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RESUMO

Os fios de seda produzidos pelas aranhas sdo um material que apresenta
propriedades unicas como alta elasticidade e resisténcia a tensao, super-contracio,
fluorescéncia, entre outras, sendo entdo uma fonte de inspiracdo para a area de
pesquisa e desenvolvimento, servindo tanto como matéria prima para trabalhos com
o material, como meta para trabalhos que buscam produzir materiais artificiais com
propriedades analogas ou superiores. Uma espécie de aranha amplamente utilizada
em estudos envolvendo seda € a Trichonephila clavipes, que tece grandes teias
orbiculares que apresentam uma coloracdo dourada e foi escolhida como foco
principal deste trabalho. O presente estudo buscou avaliar a utilidade da seda
produzida por essas aranhas para aplicagao na cultura 3D de células de fibroblasto
de camundongo como scaffold natural. Oito espécimes foram coletados da natureza
e mantidos em laboratério para obtencao dos fios de seda, que durante o periodo de
manutencao das aranhas, apresentou mudancga de coloragédo de dourado para branco.
Foram realizadas analises dos fios por microscopia eletrébnica de varredura, EDS,
microscopia de fluorescéncia, DSC e TG para avaliar essa variagdo. Apos isso, células
L929 foram cultivadas em meio contendo a seda esfoliada, objetivando a formagéao de
esferoides, que foram avaliados no periodo de 5 dias e 10 dias para observar o
impacto dessa interagdao. As culturas foram observadas pelos mesmos métodos de
microscopia anteriormente aplicados aos fios. Como resultados, foi observada uma
afinidade das células com os fragmentos de seda presentes no meio de cultura, com
o material ndo s6 tendo as células aderidas a ele, mas sendo englobado e até certo
ponto sendo absorvido pelos esferoides. Os esferoides, além de se ancorarem a seda,
também incorporaram fluoréforos presentes no material, apresentando fluorescéncia
ao serem observados sob o microscoépio de fluorescéncia. Conclui-se que a seda de
T. clavipes apresenta potencial como scaffold para a cultura de células bem como
capacidade fluorescente que deve ser aplicada dentro da area de cultura de células e
na area de engenharia biomédica.

Palavras-chave: Trichonephila clavipes, Seda de Aranha, Biomaterial, Cultura de
Células, Engenharia Biomédica, Biofluorescéncia.
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ABSTRACT

The silk threads produced by spiders are a material with unique properties, such as
high elasticity and tensile strength, supercontraction, fluorescence and others. As
such, they serve as a source of inspiration for research and development, acting both
as a raw material for direct experimentation and as a benchmark for the development
of artificial materials with analogous or superior properties. One spider species widely
used in silk-related studies is Trichonephila clavipes, which weaves large orb-shaped
webs with a golden coloration and was chosen as the focus of this study. This study
aimed to evaluate the usefulness of the silk produced by this species for application in
the 3D culture of mouse fibroblast cells as a natural scaffold. Eight specimens were
collected from the wild and maintained in the laboratory to obtain silk threads, which,
during the maintenance period, exhibited a color change from gold to white. The
threads were analyzed using scanning electron microscopy, EDS, fluorescence
microscopy, DSC and TGA to assess this variation. Following this, L929 cells were
cultured in a medium containing exfoliated silk, aiming to promote spheroid formation.
These spheroids were evaluated after 5 and 10 days to assess the impact of the
interaction. The cultures were examined using the same microscopy methods
previously applied to the threads. As a result, the cells showed affinity for the silk
fragments present in the culture medium, not only adhering to the material but also
engulfing and, to some extent, absorbing it. In addition to anchoring onto the silk, the
spheroids also incorporated fluorophores present in the material, displaying
fluorescence when observed under a fluorescence microscope. It is concluded that T.
clavipes silk presents strong potential as a scaffold for cell culture, as well as an
inherent fluorescent capacity that should be further explored for application in both cell
culture systems and biomedical engineering.

Keywords: Trichonephila clavipes, Spider Silk, Biomaterial, Cell Culture, Biomedical
Engineering, Biofluorescence.
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1 INTRODUGAO

Ha séculos a seda produzida por aranhas vem sendo extensamente aplicada
para o tratamento de doengas e ferimentos, tendo relatos de sua utilizagdo pelos
Gregos e Romanos antigos que a utilizavam para tratar diversos males, desde sua
colocacao em feridas abertas para acelerar a regeneragao, remogao de verrugas
envolvendo-as com seda e ateando fogo, tratamento de dentes cariados inserindo
casulos, até mesmo para tratar dermatomicose e lepra (Newman; Newman, 1995). O
material comecgou a ser estudado formalmente, com publicag¢des cientificas, por volta
de 1710, quando suas propriedades biomédicas hemostaticas e cicatrizantes, além de
suas caracteristicas fisicas relacionadas a resisténcia, ja eram reconhecidas (Bon,
1710). Além disso, no século XVIII, a teia de aranha foi utilizada em oncologia cuténea
para manter o medicamento fixado sobre lesbes cancerosas (Newman; Newman,
1995). Na natureza, a seda produzida pelas aranhas é aplicada para diversos fins,
como por exemplo para tecer suas teias, enrolar e aprisionar suas presas, proteger
sua prole e até mesmo como uma linha salva-vidas para escapar de predadores e
facilitar sua locomocéo. Essa variedade de usos € muito maior do que a de outros
animais que produzem seda como o bicho da seda (Bombyx mori) que utiliza sua seda
para fazer casulos. A aranha possui diversas glandulas especializadas em seu
abdémen para produzir uma grande variedade de fios que ela aplica em diferentes
ocasides (Romer; Scheibel, 2008). Aranhas que tecem teias orbiculares, que incluem
0s géneros Trichonephila e Araneus, possuem sete tipos de glandulas produtoras de
seda, glandula ampulata maior, ampulata menor, flageliforme, piriforme, cilindrica,
aciniforme e agregada (Bergmann et al., 2022). A seda produzida por esses
aracnideos possui propriedades mecanicas Unicas, tendo como exemplo sua
resisténcia a tracdo maior que a do ago de médio carbono e igual ou maior que a do
aco de alto carbono, além de elasticidade comparavel a da borracha. Essas
propriedades juntas tornam a seda de aranha um material natural com tenacidade
duas a trés vezes maior que a de materiais sintéticos como Nylon e Kevlar (Rémer;
Scheibel, 2008). Outra caracteristica unica desse material é sua capacidade de super-
contragdo, podendo se contrair até 60% de seu comprimento total ao ser molhado
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como resultado do aumento da umidade relativa do ambiente, sendo este um processo
reversivel. Este processo ocorre por conta de trés fendmenos: dissociagao de ligagdes
de hidrogénio intermoleculares induzida pela agua, perda da orientagdo das cadeias
ao ocorrer transicdo de um estado cristalino para borracha e o entumecimento devido
a penetragao das moléculas de agua para dentro da seda (Cohen et al., 2021).

As aranhas do género Trichonephila, vulgarmente conhecidas como aranhas-
do-fio-de-ouro, sao especialmente conhecidas por produzirem uma seda de coloragéao
dourada e pelo dimorfismo sexual extremo onde as fémeas adultas sao maiores , com
tamanho 11 vezes maior e peso 100 vezes maior do que os machos. Essas aranhas
sdo encontradas por todo o mundo em regides tropicais e subtropicais. As teias deste
género de aranhas sdo muito resistentes e podem ser vistas capturando de grandes
insetos até pequenos passaros e morcegos (Platnick et al., 2020).

As aranhas possuem varios compostos em sua hemolinfa chamados de
fluoréforos, que permite que seu exoesqueleto e cerdas emitam fluorescéncia ao
serem expostos a diferentes tipos de emisséo de luz, emitindo em ondas diferentes
da luz incidente. Esta propriedade esta presente na maioria das espécies, que
apresentam tipos especificos de fluoréforos cada (Andrews et al., 2007). A
fluorescéncia das aranhas € um fendmeno conhecido, mas pouco explorado, tendo-
se registros de 1925 que relatam nao so6 a fluorescéncia desses animais, mas também
das teias que tecem, sendo observados sob a luz ultravioleta de uma lampada a vapor
de quartzo-mercurio, emitindo coloracbes variadas de espécie para espécie, de
amarelo palido, a verde e até azul (Lourencgo et al., 1988).

As técnicas de cultura de células aplicadas atualmente s&o principalmente
divididas entre culturas 2D e 3D. A cultura 2D segue com um substrato bidimensional
que permite as células crescerem e interagirem lateralmente, sendo boa para a cultura
de células eucaridticas. No entanto, ndo simula a forma em que essas células se
encontram dentro de um organismo vivo, interagindo com outras células num
ambiente tridimensional. A cultura de células 3D providencia espago para que as
células cresgam de forma mais natural e permite adquirir resultados mais apropriados,
como os esferdides.

