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RESUMO

A purificacdo de imunoglobulina G (IgG) especifica para dengue é essencial para o
desenvolvimento de diagnosticos precisos e producdo de insumos biotecnolégicos. Neste
estudo, foi aplicado um Sistema de Duas Fases Aquosas (SDFA) utilizando polietilenoglicol
(PEG) 3350 e sal fosfato (pH 7,0), seguido da adicéo de &cido caprilico e filtragdo, visando a
remogdo de proteinas contaminantes. A eficiéncia da purificacdo foi avaliada por ELISA,
eletroforese em gel SDS-PAGE e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Os
resultados demonstraram que a IgG permaneceu majoritariamente retida na fase intermediaria
(precipitado do PEG), enquanto a fase salina apresentou apenas tragos minimos da proteina. A
quantificagdo por HPLC indicou que a concentracdo final da 1gG na amostra purificada foi de
5,36 mg/mL. A formacédo do precipitado foi influenciada pelos tempos de agitacéo, repouso e
centrifugacdo, destacando-se importancia do ajuste dessas variaveis no processo. Como
aprimoramento, sugere-se a remocdo do PEG por didlise ou ultrafiltracdo para evitar
interferéncias em andlises posteriores. O método desenvolvido demonstrou-se eficiente e
reprodutivel, oferecendo uma alternativa viavel para a obtencdo de 1gG purificada com alta

seletividade e rendimento.

Palavras-chave: cromatografia liquida; dengue; 1gG; purificacdo de proteinas; sistema de

duas fases aquosas.



ABSTRACT

The purification of dengue-specific immunoglobulin G (IgG) is essential for developing
accurate diagnostics and biotechnological applications. In this study, an Aqueous Two-Phase
System (ATPS) using polyethylene glycol (PEG) 3350 and phosphate salt (pH 7.0) was
applied, followed by caprylic acid addition and filtration to remove contaminant proteins. The
purification efficiency was assessed by ELISA, SDS-PAGE electrophoresis, and high-
performance liquid chromatography (HPLC). Results showed that 1gG remained mostly in the
intermediate phase (PEG precipitate), while the saline phase contained only minimal traces of
the protein. HPLC quantification indicated that the final 1gG concentration in the purified
sample was 5.36 mg/mL. The formation of the precipitate was influenced by agitation, resting
time, and centrifugation, highlighting the importance of optimizing these variables. For
further improvements, PEG removal through dialysis or ultrafiltration is suggested to prevent
interferences in subsequent analyses. The developed method proved to be efficient and
reproducible, offering a viable alternative for obtaining highly selective and high-yield
purified 1gG.

Keywords: aqueous two-phase system; dengue; IgG; liquid chromatography; protein

purification.



SUMARIO

LINTRODUGAO ...ttt en s s 13
2 REVISAO DE LITERATURA ...ttt 15
2.1 INTRODUCAO A DENGUE E A RESPOSTA IMUNOLOGICA .......coceooveeeereerane, 15
2.1.1 Histdria e epidemiologia da deNQUE ...........coiieiieiiiie e 15
2.1.2 Genoma, estrutura do Virus e resposta IMUINE ............ccveiieeiiueeieeeseesieeseeeseesiee s 16
2.2 PLASMA E HEMOCOMPONENTES ... 17
2.2.1 Relevancia da obtengéo e purificacdo de imunoglobulinas especificas ...................... 17
2.2.2 Métodos de purificacdo de imunoglobulinas especificas ...........cccovvvviiiiiiiieiiiennnn 18
2.3 SISTEMA DE DUAS FASES AQUOSAS (SDFA) ....oiiiie et 18
2.3.1 Utilizacdo de polimeros e sais na separacao de biomoléculas.............cccceevvveeviverennnen. 19
2.3.2 Fatores que influenciam a eficiéncia de purificagao .........c..cccccvevviveiviie e, 20

2.4 METODOS COMPLEMENTARES DE PURIFICACAO: ADICAO DE ACIDO

CAPRILICO E MICROFILTRAGAD ....couiiiiiiiiiieitieiiseiei it 21
2.5 METODOS DE IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE IMUNOGLOBULINAS

