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RESUMO

PROPRIEDADES ANTIMICROBIANAS DAS TEIAS DRAGLINE,
TUBULIFORME E ACINIFORME E DA OOTECA DE Nephilingis cruentata
(ARANEAE: ARANEIDAE)

Giovanni Torres Vargas

Orientador: Rodrigo Nunes da Fonseca

Co-Orientadora; Paula Alvarez Abreu

Resumo da dissertacdo de mestrado submetida ao Programa de Pds-Graduagdo em
Ciéncias Ambientais e Conservacdo, da Universidade Federal do Rio de Janeiro —
UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em

Ciéncias Ambientais e Conservacao.

A classe Arachnida faz parte do filo Arthropoda, contém 11 ordens, entre 0s quais esta
Araneae. As aranhas contam com caracteristicas vitais, entre elas a producdo de teia e
veneno, que sdo usadas ao longo da sua vida. As aranhas que constroém teias
orbiculares, possuem sete tipos de glandulas especializadas na elaboracédo de teia e cada
uma tem sua funcdo biol6gica e composicdo bioquimica determinada. Dentre estas
glandulas, encontram-se a Dragline, Tubuliforme e Aciniforme, com as fungdes de linha
de arrasto no caso da primeira e envoltura e protecdo da ooteca no caso das outras duas.
A composicdo das teias é majoritariamente de espidroinas. As ootecas podem variar
amplamente entre os tipos de aranhas, mas todas tém a fungdo de oferecer protegédo
contra 0 vento, dessecacdo, ataques e micro-organismos. Tanto as teias de aranha
quanto o conteudo da ooteca em certas aranhas, tem demonstrado ter acédo
antimicrobiana. Frente & alta capacidade de mutacdo dos micro-organismos e a
resisténcia destes aos farmacos existentes, € importante o desenvolvimento de pesquisas
para o desenvolvimento de novos antimicrobianos. Por conta disso, o objetivo deste
estudo é avaliar a potencial atividade antimicrobiana das teias Dragline, Tubuliforme e
Aciniforme e do conteldo da ooteca contra as cepas dos fungos Aspergills flavus e
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Candida albicans, e as bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Enterococcus faecalis. A Dragline foi obtida por extragdo mecanica, enquanto a
Tubuliforme e Aciniforme foram obtidas das ootecas. Foram obtidos 3.065 m de teia
Dragline com uma velocidade média de 2,62 cm/s. Dragline foi testada pura, e diluida
em acetona e na mistura de acido propanoico e cloridrico. Foi feito SDS-PAGE para
observar a composi¢do de proteinas das teias, e extracdo de DNA da teia Dragline para
determinar se a acdo antimicrobiana ocorreu por conta da produgdo destas substancias
por micro-organismos presentes nas amostras. A ooteca foi macerada, centrifugada e foi
usado o sobrenadante nos testes antimicrobianos. Foi feito um BN-PAGE para separar
as proteinas das teias, maceré-las com PBS autoclavado e testar sua agdo
antimicrobiana. A amplificagdo de DNA ndo demonstrou presenca de bactérias nesta
teia. O SDS-PAGE permitiu observar principalmente proteinas de alto peso molecular,
algumas das quais sdo similares com os pesos moleculares estabelecidos em outras
pesquisas. A Dragline ndo teve acdo antimicrobiana, nem pura nem diluida nos
solventes estabelecidos, enquanto o conteido da ooteca teve acdo antibacteriana contra
E. coli. E importante abordar novos experimentos com o contetido da ooteca e proteinas
de teia de baixo peso molecular, pois de acordo com outras pesquisas, peptideos de

baixo peso molecular podem oferecer melhores resultados.

Palavras chave: Espidroina, teia de aranha, ooteca, antibacteriano, antifungico

Macaé
Maio, 2018
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ANTIMICROBIAL PROPERTIES OF DRAGLINE, TUBULIFORM AND
ACINIFORM SILKS AND COCCON OF Nephilingis cruentata (ARANEAE:
ARANEIDAE)

Giovanni Torres Vargas

Orientador: Rodrigo Nunes da Fonseca

Co-Orientadora: Paula Alvarez Abreu

Abstract da dissertacdo de mestrado submetida ao Programa de Pés-Graduacdo em
Ciéncias Ambientais e Conservacdo, da Universidade Federal do Rio de Janeiro —
UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias Ambientais e Conservacao.

The class Arachnida is part of the phylum, has 11 orders, such as Araneae. Spiders have
unique features, such as production of silk and poison, which are essential throughout
their lives. Spiders that build orbicular webs have seven types of specialized glands for
web preparation and each of them has a determined biological function and biochemical
composition. Among these glands, Dragline, Tubuliform and Aciniform function on
drag line, coccon covering and coccon protection, respectively. Webs are composed
mainly by spidroins. The coccons can vary widely among types of spiders, however all
of them offer protection against wind, dryness, attacks and microorganisms. Both the
spider webs and the coccon contents of some spiders have shown antimicrobial activity.
Against microorganisms’ capacity of change and make conventional medicines
obsolete, is important to research aiming to find new compounds that can inhibit their
growth against the fungi A. flavus and C. albicans and bacteria E. coli, S. aureus and E.
faecalis. The Dragline was obtained by mechanical extraction, while Tubuliform and
Aciniform were obtained from the coccons. 3065 meters of Dragline web was obtained
with average speed of 2,62 m/s, which is in the speed range that spiders naturally build
their orbicular webs, showing the importance of the equipment for the development of
this research, which has improved features when compared to previously developed
ones. Draglines were tested pure, diluted in acetone and in a mixture of propanoic
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andhydrochloric acid. A SDS-PAGE was done to see web proteins and bacterial DNA
extraction of Dragline web to determine if the antimicrobial activity was because of
some bacteria in the samples. The coccon was macerated, centrifuged and supernatant
was collected for antimicrobial tests. A BN-PAGE was done to separate web proteins
that were macerated with autoclaved PBS and tested for antimicrobial activity. DNA
extraction didn’t show presence of bacteria in this web, suggesting that its antimicrobial
activity would be the result of its own compounds. SDS-PAGE allowed mostly the
observation of high molecular weight proteins, some of which match with the molecular
weights stablished in other studies. Pure Dragline didn’t have antimicrobial activity, and
when diluted in acids, showed the same result. Coccon content showed antibacterial
activity against E. coli. Acetone didn’t show capacity of diluting antimicrobial
compounds. It is important to approach new experiments with coccon content and low
molecular weight proteins, since, according to other studies, peptides with low

molecular weight may offer better results.

Key words: Spidroin, Antibacterial, antifungal, spider silk, ootheca.
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I. INTRODUCAO

1.1. Filo Arthrépoda

O Filo Arthropoda € o mais diversificado grupo do clado Ecdysozoa, com mais de
1,5 milhdes de espécies descritas, compreendendo cerca de 80% do total das espécies do
reino animal (Zhang, 2011; Giribet & Edgecombe, 2013). Os primeiros artropodes
provavelmente apareceram nos mares do Pré-cambriano ha 600 milhGes de anos e no
inicio do Cambriano, verdadeiros crustaceos j& se encontravam bem estabelecidos
(Brusca & Brusca, 2005). O filo Arthropoda é atualmente dividido em cinco subfilos:
Trilobitomorpha (extintos), Crustacea, Hexapoda, Myriapoda e Chelicerata (Brusca &
Brusca, 2005; Zhang, 2011).

O subfilo Chelicerata, além das caracteristicas basicas comuns aos artropodes,
pode se distinguir por caracteristicas tnicas como, por exemplo, corpo dividido em dois
tagmas principais, prossoma e opistossoma, a presenca de olhos simples na regido
mediana e olhos laterais compostos, sendo estes visiveis morfologicamente s6 nos
estados embrionarios finais ou estados pos-embrionarios (Schomburg et al., 2015) e
auséncia de antenas (Brusca & Brusca, 2005). Outras caracteristicas que definem
Chelicerata sdo: sua especificidade por lectinas séricas (Vasta& Marchalonis, 1983) e
queliceras como autapomorfias resultantes de uma modificacdo de antenas
deutocerebrais em artropodes mandibulados (Legg et al., 2013) baseado em caracteres
morfologicos e moleculares. Dentro do subfilo Chelicerata encontra-se a classe
Arachnida.

1.2. Classe Arachnida

Algumas das caracteristicas que definem a classe Arachnida sdo: prossoma total
ou parcialmente coberto por um escudo semelhante a um capacete, opistossoma
segmentado ou ndo segmentado, dividido ou ndo; apéndices do opistossoma ausentes ou
modificados como fiandeiras (aranhas) ou pentes (escorpifes); pénis ausentes (exceto
em Opiliones e alguns Acaros); troca gasosa por traqueia, pulmdes folidceos, ou ambos;
e, terrestrializacdo quase total dos seus membros (Brusca & Brusca, 2005). A classe é
composta por 11 ordens: Acari, Amblypygi, Araneae, Opiliones, Palpigradi,

Pseudoscorpionida, Ricinulei, Schizomida, Scorpiones, Solifugae e Uropygi
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(Thelyphonida) (Savory, 1964; Wheeler & Hayashi, 1998; Harvey, 2002; Brusca &
Brusca, 2005; Beccaloni, 2009; Francke, 2011) Estudos baseados em filogenia
molecular concordam com 11 ordens, mas separam Acari em Arariformes e
Parasitiformes (Regier et al., 2010). Dentre as ordens, apenas Araneae e

Pseudoscorpionida produzem teia.

1.3. Ordem Araneae

As aranhas (Arachnida: Araneae) (Figura 1) sdo um grupo diverso e bem-
sucedido de artropodes composto por 47.451 espécies ja descritas, agrupadas em 4.082
géneros e 116 familias (World Spider Catalog, 2018; Wheeler et al., 2017), mas
algumas estimativas do grupo podem incluir mais de 120.000 espécies (Agnarsson et
al., 2013), com extensa variedade morfoldgica (Bristowe, 1958; Comstock, 1948;
Foelix, 2011). Aranhas representam um grupo que vem se diversificando taxonémica e
ecologicamente desde o Devoniano (> 380 milhdes de anos) (World Spider Catalog,
2018), sendo Attercopus fimbriamguis a espécie mais antiga conhecida (Selden et al.,
1991). Muitas incertezas envolvem a origem das aranhas, mas é provavel que o clado
esteja intimamente relacionado com o recentemente reconhecido Uraraneida (385 a 275
MilhGes de anos) (Selden et al., 2008), aracnideos que se assemelhavam a aranhas, mas
contendo um aguilhdo flageliforme (Garwood et al., 2016). As aranhas também sdo
reconhecidas pela producdo de teia e veneno (exceto a familia Uloboridae) e pela sua

diversidade ecoldgica e comportamental (Agnarsson et al., 2013).

1.3.1. Morfologia das aranhas

Segundo Melic et al. (2015) as aranhas tém uma série de caracteristicas que
permitem defini-las como grupo natural (Figura2). Externamente apresentam um corpo
divido em dois segmentos, o prossoma constituido por s6 uma peca, ndo segmentado e o
opistossoma, unido ao primeiro através de um estreitamento, chamado pedicelo. Outras
caracteristicas proprias das aranhas sdo a presenca de queliceras com sua por¢éo final
em unha e com comunicacdo interna com uma glandula produtora de veneno, a
modificacdo dos pedipalpos dos machos adaptados para a copula, e a presenca no
opistossoma de apéndices chamados fiandeiras, pelos quais emitem os fios de seda
(Melic et al., 2015).
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Figura 1. Resumo da arvore filogenética da analise concatenada de seis marcadores, sendo trés de
genomas mitocondrias (12S, 16S e COIl) e trés de genomas nucleares (histona H3, 18S e 28S) obtidos sob
maxima verossimilhanga, restringida por grupos altamente apoiados a partir da analise transcriptdmica,
quatro terminais instaveis podados (analise C-ML-P). Extraido de Wheeler et al., (2017).
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Figura 2. Caracteristicas morfoldgicas externas ventrais (A) e dorsais (B) das aranhas, destacando a
posicdo das fiandeiras, lugar pelo qual a teia é extraida, no extremo inferior do opistosoma. Extraido de
ARACHNO HOBBY BRASIL (2017).

Internamente (Figura 3) as aranhas tém uma distribui¢do corporal estabelecida. No
prossoma encontram-se 0rgaos vitais como estdmago, eséfago e glandula de veneno; no
opistossoma o0s pulmdes, coracdo, intestino e glandulas produtoras de teia (Foelix,
2011).