Os esferodides, que constituem culturas celulares desenvolvidas em placas de
baixa adesao, facilitam a formacao de estruturas celulares que se agregam de forma

coesa, alcangando assim uma morfologia esferoidal. Consequentemente, é imperativo
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utilizar os modelos que correspondam de forma ideal aos requisitos de cultura de cada
tipo especifico de célula para produzir modelos que produzam resultados que reflitam
com precisao seus analogos in vivo (Kumar et al., 2023; Kallén et al., 2025). Uma linha
celular frequentemente empregada é o clone NCTC 929 (L929), reconhecido por suas
caracteristicas vantajosas para a cultura, exibindo alta sensibilidade e ¢é utilizado para
ensaios de citotoxicidade, respostas antigénicas e adesao celular, além de demonstrar
comportamento previsivel e reprodutivel. Essas linhas celulares sdo amplamente
aplicadas no dominio da engenharia de tecidos para avaliar adesao, proliferagao e
biocompatibilidade. Na area médica, estudos vém sendo feitos para utilizar os fios da
seda da aranha como fios de sutura. Foi observado que, ao trancar os fios de
diferentes formas, € possivel obter diferentes curvas de estresse quando aplicado
tracdo, que ao comparar com fios de sutura atualmente utilizados, apresenta maior
capacidade de resistir a esforco continuo, sendo entdo uma o6tima alternativa para
suturar tenddes, que estao constantemente sob tensao (Hennecke et al., 2013). Esses
fios de seda apresentam a capacidade de estimular a regeneragao celular, fenébmeno
observado ao utilizar o material como enxerto artificial reconectando nervos periféricos
com lesdes extensas. Apos certo periodo, houve sinais de reparagao nervosa, com
axbnios regenerados e bem mielinizados por células de Schwann endégenas, o que
indica uma regeneracao neural similar a um transplante de nervo autélogo (Radtke et
al., 2011).

Seguindo esse contexto, o presente trabalho procurou estudar a viabilidade da
seda de aranha da espécie Trichonephila clavipes como scaffold em culturas 3D,
utilizando esferoides de células da linhagem L929 de fibroblastos de camundongo.
Desta forma podendo avaliar as interagdes dos esferoides com o material e analisar
sua viabilidade como scaffold e outras propriedades que possam afetar a cultura e seu

desenvolvimento.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo foi avaliar a utilizagcdo da seda de aranhas da
especie Trichonephila clavipes em cultura de células 3D e verificar seu potencial como
biomaterial para ser aplicado em organismos vivos, observando seu impacto na

cultura celular da linhagem L929.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter espécimes de Trichonephila clavipes na natureza e coletar suas teias in
situ (produzidas no local de coleta/ na natureza);

e Coletar as teias ex situ (produzidas no laboratorio/nos viveiros);

e Avaliar e comparar as diferencas entre as amostras de seda in situ (amostras
douradas) e ex situ (amostras brancas) através de métodos de analise;

e Observar a propriedade fluorescente das sedas através da microscopia de
fluorescéncia

e Realizar a analise estrutural das sedas através da microscopia eletrénica de
varredura;

e Analisar a composicao elementar das sedas através da espectroscopia por
energia dispersiva;

e Analisar as ligagcdes quimicas das sedas através da espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier;

e Analisar a degradacao térmica das sedas através da termogravimetria;

e Analisar a estabilidade térmica das sedas por meio da calorimetria exploratéria
diferencial;

e Processar as amostras de seda para serem introduzidas no meio de cultura
celular;

e Introduzir a seda processada em culturas 3D na linha celular L929;

e Avaliar o impacto da interagao células-seda na cultura de células L929 entre os
periodos de 5 a 10 dias de cultura;

e Observar a interacao células-seda através da microscopia de fluorescéncia;
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e Observar a interacdo células-seda por meio da microscopia eletrénica de

varredura.
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3 REVISAO DE LITERATURA

Este topico apresenta a revisao bibliografica em que este estudo se baseou, a
fim de enfatizar a aplicabilidade da seda de aranha na cultura de células 3D e

introduzir suas propriedades.

3.1 ESPECIE: Trichonephila clavipes E SUA SEDA

O género Trichonephila esta presente em quase todos os continentes,
contendo mais de 20 espécies e sendo uma espécie de aranha presente
principalmente em regides tropicais e subtropicais. Elas possuem algumas
caracteristicas unicas como sua seda de coloracdo dourada e o dimorfismo sexual
extremo, onde em alguns casos as fémeas sao 11 vezes maiores e 100 vezes mais
pesadas que os machos, com as fémeas alcangando até 40 mm de comprimento do
corpo. Suas teias sdo orbiculares e grandes, tendo sua porgdo de captura por volta
de 1m de didmetro com sedas de ancoragem ainda mais longas. Essas aranhas
repousam no centro de suas teias esperando por presas serem interceptadas e fazem
manutencdo constante dela, sendo chamadas de teia semipermanente, onde as
aranhas constroem a teia e ao longo do tempo reparam as partes que se deterioram
(Platnick et al., 2020).

A espécie Trichonephila clavipes (Fig. 1), € uma espécie presente por
praticamente todo o continente americano, tendo populagdes da Argentina até os

Estados Unidos da América (Bergmann et al., 2022).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O processo de producao da seda dessas aranhas ainda ndo é completamente
compreendido, mas comega dentro de suas glandulas, das quais existem 7 e séo
utilizadas para diferentes fins (Fig. 2). Acredita-se que a formagéo nos dutos de seda
ocorra devido a indugéo de tensdo, mudangas de pH e gradiente iGnico. As proteinas
que compdem a seda sdo conhecidas como espidroinas e foram identificados 28
genes que codificam para uma diversa gama dessas proteinas (Bergmann et al.,
2022).
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Figura 2: Esquematica de tipos de seda de Trichonephila clavipes.
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Fonte: Adaptado de Bergmann et al. (2022).

A produgdo da seda comega na parte distal da cauda da glandula (Fig. 3),
chamada de parte secretdria, onde € produzida uma solucido aquosa altamente
viscosa rica em espidroinas. Essa solucéo € entao secretada dentro do saco onde é
armazenada em forma de uma solugdo cristalina altamente concentrada até o
momento de serem tecidas, quando formam agregados moleculares longos e
complexos durante seu fluxo lento através do saco. Apds esse processo inicial, essa

solucdo passa pelo resto do ducto recebendo outras camadas enquanto se
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solidificam. Essas estruturas sdo ricas em folhas beta pregueadas, que tém sua

formacao favorecida por acidificagdo e alta tensdo (Bergmann et al., 2022).

Figura 3: llustracdo da glandula ampulata maior.
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Fonte: Adaptado de Bergmann et al., (2022).

As proteinas que compdem o principal tipo de seda utilizada pelas aranhas sao
as espidroinas ampulatas maiores 1, 2, 3, 4 e 5 (MaSp1, 2, 3, 4 e 5), espidroinas
ampulatas menores (MiSp) e flageliformes, que sdo compostas por cadeias de
aminoacidos repetitivos, tendo as MaSp composta principalmente por trechos de
polialanina (A)n, sequéncias repetidas de glicina-alanina (GA)n, partes ricas em glicina
(GGX) onde o X pode ser ocupado por alanina, glutamina (Q), leucina (L) ou tirosina
(Y) e a MaSp2 ainda introduz a presencga de prolina (P). Essas sequéncias de (A)ne
(GA)n formam aglomerados de fitas de folhas beta antiparalelas, as sequéncias
repetidas de aminoacidos GGX formam estruturas Helicoidais-3 e as repeti¢cdes de
GPGXX ricas em prolina compdem regides de dobras beta elasticas (Fig. 4). Assim
sendo compostas as camadas internas da seda, sendo essas o0 nucleo interior e
exterior, que entdo sao recobertos por uma camada de “pele” composta por proteinas
similares a espidroina ampulata menor (MiSp), seguida por uma camada de
glicoproteinas e uma ultima exterior composta por lipidios (Fig. 5) (Bergmann et al.,
2022; Hu et al., 2025).
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Figura 4: llustracao basica da composig¢ao da seda.
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Fonte: Adaptado de Bergmann et al. (2022).

Figura 5: llustragéo das camadas da seda.
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Fonte: Adaptado de Bergmann et al. (2022).

Em relagao a fluorescéncia nas aranhas e de sua seda, nao foram encontrados
estudos anteriores que diretamente avaliassem essa propriedade em espécimes de
Trichonephila clavipes, mas os estudos encontrados descrevem a fluorescéncia
corporal em membros dentro da mesma familia e género que pertencem. Sendo a
familia Araneidae com representantes: Araneus diadematus, Araniella cucurbitina e
Singa hamata, além de um exemplar dentro do mesmo género, Trichonephila
madagascariensis. Todos os exemplares mencionados apresentam fluorescéncia

corporal e uma grande variedade de fluoréforos, além de a maioria apresentar
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fluorescéncia na seda de suas ootecas. Todas essas espécies sao proximas da T.
clavipes e segundo os estudos, muitas outras espécies de aranhas apresentam
fluorescéncia corporal, além dessa fluorescéncia ter evoluido separadamente em

varias dessas espécies (Andrews et al., 2007; Lourencgo et al., 1988).