............................................................................................................................................. 22
2.5.1 ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent ASSAY) ........ccceecivreiiieeiiieesiieeenieeesvee e 22
2.5.2 Eletroforese em Gel SDS-PAGE ..........ccoiiiiiieiiee e 22
2.5.3 HPLC (High-Performance Liquid Chromatography)...........ccccceiviveiiineeiiiie e, 23
2.6 CONSIDERACOES ETICAS E DE BIOSSEGURANGCA .......coveviievereeeeeeeetee e 24
S OBUIETIVOS ...ttt e e e e e e e 25
3.1 OBIETIVO GERAL ...ttt 25
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ......ocviiiveveteeceeeeeeetee et st 25
A METODOLOGIA . ettt e e e st e e 26
4.1 OBTENCAO DO PLASMA ...ttt ev sttt en st 26

4.2 PRE-TRATAMENTO DO PLASMA ...ttt 26



4.3 VALIDACAO DO PLASMA CONTENDO IgG .....cocvviceeieieeeeeieeeeeee e 26

4.4 SISTEMA DE DUAS FASES AQUOSAS (SDFA) ....oiiiiie e 27
4.5 ANALISE DE 1gG NAS FASES DO SDFAPOR ELISA......c.coovoviveieeeeeeeeeen s 28
4.6 ANALISE POR ELETROFORESE .......cootieieteeeeeee ettt ettt 28
4.7 DETERMINAC}AO DE CONCENTRAC@ES DE PROTEINAS POR HPLC................. 28
S RESULTADOS ... ..t e e e e e e s e e e e e e e e s e bt e e e e e e e e s s annnaranaeaeeas 29
5.1 EFICIENCIA DO SISTEMA DE DUAS FASES AQUOSAS (SDFA) ......cccoovevvevevennae 29
5.2 IMPACTO DA ADICAO DE ACIDO CAPRILICO......ccovoveeeeeeeeeeecee e, 30
5.3 REPRODUTIBILIDADE DO SISTEMA .. .ot 31
5.4 QUANTIFICAQAO DE PROTEINAS POR CROMATOGRAFIA .......cccoovvirerererennans 32
5.4.1 Curva Analitica de 1gG .......oo i 32
5.4.2 Anélise das Amostras de 1gG obtidas do plasma pelo SDFA ..........cccccovveevieeiiieeeennen. 33
5.5 PROPOSTAS PARA OTIMIZACAQ DE PROCESSOS .......cvueeeeeveiereeeeeeeeeiee e 39
B CONCLUSAOD ..ottt 40

REFERENCIAS ..ot e et et e e e e e et e e e et e e te et et e et e eteeee et e e e st e seeeeeaneessesresreaeeisenes 41



13
1 INTRODUCAO

A dengue é uma das arboviroses mais prevalentes no mundo, sendo responsével por
cerca de 390 milhGes de casos anuais, dos quais 96 milhGes apresentam sintomas clinicos
graves (Gubler, 2012; Who, 2023). As arboviroses, doencas causadas por virus transmitidos
por artrépodes, destacam-se pela rapida disseminagdo em éreas urbanas e pelo aumento da sua
incidéncia em funcdo das mudancas climéaticas e da globalizacdo. Entre elas, a dengue se
destaca pela gravidade e pela auséncia de tratamentos antivirais especificos (Gubler, 2012;
Who, 2023).

Avancos recentes no campo das vacinas representam um progresso significativo,
embora ainda apresentem limitagcdes. A vacina Dengvaxia®, indicada exclusivamente para
individuos previamente infectados, possui eficacia de aproximadamente 65% contra a doenca
sintomatica e 79% contra casos graves, mas seu uso € restrito devido ao risco de formas
graves em pessoas sem infeccdo anterior (SBIM, 2023). Ja a vacina Qdenga, aprovada no
Brasil em 2023, € indicada para individuos a partir de 4 anos, independentemente de infecgdes
prévias, com eficacia de cerca de 80% contra a dengue sintomatica. Contudo, sua protecao
ndo e absoluta e pode variar entre os sorotipos do virus (Takeda, 2024). Além disso, a vacina
de dose unica desenvolvida pelo Instituto Butantan demonstrou eficacia de 67,3% contra
infeccbes e 89% contra casos graves, representando um importante avanco, mas ainda
aguardando registro junto & Anvisa (AGENCIA BRASIL, 2024).