Além das caracteristicas previamente descritas, nenhuma outra linhagem animal
tem um uso tdo variado da teia. As aranhas produzem uma variedade de teias, algumas
muito fortes, implicadas em quase todos os aspectos da vida da aranha como: linhas de
seguranca e em espiral para retencdo de presas no caso das aranhas que fazem teias
orbiculares; dispersdao como no caso da familia Salticidae, que usa a teia como ponto de

ancoragem ao momento de pular; reprodugdo nos machos que fazem redes de esperma;
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para envolver e proteger as ootecas; ou também pode ser usada para liberar trilhas de
feromonio, como paraquedas na disperséo pelo ar e defesa (Blackledge et al., 2011,
Wright, 2011; Garb, 2013). A diversidade morfoldgica das teias pode ser util também
para identificacdo de familias de aranhas (Jocqué et al., 2006).

Ginds

‘ Ovario
dgesivas In!es?no

‘ Pulmao
Presa ™ Ovidito sega

Figura 3. Desenho esquematico da anatomia interna de uma aranha, destacando seus 6rgdos principais,
entre eles as fiandeiras e as glandulas produtoras de seda na parte regido do opistossoma. Extraido de
VeVET (2013).

1.3.2. Ootecas

Muitas aranhas colocam seus ovos (Figura 4) dentro de reflgios, os quais podem
se chamar de ninhos de ovos. As aranhas saltadoras Heliophanus produzem somente
alguns fios ao redor dos seus 20-40 ovos e os guardam dentro do seu reflgio de teia
fechado. Outras saltadoras como Marpissa, constrdem de 3-5 ootecas, cada uma
contendo de 20-40 ovos, envoltos por camada basal e mais uma de cobertura. Agroeca
brunnea constréi uma ooteca camuflada, sendo um dos tipos mais incomuns, parecida
com uma lanterna japonesa. Nem todas as familias de aranhas tém um tipo de ooteca so
e ainda que seja possivel diferenciar dois tipos basicos entre as aranhas enteleginas
(Foelix, 2011), uma caracteristica compartilhada por todas as ootecas é o fato de
oferecerem protecdo, especialmente durante o inverno, protecdo contra ataques

microbianos, dessecacgéo e contato com gelo (Schaefer, 1977).



A construcdo de uma ooteca comecga com uma camada basal na qual os ovos sao
colocados. Depois disso, a aranha cobre a massa de ovos com uma rede de fitas de seda
que estdo unidas a camada basal. A maioria das aranhas cobrem a ooteca com uma ou
mais camadas adicionais de teia externa, que atuam como barreira fisica (Austin, 1985),
para garantir uma protecdo mecanica, como é feito pelas aranhas da familia Lycosidae.
Adicionalmente, essa camada externa pode estar coberta por particulas, exuvia ou
sobras de presas (Nentwig& Heimer,1987).

Figura 4. Um dos vérios tipos de ooteca existentes em aranhas. (A) Ooteca de N. cruentata com a
camada externa de teia; e (B) ooteca de N. cruentata sem a camada externa de teia.

Os ovos das aranhas estdo sempre envolvidos por duas camadas, a membrana
vitelina interna e o cdrion externo. O cdrion parece opaco e granulado devido ao liquido
que circunda o ovo durante a colocacdo dos ovos. A parte principal do ovo, no entanto,
consiste em granulos de vitelo e liquido vitelino. Os granulos de vitelo tendem a ser
maiores na parte inferior do ovo, mas isto ndo reflete uma polaridade verdadeira, porque
girar o ovo de cabega para baixo reverte a distribuicdo do vitelo (Holm, 1940, citado por
Foelix, 2011). Depois da oviposicdo, que em algumas aranhas pode acontecer 45 dias
depois da copula (Morishita et al., 2003) os ovos sdo mantidos juntos por um liquido
que evapora lentamente e sdo colocados sempre varios ovos, entdo uma funcéo

adicional da teia é manté-los unidos (Foelix, 2011).

1.3.3. Teias

As aranhas usam diferentes tipos de teias para situacGes especificas.

Consequentemente, tanto o tipo de teia e seu desenvolvimento tendem a ser bons
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indicadores do estilo de vida especifico das aranhas (Vollrath & Selden, 2007). Os
rasgos caracteristicos da engenharia da teia e seu uso estao tipicamente correlacionados
com caracteristicas morfologicas e anatdbmicas do plano corporal do animal
(Coddington, 1989; Eberhard, 1990; Vollrath & Knight, 2005, Witt et al., 1968). As
fibras que as constituem sdo proteinas (espidroinas), as quais sdo sintetizadas nas
células epiteliais de glandulas especializadas e secretadas no limen glandular onde s&o
armazenadas em forma liquida em altas concentragdes (50% peso/volume) (Hijirida et
al., 1996; Scheibel, 2004 citados por Bittencourt et al, 2007).

As aranhas orbiculares (Orbiculariae, um nome informal para o taxon contendo as
superfamilias Deinopoidea e Araneoidea), produzem sete tipos de fibras de seda e
adesivos (Figura 5, Tabela 1) que se distinguem pelos ductos que emergem
(Coddington, 1989), por suas propriedades mecanicas (Blackledge & Hayashi, 2006),
pelas sequéncias de aminoacidos das proteinas (Guerette et al., 1996) e a glandula onde
é produzida, sendo a glandula ampola maior (MaAS) uma das mais estudadas (Swanson
et al., 2009; Vollrath et al., 2013).

Tabela 1. Diferentes glandulas produtoras de teia e sua fun¢do. Adaptado de Vasanthavada et al. (2012).

Glandula de seda Funcao

Ampola maior Quadro, radios da rede, linha de
arrasto/seguranca (dragline).

Ampola menor Reforco da linha de arrasto (dragline).
Tubuliforme Bolsa dos ovos.

Piriforme Disco de fixag&o.

Flageliforme Espiral de captura, revestimentos.
Aciniforme Envolvimento, bolsa dos ovos.
Agregada Colas pegajosas, juntas de conexao.

A obtencdo de teia deve estar regulada por diferentes pardémetros, como a
velocidade de extragdo. A importancia de padronizar o tempo e a velocidade de extracéo
foi descrita nos estudos de Wilson (1962), que afirma que para a extragao continua com

uma espessura uniforme, a teia extraida em forma de fios deve estar balanceada pelo
movimento de seda fluida pelo ducto que comunica a glandula com o Spigot e nessas

condicbes o ponto de formacdo do fio se mantém numa regido entre o spigot e a valvula
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de controle. Se o fio de teia é extraido mais rapido do que a seda fluida pode substitui-
lo, o didmetro do fio vai diminuir, ou a teia fluida no interior pode esgotar. A
consequéncia disso € um aumento na friccdo ao longo do comprimento do ducto e o
aumento na forca necessaria para manter a taxa de extracdo. Finalmente, o ponto de

formacé&o vai retornar para a regido em loop do ducto e o fio pode se arrebentar (Figura

Piriforme: cimento Ampola menor: linhas Flageliforme: linhas Ampola Maior: linha de
de fixagdo espirais modelo espirals permanentes arrasto, raios, eixo
® Uma proteina esce 00690000
Agregada: cola para Tubuliforme: Aciniforme:
captura de presas e Camada externa da Embalagem de presas
estrutura da rede ooteca e isolamento da ooteca
ceoe
!
\ - Ve
\ — A—
‘.\‘M 3
1 i -
Secrecdo de .
/ spidroina N :
/ Seda liquida 3
! armazenada,
! recobrimento

de ghicoproteina
acida adicionada

Exceso de agua
removido

Figura 5. Representacdo das glandulas produtoras de teia, diferenciadas aqui por cores no opistossoma e
sua funcdo na teia orbicular, e da localizacdo de pontos onde acontecem alguns passos da producéo da
teia. Os circulos de cores representam o nimero de proteinas em cada glandula. A seda sai do abdémen
através das fiandeiras. Retirado a partir de Altounian & Pennisi, (2017).
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Figura 6. Diagrama (sem escala) do ducto de dragline de Araneus, mostrando a posi¢ao da zona em que a
teia fluida muda para fio, que é observado do lado esquerdo, sob vérias condicdes de rotacdo. (A) zona de
transi¢do na ponta do Spigot quando o excesso de teia fluida esta disponivel; (B) zona de transi¢do na
vélvula de controle quando a quantidade de teia fluida disponivel estd balanceada com a extracéo; (C)
zona de transicao na regido em loop do ducto quando a teia fluida disponivel é insuficiente para equilibrar
a extracdo; e (D) ponto de ruptura da seda sob tensdo extrema. Figura retirada de Wilson (1962).

1.3.3.1. Teias Ampola maior, Tubuliforme e Aciniforme

A seda da ampola maior (MA) utilizada por aranhas para a construcdo de suas
iconicas redes orbiculares é o material biologico mais resistente conhecido (Agnarsson
et al., 2010). Das 28 espidroinas ja caracterizadas, a glandula ampola maior, é
encarregada de produzir a teia Dragline, que possui oito proteinas descritas: MaSp-a,
MaSp-b, MaSp-c, MaSp-d, MaSp-e, MaSp-f, MaSp-g e MaSp-h (Babb et al., 2017), as
quais contam com alta presenca de Alanina (A) (14,6%), Glicina (G) (20,1%) e Serina
(11,6%) e residuos de (GA)n, (A, e (GGX), onde X pode ser Alanina, Serina ou
Tirosina (Sanggaard et al., 2014; Hayashi & Lewis, 1998, em Babb et al., 2017). Esta
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teia tem como funcdes principais a linha de arrasto, eixos, quadro e raios que podem
transmitir vibragBes a aranha (Altounian & Pennisi, 2017; Masters et al, 1986;
Vasanthavada et al., 2012; Shanggaard et al., 2014).

A teia dragline tem sido amplamente estudada e sabe-se que nem todas as aranhas
possuem a glandula produtora desta teia, como no caso das aranhas da infraordem
Mygalomorphae, que devido a auséncia de glandulas bem diferenciadas e a redugéo das
fiandeiras laterais anteriores, perderam a habilidade de produzir este tipo de teia (Boutry
& Blackledge, 2010; Hajer, Karschovd & Rehakova2016). Ancestralmente, a seda da
MA foi utilizada principalmente em redes terrestres que simplesmente enredavam
insetos que se passavam pelo solo ou atuavam como linhas de suporte (Blackledge et
al., 2009). A mudanga comportamental inovadora da utilizacdo da seda desta glandula
para construir estruturas aereas discretas para as redes de aranhas de teia orbicular
esteve acompanhada por mudancas significativas nos genes que codificam as suas
proteinas (Gatesy et al., 2001; Blackledge et al., 2009).

A glandula Aciniforme estd presente em todas as aranhas araneomorfas (Platnick
et al., 1991) e possui uma Unica espidroina, a AcSp (Sanggaard et al., 2014; Babb et al.,
2017), com uma quantidade menor de Glicina e Alanina quando comparada com a
glandula Ampola maior. O mesmo acontece na glandula Tubuliforme (Hayashi et al.,
2004). As fungdes principais desta glandula s&o o isolamento da ooteca (camada
interna), assim como também o envolvimento das presas na hora de se alimentar
(Altounian & Pennisi, 2017), redes de esperma e decoracfes nas teias (Foelix, 2011).
No caso de outras araneomorfas que ndo fazem teias orbiculares, a Aciniforme também
esta envolvida nas linhas de arrasto (dragline) (Sanggaard et al., 2014). A teia
Aciniforme, se diferencia das teias Agregada e Piriforme que sdo adesivas, pois a
primeira é fibrosa e emerge de spigots multiplos nas fiandeiras médias posteriores e
fiandeiras laterais posteriores (Foelix, 2011).

As glandulas Tubuliformes, também chamadas cilindricas, estdo constituidas por
um conjunto de seis glandulas (Candelas et al., 1986) que possuem s0 uma das 28
espidroinas, chamada TuSp (Sanggaard et al., 2014; Babb et al., 2017), com maior
porcentagem de Serina do que Glicina e Alanina quando comparada com a ampola
maior e também possui residuos de (GA)n, (A), € (GGX) (Hayashi et al., 2004).
Diferente das glandulas Ampola Maior e Aciniforme, as glandulas tubuliformes
evoluiram no grupo ancestral das aranhas eneleginas (Platnick et al., 1991), que sdo um

subgrupo das araneomorfas (Sanggaard et al., 2014). Esta glandula Tubuliforme tem
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como funcéo principal o envolvimento e protecdo das ootecas (camada exterior) (Ayoub
et al., 2012; Altounian & Pennisi, 2017), o que faz dela um modelo interessante para
pesquisas de expressdo génica diferencial de tecidos, uma vez que a reproducdo
acontece somente num momento particular da vida da fémea adulta (Candelas et al.,
1986).