3.2 PROPRIEDADES DA SEDA DE ARANHA

A seda que as aranhas tecem para produzir suas teias € um material que
apresenta grande versatilidade e altamente desejaveis em materiais produzidos
artificialmente para o uso em diversas areas do conhecimento. Suas propriedades
mecanicas permitem que tipos diferentes de seda apresentem caracteristicas
diferentes, como a seda flageliforme, que possui alta elasticidade podendo dissipar
perfeitamente a energia de impacto de uma presa (Romer e Scheibel, 2008). Ao
receber impacto de insetos voadores, a seda de aranha consegue transformar 65%
da forga cinética resultante em calor, minimizando o rebote e impedindo que a presa
seja catapultada para longe (Bergmann et al., 2022). A seda de aranha possui alta
resisténcia térmica, conseguindo manter sua estabilidade até por volta de 230°C e se
degradando progressivamente conforme o aumento de temperatura (Cunniff et al.,
1994). Outra propriedade importante do material € sua longevidade no ambiente
natural. Através da limitagdo de acesso ao nitrogénio, a seda consegue prevenir 0
crescimento bacteriano em sua superficie, tendo um efeito bacteriostatico que a
permite persistir por muito mais tempo sem ser degradada na natureza (Zhang et al.,
2019).

3.3 APLICACOES DA SEDA COMO BIOMATERIAL

Diversos estudos tém sido realizados com o objetivo de aplicar a seda de
aranha como biomaterial, principalmente em enxertos (Allmeling et al., 2006; Wendt
etal., 2011; Radtke et al., 2011; Salehi et al. 2020; Kornfeld et al., 2021). Por exemplo,
um estudo utilizou seda de aranha para confeccionar um enxerto de nervo. Foram
empregadas vénulas descelularizadas de porco, preenchidas com seda de aranha,
nas quais foi injetada uma suspensao de células de Schwann humanas. As amostras

foram cultivadas por uma semana para avaliagao da viabilidade. Buscaram observar
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a aderéncia das células a seda e as taxas de crescimento, além de possiveis efeitos
téxicos (Allmeling et al., 2006).

Outra aplicagao é como scaffold, um estudo utilizou a seda fiada diretamente
das aranhas e envolveu de forma cruzada um quadro de ago inoxidavel para observar
o crescimento fibroblastos NIH/3T3 (Fig. 6). A parte do quadro de ago com seda foi
totalmente submergida e buscaram analisar o crescimento das células e sua
aderéncia na seda, tendo como pontos chave para observagao o periodo de 3, 10 e
20 dias de incubacao (Kuhbier et al., 2010).

Figura 6: Quadro de acgo inoxidavel fiado com seda.

Fonte: Kuhbier et al. (2010).

O modelo anterior foi aperfeicoado em outro estudo seguinte que utilizou o
mesmo tipo de quadro de aco para a producao de pele artificial com dois tipos de
linhagens de células diferentes e com exposigao dupla ao meio e ao ar (Fig. 7). Esse
modelo buscou permitir o suprimento de nutrientes e a eliminacdo de metabdlitos
através de difusdo, e essa exposicdo dupla procurando estabelecer a formacao de
duas camadas distinta de pele, primeiro introduzindo as células MEF (derme) e depois
introduzindo as células HaCaT (epiderme). Cada tipo celular se desenvolve em

periodos diferentes, entdo buscaram aplica-las de forma que crescessem igualmente
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para atingir a estratificagdo. Planejaram introduzir o segundo tipo celular (HaCaT)
apo6s duas semanas do primeiro (MEF) e aguardar a confluéncia para avaliar o nivel
de estratificacdo (Wendt et al., 2011).

Figura 7: llustracao do modelo de cultura com interface ar/liquido.
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Fonte: Adaptado de Wendt et al. (2011).

O efeito de super-contragdo, que ocorre quando a seda é exposta a liquido,
costuma causar efeitos variados e indesejados nas culturas, mas através deste
modelo a seda pbde ser fixada, impedida de se contrair pela acdo do quadro de acgo
(Wendt et al., 2011).

Estudos utilizando enxerto de seda de aranha, antecedido pelo estudo de
Allmeling et al. em 2006, foram continuados e aplicados em ovelhas. Um trecho de 6
cm do nervo tibial de ovelhas foi cortado para avaliar a aplicabilidade e
biocompatibilidade do enxerto de seda e seu desempenho em comparacgao ao padrao
cirurgico da época. Com esse estudo, foi observado o desenvolvimento dos axénios
através do enxerto de seda de aranha e buscaram analisar o desenvolvimento do
implante. Os enxertos foram observados para encontrar a presenca de células de
Schwann endogenas e a formagdo de nddulos de Ranvier. Os doze animais
transplantados tiveram sua saude testada ao longo nos periodos de 2 meses para
avaliar a sensibilidade em relagdo ao grupo controle e nos periodos de 6 a 10 meses,
onde ao final dos 10 meses, os enxertos foram retirados para analise e observacao
do desenvolvimento e efeitos adversos como efeitos inflamatorios (Radtke et al.,
2011).

3.4 MODELOS TRIDIMENSIONAIS DE CULTURA CELULAR
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O uso de fibras de seda de aranha recombinante em busca de aplica-las em
culturas de células 3D para a formacédo de esferdides. Trés tipos celulares foram
utilizados: Hepatdcitos primarios de rato, células tronco humanas derivadas de tecido
adiposo (hMSC) e fibroblastos de camundongo (L929). Esse trabalho utilizou uma
seda recombinante anteriormente desenvolvida que pode se auto montar em scaffolds
de tamanho celular. Uma solugdo contendo células, seda e meio de cultura foi
semeada em placas de pocos ultra low attachment (Fig. 8) para a formagdo dos
esferoides (Stern-Tal et al., 2021).

Figura 8: Esquema de semeadura de células com seda recombinante e formac¢ao em
esferoides.
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Fonte: adaptado de Stern-Tal et al. (2021).

Em outro estudo, foi utilizada proteina de seda recombinante para a formagao
de microesferas projetadas para melhorar a adesao celular. As microesferas foram
formadas em meio aquoso a partir de um processo utilizando acido hialurénico para
controlar a automontagem, influenciando o tamanho e uniformidade das esferas.
Células tronco derivadas de medula 6ssea humana foram cultivadas em meio
contendo essas esferas com o intuito de formagdo de esferdides integrados as

microesferas de proteina recombinante (Ornithopoulou et al., 2023).
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A seda de aranha recombinante funcionalizada de fibronectina em forma de
rede foi utilizada como scaffold para a cultura de esferdides. Estas redes foram criadas
com a introducao de bolhas de ar na solugéo, o que ocasionou na formag¢ao de uma
fina camada de seda em volta da espuma resultante. Com o tempo, essas membranas
estouraram e formaram uma rede tridimensional, mimetizando as fibras intersticiais da
matriz extracelular com propor¢cées e mecanicas similares. Com esta formacao da
estrutura, foi possivel integrar células aderentes na rede introduzindo uma suspenséao
celular antes de espumar a solugédo de seda, proporcionando uma dispersao
homogénea das células pelo scaffold. Da mesma forma, este método permite
adicionar outros componentes da matriz extracelular a rede, aplicando suas

capacidades ao scaffold (Kallén et al., 2025).
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4 METODOLOGIA

4.1 OBTENGAO DOS ESPECIMES

A espécie principal utilizada neste trabalho foi selecionada dentre as aranhas
da subordem Araneomorphae, com o nome cientifico Trichonephila clavipes e de
nome vulgar aranha-do-fio-de-ouro. A manipulagao e coleta da espécie foi autorizada
pelo Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade (ICMBio) através do
Sistema de Autorizagédo e Informagdo em Biodiversidade (SISBIO) com numero de
protocolo 93283-1. Para a coleta dos espécimes foi obtido o auxilio do Dr. Antonio
Domingos Brescovit (Instituto Butantan), que ajudou com informagdes importantes
sobre a espécie, local (23°33 '56.2 "S 46°43' 07.1"W) e procedimento de coleta.

Foram coletados oito espécimes fémeas localizadas em suas teias construidas
em diversos locais entre a flora local. Apds a coleta, os espécimes foram separados
individualmente em potes contendo algoddao umedecido, que permitiu manter uma
umidade mais apropriada durante o transporte. O transporte do local de coleta até o
laboratério dentro do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento (IP&D) da UNIVAP em
Sao José dos Campos (23°12'36.7"S 45°57'24.1"W) levou cerca de 6 horas e apés
chegar no local, os espécimes foram imediatamente transferidos para seus

respectivos viveiros.
4.2 MANUTENCAO DOS ESPECIMES

Para a manutencgao dos espécimes, 8 aquarios de vidro com medidas de 25 x
12 x 17 cm foram utilizados. Cada aquario teve o fundo forrado com substrato vegetal
em natura e preenchido com galhos coletados préximo ao IP&D para permitir a
confecgao das teias. Recipientes com algodao umedecido foram dispostos dentro dos
aquarios para manter a umidade. Para controlar a temperatura e a umidade do local
onde se encontravam os viveiros, foi utilizado um relégio de mesa Lelong LE-8129
com medidor de temperatura e umidade, além de um borrifador de agua para
umedecer o ambiente dentro dos viveiros diariamente (Fig. 9).