Uma das principais ferramentas para o diagnostico e monitoramento da dengue é a
deteccdo de imunoglobulinas especificas, como IgG e IgM, que sdo produzidas pelo sistema
imunologico em resposta a infeccdo. Nesse contexto, métodos eficientes para a obtencéo,
purificacdo e quantificacdo dessas imunoglobulinas a partir do plasma humano séo
fundamentais para melhorar a precisdo diagnostica e contribuir para avangos cientificos no
entendimento da resposta imunologica a doenga (Kuno, 1997; Kaplan et al., 2019).

Dentre os métodos classicos de obtencdo de proteinas plasmaticas, destaca-se o
método de Cohn (1946), que utiliza precipitacdo fracionada com etanol em baixas
temperaturas para separar proteinas como imunoglobulinas e albuminas (Cohn et al., 1946).
Embora revolucionario na época de sua criacdo, este método apresenta limitacGes, como alta
complexidade, custos elevados, necessidade de grandes volumes de plasma e risco de perda
de pureza das imunoglobulinas devido a presenca de residuos de etanol (Grzybowski et al.,

2016). Alternativas modernas, como cromatografia de afinidade e precipitagdo com sulfato de
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amonio, oferecem ganhos em seletividade e custo, mas ainda enfrentam barreiras relacionadas
a escalabilidade e a sustentabilidade (Kaplan et al., 2019).

Uma abordagem promissora para superar essas limitagdes € o sistema de duas fases
aquosas (SDFA). Este método, que utiliza polimeros como o PEG (polietilenoglicol) e sais,
permite uma separacdo eficiente de biomoléculas com base em diferencas de solubilidade e
particdo entre duas fases liquidas. Essa técnica apresenta vantagens significativas, como
menor uso de solventes orgénicos, maior seletividade e menor impacto ambiental (Fresquet,
2017). Combinada com o uso do &cido caprilico e da filtracdo, o0 SDFA pode oferecer um
método mais eficiente e econdmico para a purificacdo de imunoglobulinas, preenchendo
lacunas deixadas por técnicas tradicionais (Harris et al., 1997; Ramos et al., 2020).

A relevancia deste estudo esta em contribuir para a melhoria de ferramentas
diagnosticas, particularmente em regides endémicas, onde o impacto da dengue é mais severo.
A purificacdo eficiente de imunoglobulinas especificas anti-dengue pode fornecer insumos
para testes soroldgicos mais precisos, além de apoiar o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas (Kaplan et al., 2019). A aplicacdo de técnicas analiticas avancadas, como ELISA
(Enzyme-Linked  Immunosorbent Assay) e HPLC (High-Performance Liquid
Chromatography), oferece uma oportunidade para validar métodos que conciliem precisao e
viabilidade econdmica (Nakamura et al., 2014; Hosseini et al., 2021).

Desta forma, o presente trabalho consistiu na utilizacdo do SDFA para a purificacdo de
Imunoglobulina anti-dengue diretamente do plasma humano contendo altos titulos dessa
Imunoglobulina. As técnicas de eletroforese, ELISA e cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia foram utilizadas para a verificacdo da eficiéncia do processo em termos qualitativo

e quantitativo.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 INTRODUCAO A DENGUE E A RESPOSTA IMUNOLOGICA

2.1.1 Historia e epidemiologia da dengue

A dengue é uma arbovirose causada pelo virus da dengue (DENV), descrita pela
primeira vez em epidemias simultineas na Asia, Africa e América do Norte no século XVIII.
Com a globalizagéo e o aumento da urbanizacéo no século XX, a doenga se tornou uma das
principais preocupagdes de salde publica mundial (Gubler, 2012). Hoje, a dengue é endémica
em mais de 100 paises, a Figura 1 evidencia as areas onde a dengue é prevalente no mundo.

Figura 1 - Mapa-mudndi destacando areas de risco de dengue.

- Frequent or continuous dengue risk

Sporadic or uncertain dengue risk

No evidence of dengue risk

Fonte: CDC, 2024.