As observacdes no contexto da funcdo bioldgica da teia tubuliforme sugerem que
essa fibra em particular teria que ser suficientemente forte para proteger os ovos, ainda
frageis, de modo a fazer com que seja possivel a prole se desenvolver. Sobre isso, é
sabido que seda tubuliforme tem um mddulo de Young (relacdo entre uma forca
aplicada e a direcdo em que € aplicada) mais elevado quando comparado a seda da
ampola maior, gerando uma maior elasticidade longitudinal, mas um limite de ruptura e
resisténcia menores (Blackledge & Hayashi, 2006, em Bittencourt, 2007),

caracteristicas que garantem certo limite de protecéo.

1.4. Nephilingis cruentata (Fabricius, 1775)

A familia Araneidae estd composta por 174 géneros (World Spider Catalog,
2018). Espeécies do género Nephilengis, incluida N. cruentata, a aranha modelo de
estudo neste projeto de pesquisa (Figura 7), constroem teias orbiculares aéreas grandes a
mais de um metro de altura com um refugio tubular conectado com o centro da teia.
Suas teias ndo possuem a tipica cor dourada das espécies do género Nephila, e sdo
construidas sempre em substratos como troncos de arvores ou afloramentos de rocha,
mas sdo notadas principalmente em paredes de casas ou telhados. Seu dimorfismo
sexual extremo com fémeas gigantes, até 10 vezes maiores que 0os machos, e cores
vividas fazem dela popular em estudos biolégicos. Sua distribuicdo geogréafica
compreende a América do Sul Tropical e a Africa Subtropical, as llhas do oceano
indico, Asia e Australia (Kuntner, 2007).

A dieta da espécie consiste em insetos (Japyassu & Viera, 2002; Mendes et al.,
2010), mamiferos, como descrito no trabalho de Jacomassa et al., (2015) onde foram
reportadas duas ocorréncias de morcegos em teias de N. cruentata. Embora esses
morcegos nao tenham sido predados, esta espécie de aranha ndo deve ser descartada
como um predador oportunista de pequenos morcegos, como observado em outras
regides fora do Brasil, em Suazilandia, por Nyffeler & Kndrnschild (2013). Passaros
também fazem parte da dieta, Peloso & Sousa (2013) reportaram a predacdo de
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Todirostrum cinereum (Tyrannidae) por N. cruentata. Diniz, (2011) reporta a N.
cruentata como predadora de gecos no Parque Estadual Paulo César Vinha.

Em relagcdo ao seu comportamento, N. cruentata podem construir suas teias perto
de outros individuos da mesma espécie (Schuck-Paim & Alonso, 2001), embora sejam
reconhecidas por serem aranhas solitarias (Schuck-Paim, 2000), e é reconhecido que as
aranhas mais velhas mudam as caracteristicas da teia, passando a construir uma teia

orbicular incompleta (Japyasst & Ades, 1998).

Figura 7. Modelo de estudo: fémea adulta de N. cruentata, foto de R. Joque, Adaptado de Kuntner
(2007).

1.5.  Aplicacdes da teia de aranha

As primeiras declaragdes sobre o uso de teias de aranha foram de Bon (1710) no
trabalho “A Discourse upon the Usefulness of the Silk of Spiders”, onde descreve a
capacidade da teia de aranha para parar o sangramento e ajudar no processo de
cicatrizacdo, isolando a ferida do ar circundante, o qual foi modelo de referéncia para
outros trabalhos que foram desenvolvidos anos depois (Rolt, 1831; Hope, 1836). Hope,
1836 e Rolt, 1831 descreveram 0 uso de teia de aranha de varias espécies,

principalmente de N. clavipes.
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Na Espanha, uma pesquisa mais recente desenvolvida por Gonzéles & Vallejo
(2012) identificou 59 formulacbes feitas de teia de aranha de uso tdpico, sendo
reconhecidos alguns deles como placebos, e outros como realmente efetivos. A teia de
aranhas tem sido entdo utilizada ao longo da historia. A habilidade das aranhas de
fabricar um material simultaneamente forte, fino e resistente é intrigante, como ja foi
demonstrado pelos trabalhos de Griffiths & Salanitri (1980) sobre for¢ca nominal de
fratura da seda de Nephila maculata, ou o trabalho sobre o efeito da hidratagdo sobre as
forcas de super-contracdo da Dragline de Nephila clavipes (Araneae: Araneidae)
desenvolvido por Agnarsson et al., (2009). Esta combinacdo de propriedades torna a
seda de aranha uma fibra extremamente atraente para inimeras aplicagbes na medicina,
defesa e industria do lazer (Babu, 2013).

Atualmente, pesquisas sobre as aplicacdes das teias de aranha tém resultado na
criacdo de empresas dedicadas a comercializacdo em quantidades industriais deste
material. Dois exemplos importantes de ciéncia aplicada onde teia de aranha é o0 modelo
de referéncia sdo a empresa Alema AMSilk, que atualmente produz e distribui volumes
crescentes de biopolimeros de teia de aranha de alta qualidade para uso como produtos
téxteis, dispositivos médicos e cosméticos (Amsilk.com, 2018), e a empresa japonesa
Spiber, que usa proteinas de teia de aranha como um trampolim para 0 progresso
constante dos seus produtos téxteis (Spiber Inc., 2018).

1.5.1.Controle de micro-organismos

O controle de populagcbes de micro-organismos € importante para varios setores
do desenvolvimento humano, tendo como finalidades bésicas a prevencdo ou cura de
doengas e a conservacdo de materiais. Este controle pode ser realizado a partir de
métodos fisicos, tais como calor e radia¢do. A luz ultravioleta, que segundo Brooks et
al., (2011) induz a formacdo de dimeros de pirimidina, remoc¢do mecanica e filtracdo, ou
utilizando métodos quimicos, como com o emprego de antissépticos, desinfetantes,
esterilizantes quimicos e antimicrobianos (Sidrim & Rocha, 2004).

Alguns estudos foram desenvolvidos sobre a agdo antimicrobiana de teias de
aranha e do conteldo da ooteca, 0s quais incluem diferentes metodologias, o que
demonstra seu uso potencial, assim como também a auséncia de um protocolo
padronizado para o desenvolvimento deste tipo de pesquisas. Gomes et al., (2011)
avaliaram a atividade antimicrobiana contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus
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de peptideos de teia de N. clavipes fusionados com peptideos antimicrobianos humanos,
particularmente defensinas do neutrofilo humano 2 e 4 (HNP-2 e HNP-4) e hepcidina,
usando tecnologia de DNA recombinante. Wright & Goodarce (2012) avaliaram o efeito
da teia de Tegenaria domestica contra E. coli e Bacillus subtilis. Mirghani et al., (2012)
avaliaram a atividade antimicrobiana de diferentes espécies de aranhas contra E. coli e
B. subtilis. Torres-Vargas et al., (2013) testaram a teia de Argiope argentata, Verrucosa
sp. e Leucauge cf. venusta contra E. coli, S. aureus e Pseudomonas aeruginosa. Amaley
et al.,, (2014) testaram a Dragline of N. clavipes contra E. coli, S. aureus e P.
aeruginosa. Lei et al., (2015) estudaram o efeito das toxinas isoladas da ooteca de
Latrodectus tredecimguttatus contra E. coli, S. aureus, B. subtilis, S. typhimurium e P.
aeruginosa. Finalmente, Harvey et al., (2017) pesquisaram a efetividade da teia de
aranha recombinante de Euprosthenops australis contra E. coli, demonstrando o sitio
especifico de conjugacdo quimica de diferentes ligandos organicosque conferem
propriedades antibidticas as teias de aranha. Todos os trabalhos mencionados
anteriormente tiveram resultados que mostram a capacidade das teias de aranha de inibir
micro-organismos, concluindo que a teia de aranha tem potencial num amplo espectro
de aplicaces em engenharia de tecidos, biomedicina e biomateriais para matrizes

celulares.

1.5.2. Candida albicans

O género Candida é formado por leveduras capazes de formar pseudo-hifas
(McCullough et al., 1996) e que tém a capacidade de mudar sua morfologia dependendo
da expressdo génica de viruléncia (Thompson et al., 2011). C. albicans € a espécie mais
importante como agente de infecgdes. Outras espécies do género que possuem grande
importancia sdo: C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei, (Samaranayake &
Macfarlane, 1990), algumas das quais podem estar envolvidas na formacéo de biofilmes
em dispositivos implantados, como cateteres internos ou valvulas cardiacas protéticas
(Douglas, 2003). Andes et al., (2016) identificaram candidemias causadas por varias
espécies de Candida, incluindo C. albicans com o 46.3% dos casos, seguido por
Candida glabrata com o 24.4%, e Candida parapsilosis com o 8.1%, em pacientes que
tinham feito transplantes de 6rgéos sélidos.

Este fungo faz parte da microbiota normal do trato gastrointestinal, respiratorio e
geniturinario (Willey, 2008). Pode causar infeccBes importantes principalmente em
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pacientes imunodeprimidos, sendo a infeccdo mais comum nos pacientes soropositivos
para HIV. O desencadeamento de candidiase na boca ou orofaringe, gera dificuldade de
alimentar, febre, sores (Menchaca et al., 2015), pode causar também sintomas como
prurido vaginal, ardor e dor para urinar, em pacientes gestantes (Jimenez et al., 2016).
Wisplinghoff et al., (2004) indicam que C. albicans € o fungo mais prevalente em
infeccBes nosocomiais da corrente sanguinea, com uma representacio do 54%. E por
estes motivos que McCullough et al., (1996) destacaram o valor cientifico desta
levedura que tem estimulado avancos no entendimento da epidemiologia da candidiase,

na patogénese da doenca e sua diversidade genética.

1.5.3. Aspergilus flavus

De todos os fungos que causam doencas em hospedeiros humanos, nenhum € téo
amplamente distribuido na natureza como as espécies de Aspergillus. Este fungo
filamentoso é encontrado em detritos organicos ocorrendo especialmente no solo,
matéria vegetal em decomposicdo, poeira doméstica, materiais de construgdo, alguns
alimentos e &gua. A. flavus é a segunda espécie mais importante como agente de
infeccdo invasiva principalmente em pacientes imunossuprimidos, depois de A.
fumigatus (Stevens et al., 2000). A principal manifestacdo clinica causada por esta
espécie é a doenca pulmonar invasiva que pode disseminar para outros Orgdos pela
circulacdo sanguinea (Willey, 2008).

Poucos fungos tém tdo amplo impacto econémico como o A. flavus, sendo além
de patdgeno para os humanos, também patégeno de plantas, animais e insetos, causando
danos nas raizes em inUmeras culturas, produzindo a micotoxina Aflatoxina B1
(Stevens et al., 2000), que é um agente cancerigeno formado naturalmente (Bennett &
Klich, 2003).

1.5.4. Eschericia coli

Escherichia coli é familiar aos bidlogos como um sistema modelo classico. As
cepas de E. coli estdo muito presentes em laboratérios de biologia molecular em todo o
mundo, e o0 estudo desse organismo levou a muitas das conquistas marcantes da biologia
(Neidhardt, 1996). E. coli é uma bactéria anaerdbia facultativa, Gram negativa que nédo

forma esporos, predominante na microbiota do célon dos humanos. Algumas cepas de
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E. coli sdo importantes agentes etioldgicos de doencas transmitidas por alimentos. Faz
parte da familia Enterobacteriaceae e constitui aproximadamente 10% dos micro-
organismos intestinais de seres humanos e outros animais (Willey, 2008). Analises
filogenéticas mostraram que as cepas de E. coli se enquadram em quatro grupos
filogenéticos principais (A, B1, B2 e D) (Selander et al., 1987; Herzer et al., 1990).
Esses estudos fornecem também uma melhor compreensdo sobre como cepas
patogénicas adquirem genes de viruléncia (Bingen et al., 1998).