A temperatura dos viveiros nao foi monitorada diariamente, ja que a

temperatura regional se adequa aos requerimentos da espécie, flutuando entre 20 °C
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e 28 °C durante o periodo de contengcdo. A umidade foi monitorada e controlada
diariamente para que atingisse um minimo de 60% e um maximo de 80%. Os
espécimes foram alimentados diariamente com borboletas de diversas espécies

coletadas da fauna local préximo ao IP&D da UNIVAP (Fig. 7).

Figura 9: Diagrama de manutencao dos espécimes.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3 OBTENGCAO DOS FIOS

A coleta da seda de T. clavipes foi efetuada de duas formas, coleta in situ e
coleta ex situ, onde a seda coletada in situ foi retirada das teias construidas pelos
espécimes na natureza durante a coleta no Instituto Butantan e que apresentam uma
coloracédo dourada (denominada de amostra dourada) e a seda coletada ex situ foi
retirada das teias construidas nos viveiros dos espécimes apds o falecimento de cada

um (denominada de amostra branca).
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Todas as amostras de seda coletadas foram separadas e armazenadas em
tubos de ensaio tipo Falcon protegidos da exposicdo ao sol e em temperatura
ambiente. Apés o armazenamento, todas as amostras que foram utilizadas durante o
trabalho para fazer as analises e os experimentos foram submetidas ao processo de
esterilizagdo em autoclave, sendo colocadas em tubos de ensaio de 15ml e seguindo
o protocolo padrdo, com o procedimento durando 15 minutos e atingindo a

temperatura de 121°C a 1 atmosfera.

4.4 ANALISE POR MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA DOS FIOS

Todas as amostras foram analisadas por microscopia de fluorescéncia,
utilizando um microscopio Leica DMIL LED com camera acoplada Leica DFC 310 FX
e software de captura de imagem LAS (V4.6). As amostras foram dispostas cada uma
em uma lamina propria e recobertas com laminulas para exposi¢cao aos filtros e
observacao da fluorescéncia. Foram utilizados 3 filtros diferentes para analisar as
amostras: L5/azul (excitagao BP 480/40 nm), N2.1/verde (excitagdo BP 515 — 560 nm)
e D/UV + violeta (excitagao BP 355 — 425 nm).

4.5 ANALISE POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Para verificar as diferencas estruturais das amostras de teia obtidas, foi
utilizado o microscépio eletrénico de varredura (MEV) Zeiss — EVO MA 10. As
amostras foram separadas e coladas em stubs com fita de carbono e metalizadas com
ouro em uma metalizadora EMITECH — K550X para analise e comparagéo das

imagens com o intuito de identificar o motivo da diferenga de cor entre as amostras.
4.6 ANALISE POR ESPECTROSCOPIA POR ENERGIA DISPERSIVA DOS FIOS

Além da analise estrutural através das imagens, foi efetuada a espectroscopia
por energia dispersiva (EDS) das amostras para comparagdo de suas composi¢coes
quimicas. Esta analise consiste em obter a composicao elementar da seda através da
analise das ondas de raio-x emitidas pelo material apds sua exposi¢cao ao feixe de
elétrons do microscopio eletrénico de varredura. Ela foi feita imediatamente apds o
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MEV, entdo o ouro presente nas amostras foi omitido dos resultados através do

software.

47 ANALISE POR ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER

A andlise com espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) foi feita com o espectrdmetro PERKIN-ELMER Spectrum Two IR. Esta técnica
foi utilizada para analisar a composigao das diferentes amostras de seda e avaliar se
havia alguma diferenca que explicasse a mudanga de coloragdo. As amostras secas
foram enoveladas e prensadas para entdo serem colocadas diretamente no
equipamento para execucado do FTIR. A analise consiste na irradiacdo de radiagao
infravermelha em um material com o intuito de captar as vibragdes geradas pelos
grupos funcionais de suas moléculas ao serem expostas. Assim, o FTIR mede quais
comprimentos de onda do infravermelho sdo absorvidos pela amostra e gera um
espectro caracteristico do material. Esse espectro gerado é calculado pelo software

através de um algoritmo de transformada de Fourier.

4.8 ANALISE POR TERMOGRAVIMETRIA E CALORIMETRIA EXPLORATORIA
DIFERENCIAL

Estas andlises sido dependentes uma da outra, tendo sido feita a
termogravimetria (TG) primeiramente e depois a calorimetria exploratéria diferencial
(DSC). O TG consiste em avaliar a perda de massa em relagéo a temperatura até a
degradagdao completa do material. Este teste foi feito utilizando um analisador
termogravimétrico NETZSCH STA 449F3, iniciando a andlise em 0°C e aquecendo
até 1000°C. O DSC consiste na exposicao controlada do material a temperaturas
elevadas para observar alteragcdes no padrao de absorcéo de calor do material, este
teste é feito em mais de um ciclo. Para este teste foi utilizado o calorimetro diferencial
de varredura DSC Q20 V24.11 Build 124 e foram feitos dois ciclos para cada amostra
entre as temperaturas de 0 a 250 °C dentro de uma panela de aluminio Tzero. A faixa

de temperatura foi escolhida devido ao TG que observou o inicio da degradagao por
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volta dos 250 °C. As analises foram feitas em ambiente de gas nitrogénio 50,0

ml/minuto, com rampa de aquecimento de 10°C/minuto.
4.9 ESFOLIACAO DOS FIOS

Para efetuar a esfoliagéo dos fios, foi seguido o procedimento feito por Perera
D. et al. (2023). Sessenta mililitros de agua deionizada foram adicionados a 3,4 mg de
seda e a solucdo foi exposta a pulsos ultrassénicos no aparelho ElIma S 10H
Elmasonic, a temperatura controlada de 50 °C. A configuragdo de pulsos foi de 10
segundos de duragéo seguidos por pausas de 10 segundos executados durante 135

minutos.

4.10 LINHAGEM CELULAR L929

A linhagem celular utilizada no trabalho foi a NCTC clone 929 (L-929,
Fibroblastos de Camundongo), obtida do banco de células do Rio de Janeiro. As
células, inicialmente congeladas no laboratorio, foram descongeladas em banho maria
e logo apds, suspendidas em 3 ml de meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
para ser centrifugado em uma centrifuga Fanem Excelsa Baby | 206 durante 5
minutos.

Finalizada a centrifugagéo, o sobrenadante foi descartado e o pellet formado

ressuspenso em 1 ml de meio para distribuicdo nos pogos.
4.11 PRODUCAO DE ESFEROIDES

A producgéo dos esferoides foi realizada em moldes de agarose com o carimbo
de impressao 3D da BioEdTech em placas de cultura TTP de 6 pogos. O carimbo
possui estruturas que formam micro pog¢os onde podem se formar mais esferoides e
se encaixa dentro dos pocos para pressionar o molde no formato desses pocos. Os
esferoides, apos o descongelamento da linhagem celular e distribuicdo nos pogos,
foram cultivados em meio DMEM suplementado com 10% Soro Fetal Bovino (SFB),
ambos da marca ThermoFisher Scientific, 100 U/ml de penicilina-0,1 mg/ml,

estreptomicina-0,25 ug/ml e 25 ug/mL anfotericina B. A cada 4 dias, metade do meio
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de cultura era substituido dentro de cada pog¢o por meio de cultura fresco. As placas
foram mantidas em uma incubadora de CO2 5% Panasonic MCO-170AICUVL.

4.12 INTERACAO CELULAS-TEIA

A interacao entre as células de linhagem L929 e da teia ocorreu por meio da
adicdo da solucao de seda esfoliada através de sua pipetagem no meio de cultura
(Fig. 10) num procedimento adaptado de Stern-Tal et al., 2021. As células foram
divididas em quatro grupos, dois contendo a seda esfoliada e dois grupos controle,

sendo observados e retirados para analise entre os periodos de 5 dias e 10 dias.

Figura 10: Diagrama de formacao de esferoides com seda esfoliada.

Interagao Células-Teia

Solugao com teia
esfoliada Células L929

Pogo com
esferoide e teia
esfoliada

A

Placa de Pogos
com molde

I 3

Created in BioRender.com bio

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.13 ANALISE POR MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA E MICROSCOPIA
ELETRONICA DE VARREDURA CELULAS-TEIA

Para analisar as amostras de cultura de esferoides L929, foram utilizadas: a
microscopia de fluorescéncia e a microscopia eletrbnica de varredura (MEV).

Primeiramente as amostras foram observadas sob o microscépio de fluorescéncia
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Leica DMIL LED entre o periodo de 5 e 10 dias para observar a presenca dos
filamentos de seda no meio de cultura e avaliar a adesao dos esferoides ao material.
Foram utilizados os filtros: L5/azul (excitacdo BP 480/40 nm), N2.1/verde (excitagao
BP 515 - 560 nm) e D/UV + violeta (Excitagdo BP 355 — 425 nm).