No Brasil, a dengue foi registrada pela primeira vez em 1846, mas 0s surtos
comecgaram a ganhar destaque a partir da década de 1980, coincidindo com a reintroducéo do
mosquito Aedes aegypti, apés campanhas mal-sucedidas de erradicacdo. Desde entdo, o pais
tem enfrentado epidemias ciclicas, com aumento progressivo no nimero de casos € na
gravidade das manifestacfes clinicas. Em 2024, o Brasil notificou mais de 6,5 milhdes de
casos provaveis, o maior registro desde o inicio das notificacdes, além de 5.872 dbitos
confirmados. O aumento expressivo foi atribuido a circulacdo simultdnea de diferentes
sorotipos do virus (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4), associados a formas graves da
doenca (Brasil, 2024).

O estado de Pernambuco, devido & sua localizagdo geografica, alta densidade
populacional e caracteristicas climaticas, como chuvas intensas e altas temperaturas, apresenta

taxas alarmantes de dengue. Até agosto de 2024, foram notificados 29.247 casos provaveis,
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representando um aumento de 395,7% em relacdo ao mesmo periodo de 2023. Esse cenario €
agravado por problemas estruturais, como déficit de saneamento basico e acesso limitado a
servicos de saude, além de dificuldades relacionadas a conscientizacdo da populacdo sobre
medidas preventivas, como a eliminacéo de criadouros do Aedes aegypti (SES-PE, 2024).

2.1.2 Genoma, estrutura do virus e resposta imune

A dengue é uma arbovirose causada pelo virus da dengue (DENV), pertencente ao
género Flavivirus. O genoma viral € composto por RNA de fita simples, com
aproximadamente 11 quilobases (kb), e codifica trés proteinas estruturais (capsideo, envelope
e pré-membrana) e sete proteinas ndo estruturais (NS1 a NS5). Essas proteinas desempenham
funcbes essenciais na replicacdo viral e na interagdo com o sistema imunoldgico do
hospedeiro (Kaplan et al., 2019; Anvisa, 2024;).

A proteina ndo estrutural 1 (NS1) é uma das principais moléculas envolvidas na
patogénese e no diagnostico da dengue. Durante a infeccdo, a NS1 é secretada em altas
concentragdes no plasma, especialmente na fase aguda, e esta associada a uma intensa
resposta inflamatoria no hospedeiro. Além de sua funcdo na replicacdo do RNA viral, a NS1
desempenha um papel imunomodulador, ajudando o virus a escapar do sistema imunologico
ao inibir a sinalizagéo antiviral (Pereira et al., 2022). Ela também é um marcador diagndstico
confiavel, sendo detectada precocemente, 0 que permite o diagndstico nos estagios iniciais da
doenca (Ramos et al., 2020).

A estrutura do envelope viral também é de grande importancia, pois contém epitopos
que interagem diretamente com anticorpos neutralizantes. No entanto, essa interacdo esta
relacionada ao fendmeno de amplificacdo dependente de anticorpos (ADE), em que
anticorpos ndo neutralizantes podem facilitar a entrada do virus em células imunes,
aumentando sua replicacdo e agravando a doenca (Halstead, 2015).

A resposta imune ao DENV envolve principalmente a producdo de imunoglobulinas
M (IgM) e G (IgG). Durante infeccdes primarias, a IgM é detectada precocemente, atingindo
seu pico em cerca de duas semanas, enquanto a IgG é produzida posteriormente, garantindo
memoria imunoldgica de longa duracdo. Nas infec¢bes secundarias, a 1gG € gerada
rapidamente em altos titulos, refletindo a reativacdo da memdria imunoldgica (Kuno, 1997).

A interacdo entre a NS1 e a IgG é particularmente significativa. A 1gG desempenha
um papel importante na neutralizagdo viral, mas também pode estar associada ao ADE em
infeccbes secundérias, dependendo de sua especificidade e funcdo. Essa relacdo destaca a

importancia de diagndsticos precisos, como 0 ensaio imunoenzimatico (ELISA), que permite
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a deteccdo da NS1 e a diferenciacdo entre infec¢bes priméarias e secundarias. Esses métodos
sdo fundamentais para o controle epidemioldgico e para estratégias de vigilancia em regifes
endémicas, auxiliando na identificacdo de populagdes expostas e no monitoramento da

progressao da doenca (Ramos et al., 2020).