O organismo tipicamente coloniza o trato gastrointestinal dos infantes em poucas
horas de vida, e posteriormente desenvolve um beneficio mituo com o hospedeiro
(Drasar & Hill, 1974). Embora geralmente comensal, a E. coli é também patogeno,
associado a doencas diarreicas e infecgOes extra-intestinais (Kaper et al.,2004; Nataro &
Kaper, 1998; Russo & Johnson, 2000). A bactéria permanece confinada no Iimen
intestinal; em hospedeiros debilitados ou imunossuprimidos, ou quando barreiras
gastrointestinais sdo violadas, podem causar infeccdes (Nataro & Kaper, 1998), sendo
trés as sindromes clinicas resultantes de infecgbes com cepas inerentemente
patogénicas: (i) infeccdo do trato urinario, (ii) sepse/meningite, e (iii) doenca

entérica/diarreica.

1.5.5. Enterococcus faecalis

Espécies pertencentes ao género Enterococcus podem ser encontradas em diversos
ambientes, como no trato gastrointestinal de humanos e de outros mamiferos e em aves,
répteis, insetos, plantas, agua e solo (Récas et al., 2004), figurando entre as causas mais
frequentes de infecgbes intra-hospitalares, principalmente nas unidades de cuidados
intensivos (Brooks et al., 2011). Existem pelo menos 12 espécies de Enterococcus,
sendo E. faecalis a mais frequente e responsavel por 85 e 90% das infeccdes
enterocécicas (Brooks et al., 2011). E uma bactéria coco Gram-positivo ndo formadora
de esporos, anaerdbio facultativo e fermentador de agucares, cujas celulas sdo ovaladas
e de 0,5 a 1 m de didmetro, ocorrendo isoladamente, em pares ou em cadeias curtas, e
sdo frequentemente alongados na dire¢do da cadeia. As colbnias de superficie no &gar
de sangue sdo circulares, lisas e inteiras e a maioria das cepas sdo ndo hemoliticas
(Schleifer, 1984, em Récas et al., 2004). Algumas das doengas frequentes e importantes
causadas por este micro-organismo sdo abscesso abdominal, infeccdo das vias urinérias
e endocardite (Brooks et al., 2011).
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Em condicbes de estresse, as celulas de E. faecalis sdo capazes de manter sua
viabilidade por periodos extensos e tornam-se resistentes a radiagdo UV, calor,
hipoclorito de sodio, perdxido de hidrogénio, etanol e &gua com pH &cido (Giard et al.,
1996; Harthe et al., 1998). Esta habilidade de E. faecalis para tolerar ou se adaptar as
dificuldades das condi¢cGes ambientais pode atuar como uma vantagem sobre outras

espécies (Kayaoglu & @rstravik, 2004).

1.5.6. Staphylococcus aureus

Em uma serie de observacdes clinicas e estudos de laboratorio (Ogson, 1882;
Ogson, 1884) foi descrita a doenca estafilocdcica e seu papel na sepse e na formacao de
abscessos. Mais de 100 anos depois, Staphylococcus aureus permanece como um
patdégeno perigoso em seres humanos e as frequéncias de infecgbes estafilococicas
adquiridas pela comunidade e no ambiente hospitalar aumentaram de forma constante,
com pouca mudanca na mortalidade geral, fazendo com que o tratamento destas
infeccbes torne-se mais dificil devido ao surgimento de cepas resistentes a multiplos
farmacos (Lowy, 1998).

Mudancgas claras na epidemiologia das infec¢des por S. aureus ocorreram nas duas
ultimas décadas: houve um numero crescente de infeccdes associadas aos cuidados de
salde, particularmente vistas em endocardites infecciosas e infec¢Bes relacionadas a
dispositivos protéticos, e também epidemias de infeccbes da pele e dos tecidos moles
por cepas com certos fatores de viruléncia e resisténcia aos antibioticos B-lactamicos
(Tong et al., 2015).

O género Sthaphylococcus consiste em cocos Gram-positivos, com diametro entre
0,5 e 1,5 um, ocorrendo isoladamente, em pares e em tétrades, e dividindo-se
caracteristicamente em mais de um plano para formar agrupamentos irregulares. A
parede celular contém &cido peptidoglicano e acido teicoico, sdo anaerdbias facultativas
e usualmente catalase positiva. Estdo entre as mais importantes bactérias causadoras de
doengas nos humanos, sendo S. aureus o patdégeno mais importante do género, devido
ao efeito combinado de fatores extracelulares e toxinas, junto com as propriedades
invasivas de tensdo (Willey, 2008). Algumas doencas causadas por S. aureus Sao:
espinhas e impetigo e carbunculos em qualquer superficie, infeccdes e abscessos de
feridas, osteomielite, endocardite, meningite, nefrite e infeccdes respiratorias (Willey,

2008; Tong et al., 2015).
17



1.6. JUSTIFICATIVA

Idealmente, os agentes antimicrobianos utilizados para tratar doencas infecciosas
combatem, dentre outros, micro-organismos patogénicos ou inibem o seu crescimento
em concentracdes suficientemente baixas para evitar danos indesejaveis ao hospedeiro
(Willey, 2008). A pesquisa da atividade antimicrobiana se faz importante para a saude
de milhdes de pessoas no mundo devido as graves doencas que 0S micro-organismos
podem produzir e também pelo aumento de micro-organismos, especialmente as
bactérias, resistentes a mais e mais agentes antimicrobianos. Como foi mencionado
anteriormente, sabe-se que teias de aranha possuem a capacidade para inibir o
desenvolvimento de diferentes micro-organismos (Gonzéles & Vallejo, 2012; Gomes et
al., 2011; Wright & Goodarce, 2012; Mirghani et al., 2012; Amaley et al., 2014; Lei et
al., (2015); e Harvey et al., 2017), e sendo Araneae uma ordem tdo ampla e mais ainda
0s tipos de teias que produzem, o desenvolvimento deste tipo de pesquisas usando estes
artrépodes como modelo de estudo pode abrir portas a futuros novos tratamentos contra
as doencas produzidas por micro-organismos de importancia médica.

Este fato faz com que pesquisas em novas fontes como as teias de aranha sejam de
grande interesse para inibir o crescimento desses micro-organismos (Mirghani et al.,
2012). No caso de N. cruentata, € uma espécie que nunca foi investigada neste tipo de
pesquisas, sendo este estudo importante por poder contribuir com 0s conhecimentos
sobre esta espécie e seu potencial biotecnoldgico da biodiversidade brasileira.

A escolha dos micro-organismos foi devido a sua incidéncia na saide humana e a
sua capacidade de resistir aos medicamentos comumente usados para trata-los, o que

fazem deles importantes agentes de doencas nos seres humanos e em alguns animais.
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11.OBJETIVOS

Objetivo geral

Determinar as propriedades antimicrobianas das teias Dragline, Tubuliforme e

Aciniforme e da ooteca da aranha N. cruentata (Araneae: Araneidae).

Objetivos especificos

1- Padronizar um protocolo para a obtencdo das teias Dragline, Tubuliforme e
Aciniforme de N. cruentata.

2- Avaliar a atividade antibacteriana das teias Dragline, Tubuliforme e Aciniforme e da

ooteca de N. cruentata.

3- Avaliar a atividade antifangica das teias Dragline, Tubuliforme e Aciniforme e da

ooteca de N. cruentata.
4- Avaliar a presenca de DNA bacteriano na teia Dragline de N. cruentata.

5- Avaliar o perfil proteico e a atividade antifungica e antibacteriana das fracoes da teia

Dragline de N. cruentata.
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I11. METODOLOGIA

3.1. Padronizacéo do protocolo de extracdo das teias Dragline, Tubuliforme e
Aciniforme de N. cruentata

A teia Dragline foi obtida por extracdo mecanica num ambiente estéril (fluxo
laminar), com um aparelho (Figura 8) criado pelo engenheiro brasileiro Elton John
Robaina da Silva exclusivamente para cumprir essa fungdo. As aranhas usadas foram
fémeas adultas que vivem livemente na UFRJ em Macaé no NUPEM e Polo
Universitario e foram liberadas uma vez finalizada a extracdo, podendo ser usadas
novamente depois de passadas duas (2) semanas. A velocidade pode ser ajustada
segundo a necessidade, permitindo a extracdo de 30 cm de teia por cada volta. O
aparelho foi desenhado com materiais reciclados e ligado por cabo num computador

como fonte de energia, visando evitar danos em caso de queda de energia elétrica.

As aranhas, fémeas adultas, foram fixadas com fita adesiva com o ventre virado
para cima para se conseguir identificar as fiandeiras e capturar a teia Dragline com
pincgas, e fixa-la no aparelho por tempos que variaram de 15 a 30 minutos. Utilizando
uma velocidade baixa e constante de 2 a 3 cm/s, e com ajuda de uma lampada para
conseguir enxergar a teia durante o tempo de extracdo; uma vez finalizada a extracéo, as
aranhas foram colocadas de volta a teia onde foram encontradas. A teia obtida foi
armazenada num tubo do tipo eppendorf de 1,5 ml previamente autoclavado, sendo os
demais materiais limpos com alcool 70% tanto antes de iniciar a extracdo da teia quanto
apos a finalizacdo do procedimento.

As teias Tubuliforme e Aciniforme foram obtidas diretamente das ootecas
encontradas no local onde as aranhas construiram as teias orbiculares, sendo estas
ootecas separadas da teia orbicular utilizando tesouras e ping¢as lavadas previamente
com alcool 70% e transportadas para o Laboratorio Integrado de Ciéncias
Morfofuncionais (LICM). A teia Tubuliforme (camada externa de teia) foi separada dos
ovos com pincgas previamente limpas com alcool 70% e da teia Aciniforme, que fica
grudada dos ovos com uma aparéncia de po. Para a separacdo da teia Aciniforme, a
ooteca foi depositada num frasco de vidro junto com 1 ml de solvente (agua destilada
autoclavada para realizacdo da eletroforese, e acetona para testes antimicrobianos).

Apo0s agitagdo suave, a 4gua junto com a teia que foi liberada da ooteca foi retirada e
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armazenada num tubo eppendorf autoclavado de 1,5 ml com ajuda de pipeta e ponteiras

autoclavadas.

™ o o~ N ¥ '
Figura 8. Ferramentas utilizadas na extracdo da teia Dragline: (8A) Aparelho para extracdo da teia
Dragline. (8B) lampada, estereoscépio, pincel e fonte de energia (PC).

3.2. Avaliagéo e inativagio de micro-organismos na teia Dragline de N. cruentata.

Como a teia Dragline obtida nos experimentos iniciais para 0s testes
antimicrobianos foi extraida num ambiente ndo estéril, foi analisada a presenca de
micro-organismos presentes na teia para padronizacdo dos testes. Esta andlise foi
realizada para garantir que o possivel efeito antimicrobiano seja devido aos compostos
da teia e ndo produzido por micro-organismos associados a teia. Depois do processo de
extracdo a teia foi submetida a exposicdo de luz UV. Esta metodologia seguiu Villarino
et al. (2000) que descreve a utilizacdo de luz UV como um mecanismo efetivo para
controle de micro-organismos, mas aqui foram implementados diferentes intervalos de
tempo de exposicéo através de um transluminador Benchtop UV com intensidade alta,
equivalente a 302 nm.

Os tempos de exposigdo avaliados foram: trinta (30) minutos, quarenta e cinco
(45) minutos e sessenta (60) minutos. Além disso foi avaliada a amostra sem exposi¢do
(controle). Uma vez finalizada a exposicéo, estas amostras foram colocadas em placas
de petri com &gar Mueller Hinton (MH) para avaliar o efeito da luz UV sob o
crescimento de micro-organismos na teia e padronizar os testes baseado em tempo de
exposicdo a luz UV suficiente para que ndo ocorra crescimento de outros micro-

organismos.
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3.3. Identificacdo de proteinas presentes nas teias Dragline e Tubuliforme de N.

cruentata.

Foi extraida a teia Dragline num ambiente estéril ea Tubuliforme removida da
ooteca com pingas estéreis para a detec¢do das proteinas presentes nas mesmas, através
de uma eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) (Laemmli,
1970) com um gel de corrida com concentracdo 10% (5,9 ml de H2O; 5 ml desolucao
acrilamida 30%; 3,8 ml de Tris 1,5 M (pH 8.8); 0,15 ml de SDS 10%; 0,15 ml de
persulfato de amonio 10%; e 0,006 ml de TEMED) e um gel de empacotamento com
concentracdo 5% (6,8 ml de H>O; 1,8 ml desolucdo acrilamida 30%; 1,5 ml de Tris 1 M
(pH 6.8); 0,1 ml de SDS 10%; 0,1 ml de persulfato de aménio 10%; e 0,01 ml de
TEMED), adicionando 60 ul de tampao (Tris/HCI pH 6,8; SDS 4%; azul de bromofenol
0,2%; e glicerol 20%) e 40 ul de corante nos eppendorfs que contém as amostras.
Depois de realizada a eletroforese, o gel foi corado com azul de coomassie por 2 horas,
e logo depois colocado na solugédo descorante. O padrdo de peso molecular usado foi o
Sigma N°: SDS7B2 MW=26.600-180.000.

