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A proteina TRIM21-estreptavidina € uma proteinargica desenvolvida no laboratorio
de bioquimica do curso de Medicina Veterinaria aaversidade do Estado de Santa Catarina,
produzida em bactérias, que tem a capacidade @egdet de imunoglobulinas do tipo G de
varias espécies de mamiferos. Tal proteina fodar@mo substituicdo de anticorpos secundarios
para uso em imunoensaios. No entanto, a proteioss@dmostra estavel para estocagem por
longos periodos, o que inviabilizaria seu uso consmumo em testes de imunodiagndsticos.
Dessa forma, o presente projeto objetiva o estwmlaurda formulacdo estabilizadora para a
proteina TRIM21-estreptavidina para viabilizar @0 como reagente de imunodiagndésticos
animal.

A adicao de solutos estabilizantes a proteinas éaim muito aplicado a fim de protegé-
las durante a preparacdo e o armazenamento. Sacltwo aclcares, aminoacidos, metilaminas
e sais liotropicos tém a capacidade de protegeteipas do processo de congelamento e
descongelamento, que pode ser usado para estiscauotéculas.

Os estabilizadores de proteina usados em solugfiesas apresentam diversas classes
quimicas, porém, um Unico mecanismo universal gogiicar a estabilizacdo. Ele afirma que a
presenca desses solutos em solucao cria uma sittexgdodinamicamente desfavoravel porque
o potencial quimico tanto da proteina quanto dovadé aumentado e as moléculas do soluto séo
preferencialmente excluidas do contato com a sigpgeda proteina.

Proteinas sao estabilizadas porque desnaturag@saeidcdo, respectivamente, levariam
a uma maior superficie de contato entre a proteipnasolvente e, portanto, aumentariam este
efeito termodinamicamente desfavoravel.

Baseando-se em um estudo realizado com a enzinf@rédsquinase (PFK), no qual
descobriu-se que um amplo espectro de compostoec®rcrioprotecdo para PFK, paralela a
observacdes anteriores sobre proteinas estab#izzdasolucdo aquosa ndo congelada, pode-se
considerar que tais premissas poderiam ser apiaageoteina TRIM21-estrepvidina.

Segundo os resultados do estudo citado acima,safgsrem que 0 mesmo mecanismo
para estabilizacdo induzida por soluto descrita pamtemas aquosos pode ser operatério durante
0 processo de congelamento-descongelamento.

Tal estudo também determinou a capacidade de 2®asios, que sdo conhecidos por
serem preferencialmente excluidos da superficie plageinas, para proteger a lactato
desidrogenase (LDR) durante o congelamento-desl@ngeto. Os resultados sintetizados
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desses experimentos podem ser observados na Thabalgartir disso, percebe-se que quase
todos os compostos testados forneceram algum gratigpreservacao.

A metodologia utilizada seria a realizacdo de $estem possiveis solutos que
estabilizariam a proteina TRIM21-estreptavidinadaem solucdo aquosa, quanto congelada e
descongelada. O protocolo para ambas as situa@ies & mesmo, utilizando amostras da
proteina em questdo, adicionadas a um meio aquogentio 0s solutos e concentragdes citados
na Tabela 2.

Foram selecionados os cinco solutos com maior ptagem de atividade recuparada da
lactato desidrogenase, para que fossem testadesatmlizacdo da TRIM21-esteptavidina.

Depois da preparacao das duas solucdes, uma seralad em temperatura ambiente e a
outra seria submetida a um processo de congelardeatmngelamento. Apés uma semana,
seriam realizados testes para verificar se a TRibdRfeptavidina permanece reconhecendo 1gG
em ensaios de ELISA em ambas as situacdes.

Devido a pandemia de COVID 19, os testes ndo pudsea realizados.

E importante ressaltar que as contribuicdes relatilependem das propriedades quimicas
do soluto, bem como as propriedades de superfeiprateina, portanto, seriam necessarios
testes com a proteina TRIM21-estreptavidina pamapcovar quais solutos, de fato, seriam
eficientes para sua estabilizacao.

Tabela 1.Atividade da lactato desidrogenase recuperada apdgjelamento e descongelamento
na presenca de solutos que se sabe que sdo prefdmreante excluidos de proteinas.

Soluto Concentracdo M % atividade recuperada
Nenhum 0 21,5
Sacarose 1,5 85,4
Lactose 0,5 74,2
Sorbitol 1,0 75,3
2-metil-2,4-pentanodiol 1,0 97,0
Polietilenoglicol 1,0 100,0
Prolina 2,0 78,6
Na Glutamato 2,0 75,0
Lisina-HCI 2,0 85,4
Acido y-aminobitirico 1,0 76,9
Acetato de sodio 2,0 81,2

Fonte: John F. Carpenter (1990)

Tabela 2.Solutos utilizados para teste de estabilizacdordégina TRIM21-estreptavidina.

Soluto Concentracdo M
Sacarose 15
2-metil-2,4-pentanodiol 1,0
Polietilenoglicol 1,0

Lisina HCI 2,0

Acetato de sodio 2,0

Fonte: Mariana Fuchs Goedel (2020)

Palavras-chave:TRIM21-estreptavidina Solu¢des aquosas. Congelaydascongelamento.
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