2.2 PLASMA E HEMOCOMPONENTES

O plasma é a porcéo liquida do sangue, compreendendo cerca de 55% do volume total,
e é composto por agua (aproximadamente 90%), proteinas, sais minerais, lipideos, horménios
e metabolitos. As principais proteinas plasmaticas incluem albumina, globulinas (a, f e y) e
fatores de coagulacdo, como fibrinogénio e protrombina, todas com fungdes essenciais no
transporte de moléculas, manutencdo da pressdo oncética e respostas imunoldgicas (Thorpe;
Coutinho, 2018).

Os hemocomponentes, por sua vez, referem-se as fracdes separadas do sangue apés a
centrifugacdo ou outros processos técnicos, sendo classificados como concentrados de
hemécias, plaquetas, plasma e crioprecipitado. O plasma é particularmente relevante para a
purificacdo de imunoglobulinas, pois contém anticorpos responsaveis pela resposta
imunologica adaptativa, como a IgG, IgA e IgM (Goldstein et al., 2021). A alta concentracéo
de albumina, que representa cerca de 60% das proteinas plasmaticas, e a presenca de
lipoproteinas e fibrinogénio tornam o processo de purificacdo desafiador, devido a

necessidade de remover esses contaminantes para isolar as imunoglobulinas de interesse.

2.2.1 Relevancia da obtencéo e purificacdo de imunoglobulinas especificas

O plasma desempenha um papel essencial como fonte para a purificacdo de
imunoglobulinas, dado que ele contém uma alta concentracdo de proteinas, incluindo
albumina, fibrinogénio e imunoglobulinas como a IgG. Essas proteinas tém um papel central
em aplicacdes terapéuticas e diagndsticas, tornando o plasma um recurso valioso para a
biotecnologia. A 1gG, em particular, € amplamente utilizada em imunoterapias e no
desenvolvimento de vacinas, sendo uma molécula-chave para pesquisas biomédicas (Kalyana
et al., 2021; Stimac et al., 2022).

No contexto da dengue, a purificacdo de imunoglobulinas especificas apresenta
desafios significativos, principalmente devido a complexidade do processo. Este envolve a
coleta de amostras de soro, ou a producdo de anticorpos recombinantes, ambas etapas
dispendiosas e dificeis de escalar. Alem disso, a purificacdo dessas imunoglobulinas deve
garantir uma alta especificidade, de modo a evitar reagdes cruzadas com outros flavivirus e

com proteinas do hospedeiro, assegurando a qualidade e a confiabilidade de diagndsticos e
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tratamentos. A precisdo na purificagdo é fundamental para evitar interferéncias que possam
comprometer a eficacia terapéutica e diagndstica (Sariol et al., 2018; Zhang et al., 2020).

Além disso, a purificacdo desempenha um papel crucial no desenvolvimento de
vacinas mais seguras e eficazes, uma vez que ela pode ser utilizada para a producdo de
vacinas que induzam uma resposta imunoldgica sem provocar fenbmenos adversos graves,
como a amplificacdo dependente de anticorpos (ADE). Esse fendbmeno ocorre quando
anticorpos de uma infeccdo primaria aumentam a gravidade de uma infecgdo subsequente,
complicando os processos de imunizagdo. Portanto, métodos aprimorados de purificacdo sdo
essenciais para garantir que as vacinas induzam uma resposta imune segura e eficaz (Sariol et
al., 2018; Beh et al., 2022).

2.2.2 Métodos de purificacdo de imunoglobulinas especificas

Para a purificacdo das imunoglobulinas, diversos metodos séo utilizados, cada um com
suas vantagens e limitacbes. O método de Cohn, por exemplo, envolve o fracionamento com
etanol a baixas temperaturas para precipitar proteinas plasmaticas, incluindo as
imunoglobulinas. Embora eficaz, esse método apresenta desvantagens como o alto custo, a
complexidade do processo e 0 impacto ambiental, devido ao uso de grandes volumes de
solventes (Cohn et al., 1946). Outro método bastante utilizado é a cromatografia de afinidade,
que captura imunoglobulinas utilizando ligantes especificos como proteinas A ou G. Embora
altamente seletiva, essa técnica tem um custo elevado e dificuldades de escalonamento para
producdo industrial em grandes volumes (Grzybowski et al., 2016).