3.4. Avaliacdo da presenca de DNA bacteriano presentes na teia Dragline N.
cruentata.

Para determinar a presenca de micro-organismos, particularmente bactérias, na
teia Dragline foi feita uma extracdo de DNA segundo o protocolo de Pragger (1999),
modificado por Xu et al., (2015) que consistiu na adicdo de 800 pl de tampéo de lise
celular (10 mM Tris, 10 mM EDTA, 2% de dodecil sulfato de sodio [SDS], pH 8,0) e 8
uL de proteinase K (20 mg/l) aos tubos contendo amostras de teia seguida por 10-20
inversoes e incubagdo a 55°C durante 4 horas. Ao atingir a temperatura ambiente, 8 mL
de RNase A (5 mg/ml) foram adicionados a cada amostra, seguido por 20 inversdes. As
amostras foram incubadas a 37°C durante 15 min e depois trazidas de volta a
temperatura ambiente. 300 pl de solucéo de precipitacdo de proteina (7,5 M acetato de
amonio) foram adicionados a cada amostra e agitados em vortice por 20 segundos,
seguido de incubacdo em gelo por 15 min. As amostras foram entdo centrifugadas a

17.000 G durante 3 min. Os sobrenadantes foram transferidos para novos tubos de
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microcentrifuga de 2 ml contendo 750 ul de isopropanol gelado e invertidos 50 vezes
antes da centrifugacéo a 17.000 G por 2 min.Todos os sobrenadantes foram drenados e
750 pl de etanol a 70% foram adicionados a cada amostra, seguido de centrifugagéo a
17.000 G por 3 min. Todos os liquidos foram removidos e as amostras foram secas ao
ar. Os pellets de DNA foram reidratados usando 100 pL de tampéo TE baixo (Tris 10
mM, EDTA 0,1 mM).

Depois foi feita uma Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) com 35 ciclos
usando uma amostra da teia Dragline extraida em meio estéril, uma amostra de bactéria
isolada do queijo Kefir (cepa desconhecida). Adicionou-se no tubo eppendorf que
contém a amostra de teia 12,5 pl de GoTaq G2 Mix; 5 ul do primer Senso 1uM; e 5ul
do primer Antisenso 1 UM usando o seguinte programa no Veriti™ 96-Well Thermal
Cycler: 95°C/3 min; 95°C/30 seg; 55°C/30 seg; 72°C/30 seg; 72°C/5 min; e 4°C/oo

segundo os parametros estabelecidos em: Amplicon®. Os primers usados foram:
Senso 5°:

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG
Anti-senso5’:

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTA
ATCC

Logo depois da realizacdo do PCR, foi feito um gel de Agarose 1,2% para
observar a presenca de DNA bacteriano na teia Dragline. O padrdo de peso molecular
do Vetor Pucl9 digerido pela Tagl. Adicionalmente, quantificou-se 0 DNA com um
espectrofotometro NanoDrop 2000c (Thermo Scientific™) e usando DNA extraido da
para de uma aranha como controle. Uma amostra de 1 pl utilizando as razdes de (260
nm/280 nm e 260 nm/230 nm) foi usada como parametro para a avaliacdo da pureza no

Laboratorio Integrado de Bioquimica.

3.5. Testes antimicrobianos

Os micro-organismos testados foram mantidos congelados no Laboratorio de

Biotecnologia Vegetal e repicados em meio Agar infusdo cerebro-coracdo (BHI) no
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caso de bactérias e Sabouraud no caso dos fungos antes da realizacdo dos testes no
Laboratério de Limnologia Aquatica (LLA) da UFRJ-NUPEM. Os indculos das
bactérias e leveduras foram preparados a partir de culturas de 24 horas de crescimento
enquanto para o fungo filamentoso A. flavus a partir de cultura de sete dias e com
densidade dtica equivalente a escala Mac Farland 0,5 que corresponde a absorbancia de
0,2 para C. albicans (ATCC 19053) e 0,08 para A. flavus (ATCC 16883) no
comprimento de ondas de 520 nm e absorbancia de 0,13 a 590 nm para E. coli (ATTC
25922), E. coli (DH5a), E. faecalis (ATCC 29212) e S. aureus (ATCC 25925). Essas
densidades oticas foram medidas visando padronizar a quantidade de unidades
formadoras de colonias em cada um dos testes, equivalentes a 1-2 x 108 UFC/ml
aproximadamente para bactérias (Cockerill & Patel, 2015) .

3.5.1. Testes antimicrobianos com teia Dragline

Amostras de aproximadamente 80 pg de teia Dragline esterilizada e controle (ndo
estéril) foram adicionadas em diferentes placas de petri contendo cada um dos micro-
organismos previamente inoculados em agar Mueller Hinton. A inoculag&o consistiu em
espalhar cada micro-organismo na placa que contem o agar usando um cotonete (swab,
em inglés) que foi impregnado com a suspensdo que contém o micro-organismo trés

vezes e em diferentes angulos, visando abarcar 100% da superficie do meio.

Além do teste com a teia propriamente dita, foi preparada uma suspensao em dois
solventes: acetona, e uma mistura de acido cloridrico 6N e &cido propanoico 50% v/v. A
utilizacdo destes solventes seguiu trabalhos desenvolvidos por Mirghani et al., (2012) e
Lombardi & Kaplan (1990) respectivamente, e foi utilizada uma concentragcdo de
0,0024 g/mL. Esta concentracdo também foi utilizada para a teia Tubuliforme
suspendida em acetona, mas no caso da Aciniforme, a manutencdo da mesma
concentracdo ndo foi possivel devido as condigdes de extracdo, pois para sua obtencdo
foi suspendida a ooteca em 1 ml acetona e agitada levemente até a teia se liberar,

impossibilitando sua pesagem.

A guantidade de amostra de teia suspendida nos solventes usados para os testes
foi de 5 pl, que foram pipetados sobre discos estéreis com diametro de 6 mm. As placas

contendo 0s micro-organismos inoculados e as teias, tanto as puras quanto as
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ressuspendidas nos solventes foram colocadas na estufa para cultura bacterioldgica
DelLeo a 35°C. A leitura dos resultados foirealizada 24 e 48 horas apés adicéo das teias

ou das suspensdes dos diferentes solventes contendo as teias.

3.5.2. Testes antimicrobianos com Ooteca

Os testes com as ootecas foram realizados baseado na metodologia de Lei et al,
(2015), modificando a poténcia da centrifugacdo e sem usar Tampdo Fosfato Salino
(PBS) como solvente para a maceragdo, assim: uma ooteca foi macerada utilizando
pistilo plastico e sem solvente nenhum em tubos eppendorf de 1,5 ml. Apds a
maceracao realizou-se centrifugacdo por 10 minutos a 17.000 G e 4°C. O precipitado foi
descartado e o sobrenadante foi usado para os testes antimicrobianos. Os inoculos foram
preparados conforme o item 3.5 e 5 pl de sobrenadante foi adicionado nos discos que
foram imediatamente adicionados a placas contendo micro-organismos inoculados em
meio Agar Mueller Hinton conforme o item 3.5.1. As leituras dos resultados foram
feitas 24 e 48 horas depois de levadas as placas a estufa para cultura bacterioldgica
DelLeo a 35°C.

3.6. Eletroforese de gel nativo para isolamento de proteinas da teia

Para os trés tipos de teia, foi realizado no Laboratério Integrado de Bioquimica
(LIB) um gel nativo (BN-PAGE) (Schagger & von Jagow, 1991) utilizando uma
concentracdo de 8% no gel de corrida (2,3 ml de agua destilada; 1,3 ml de solucédo
acrilamida 30%; 1,3 ml de Tris 1,5 M (pH 8.8); 0,05ml de &gua destilada; 0,05ml de
persulfato de amonio 10%; e 0,003 ml de TEMED) e um gel de empacotamento com
concentracdo 5% (2,1 ml de &gua destilada; 0,5 ml desolugéo acrilamida 30%; 0,33 ml
de Tris 1 M (pH 6.8); 0,03 ml de agua destilada; 0,03 ml de persulfato de amdnio 10%;
e 0,003 ml de TEMED). Este procedimento foi adotado para separar as proteinas
presentes nas amostras de teia sem desnatura-las para posterior utilizacdo nos testes

antimicrobianos.

A obtencdo das amostras de teias foi feita seguindo o protocolo previamente

estabelecido (ver item 3.1), e em cada tubo eppendorf que as continha, foi adicionado
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PBS (60 pl para dragline e 120 pl para Aciniforme e Tubuliforme, pois a quantidade de
dragline foi aproximadamente a metade das outras duas) e Tampédo de amostra (20 pl
para dragline e 40 pl para Aciniforme e Tubuliforme). Foram utilizados 25 pl de cada

amostra para aplicacdo nos po¢os do gel em duplicata.

A corrida eletroforética foi realizada por duas horas com 20 mA de corrente
elétrica.O gel foi cortado pela metade no poco 5 no LIB com o objetivo de corar com
azul de commassie s6 a metade dos pocos (2, 3 e 4). Esta metade foi chamada Gel A,
que teoricamente contém as mesmas bandas dos pocos 6, 7 e 8, que foi chamada Gel B.
Tal procedimento foi realizado a fim de evitar assim possiveis efeitos da solugdo
corante e da solugdo descorante nos testes antimicrobianos. Uma vez as proteinas foram
observadas no Gel A, o gel de acrilamida B (Gel B) foi cortado nas regibes
correspondentes utilizando um bisturi estéril no fluxo laminar. Estas bandas foram
depositadas em tubos eppendorf de 1,5 ml autoclavados, e adicionou-se 60 pl de PBS
autoclavado para macerar o gel com as bandas e poder separar as proteinas.

As proteinas separadas foram entdo usadas nos testes antimicrobianos, incluindo
também uma amostra do poco 9, que ndo continha amostra, para ser usado como
controle negativo. Uma vez maceradas as bandas, estas foram centrifugadas por 5
minutos a 17.000 G e a temperatura de 4°C, permitindo a separacdo do sobrenadante
que contém as proteinas em tubos eppendorf de 1 ml. Foram usados 5 pl da amostra
final para a realizagdo dos testes antimicrobianos, seguindo 0s mesmos passos dos testes
descritos no ponto 3.5.
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IV RESULTADOS

4.1. Padronizacao do protocolo de extracdo das teias Dragline, Tubuliforme e
Aciniforme de N. cruentata.

A extragdo foi realizada em fluxo laminar. As aranhas foram imobilizadas com
fita adesiva sobre uma superficie plastica que foi limpa com alcool 70% antes de ser
usada, e o fio de teia Dragline que ela libera, enquanto se desplaza pela superficie
momentos prévios antes de ser fixada, foi tomado com pincgas igualmente limpas com
alcool 70% e foi fixado ao aparelho extrator com fita adesiva. A velocidade da extragao
foi estabelecida manualmente usando o controle de velocidade Servo Tester.

Foram obtidos 3065 m aproximadamente de teia Dragline de N. cruentataem 93
extracOes ao longo de dois anos para cada um dos experimentos, evitando sua
acumulagdo e mantendo assim sempre material em boas condi¢Bes experimentais. A
velocidade de extracdo média foi de 0,0262 m/s, (£0,0097) a qual foi calculada no
software Excel através da contagem de 10 voltas do aparelho (cada volta representa 30
cm) e dividido pelo o tempo que este processo levou. O tempo estabelecido para a
extracdo foi de 20 a 25 minutos, que garantiu a sobrevivéncia de cada individuo apés a
extracdo. Os detalhes sobre a extragdo da teia Dragline sdo mostrados na Tabela 2.

A separacdo da teia Tubuliforme permitiu a obtencdo de 100 pg por amostra,
podendo ser dividida em duas amostras para os testes antimicrobianos. No caso da
Aciniforme, ndo foi possivel fazer uma pesagem da amostra, mas estima-se que a

quantidade de teia obtida é menor quando comparada com a Tubuliforme.

4.2. Avaliagdo da presenca de micro-organisms na teia Dragline de N. cruentata.

As amostras de teia foram expostas aos diferentes tempos de luz UV (80 pg
aproximadamente em cada amostra), foram feitas as leituras dos resultados 48 horas
depois de terem sido levadas a estufa, observando que a teia que foi exposta por 60
minutos foi a Unica que ndo teve crescimento de micro-organismos (Tabela3 e Figura
9).
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Tabela 2. Extracdo de teia Dragline com os detalhes para cada uma das 93 extracdes: tempo de extragédo

(em segundos), velocidade média de extracdo e metros totais de teia extraida.