Apo6s o término dos respectivos dias de cultura de cada amostra (5 dias e 10
dias), foi preparada para o MEV. As amostras foram secas e fixadas da seguinte
forma:

e 10 minutos de exposicéo ao fixador paraformaldeido (PA) 4% em Solugao

Salina Tampéao Fosfato (PBS);

e Remocéao do fixador através de 3 lavagens com PBS;

e Desidratagao seriada com etanol 50% a 100% com exposi¢cao de 10 minutos
cada;

e Exposicdo a Hexametildisilazano (HMDS) com etanol 100% duas vezes de 10
minutos;

e Finalizacao do processo de desidratacdo com exposigcdao a HMDS puro durante

10 minutos.

Ao final da desidratagdo, as amostras foram coladas em stubs com fita de

carbono e metalizadas com ouro em metalizadora EMITECH — K550X, para entao

serem analisadas com o MEV Zeiss — EVO MA 10.
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5 RESULTADOS

A partir do momento da coleta dos espécimes, até a preparagao e execugao
dos experimentos, todos os resultados obtidos através da metodologia descrita séo

apresentados dentro desta secgao.

5.1 ANALISE DOS FIOS

As amostras de seda coletadas apresentam duas coloragdes distintas, uma de
cor dourada que é denominada como amostra dourada e foi coletada in situ e outra
de cor branca denominada amostra branca, que foi coletada em laboratério. Ambos
os tipos de seda foram submetidos a diferentes analises para verificar possiveis

causas dessa variagao e se elas poderiam afetar os experimentos.

5.1.1 Microscopia de fluorescéncia dos fios

Observando as amostras por microscopia de fluorescéncia, foi possivel
identificar uma resposta de emissao fluorescente através de todos os filtros. A
exposicao com o filtro L5/azul excitando a 503 nm obteve emissdes das amostras com
comprimento de onda de 528 nm, resultando em uma coloracdo verde (Fig. 11A e
12A). Sob o filtro N2.1/verde, excitando a 547 nm, as amostras emitiram uma
coloracao vermelha com 572 nm (Fig. 11B e 12B). Ao utilizar o filtro D/UV + violeta
excitando em 358 nm, as emissdes registradas foram de 461 nm, com coloragéo azul
(Fig. 11C e 12C). Por ultimo, as imagens foram sobrepostas para identificar a emissao

predominante de cada amostra (Fig. 11D e 12D).
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Figura 11: Fotomicrografias de fluorescéncia da amostra dourada. A — Emissdo em 528 nm;
B — Emissdo em 572 nm; C — Emissdo em 461 nm; D — Sobreposi¢ao dos filtros com
predominancia da emissao verde.

Fonte: Elaborado pelo autor.

No exame da amostra dourada (Fig. 11), uma predominancia pronunciada da
luminescéncia verde foi observada quando em camadas (Fig. 11D), com as emissodes
vermelha e azul exibindo intensidade significativamente menor em comparacgao,
quase desaparecendo na sobreposicao, mas alterando a tonalidade verde. Na parte
inferior da figura, foi possivel observar uma regido laranja (verde + vermelho), onde a
emissao vermelha exibe maior intensidade, enquanto as outras partes exibem uma
uma coloracao tendendo para o branco, em que todas as trés emissdes se manifestam

simultaneamente.
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Figura 12: Fotomicrografias de fluorescéncia da amostra branca. A — Emissao em 528 nm; B
— Emissédo em 572 nm; C — Emissdo em 461 nm; D — Sobreposi¢ao dos filtros sem

predominancia especifica.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Ao analisar a fotomicrografia da amostra branca (Fig. 12), aparece, assim como
na Figura 11D, n&o € observada uma predominancia especifica na sobreposicao (Fig.

12D). A emissao vermelha dessa amostra é fraca (Fig. 12B) e a fluorescéncia azul é

clara (Fig. 12C).
Como resultado da analise de fluorescéncia das duas amostras, péde-se

observar poucas diferengas entre elas. Sendo assim, as duas sao similares na
coloracao de suas fluorescéncias com alteracdo na intensidade delas, tendo a

amostra dourada uma fluorescéncia mais intensa que a da amostra branca.
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5.1.2 Microscopia eletronica de varredura dos fios

Durante a microscopia eletronica de varredura, foram avaliadas as estruturas
morfolégicas presentes nas duas amostras de seda em busca de diferengas fisicas

que pudessem ser relacionadas a variacao de cor.

Figura 13: Fotomicrografias de amostras de seda de T. clavipes. A — Amostra dourada, 1.65
K X; B — Amostra dourada, 580 X; C — Amostra branca, 1.65 K X; D — Amostra branca, 587 K

UNIVAP-IP&D |omue -zm6s s s x ol il - 1A UNIVAP-IP&D

Fonte: Elaborado pelo autor.

Ao analisar as fotomicrografias obtidas, pode-se notar que as estruturas se
mantém iguais entre as diferentes amostras (Fig. 13). Ao comparar as fotomicrografias
na Figura 13A e 13C, encontra-se a mesma estrutura filamentosa envolvendo os fios
principais da teia e ao comparar as imagens na Figura 13B e 13D, observa-se também
a presenga da mesma estrutura. Nao foram encontradas diferengas estruturais com a

analise por MEV.
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5.1.3 Espectroscopia por energia dispersiva dos fios

Logo apds a observagao através do MEV, foi utilizado o EDS acoplado para

caracterizar a composi¢ao quimica das amostras.

Tabela 1: Composicao elementar das amostras.

Elemento Seda Dourada (%) Seda Branca (%)
C 74.15 72.10
O 24.52 26.89
Na 0.05
Al 0.13 0.33
Si 0.16 0.03

0.21 0.05
S 0.26 0.12
Cl 0.12 0.33
K 0.28 0.09
Ca 0.11 0.02
Fe cor e
Au Removido Removido

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os espectros de caracterizacdo das amostras apresentam uma composicao
predominante de Carbono e Oxigénio como pode-se observar na Tabela 1. Outros
elementos presentes estdo em quantidades pequenas. Essas impurezas estdo mais
presentes na amostra dourada que foi colhida na natureza do que na amostra branca,

que foi colhida em laboratdrio.

5.1.4 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

A analise de FTIR permitiu verificar as diferencas dos modos vibracionais

associados aos grupos moleculares de cada amostra de teia, como apresentado na
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Figura 14, que foram sobrepostos para comparar a presenga dos compostos e

ligacdes presentes nos materiais.

Figura 14: Espectros de FTIR das amostras dourada e branca.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os espectros demonstram 6 bandas principais (Tabela 1), com grupos
funcionais Amida A, estiramento C-H alifatico, Amida — I, Il e lll e deformacéao angular
do CH,. Como pode ser observado no grafico, ambas amostras de seda apresentam
padrao semelhante, no entanto foi possivel notar diferengcas nas intensidades de
absorcdo da banda das Amidas — lll que pode indicar uma quantidade menor na

amostra branca.
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Tabela 2: Descrigao dos picos de FTIR

Banda Atribuigcao
(cm™) principal Descrigéo Referéncia
Estiramento N-H de peptideo;
Amida A (v N— sensivel a ligagdes de H. Indica -
3272 H, H-ligado)  folha (3350 ~ 2250 cm™") Lorenz-Fonfria (2020)
Contribuicdes de metileno/metila das
v C—H alifatico cadeias laterais (alanina, etc.). (3000
2918 (CH,) ~ 2800 cm™) Vora et al. (2019)
Tipico de B-folha antiparalela em seda
Amida | - B- (1630 ~ 1620 cm™). Forte indicador
1623 folha (v C=0) de cristalinidade. Jafari et al. (2023)
Amida Il (6 N— Amida Il em B-folha (1600 ~ 1500
H+vC-N)+ cm™); 1515 também coincide com

Chatterley et al. (2022)

1514 Tyr anel aromatico de Tirosina.
0 CH, Deformacgao de metileno; comum em
1445 (scissoring) proteinas (1465 ~ 1440 cm™). Grace et al. (2020)

Amida lll - B- Regiao (1245 ~ 1225 cm™) indica -
folha (v C-N + folha; reforga leitura de alta
1229 & N-H) cristalinidade. Wang et al. (2022)

Legenda: v - Estiramento vibracional; & - Deformagéo angular.
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.1.5 Termogravimetria

A Termogravimetria foi feita para avaliar a degradagéo das amostras de seda
e os estagios em que ocorrem essas degradacgoes, podendo ser observados através
da correlacédo da degradagao com a curva de DTG que representa os eventos térmicos
que afetam o material.

Na figura 15 pode-se observar o TG da seda dourada, onde o material
inicialmente apresenta uma perda de agua devido a umidade contida nos filamentos,
que representa a perda de 7,3% de massa com o evento ocorrendo por volta de 53°C.
A partir dessa evaporacéo inicial de agua, a degradagao do material ocorre em trés
estagios, comecando com uma perda de massa de 20,45%, logo em seguida uma
perda de 27,55% e por ultimo uma perda final de 37,9% de massa sendo estas perdas
centradas por volta de 281°C, 322°C e 541°C respectivamente, com a ultima sendo a

carbonizagao do material.
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Figura 15: Grafico de TG da amostra dourada.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Na figura 16 nota-se que o TG da seda branca assume um perfil idéntico ao da

seda dourada, apenas com algumas pequenas diferengas. A evaporagao inicial de

agua foi um pouco maior, representando uma perda de 9,54% da massa total,

ocorrendo por volta de 50°C. Os trés estagios de degradacao também estao presentes

em proporg¢des similares, com o primeiro estagio representando uma perda de 18,46%

de massa em 285°C, o segundo estagio tendo uma perda de 33,8% de massa em

321°C e o ultimo estagio de degradacgao apresentando uma perda de 36,78% de

massa em 514°C.