Entre as abordagens utilizadas, o Sistema de Duas Fases Aquosas (SDFA) tem se
destacado como uma alternativa promissora devido a sua simplicidade, baixo custo e
biocompatibilidade. Essa técnica utiliza polimeros, como o polietilenoglicol (PEG), em
combinacdo com sais, como fosfato, para criar fases aquosas distintas que facilitam a
separacdo e concentracdo de proteinas-alvo. O SDFA se mostra particularmente eficaz na
purificacdo de IgG extraida do plasma, pois a combinacdo de parametros fisico-quimicos
ajustaveis permite maximizar a seletividade do processo. A evolucdo dessas técnicas
alternativas, como o SDFA, oferece uma grande promessa para superar essas limitacGes e
tornar a purificacdo de imunoglobulinas mais acessivel e eficiente (Garcia-Rivera et al., 2016;
Chin et al.; Karmakar et al., 2022).

2.3 SISTEMA DE DUAS FASES AQUOSAS (SDFA)
Os Sistemas de Duas Fases Aquosas (SDFA) representam uma técnica promissora

para a purificacdo de biomoléculas, incluindo imunoglobulinas, baseada na formacéo de duas
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fases imisciveis em um meio aquoso. Nesse sistema, as biomoléculas sdo separadas em
funcdo de suas propriedades fisico-quimicas, como solubilidade, polaridade e caracteristicas
hidrofdbicas ou hidrofilicas (Garcia-Rivera et al., 2016; Mao et al.; Kruse et al., 2019).

De acordo com Rodrigues (2013), os SDFA sdo formados sob condigdes
termodinamicas especificas (temperatura, pressdo e concentracdo), a partir da mistura de
solucBes aquosas contendo dois polimeros, um polimero e um eletrolito, ou dois tipos de sais
quimicamente incompativeis. Nos sistemas compostos por polimero e sal (figura 2), a fase
superior é geralmente rica em polimero, enquanto a fase inferior € rica em sal. Essas fases sdo
separadas por uma interface, onde as propriedades termodinamicas intensivas transitam para

os valores de equilibrio da outra fase (Carvalho et al., 2007).

Figura 2 - Extracdo de biomateriais usando SDFA.
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Fonte: Santos, 2016.

2.3.1 Utilizacdo de polimeros e sais na separacao de biomoléculas

No SDFA, polimeros hidrofilicos como o polietilenoglicol (PEG), combinados com
sais como fosfato, promovem a formacdo de duas fases aquosas: uma rica em polimero e
outra predominantemente salina. Essa separacdo ocorre devido a agregacao dos ions do sal,
que libera moléculas de dgua das camadas de solvatacdo, aumentando a entropia do sistema e
reduzindo a energia de Gibbs, o que torna a separacdo de fases termodinamicamente favoravel
(Machado, 1999; Garcia-Rivera et al., 2016).

A escolha do PEG baseia-se em sua massa molecular, que influencia propriedades
como viscosidade, densidade e comportamento hidrofobico. PEGs de baixa massa molecular,
como o PEG 3350, sdo preferidos em sistemas de alta seletividade, pois apresentam menor
viscosidade e exclusdo estérica reduzida. 1sso favorece o particionamento de biomoléculas,

como a imunoglobulina G (IgG), para a fase rica em polimero, garantindo alta eficiéncia de
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purificacdo e preservacdo de sua estrutura funcional (Albertsson, 1986; Naghadali et al.,
2021; Chin et al., 2022).

Os sais, especialmente o fosfato, desempenham um papel critico na modula¢do do
sistema, oferecendo biocompatibilidade, efeito tamponante em pH fisioldgico e capacidade de
salting-out, que reduz a solubilidade das proteinas na fase salina e direciona-as para a fase
rica em polimero (Hjertén, 1991; Igbal, 2016). Essa interacdo resulta em sistemas que
apresentam elevada seletividade, diferencas favordveis de densidade e viscosidade entre as
fases, além de compatibilidade com equipamentos industriais (Da Silva, 2011).