Ind Tempo Vel Metros Ind Tempo Vel Metros Ind Tempo Vel Metros
(seg) média  teia (seg) média  teia (seg) média teia
(mfs) extraida (m/s) extraida (m/s)  extraida
1 1200 0,0365 43,812 32 1130 0,0341 38,523 63 1200 0,025 29,8605
2 1200 0,0368 44,166 33 1200 0,0337 40,449 64 1200 0,025 29,8605
3 1132 0,0359 40,695 34 1500 0,0330 49,451 65 1500 0,023 35,2232
4 1200 0,0344 41,270 35 1200 0,0330 39,560 66 1200 0,025 30,061
5 1260 0,0360 45,324 36 1200 0,0349 41,860 67 1500 0,025 38,1538
6 1200 0,0340 40,756 37 1020 0,0341 34,773 68 1500 0,023 34,8394
7 1098 0,0291 31,981 38 1800 0,0345 62,069 69 1200 0,026 30,649
8 1200 0,0295 35,398 39 1800 0,0333 60,000 70 1200 0,026 30,654
9 835 0,0411 34,292 40 1200 0,0130 15,652 71 1200 0,023 27,9512
10 1202 0,0299 35,988 41 1500 0,0136 20,362 72 1100 0,023 25,6178
11 1200 0,0276 33,180 42 1200 0,0140 16,744 73 1200 0,026 31,7424
12 1200 0,0273 32,727 43 1200 0,0134 16,071 74 1200 0,026 31,7371
13 1206 0,0349 42,070 44 1500 0,0158 23,684 75 1200 0,024 29,1805
14 1206 0,0349 42,070 45 1500 0,0165 24,725 76 1200 0,026 30,8571
15 1200 0,0335 40,179 46 1500 0,0154 23,077 77 1450 0,023 33,8333
16 1206 0,0351 42,271 47 1500 0,0146 21,951 78 1200 0,024 28,9091
17 1200 0,0354 42,523 48 1500 0,0143 21,429 79 1500 0,026 385714
18 1200 0,0332 39,872 49 1500 0,0136 20,455 80 1250 0,023 29,1667
19 1200 0,0355 42,649 50 1530 0,0140 21,349 81 1250 0,024 30,1136
20 1200 0,0355 42,654 51 1500 0,0145 21,739 82 1200 0,023 27,5604
21 1200 0,0333 39,951 52 1630 0,0155 25,337 83 1200 0,025 30,3529
22 1200 0,0333 39,947 53 1500 0,0139 20,833 84 1500 0,025 37,813
23 900 0,0365 32,807 54 1500 0,0142 21,226 85 1500 0,024 36,7241
24 1401 0,0364 51,063 55 1500 0,0150 22,500 86 1500 0,025 37,9412
25 600 0,0343 20,590 56 1500 0,0144 21,531 87 1200 0,024 29,3793
26 1200 0,0357 42,857 57 1500 0,0143 21,429 88 1200 0,023 27,8715
27 1200 0,0333 40,000 58 1500 0,0147 22,059 89 1200 0,023 27,9512
28 1200 0,0341 40,909 59 1500 0,0153 22,959 90 1250 0,026 32,1429
29 1200 0,0357 42,857 60 1500 0,0150 22,500 91 1500 0,023 35
30 1200 0,0333 40,000 61 1507 0,0145 21,841 92 1200 0,025 30,3529
31 1200 0,0341 40,909 62 1507 0,0145 21,841 93 1200 0,025 30,2563
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Tabela 3. Exposi¢cdo de amostras de teia a luz UV com diferentes tempos (30, 45 e 60 min) e o controle
negativo. (+) representa crescimento de micro-organismos; (-) representa auséncia de crescimento de
micro-organismos.

Réplica Tratamento
Controle 30 min 45 min 60 min
negativo

1 - -

2 + -

3 + + + -

Figura 9. Leitura dos resultados da exposicdo da teia Dragline a luz UV em diferentes tempos de
exposicdo: Como zero (sem exposicdo, 30, 45 e 60 min). Observa-se auséncia de micro-organismos sO na
amostra exposta durante 60 minutos.

4.3. ldentificacdo de proteinas presentes nas teias Dragline e Tubuliforme de N.
cruentata.

O gel SDS-PAGE foi corrido durante 90 minutos e com 20 mA de corrente
elétrica, e foram obtidas diferentes bandas com pesos moleculares desde 20 até 116 kDa
aproximadamente para a teia Dragline, sendo a proteina B a maioritaria com um peso
préximo aos 80 kDa, seguida pelas bandas C e A, que podem se observar nos pocos 3 e
6 (Figura 10). Na teia Tubuliforme as bandas superam os 180 kDa (banda 1) e migram
até o limite inferior do gel (bandas 2, 3, 4 e 5), sendo assim dificil estabelecer seu peso,
mas com certeza menores de 20 kDa (Figura 10).

Foi realizada a extracdo de DNA presente na teia Dragline para determinar se

havia micro-organismos presentes nela, e consequentemente se o possivel efeito
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antimicrobiano seria por conta de algum composto da teia, ou de um micro-organismo
produtor de substancias antimicrobianas. De acordo com o0s resultados obtidos,
representados pela asuéncia de bandas no gel de Agarose e a quantificacdo feita no
NanoDrop ndo foi observado DNA bacteriano (Tabela 4 e Figura 11). Desta forma, a
presenca de micro-organismos em outras amostras de teia pode ter sido devido a
presenca de fungos ou contato dela com o meio ndo estéril. Ao mesmo tempo, significa
que os halos de inibicdo encontrados séo devido aos produtos presentes na teia.

PM@Da) DRA TUB TUB DRA TUB TUB

Figura 10. SDS-PAGE das proteinas das teias Dragline (DRA) e Tubuliforme (TUB) de N. cruentata.
S&o trés as bandas facilmente detectaveis na teia Dragline (A, B e C) com outras bandas mais finas que o
corante ndo marcou o suficiente. Na teia Tubuliforme, s@o 5 as proteinas maioritarias, com presencia
também de outras bandas mais finas ao longo do poco.

Tabela 4. Leitura das amostras em NanoDrop 2000c com amostras de teia Dragline, pata de aranha e
controle (branco). Unidades em ng/pl.

AMOSTRA  [AN] A260 A280 260/280 260/230

TEIA 0,5 0,010 0,35 0,29 -0,02
PATA 37,5 0,750 0,595 1,26 0,79
BRANCO 15 0,031 0,30 1,03 0,27
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Figura 11. Gel de Agarose (1,2%) com o padrdo de peso molecular (PM), DNA bacteriano isolado do
queijo Kefir (BAC) e teia Dragline (TEIA). Observa-se auséncia de DNA bacteriano no poco TEIA.

4.4. Testes antimicrobianos

Depois de estabelecido o tempo e a intensidade de exposicdo mais adequados para
esterilizar a teia (60 min e 302 nm), foram desenvolvidos os experimentos em triplicata
com a teia pura com luz UV e sem luz UV para avaliar sua capacidade para inibir os
fungos e as bactérias analisados no presente trabalho. Os resultados mostraram que a
teia pura Dragline, com e sem luz UV, de N. cruentata ndo conseguiu inibir os micro-
organismos nas condi¢fes experimentais estabelecidas, sendo que ndo foi observado

halo de inibicdo (Figura 12).

A teia Dragline de N. cruentata suspensa na mistura de acido propanoico 6N e
acido cloridrico 50% v/v foi testada contra 0s micro-organismos junto com os &cidos
sem a teia como controle negativo, sendo observados resultados que permitem concluir
que o solvente é inadequado para este tipo de experimentos. Tanto a teia suspensa no
solvente quanto o controle tiveram halo de inibicdo em todos os micro-organismos
testados, e o tamanho dos halos ndo apresentaram diferenca no seu diametro (Figura
13). No caso de E. coli (ATCC 25922) o resultado ndo foi incluido devido a
contaminacgdo do estoque do micro-organismo, obrigando a descartar esses resultados.

Todos os testes foram feitos em triplicata.
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Figura 12.Andlise do potencial inibitério da teia pura Dragline estéril e ndo estéril sobre o crescimento de
(A) A, flavus, (B) C. albicans, (C) E. coli, (D) E. faecalis e (E) S. aureus. O (+) representa a teia exposta a
luz UV e o (-) representa a teia ndo exposta.
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Figura 13.Avaliacdo do potencial inibitorio da teia dragline de N. cruentata suspensa na
mistura de &cido cloridrico e &cido propanoico (m+) e o controle negativo (os &cidos sem a teia)
(m-). (a) A. flavus, (b) S. aureus, (c) C. albicans e (d) E. faecalis

No caso da teia Dragline em acetona observa-se um resultado diferente quando
comparado com o resultado da teia diluida na mistura dos &cidos, ndo teve halo de
inibicdo em nenhum dos casos, tanto na suspencdo quanto no controle negativo (Figura
14). Os resultados do fungo A. flavus foram descartados por contaminagdo do meio de

cultura, o que impossibilitou fazer a leitura dos resultados.
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Figura 14. Analise da atividade antifingica da teia Dragline de N. cruentata suspendida em acetona,
representada com o nimero 1, e o controle negativo (acetona), representada com o namero 2. (A) C.
albicans, (B) E. coli, (C) S. aureus e (D) E. faecalis. A auséncia do disco 2 na placa que contém E.
faecalis foi considerada irrelevante devido & auséncia de halo de inibi¢8o no disco 1) ndo apresentam halo
de inibigdo nem na mistura com teia nem no controle.

O conteudo que foi separado por centrifugacdo da ooteca (o sobrenadante) foi
testado contra os fungos C. albicans e A. flavus, e as bactérias E. coli (DH5a) e S.
aureus, e as leituras dos resultados mostraram um halo de inibigdo contra E. coli
(DH5a) de 17 mm de didmetro (Fig. 15C) que foi evidenciado tanto as 24 horas quanto
as 48 horas, enquanto os resultados com 0s outros micro-organismos ndo mostraram
halo de inibicdo em nenhuma das duas leituras realizadas (15A, 15B e 15D). Para este
teste, ndo houve diferenciacdo entre controle nem tratamento, pois a o contetdo da
ooteca foi testado no seu estado puro, sem ser diluido em solvente nenhum. As letras N
e V, que significam nova e velha, respectivamente, e que aparecem em duas das placas
neste teste representam ootecas coletadas em momentos diferentes, mas como néo foi

possivel testar em todos os micro-organismos o efeito do tempo em que a ooteca foi
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colocada pela aranha, e dado que essa variavel ndo teve resultados diferentes nos casos

onde sim foi testado, dito efeito ndo foi levado em consideracao.

Figura 15. Leitura dos resultados do teste antimicrobiano feito com o conteldo da ooteca de N.
cruentata. (A) A. flavus, (B) C. albicans, (C) E. coli (DH5a) e (D) S. aureus. O contetdo da ooteca s6
teve halo de inibicdo E. coli. As letras N e V representam ootecas novas e velhas, respectivamente.