Apos o estagio final de degradacao das duas amostras, pode-se notar os restos

da queima das amostras. Da amostra dourada sobrou 6,8% de massa residual,

enquanto da amostra branca sobrou 1,42% de massa residual.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Com os graficos sobrepostos (Fig. 17), & possivel observar o perfil semelhante
das duas curvas. Uma diferenca ocorre durante a perda de agua, que € maior na
amostra branca, com ambas ocorrendo até os 100°C. Outra diferenca é que a amostra
branca também persiste mais a elevacao na temperatura antes de iniciar o primeiro
estagio de degradacgao, mas durante o segundo e terceiro estagios de degradacao, a
amostra branca deteriora antes da amostra dourada. Neste grafico, também pode-se
observar mais claramente a diferenca de massa residual entre a amostra dourada,
que apresenta maior quantidade, em comparacido com a amostra branca. Esta
quantidade maior de massa residual da amostra dourada indica a presenga maior de
minerais nesse tipo de seda. A deterioragdo total de ambas as amostras ocorre

aproximadamente na mesma temperatura, em torno de 613,55 °C.
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Figura 17: Grafico de TG comparativo das sedas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.1.6 Calorimetria exploratéria diferencial

A analise de DSC apresenta de forma direta a relagéo entre o fluxo de calor
interagindo com o material em relacdo a temperatura, ocorrendo em 2 ciclos
consecutivos. Para a amostra dourada (Fig. 18), o primeiro ciclo apresenta uma queda
no nivel do fluxo de calor préximo aos 100 °C e entao retorna ao nivel anterior e se
mantém até o final do primeiro ciclo, terminando com uma pequena queda no fluxo de
calor. Durante o segundo ciclo, o fluxo de calor € maior em comparagdao com o
primeiro, mas ndo ha uma queda no nivel, se mantendo estavel até o final do ciclo,

quando cai para o mesmo nivel em que o primeiro ciclo termina.
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Figura 18: Grafico de DSC da amostra dourada.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Na figura 19, o grafico da amostra branca apresenta um perfil similar ao do
grafico anterior (Fig. 18). O primeiro ciclo da amostra branca apresenta uma queda no
nivel de fluxo de calor proximo dos 100 °C e depois sobe para um nivel maior que o
inicial. Ao final do primeiro ciclo ocorre mais uma queda antes de terminar nos 250 °C.
O segundo ciclo ndo apresenta queda em seu nivel de fluxo de calor préximo aos 100

°C e assim como o primeiro ciclo, apresenta uma queda final proxima dos 250 °C.
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Figura 19:Grafico de DSC da amostra branca.
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5.2 DESENVOLVIMENTO ESFEROIDES-SEDA

Apos a anadlise e avaliacdo das amostras, sem encontrar diferencas
significativas que possam afetar o desenvolvimento das culturas, a amostra branca foi

utilizada para a esfoliacéo e introducao nas culturas devido a procedéncia laboratorial.

5.2.1 Seda esfoliada

O processo de esfoliagdo da seda fragmentou o material e modificou sua
superficie, deixando-a com aspecto poroso, como € possivel observar nas

fotomicrografias obtidas com o MEV (Fig. 20).
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Figura 20: Fotomicrografias obtidas por MEV mostrando os fragmentos de seda esfoliados.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2.2 Esferoides controle

As culturas de esferoides sem os fragmentos de seda no meio de cultura foram
observadas sob microscépio para verificar o crescimento das amostras. Ao analisa-
las durante o seu periodo de desenvolvimento, sendo observadas a cada 3 dias apos
inicio da cultura, notou-se o crescimento normal das células L929, assim formando os

esferoides (Fig. 21).
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Figura 21: Esferdides L929 Controle em 6 dias de incubacao.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2.3 Esferdides-seda

Observando o crescimento das amostras de células contendo a solugédo de
seda esfoliada, notou-se a tendéncia das células se aderirem aos filamentos
suspensos no meio, formando os esferoides em torno dos fios de seda (Fig. 22).
Nestas amostras, os esferoides apresentam preferéncia a se formar aderidos aos
filamentos de seda, os envolvendo. Assim, o formato dos esferoides fica modificado,

acompanhando a curvatura dos fios de seda esfoliados presentes no meio.



U (7@

Universidade do Vale do Paraiba o —
:’g__ » ”""';s.\i"' Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento

s

48

Figura 22: Esferéides L929 com seda esfoliada em 6 dias de incubagéo (Setas indicando
filamentos).

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3 ANALISE ESFEROIDES-SEDA

Ao submeter as amostras a microscopia de fluorescéncia e a MEV, foi possivel
analisar de forma precisa o nivel de integragcao dos esferoides com a seda esfoliada.
As diferengas observadas nestes resultados, demonstram o carater das interagdes

presentes nas amostras de esferoides-seda.

5.3.1 Microscopia de fluorescéncia esferoides-seda

Através da microscopia de fluorescéncia e aproveitando a propriedade
fluorescente da seda de aranha, foi possivel visualizar a presenca e localizagcao dos

filamentos dentro dos esferoides.
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Figura 23: Fotomicrografias de fluorescéncia esferoide-seda. A - Emissao em 528 nm; B —
Emissao em 572 nm; C — Emissdo em 461 nm; D — Sobreposi¢cao mostrando os filamentos
dentro do esferoide.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Utilizando o mesmo método de analise com filtros feito nas amostras de teia,
notou-se diferentes intensidades fluorescentes dentro dos esferdides (Fig. 23),
evidenciando a presenca da seda esfoliada em meio as células. Assim, comparando
as Figuras 22 e 23, pode-se notar que a microscopia de fluorescéncia permite
identificar a presenga da seda dentro de aglomerados de células que ndo aparentam

ter inicialmente uma morfologia alterada pela adeséo aos fios.
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Figura 24: Fotomicrografias de fluorescéncia esferoide-seda sobreposicoes.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em todas as amostras foi identificada a presencga central dos filamentos dentro
dos esferoides, sendo evidente a preferéncia das células de aderir-se ao material e
engloba-lo (Fig. 24), em alguns casos alterando a forma normalmente observada dos
esferoides (Fig. 24A e 24B).

Algumas amostras apresentam uma fluorescéncia contida e visualmente
acompanhando o delineado do filamento (Fig. 24A e 24B), enquanto outras contém
uma fluorescéncia espalhada e menos concentrada em uma forma definida (Fig. 24C

e 24D), indicando uma desconstrugao da estrutura do filamento dentro dos esferoides.
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Figura 25: Fotomicrografias de fluorescéncia esferoide-seda integrados. A e B — Esferoides
sem filtro; C e D — Esferoides com sobreposicao.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Dentro das amostras, foram encontrados esferoides que inicialmente
aparentavam nao conter filamentos em seu interior, aparentando uma formacéao
parecida com os grupos controle (Fig. 25A e 25B). No entanto, uma fluorescéncia
generalizada foi encontrada nesses esferoides, dificultando a distingao do filamento
internalizado (Fig. 25C e 25D). Este espalhamento do fenémeno fluorescente indica a

degradagao dos filamentos pelas células com possivel absorgdo desses elementos.

5.3.2 Microscopia eletronica de varredura esferdéides-seda

Utilizando o MEV, foram analisados a estrutura e crescimento dos esferoides
cultivados apdés 5 dias e 10 dias de crescimento, permitindo visualizar o

desenvolvimento das amostras ao longo do periodo de cultura.
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Figura 26: Fotomicrografia eletrénica dos esferoides grupo controle. A — 5 dias com
magnificacdo 182 X; B — 5 dias com magnificacdo 959 X; C — 10 dias com magnificacao 176
X; D — 10 dias com magnificagao 786 X.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As fotomicrografias eletrénicas das amostras do grupo controle (Fig. 26)
mostram a formacdo dos esferoides nos primeiros 5 dias (Fig. 26A e 26B).
Comparando essas amostras com o crescimento em 10 dias (Fig. 26C e 26D), é
possivel notar o agrupamento de mais células, formando esferoides maiores e

evidenciando a formacgao de esferoides saudaveis.
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Figura 27: Fotomicrografia eletrénica do grupo esferoides-seda. A — 5 dias com
magnificacdo 967 X; B — 5 dias com magnificagdo 1.30 K X; C — 10 dias com magnificacado
847 X; D — 10 dias com magnificagéo 1.23 K X.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As fotomicrografias eletrénicas do grupo esferoide-seda mostram, assim como
indicado pelas fotomicrografias de fluorescéncia (Fig. 24), filamentos de seda envoltos
pelas células dos esferoides (Fig. 27). O crescimento das amostras condiz com o
periodo de cultura de cada, com as amostras de 5 dias (Fig. 27A e 27B) sendo
menores do que as amostras de 10 dias (Fig. 27C e 27D), exibindo mais partes dos

filamentos de seda esfoliada (Fig. 27B).
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Figura 28: Comparagao de tamanho dos grupos controle e esferoides-seda com
magnificagcdo em torno de 1 K X. A — Controle 5 dias (1.05 KX); B — Controle 10 dias (819 X);
C — Esferoides-seda 5 dias (967 X); D — Esferoides-seda 10 dias (1.00 K X).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Observando todas as amostras em magnificagdes préximas, ndo apareceram

mudancas relevantes em relacdo ao tamanho dos esferoides (Fig. 28).
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Figura 29: Incorporagéo da seda pelos esferoides. A — Magnificacado de 4.66 K X; B —
Magnificagdo de 400 X.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os esferoides com a seda incorporada apresentam alto grau de adesao aos
filamentos (Fig. 29), acompanhando o contorno dos fragmentos de seda, assim como
foi observado nas imagens de microscopia (Fig. 29).