A combinacdo de PEG 3350 e fosfato destaca-se por sua simplicidade operacional,
baixo custo e escalabilidade, sendo amplamente utilizada em aplicacGes industriais. Esse
sistema proporciona uma separacao rapida e eficiente de biomoléculas especificas, como a
IgG, mantendo sua funcionalidade para aplicacbes diagndsticas e terapéuticas. Estudos
indicam que o SDFA pode alcancar alta pureza e rendimento, oferecendo uma alternativa
sustentavel a métodos tradicionais, como cromatografia de afinidade (Husted et al., 1985;
Salabat, 2001; Garcia-Rivera et al., 2016; Naghdali et al., 2021).

2.3.2 Fatores que influenciam a eficiéncia de purificacao

A eficiéncia do SDFA depende de parametros fisico-quimicos, como pH, concentracao
de polimero e sal, temperatura e tempo de processamento.

O pH afeta a carga superficial das proteinas e sua solubilidade. Proximo ao ponto
isoelétrico da IgG, que é de 6.9, a solubilidade é reduzida, favorecendo a separacdo na fase
rica em polimero. Desvios significativos podem comprometer a seletividade, permitindo a co-
purificacdo de contaminantes (Karmakar et al., 2022).

A concentracdo de PEG e sal também é critica. Enquanto o PEG modula a densidade e
a hidrofobicidade da fase rica em polimero, o sal ajusta a forca idnica, estabilizando proteinas
e minimizando interacBes inespecificas. ConcentracGes inadequadas podem reduzir a
recuperacdo ou aumentar impurezas no processo (Garcia-Rivera et al., 2016).

A temperatura influencia a estabilidade das proteinas e a dinamica das fases.
Temperaturas elevadas podem causar desnaturacdo, enquanto temperaturas muito baixas
reduzem a mobilidade molecular, prejudicando a separacdo (Ahmad et al., 2023). O tempo de
processamento deve ser suficiente para completar a separacdo, evitando perdas por

degradacédo ou aumento de contaminantes.
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2.4 METODOS COMPLEMENTARES DE PURIFICACAO: ADICAO DE ACIDO
CAPRILICO E MICROFILTRACAO

Na década de 1960, foi demonstrado que as globulinas o e B, mas ndo as globulinas v,
formavam complexos insollveis com 4&cidos graxos de cadeia curta (C6-C12). Essa
descoberta foi crucial para o desenvolvimento de um processo de purificagdo para 1gG, no
qual as proteinas ndo imunoglobulinas séo precipitadas com acido caprilico (&cido octandico,
um acido graxo C8 saturado). A pureza e o rendimento da solugcdo enriquecida com 1gG
dependem da quantidade de acido caprilico adicionado, do pH, da molaridade do tampdo e do
fator de diluicdo (Bertolini et al., 2012).

A adicdo de é&cido caprilico (C8) e a microfiltracdo continuam sendo métodos
complementares amplamente utilizados na purificacdo de imunoglobulinas, especialmente
quando combinados com o Sistema de Duas Fases Aquosas (SDFA). Essa abordagem tem se
mostrado eficaz na obtencao de IgG de alta pureza e rendimento (Vargas et al., 2015). O acido
caprilico, age como um agente precipitante altamente seletivo para proteinas indesejadas,
como albumina e lipoproteinas. Sua eficiéncia estd em sua capacidade de interagir com as
superficies hidrofébicas das proteinas, promovendo sua precipitacdo. Esse mecanismo é
especifico, permitindo a remoc¢do de contaminantes sem afetar a integridade da IgG, que é
menos suscetivel a precipitacdo devido as suas propriedades fisico-quimicas (Brodsky et al.,
2012; Stimac et al., 2022).

Durante o processo de purificacdo, o &cido caprilico € adicionado sob condicdes
controladas de pH e temperatura, formando agregados proteicos insoluveis que sdo removidos
por filtracdo. Essa etapa é particularmente importante para a remocdo de albumina, que é uma
das principais proteinas contaminantes em preparagdes de soro, sendo especialmente sensivel
as condicOes impostas pelo acido caprilico (Romanowski et al., 2012; Carvalho et al., 2017).

A combinacéo do &cido caprilico com o SDFA potencializa ainda mais a eficiéncia do
processo de purificacdo. O SDFA, que utiliza fases ricas em polimeros, como o PEG
(polietilenoglicol), e sais, como o fosfato, realiza uma separacdo inicial baseada em
propriedades como solubilidade e afinidade das moléculas. Quando o acido caprilico é
adicionado nesse contexto, ele atua seletivamente para precipitar proteinas residuais
indesejadas, ampliando a pureza do produto final. Essa sinergia resulta em um processo de
purificacdo robusto, com maior seletividade e menor custo operacional, em comparacdo a
métodos como cromatografia de afinidade (Garcia-Rivera et al., 2016; Choi et al., 2019).