4.5. Eletroforese de gel nativo para isolamento de proteinas da teia

O gel nativo permitiu a observacdo de varias bandas pertencentes as teias
produzidas pelas glandulas Dragline, Tubuliforme e Aciniforme (Figural6)
aparentemente de alto peso molecular, pela posicdo delas na parte superior do gel, as
quais foram cortadas e separadas do gel dentro do fluxo laminar com um bisturi estéril
para poderem ser usadas nos testes antimicrobianos, obtendo um total de 12 amostras
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assinaladas com quadros pretos, sendo cinco (5) da teia Tubuliforme, duas (2) da
Acinidorme e quatro (4) da Dragline e o controle negativo, representado por uma (1)
amostra do po¢o 9 que s6 continha o gel sem amostra de teias e que ndo foi assinalada,
pois foi tomada do gel que ndo foi corado. Os resultados dos testes antimicrobianos
feitos com estas amostras contra E. coli (DH5a) e S. aureus sugerem que as proteinas
isoladas ndo tém efeito antibacteriano, e podem ser observados na (Figura 17). A
bactéria E. faecalis e os fungos C. albicans e A. flavus, tiveram 0s mesmos resultados de

E. coli (DH5a) e S. aureus (Dados ndo monstrados).

Figura 16. Gel nativo, concentracdo 7% com amostras de teias Aciniforme (ACIN), Tubuliforme (TUB)
e Dragline (DRA). Ao longo de cada poco é possivel reconhecer uma série de bandas que foram isoladas
para posteriormente serem usadas nos testes antimicrobianos.
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Figura 17. Leitura dos resultados dos testes antimicrobianos feitos com E. coli (DH5a) (A, Be C) e S.
aureus (D, E e F). Tx1, Tx2, Tx3, Tx4 e Tx5 correspondem com as bandas isoladas do po¢o que contém a
amostra da teia Tubuliforme; Til e Ti2, com as bandas isoladas que contém a amostra da teia Aciniforme;
D1, uma das 4 bandas isoladas da amostra que contém a teia Dragline; e C, banda isolada do po¢o 9
usado como controle negativo.
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V. DISCUSSAO

5.1. Padronizacdo para a obtencéo das teias

Existem varios métodos para extrair a seda Dragline, como a extracdo direito da
teia orbicular pegando os fios radiais, ou pegando a seda que ela deixa pela superficie
sob a qual ela caminha, mas nenhum deles é tdo efetivo quanto comparado com o
aparelho desenvolvido neste projeto para a extracdo de teia, o qual foi uma ferramenta
vital, uma vez que permite extrair uma quantidade de teia durante um tempo
determinado. Além disto, € um aparelho mais simples e pratico que outros
anteriormente desenvolvidos, podendo conhecer a quantidade de teia obtida durante a
duracéo extracdo.

O primeiro aparelho visando a extracdo de teia Dragline foi desenvolvido por
Wilson (1962) com o objetivo de estudar as unhas do tarso, os aparelhos de fiacdo e
outros fatores que afetam a fiacdo da Dragline de Araneus diadematus, e usando éter
para anestesiar as aranhas. Anos depois Work & Emerson (1982), desenvolveram outro
aparelho que permitia a extracdo de teia Dragline com uma velocidade aproximada de 5
cm/s. Estes modelos de aparelho dependiam de muitas pecas para seu funcionamento, o
gue demandava uma maior complexidade para uma extracao efetiva e, no caso de Work
& Emerson (1982), seu uso requeria da presenga de duas pessoas para garantir 0 uso
correto, necessitando também do uso de anestesia para adormecer as aranhas, no caso
CO.. Mesmo que estes aparelhos hoje em dia s&o dificeis de usar pelas caracteristicas ja
mencionadas, a importancia destes trabalhos é ser reconhecidos como os primeiros (e
modernos) métodos efetivos na época de seu desenvolvimento.

Viney et al., (1994) usando como modelo de referéncia a pesquisa de Wilson
(1962), desenvolveram um aparelho para extrair teia e pesquisar as caracteristicas oticas
da Dragline de N. cruentata. Madsen et al., (1999) descreveu gue a teia de aranhas das
familias Araneidae, Tetragnathidae, Theridiidae e Pisauridae podem ter diferencas
significativas inter e intraespecificas, e essas variagcdes consideraveis vdo depender de
fatores estressantes como a fome e condi¢gbes ambientais como a velocidade de
enrolamento da teia. Plaza Baonza (2004) demonstrou que ha diferencas nas
propriedades mecanicas da teia entre os fios feitos naturalmente pela aranha e fios

extraidos forcadamente. Se bem estes aparelhos para extracdo de teia foram efetivos e
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fizeram algumas modificacdes para melhorar seu funcionamento, como a reducdo do
namero de pecas ou a inclusdo de osciloscépio e amplificador, nesta pesquisa o aparelho
desenvolvido para a extragdo possui caracteristicas melhoradas, como a possibilidade de
calcular com facilidade a quantidade de metros de teia extraida, um namero menor de
pecas que facilitam ainda mais seu funcionamento, a conexao ao computador como

fonte de energia e a possibilidade de ser usado num ambiente estéril.

Somente Plaza Baonza (2004) informou a velocidade de extracdo usada em seus
experimentos, que foi de 1,5 cm/s, a0 mesmo tempo que indicou que a velocidade
natural média em que uma aranha extrai sua seda para fazer sua teia seria entre 1 e 10
cm/s. A velocidade de extracdo neste trabalho foi de 2,62 cm/s e se encaixa dentro do
valor determinado para a velocidade natural, logo a velocidade estabelecida neste estudo
ndo é um fator que possa ser considerado como prejudicial para a qualidade da teia
obtida. O fato de terem sido realizadas quase 100 extracOes de teia dragline corrobora a
importancia da utilizacdo de equipamentos apropriados como o desenvolvido neste
trabalho para a obtencdo de teia em grandes quantidades (metros). Por outro lado, a
qguantidade de metros de teia coletada representa uma quantidade de peso de

aproximadamente 0,8732 g.

Esses trabalhos citados anteriormente, junto com o trabalho aqui apresentado,
usam um método de extragdo mecanica que ¢ chamado de “seda forgada” (forced silk,
em inglés) que, segundo Guinea et al., (2005), que padronizaram a extracdo a 1 cm/s e
contrastou com fios feitos naturalmente pela aranha, € um método adequado para
obtencdo de teia sem modificar suas propriedades e em quantidades suficientes. Ja
Madsen et al., (1999) afirmaram que diferentes velocidades, de 0,4 cm/s até 8 cm/s,
afetam algumas propriedades elasticas da teia, sem utilizarem seus experimentos fios
obtidos naturalmente como controle e sim todos obtidos por extracdo mecanica. Ambos
trabalhos usaram como modelo de referéncia aranhas do género Argiope, que pertence a

familia Araneidae, assim como N. cruentata.

O tempo e a velocidade estabelecidos para a extracdo, que estiveram entre 20 e 25
minutos e 2,62cm/s respectivamente, sendo testado o tempo de extragdo para reduzir o
estresse da aranha e garantir a sua sobrevivéncia apds a extracdo. Inicialmente o tempo
de extracdo foi de 15 minutos, o qual foi aumentando de 5 em 5 minutos até chegar aos

30 minutos de extragdo, momento no qual as aranhas testadas, trés no total, morreram
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apos de finalizada a extracdo. Desta forma, foram estabelecidos tempos entre 20 a 25
minutos que podem ser considerados como seguros para a sobrevivéncia de N.
cruentata e a possibilidade da mesma aranha ser utilizada posteriormente numa nova

extracéo.

Por outro lado, a velocidade de extragdo teve momentos que atingiu os 4 ou 5
cm/s durante os testes experimentais afim de avaliar o correto funcionamento do
aparelho, ainda que este valor esteja dentro dos tempos estabelecidos por Plaza Baonza
(2004), acredita-se que velocidades menores representem um estresse menor, pois
segundo Madsen et al., (1999) uma das consequéncias de aumentar a velocidade de
extracdo é o aumento da probabilidade do fio se arrebentar, como demonstrado por
Wilson (1962) (Figura 6). Ao longo das 93 extracGes realizadas neste trabalho, ndo foi
registrado ruptura dos fios da teia Dragline, o que indica que a velocidade implementada

se manteve dentro do limite de estresse necessario para poder causar este dano.

Neste estudo a aranha ndo foi adormecida com CO. para facilitar a extracdo da
teia, diferentemente dos trabalhos de Work & Emerson (1982) e Madsen et al., (1999),
0s quais usaram esta técnica para fazer diferentes experimentos, facilitando sua fixacdo
e diminuindo o estresse da aranha nesse ponto do experimento. E sabido que quanto
menor seja o estresse sofrido pela aranha, menor também é a probabilidade de alterar a
estrutura da proteina ou o alinhamento dos aminoacidos presentes na teia (Blamires et
al., 2017). Porém, nesses mesmos experimentos desenvolvidos por eles, a teia s6 foi
extraida depois da aranha ter acordado do efeito do CO, assim este gas foi utilizado
para facilitar a fixacdo da aranha no aparelho e ndo durante a extracdo da teia
propriamente dita. Assim, sugere-se que a utilizacdo de CO, ndo é essencial nem
relevante para o processo de extracdo, levando em consideracdo que N. cruentata ndo é
uma espécie reconhecida pela periculosidade da sua peconha e que para estudos com

aranhas peconhentas o uso do CO. sim seria recomendavel.

5.2. Avaliagéo da presenca de micro-orgnismos na teia Dragline N. cruentata.

A extracdo num ambiente isolado, sem presenca de micro-organismos, (Figura 11)
permitem sugerir que a presenca de micro-organismos contaminantes nos testes

antimicrobianos iniciais ocorreu devido ao tratamento da teia em ambientes ndo estéreis.
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Adicionalmente a evidéncia de auséncia de DNA bacteriano nas amostras de Dragline
analisadas usando primers para 16S na teia Dragline de N. cruentata (Tabela 4) indicam
que os resultados néo estiveram afetados por este fator.

Estes resultados reforcam a necessidade da realizagdo da extracdo da teia dentro
de um ambiente estéril visando o desenvolvimento de pesquisas com fins
biotecnologicos e microbiologicos. Ao mesmo tempo, nesta pesquisa sdo gerados 0S
primeiros reportes sobre presenga/auséncia de micro-organismos em teias de aranha, 0s

quais abrem uma porta para mais pesquisas sobre a relacdo de teias e micro-organismos.

5.3. Identificacdo de proteinas presentes nas teias Dragline e Tubuiforme de N.
cruentata

O gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) (Figura 10) mostra seis bandas, sendo trés
majoritarias na amostra da teia Dragline, ndo entanto Babb et al., (2017) e Sanggaard et
al., (2014) descreveram a presenca de minimo oito espidroinas, as quais, segundo
afirmam Lin et al., (2015), podem ter mais de 3000 aminoéacidos e pesos moleculares
maiores do que 250 kDa, sendo este valor maior que os resultados obtidos no gel de
poliacrilamida, onde a amostra de teia Dragline ndo apresentou pesos moleculares
maiores que o padrdo de peso molecular que é de 180 kDa. Embora algumas bandas
observadas no gel de SDS-PAGE correspondam com os pesos moleculares reportados
em Babb et al, (2017), nem todas as proteinas observadas demonstram

correspondéncia.

Assim pelo menos duas hipéteses podem explicar os resultados. A primeira é que
a concentracdo de acrilamida do gel ndo permitiu que as proteinas de maiores pesos
moleculares migrassem, e a segunda e mais provavel hipotese é que nem todas as
especies de aranhas orbiculares tém as mesmas oito proteinas. Por outro lado, se
observou também bandas finas (Figura 16), que poderiam representar outras proteinas.
N&o entanto foram bem visualizadas com o azul de coomassie, fazendo com que 0 uso
de outro corante como o Nitrato de Prata possa ser uma alternativa para visualizar tanto
no SDS-PAGE quanto no BN-PAGE.

Esses resultados sdo diferentes aos reportados por Bittencourt et al, (2007), que

encontraram apenas uma proteina na glandula Ampola maior e mais uma na
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Tubuliforme (Cilindrica), e no caso das proteinas presentes nesta Gltima glandula, os
resultados poderiam representar tanto proteinas proprias da teia, quanto proteinas de
algum micro-organismo (Figura 9), ja que a teia ndo foi mantida num ambiente estéril.
Adicionalmente, nos trabalhos de Sanggaard et al., (2014) e Babb et al., (2017) so6 foi
descrita a proteina TuSp com peso molecular de 273.978 kDa para a teia produzida na
glandula Tubuliforme, utilizando N. clavipes como modelo de referéncia, enquanto
Bittencourt et al., (2007) utilizaram N. cruentata.

5.4. Testes antimicrobianos

Um dos métodos mais usados para o controle fisico do crescimento de micro-
organismos, além do calor e baixas temperaturas, ¢ a radiacdo (Willey, 2008), a qual foi
usada inicialmente sobre a teia para matar qualquer micro-organismo presente nela.
Segundo Wright & Goodarce (2012) espera-se que a exposicao a luz UV a 254 nm e por
um periodo de tempo de 20 minutos danifique o DNA e afete assim micro-organismos
que ja estdo presentes na amostra de teia. Este tratamento, todavia, ndo levaria a
desnaturacdo de proteinas, porém, esses valores sdo diferentes aos aqui usados, pois a
luz UV com uma intensidade de 302 nm foi testada durante 30, 45 e 60 minutos, sendo
este Gltimo tempo de exposicdo o que conseguiu inibir o desenvolvimento dos micro-
organismos presentes na teia durante os primeiros experimentos. No entanto, diferentes

pesquisadores fornecem informacdes contrarias sob a exposicao da seda a luz UV.