E possivel observar a afinidade das células com o material por conta da
extensdao de suas membranas plasmaticas, que podem ser vistas estendendo-se

sobre a seda esfoliada (Fig. 30).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os resultados apresentados mostram que ha uma afinidade das células com a
seda de aranha. A internalizagdo dos fragmentos pelos esferoides observados na
microscopia de fluorescéncia e a adesdao da membrana plasmatica vista no MEV,
indicam uma compatibilidade entre eles. Além disso, o crescimento normal das células
com a presenga dos fragmentos indica que ndo ha detrimento na introdu¢ao da seda
esfoliada ao meio de cultura e que o material foi considerado adequado pelas células

como substrato.
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6 DISCUSSAO

A mudanca abrupta na coloracao da seda das aranhas T. clavipes de dourado
para branco ao serem trazidas para o laboratorio pode ser causada por diversos
fatores, mas ao refletir sobre todas as condi¢gdes do momento de captura até o periodo
de manutencdo dos espécimes em laboratério, conseguimos afunilar as possiveis
causas.

Primeiramente, o estresse causado durante o transporte e realocagdao dos
espécimes poderia ter afetado o processo de excrecado da seda, causando a alteracao
na cor. Contudo, apoés o periodo inicial de adaptagdo ao viveiro, as aranhas
apresentaram comportamento calmo, entado se o estresse fosse um fator principal, a
produgdo da seda dourada teria sido retomada nas semanas subsequentes. Da
mesma forma, o ambiente mantido nos viveiros estava de acordo com as condi¢des
em que se encontram na natureza, com a umidade controlada para mimetizar o habitat
natural e a temperatura local sendo adequada ja que a espécie € nativa das américas,
habitando quase todo o continente.

Dois grandes fatores que poderiam ter influenciado na mudanca de cor séo a
alimentacgao e disponibilidade de espaco, sendo estas possiveis por conta do impacto
na saude dos animais e alterar a forma como constroem suas teias. A alimentagéo foi
um fator inicialmente cogitado, no entanto a diversidade dos alimentos e frequéncia
em que as aranhas eram alimentadas nos fez descartar essa ideia, que também foi
descartada por Putthanarat et al. (2004) que testaram a diferenga de coloragao por
meio da fiacdo forcada dos fios e relataram que nem a alimentagdo nem o ambiente
sao fatores determinantes, assim apontando que outros fatores devem influenciar a
decisdo das aranhas sobre qual cor de seda sera tecida, ja que segundo eles, ambas
as sedas dourada e branca estdo presentes nas glandulas, mas a alimentagao pode
influenciar outras caracteristicas da seda, afetando sua qualidade. Nossas
observagodes indicam que possivelmente o espacgo disponivel para a construgdo de
suas teias possa influenciar na decisdo de qual coloragcédo de fio usar, ja que nas
condicbes de laboratério o espacgo disponivel era muito menor do que na natureza,
onde as aranhas constroem teias muito maiores para poder capturar suas presas.

A analise por MEV da estrutura das amostras de seda junto com a analise por

EDS nado apresentam nenhuma mudanga significativa na estrutura fisica dos fios,
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possibilitando descartar uma possivel relacdo entre coloragdo e estrutura da seda,
fato que é corroborado pelos estudos de Putthanarat et al. (2004), apresentando
resultados similares ao estudar amostras que apresentavam as mesmas variagoes e
relatando que ambas as amostras douradas e brancas apresentavam morfologia
superficial e resisténcia similares. Além disso, o EDS mostrou que além dos elementos
principais, o carbono e o oxigénio que compdem mais de 98% das amostras, haviam
impurezas presentes que compunham os outros 2% restantes. Essas impurezas
podem ter sido introduzidas de duas formas, contaminagdo por poluicdo e
manipulagéo.

O fendbmeno da fluorescéncia natural da seda de aranha é pouco descrito na
literatura, estando presente em alguns trabalhos antigos como o de Lourencgo et al.
(1988) e outros em suas referéncias. Em nossos resultados, as amostras nao
demonstraram diferengas significativas nas emissdes de fluorescéncia observadas,
tendo as mesmas coloragdes, sendo apenas a intensidade de emissao das amostras
brancas menor em comparagdo com as douradas e a predominancia final das
sobreposi¢des sendo diferentes provavelmente devido a presencga dos diferentes tipos
de fios na mesma amostra. Essa fluorescéncia pode ter origem na hemolinfa das
aranhas, que segundo Andrews et al. (2007) apresenta fluoréforos normalmente
sequestrados para o exoesqueleto e cerdas presentes no corpo das aranhas. Da
mesma forma, esses fluoréforos podem ser possivelmente sequestrados para as
glandulas produtoras de seda e transmitidas para a seda. A pigmentacéo dourada néo
esta relacionada diretamente aos fluoréforos e a capacidade fluorescente dos fios, ja
que as amostras de seda branca apresentam as mesmas emissdes da dourada e isso
corrobora com os relatos de Lourengo et al. (1988) que descreve a presenga de
fluorescéncia nas teias de outras aranhas que apresentam seda exclusivamente
branca. Contudo, a diferenga nas intensidades de fluorescéncia da amostra dourada
em comparagao com a branca, sendo a dourada mais forte, pode indicar que nesta
especie a pigmentagao dourada contém uma concentragcdo maior de compostos que
também estdo presentes na seda branca, mas em menor quantidade, o que poderia
conferir a falta da coloracdo amarela nas amostras brancas. Estes compostos também
podem apresentar uma relacio indireta a fluorescéncia, ndo conferindo a capacidade
total de fluorescéncia, mas contribuindo para o fendbmeno, possivelmente explicando

a predominancia da fluorescéncia verde na sobreposi¢do da seda dourada (Fig. 11D).
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Ao analisar os espectros de FTIR, ndo foram observadas diferencas
significativas entre as amostras; contudo, a banda de Amida Ill (~1225 - 1245 cm™)
apresentou menor intensidade relativa na amostra branca. Como as bandas de Amida
[l e Amida | (~1620 - 1630 cm™") se associam ao conteudo de folhas-B/cristalinidade
da fibroina, essa reducao pode indicar fragao cristalina ligeiramente menor.

Analisando as trés fases de degradacgdo principais das amostras de seda
obtidas no TG, devido a estrutura complexa da seda de aranha que é composta por
diversos aminodacidos, proteinas e camadas, € possivel correlacionar que cada uma
dessas fases representa a degradagao de proteinas ou camadas especificas, como
as espidroinas ampulatas maiores, que compdem as camadas interior e exterior do
nucleo. As diferengas nos graficos podem indicar uma variagao na estabilidade dessas
proteinas devido a mudanga de cor, ja que ocorre mais rapidamente na seda branca.
No entanto, por conta da seda ndo ser de um unico tipo de fio, por exemplo apenas
ampulata maior, mas sim um enovelado de todos os tipos de filamento, a taxa de
perda de massa e massa residual podem ter sofrido a alteragao devido a proporgao
desigual do material. Outra possibilidade seria que as camadas possuam diferentes
espessuras de acordo com a coloragdo da seda (Bergmann et al., 2022; Hu et al.,
2025). Da mesma forma, as pequenas variagcdes no DSC podem ser explicadas pela
distribuicdo desigual. Em relacdo a queda do fluxo de calor no primeiro ciclo dos
graficos de DSC, isto pode ser explicado pela evaporagdo da umidade presente na
seda, refletindo o primeiro fendmeno de degradacao presente nos graficos de TG. O
segundo ciclo corrobora com esta ideia, ja que ndo apresenta a mesma queda de taxa
nas mesmas condi¢des, indicando que houve a liberacdo espontédnea de energia
préximo aos 100 °C, temperatura em que a agua evapora.

