as consequéncias de suas estruturas secundarias e super-

secundarias nas propriedades exibidas por essas fibras.

A utilizacdo das técnicas descritas para caracterizacao de fibras de aranha
sintéticas constitui um avancgo importante para a ciéncia dos materiais. O dominio do
entendimento acerca das caracteristicas de superficie aqui descritas complementa
as analises ja desenvolvidas para as fibras de aranha, e permite contemplar novos
parametros nunca antes considerados. A partir disso, espera-se que haja um rigor
crescente com relacédo as analises de fibras, o que permitird que suas caracteristicas
sejam melhoradas e que os objetivos sejam alcancados mais rapidamente. O
controle da qualidade possibilitara, portanto, que materiais de alta qualidade com
diversas finalidades e aplicacdes sejam desenvolvidos a partir das fibras sintéticas

de aranhas.
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10 Plano de publicacao

10.1 Titulo provisorio

Characterization of synthetic spider silk: an attempt to relate surface structure to the

local mechanical properties of fibers under different treatments.
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