Segundo Nelson et al., (2015), os principais fatores que desnaturam as proteinas
sdo a temperatura e 0 pH, e ndo menciona a luz UV como um fator, o qual sugere que
ndo ha uma alteracdo da composicdo bioquimica da teia. Por outro lado, Lai & Goh
(2015) descreveram os efeitos da exposicdo de luz UV sob a teia de aranha, concluindo
que ha uma diminuicdo de suas propriedades mecanicas devido ao rompimento das
cadeias polipeptidicas. Esses dois argumentos, com visfes diferentes sobre 0 mesmo
aspecto, deixam dividas sobre a integridade da teia na hora de avaliar a capacidade para
inibir micro-organismos, argumento que foi importante no momento de padronizar o
protocolo para a extracdo da teia e realizar o procedimento dentro do fluxo laminar,
deixando de lado o possivel efeito negativo da luz UV sobre os compostos presentes na

teia.
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Na leitura dos resultados dos testes antimicrobianos foram observados que alguns
fatores tiveram influéncia, como a escolha dos solventes e a forma como as amostras
foram tratadas com eles, assim como os fatores meramente biologicos, como a natureza
da teia e a capacidade dos micro-organismos para resistir aos efeitos dos compostos

presentes nela.

Acetona, metanol, etanol e 4gua destilada foram usadas testados por Mirghani et
al.,, (2012) para avaliar seu efeito antimicrobiano contra E. coli e B. subtilis,
encontrando diferentes halos de inibicdo nos seus resultados, sendo que com a acetona
foi observado um maior halo de inibi¢gdo, com 9 mm e 10 mm respectivamente. Todavia
eles ndo informaram a presenca de controle negativo utilizando somente o solvente,
nem foi informada a concentracdo da suspensdo, nem o didmetro do disco usado nos
testes. No presente estudo buscamos realizar uma precisa padronizagdo levando todos
esses fatores em consideracdo. A auséncia de halos de inibicdo apds a utilizacdo de
solventes ndo necessariamente indica auséncia de atividade antimicrobiana. Em nossos
experimentos a teia foi somente ressuspendida em solventes, ndo tendo sido realizados
métodos de maceracdo ou ultrassom, visando maior efetividade na extracdo dos

compostos da teia, sendo esta uma alternativa para futuros estudos.

A mistura dos acidos propanoico e cloridrico foi usada por Lombardi & Kaplan
(1990) para determinar a composicdo de aminoacidos da teia Dragline de N. clavipes,
conseguindo manter a integridade da teia, a qual foi observada a partir do peso
molecular usando um SDS-PAGE e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC),
e nunca tinha sido usada para testes antimicrobianos. Porém, foram observados halos de
inibicdo tanto na suspensdo quanto no controle negativo, demonstrando que este
solvente ndo é apropriado para a realizacdo de testes de atividade antimicrobiana nas
condigdes experimentais estabelecidas.

A capacidade dos micro-organismos de resistir aos agentes antimicrobianos
tambem é algo que deve ser analisado. A emergéncia de resisténcia antimicrobiana é
inevitavel para quase todos 0s novos medicamentos e é reconhecida como o maior
problema no tratamento de infecgOes tanto em hospitais quanto nas comunidades
(Kapoor et al., 2017). A bactéria E. faecalis tem a capacidade de modificar a alvos
moleculares, alterando os precursores da parede celular e evitando que os peptideos

antimicrobianos a cruzem. E. faecalis e S. aureus possuem enzimas modificadoras de
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aminoglicosideos, que impedem a unido das moléculas antimicrobianas com suas
subunidades 30S ribossomais. E. coli, que é uma bactéria gram negativa, pode mudar a
permeabilidade da sua membrana externa como mecanismo de resisténcia aos
antimicrobianos. Fungos filamentosos, como o A. flavus, podem ter sistemas de bombas
de efluxo que fazem a extrusdo do composto para o exterior por transporte ativo, bem
como podem ter aumento da expressdo de alvos moleculares e modificacbes em
enzimas das vias metabdlicas (Mellado et al., 2002). O fungo C. albicans assim como
fungos filamentosos e bactérias também possui capacidade de superexpressdo de

bombas que expulsam as moléculas antimicrobianas (White et al., 2002).

Nos resultados dos testes antimicrobianos desenvolvidos com o contetdo da
ooteca foi observado o halo de inibicdo contra E. coli (Figura 14C), resultado que
concorda com o resultado da pesquisa desenvolvida por Lei et al., (2015), na qual foi
utilizado o extrato da ooteca de Latrodectus tredecimguttatus para avaliar seu potencial
antibacteriano, testando alem de E. coli, S. aureus, Bacillus subtilis, Salmonella
typhimuriume e Pseudomonas aeruginosa. Essa pesquisa teve diferencas consideraveis
com o atual trabalho, sendo que eles maceraram a ooteca com PBS neutro, e separaram
0 sobrenadante do precipitado por centrifugacdo durante 10 minutos a 4°C e 10.000 G,
processo que foi realizado um total de trés vezes, com uma propor¢do 1:3
massa/volume, contrario deste trabalho, onde s6 foi centrifugado uma Gnica vez, por 15
minutos a 4°C a 17.000 G.

Outra diferenca com a pesquisa de Lei et al., (2015), foi que no presente trabalho
0 conteudo da ooteca foi usado puro, e ndo separado por técnica alguma para isolar os
compostos, e desta forma ndo podemos esclarecer qual foi o composto, ou mistura de
compostos, responsaveis pela inibicdo da bactéria Gram negativa aqui testada. No caso,
Lei et al., (2015) identificaram varios compostos e estabeleceram que Latroeggtoxin-1V,
com um peso molecular de 3,6 kDa, € um composto com potencial antibacteriano. Para
interpretar corretamente este resultado deve se considerar também que aranhas da
familia Araneidae e Theridiidae, as quais agrupam a N. cruentata e L. tredecimguttatus
respectivamente, tem habitos diferentes, sendo a primeira uma aranha orbicular, e a

segunda uma aranha de teia irregular.

Aranhas tem se caracterizado por apresentar diferentes tipos de defesas para suas

ootecas, tanto mecénicas quanto biologicas, como mencionado anteriormente. Hieber
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(1992a) estudou os mecanismos de defesa das ootecas das aranhas Mecynogea
lemniscata e Argiope aurantia contra predadores geralistas e especialistas, concluindo
que a funcdo principal da envoltura das ootecas é a protecdo contra predadores e
parasitas, sendo mais efetivas contra predadores especialistas. Num outro estudo com
estas mesmas espécies, Hieber (1992b) demonstrou, tanto em condicGes de laboratério
quanto no ambiente natural, que outra funcdo da envoltura das ootecas também € de
protecdo contra a dissecacdo. Estas consideragfes sugerem que ootecas de N. cruentata,
que faz parte da mesma familia de ambas espécies, podem exercer também essas

funcoes.

Outros artropodes também sdo conhecidos por desenvolver propriedades
antimicrobianas nos seus ovos, como ja foi descrito por Jacobs & van der Zee (2013),
descrevendo o papel da serosa como primeira linha de defesa imune no
desenvolvimento de Tribolium castaneum. No processo desenvolvimento embrionério
de insetos e aracnideos existem muitas diferencas, dentre estas a auséncia da membrana
protetora serosa nos ovos de aranha, a qual demonstrou ser a produtora dos peptideos
antimicrobianos em T. casaneum. Sendo assim, existe a possibilidade de que estes
artropodes quelicerados tenham desenvolvido outros mecanismos de defesa na sua

embriogénese.

5.4. Eletroforese de gel nativo para isolamento de proteinas das teias

As andlises com as proteinas separadas usando BN-PAGE utilizadas neste estudo
foi inovadora, pois ndo se tem registros do uso desta metodologia para separacao e uso
de proteinas em estudos de propriedades antimicrobianas de teias de aranha. Os
resultados deste experimento, assim como no SDS-PAGE mostram varias proteinas nos
tipos de teia analisadas, e esse numero de proteinas ndo corresponde com o numero de
proteinas proposto por Bab et al., (2017) que sdo: 8 para Dragline, 1 para Tubuliforme e
1 para Aciniforme. No nosso estudo foram: 4 para Dragline, 5 para Tubuliforme e 2 na
Aciniforme. Embora o0 BN-PAGE nédo tenha sido realizado com padrdo de peso
molecular, as proteinas sdo possivelmente de alto peso molecular, uma vez que a
maioria delas ficaram na parte superior do gel, mesmo ap6s duas horas de corrida

eletroforética. Para Nephilingis cruentata foram descritas as proteinas achadas nas suas
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teias, particularmente na ampola maior, ampola menor, tubuliforme e flageliforme, uma
para cada tipo de teia usando a técnica de RT-PCR e amostras de RNA total isoladas
com Trizol (Bittencourt et al., 2007), e que é reafirmado por Bittencourt et al., (2012)
que fizeram uma revisdo das espidroinas identificadas em diferentes aranhas

representativas da araneofauna brasileira.

A auséncia de halos de inibicdo nas proteinas separadas do gel BN-PAGE pode
estar relacionada com o peso molecular das proteinas que foram obtidas que eram de
alto peso molecular. Em experimentos desenvolvidos por Gomes et al., (2011) e Harvey
et al., (2017), os peptideos de teia de aranha que apresentaram atividade antimicrobiana
possuem menos de 25 kDa, enquanto aqui neste estudo foram usadas proteinas que
superam esses pesos. Pesquisas com outros modelos de referéncia, como o
polissacarideo Quitosana, mas com o0 mesmo objetivo de achar compostos
antimicrobianos, determinaram que quanto menor o peso molecular do composto,
melhor o resultado nas leituras dos testes antimicrobianos (Shin et al., 2001; Fernandez-
Pan et al., 2015), sugerindo a necessidade de fazer novos gels de corrida com uma maior

concentracao.

Purificacdo de proteinas em aracnideos tem sido usada para Vvarios aspectos, como
no caso de Frontali et al., (1976) que purificou peptideos de Latrodectus mactans para
avaliar sua acdo sobre mudancas neuromusculares em rds; Corzo & Escoubas (2003)
fizeram uma revisdo sobre peptideos farmacologicamente ativos de aranhas, concluindo
que no veneno delas, os peptideos de até 12 kDa podem ter algum tipo de atividade; em
escorpides também foi utilizada a purificacdo de peptideos de baixo peso molecular,
(e.g. 7,2 KDA), para avaliar sua acdo analgésica e antitumoral em ratos (Shao et al.,
2014). Adicionalmente, Cordeiro et al., (2015) estudaram 0s compostos ativos em
aracnideos de importancia médica no Brasil como aranhas, escorpides e carrapatos,
demonstrando que sdo principalmente os peptideos de baixo peso molecular os que
possuem importancia. Portanto, a purificacdo de proteinas de aranha, tanto das teias
quanto das ootecas, poderia ser uma ferramenta importante para avaliar se alguma delas
de forma independente, ou em conjunto, tem a capacidade de inibir o crescimento dos

micro-organismos, pois este tipo de pesquisas ndo tem sido amplamente desenvolvidas.

46



VI. CONCLUSOES

O desenvolvimento de aparelhos apropriados para a extracao da teia Dragline com
controle de velocidade de extracdo foi essencial para otimizar o processo de extragdo
das teias neste estudo.

A teia dragline de N. cruentata no seu estado puro ndo apresentou atividade
antimicrobiana. Os solventes usados podem ser testados junto com ultrassom ou

maceracao para melhorar a liberacdo dos compostos presentes nas teias.

N&o foi observada amplificagdo de DNA bacteriano a partir das teias obtidas,

sugerindo auséncia de bactérias nas teias.

A purificacdo de proteinas de aranha, tanto das teias quanto das ootecas, pode ser
uma ferramenta importante para avaliar se alguma delas de forma independente, ou em

conjunto, tem a capacidade de inibir o crescimento dos micro-organismos aqui testados.

Foi observado pela primeira vez em N. cruentata, como ja observado em outras
espécies de aranhas e também em insetos, que sua ooteca contém moléculas com

atividade antimicrobiana contra E. coli.

O Brasil é um pais megadiverso e possui mais de 3000 espécies de aranhas (cerca
do 7% da biodiversidade mundial) as quais tém sido muito pouco usadas em estudos
biotecnoldgicos, mesmo sabendo do seu grande potencial. Este trabalho abre portas para
novas pesquisas e metodologias que ligam a ciéncia basica com a ciéncia aplicada,

sendo muito importante para futuros avancos na ciéncia brasileira.
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