Com relacéo as células e a absor¢ao do componente fluorescente presente na
seda, pode-se afirmar com certeza a interacdo entre as duas, ndo s6 com os
filamentos servindo de substrato para adesdo, mas também do material sendo
consumido e internalizado pelas células. Os estudos feitos por Kuhbier et al. (2010)
também relatam essa adeséo celular, mostrando a adesao em nivel intracelular. Outro
aspecto relatado € que a seda nao necessita de modificagdo quimica para ser utilizada
como biomaterial e pode ser utilizada pura, assim corroborando com 0s nossos

resultados.



Uil p ff;x g7,

Universidade do Vale do Paraiba ::: =
e, - Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento

60

A fluorescéncia incorporada pelas células representa um possivel problema no
uso da seda como biomaterial ja que pode interferir com métodos de analise que se
baseiam na utilizagdo de pigmentos fluorescentes e isto é advertido pelos estudos de
Neo et al. (2015) explicando o fendmeno da autofluorescéncia em seda de bicho-da-
seda (Bombyx mori) e seu impacto em analises por imagem a base de fluorescéncia,
mas também apresenta uma solugao para tal problema através de um tratamento com
o corante Preto de Sudan B para inibir a fluorescéncia indesejada. Contudo, por mais
que a fluorescéncia natural da seda de aranha possa interferir em primeira instancia
por ser absorvida e incorporada pelas células, esse mesmo fato permite a
possibilidade de aplicacdo dessa fluorescéncia como pigmento para as mesmas
analises com imagem.

Além da fluorescéncia, as imagens por MEV foram essenciais para observar
diretamente a ancoragem dos esteroides nos fragmentos de seda esfoliada,
mostrando as extensdes de membrana envolvendo os filamentos e o volume de
células acumulado em volta do material. Essa afinidade das células com a seda
apresenta as capacidades dela como biomaterial e mostra as caracteristicas da seda
de aranha como uma 6tima alternativa para scaffold em cultura de células. A utilidade
e afinidade de células com a seda de aranha é relatada pelos estudos de Alimeling et
al. (2006) e Radtke et al. (2011) que utilizam o material como enxerto para guiar a
regeneragao de axonios. Eles observaram, transplantando esses enxertos em nervos
danificados de ovelhas, que as células de Schwann aderiram e migraram para o
enxerto, tendo assim a regeneragao axonal com remielinizagéo e preservagao dessas
estruturas apdés 10 meses de estudo. Wendt et al. (2011) obtiveram resultados que
corroboram com o nosso estudo ao apresentar a adesao celular de queratinécitos e
fibroblastos embrionarios de camundongos em molduras de ago tecidas com seda de
aranha.

Um fator que pode amplificar a aderéncia celular a seda é a esfoliacao feita no
material. Ao observar a superficie da seda esfoliada através do MEV, é possivel notar
que o material se torna poroso, aumentando a superficie de contato e permitindo com
que as células tenham acesso as camadas mais internas do material, melhorando a
fixacdo. Um efeito secundario que pode ter influenciado na absorcao da fluorescéncia
pelas células, € o0 acesso as camadas internas da seda e seus componentes que ficam

expostos devido a quebra da casca superficial (Bergmann et al., 2022; Hu et al., 2025).
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Sao necessarios mais estudos para avaliar quais camadas especificamente contém a

coloracao da seda e apresentam os fluoréforos.
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7 CONCLUSAO

A causa da mudanca de coloracdo da seda de aranha ainda nao pbde ser
apontada com exatiddo, mas com nossos estudos foi possivel concluir que a mudanca
pode estar atrelada a disponibilidade de espag¢o sendo um fator na deciséo de qual
teia os espécimes teciam. Outra conclusao é a de que a mudanga em coloragdo nao
apresenta grandes diferengas no aspecto fisico do material, mantendo as mesmas
propriedades independente da coloracédo e por mais que os graficos de FTIR, TG e
DSC indiqguem uma certa variagcao entre as duas, as variaveis presentes nao permitem
apontar uma diferenga muito grande, ja que ha a presenga de quantidades desiguais
de tipos de filamento e mesmo assim os graficos continuaram apresentando o mesmo
perfil nas curvas.

O processo de incorporagao de fluorescéncia pelas células apresenta grande
potencial e requer estudos para aprofundar o entendimento dos impactos que podem
gerar. Acima disso, a absor¢ao da fluorescéncia da teia permite abrir novas portas
para a possivel criagdo de um novo pigmento para utilizagdo em analises de imagem
por meio de marcacao por fluorescéncia.

Em relagdo a ancoragem dos esferoides na seda esfoliada, conclui se que o
material apresenta grande capacidade para utilizagdo como scaffold em cultura 3D,
permitindo que as células adiram em sua superficie, principalmente com o tratamento
de esfoliacdo da seda, e formem os esferoides, que demonstram preferéncia a aderir
ao material. A maior superficie de contato gerada pela esfoliagédo e segmentagao dos
fios também oferece maior disponibilidade de area para as células se proliferarem.
Possivelmente, podemos correlacionar a absorgao da propriedade fluorescente pelas
células como um consumo do material, através da absorgao direta e do acesso ao
nucleo dos filamentos, atestando assim o potencial de ndo s6 servir como substrato
para a formacgao dos esferoides, mas também como material bioabsorvivel, podendo
potencialmente ser aplicado como sutura bioabsorvivel e servindo de scaffold para a
adeséo das células novas que fecham o ferimento.

Ap0ds observar as capacidades biocompativeis da seda de aranha, é possivel
concluir que suas utilizacbes sao extensas, abrindo muitas portas para novas
pesquisas e que demanda uma observacado mais atenta e aprofundada para explorar

o potencial completo desse material.
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APENDICE A - COLETA DOS ESPECIMES E COMPORTAMENTO EM
LABORATORIO

Coleta

Durante a expedigao de coleta dos espécimes de T. clavipes dentro da area de
conservagao do Instituto Butantan, todos foram encontrados em bioma de Mata
Atlantica (Fig. 31A), tendo sido coletados 8 fémeas adultas. Todas foram encontradas
em suas teias de coloragao dourada (Fig. 31B e 31C). A coleta foi efetuada no inicio
de abiril, final da época de reproducgao e havia diversos machos presentes na teia das
fémeas (Fig. 31C), caracteristica comum da espécie. A coleta dos espécimes ocorreu
de forma rapida e precisa, sem danos aos animais e minimizando o estresse causado

pela transferéncia da teia ao pote de coleta (Fig. 31D).

Figura 31: Fotos tiradas durante a coleta. A — Teia (indicada com seta) em meio a flora local; B —
Fémea localizada em sua teia; C — FEmea com macho da espécie (indicado pela seta); D — Espécime
em pote de coleta.

Fonte: o autor.
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Dentro do pote de coleta, cada espécime teceu uma pequena teia de
sustentagcdo na tampa apdés um periodo inicial de acuagédo (Fig. 31D). Dos 8
especimes coletados, 6 tinham tamanho corporal de aproximadamente 20 mm e 2
menores tinham tamanho aproximado de 15 mm.

Apos a coleta dos espécimes, a teia em que se encontravam foi colhida para
andlise e experimentacdo no laboratério. As teias tinham tamanhos diversos e
variavam entre 50cm e 1m de diametro, sem levar em conta as linhas de ancoragem,
que na maior teia chegavam a medir mais de 3 m de ponta a ponta.

A coleta levou cerca de 5 horas, o transporte do local até o IP&D levou cerca

de 6 horas e todos os 8 espécimes chegaram vivos e intactos no laboratorio.
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Comportamento em laboratério
As aranhas foram transferidas para seus respectivos viveiros e inicialmente,

durante os primeiros dias, apresentaram dificuldade para tecer suas teias devido ao
estresse da mudanca de ambiente. Apds o periodo inicial de adaptacdo ao novo
ambiente, os espécimes comegaram a tecer teias para locomogao no viveiro, com
preferéncia a construir proximo ao topo, na tampa (Fig. 32A). Contudo, a coloragéo da
seda que teceram era branca (Fig. 32C), diferindo da coloragdo dourada das teias
encontradas na natureza. Essa mudanca de coloragao foi abrupta, mas dentro dos
primeiros dias ainda podiam se observar fios de seda dourada dentro dos viveiros (Fig.
32A e 32B). ApoOs a primeira semana, quando ja podia ser observada a construgdo da

teia de captura, toda a seda tecida pelos espécimes foi de coloragao branca (Fig. 32D).

Figura 32: Espécimes em alimentagao com variagédo na coloragéo das teias. A — Coloragdo mista da
seda nas primeiras semanas (visdo superior); B — Coloragéo dourada da seda na primeira semana; C
— Coloragao branca da seda nas semanas subsequentes; D — Teia de captura com seda branca.

a

Fonte: o autor.

Os espécimes eram alimentados regularmente, reagindo rapidamente e

ativamente as presas. Essa atividade, juntamente com duas das 8 aranhas passarem
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pelo processo de ecdise, indicava que todos os individuos coletados estavam
saudaveis e confortaveis em seus habitats.

ApoOs a primeira semana, o primeiro espécime morreu de causas naturais
devido ao tempo de vida curto desta espécie apos a eépoca de reproducao. As outras
aranhas também morreram por idade de forma subsequente até o final de junho,

quando a ultima faleceu. Assim, as teias eram coletadas conforme cada individuo

perecia.