O uso combinado de SDFA e &cido caprilico é especialmente relevante em aplicacbes

terapéuticas e diagndsticas, onde a pureza das imunoglobulinas € um requisito critico. Estudos
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recentes tém demonstrado o potencial dessa estratégia para a produgdo em larga escala de 1gG
com altos padrdes de pureza e rendimento, tornando-se uma alternativa promissora a métodos

convencionais mais caros e complexos (Erdmann et al., 2020; Stimac et al., 2022).

2.5 METODOS DE IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE IMUNOGLOBULINAS

2.5.1 ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

O ELISA identifica imunoglobulinas especificas por meio de interacbes bioquimicas
baseadas na afinidade entre antigenos e anticorpos, mediadas por processos enzimaticos.
Essas interacBes ocorrem devido a especificidade estrutural entre os epitopos presentes no
antigeno e o sitio de ligacdo dos anticorpos. O método utiliza placas revestidas com antigenos
ou anticorpos, que capturam o analito presente na amostra, como imunoglobulinas, atraves
dessas interagdes de alta afinidade (Gan, 2013).

Quando um anticorpo conjugado a uma enzima é adicionado, ele se liga ao complexo
antigeno-anticorpo formado. A enzima catalisa a conversdo de um substrato em um produto
colorido ou fluorescente, permitindo a deteccdo e quantificagdo do analito. Essa capacidade
de amplificacdo de sinal torna o ELISA extremamente sensivel, capaz de detectar
concentragdes muito baixas de imunoglobulinas, mesmo em amostras diluidas (Kao et al.,
2018; Diaz et al., 2022). No caso de diagnosticos relacionados a dengue, por exemplo, o
ELISA detecta anticorpos 1gG ou IgM especificos do virus. Aqui, 0s antigenos virais fixados
na superficie do ensaio interagem com o0s anticorpos da amostra. A presenca de
imunoglobulinas especificas para o virus indica uma resposta imunolégica a infec¢do (Kao et
al., 2018; Rodrigues et al., 2021).

No contexto da validacdo de imunoglobulinas purificadas, como IgG, o ELISA
garante a especificidade e funcionalidade das proteinas apds processos como o Sistema de
Duas Fases Aquosas (SDFA). Ele permite identificar a concentracdo de IgG e avaliar sua
reatividade com antigenos-alvo, assegurando a qualidade do produto final para aplicacdes

diagndsticas e terapéuticas (Chen et al., 2020; Diaz et al., 2022).

2.5.2 Eletroforese em Gel SDS-PAGE
A eletroforese em gel SDS-PAGE (Polyacrylamide Gel Electrophoresis, com dodecil

sulfato de sodio) é uma técnica fundamental para a andlise da pureza e integridade das
imunoglobulinas. O principio dessa técnica baseia-se na separacdo de proteinas por seu peso
molecular. Quando as amostras de proteinas sdo aplicadas a um gel de poliacrilamida em um

campo elétrico, as proteinas migram com base no tamanho e na carga. A utilizacdo do SDS,
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um detergente anibnico, desnaturaliza as proteinas, conferindo uma carga negativa uniforme,
0 que permite que as proteinas migrem proporcionalmente ao seu peso molecular (Larsen et
al., 2017).

A SDS-PAGE é amplamente utilizada para verificar a pureza das imunoglobulinas
purificadas. A separacdo das proteinas permite a visualizacdo de bandas que correspondem as
proteinas presentes na amostra, possibilitando a identificacdo de contaminantes e a avaliagdo
da integridade das imunoglobulinas. No caso das IgG, espera-se observar uma Gnica banda de
alta intensidade correspondente ao peso molecular esperado (aproximadamente 150 kDa para
a molécula intacta), o que indica que a proteina esta bem preservada e nao foi degradada
durante o processo de purificagdo (Ragusa et al., 2019).

A utilizacdo da SDS-PAGE é crucial para assegurar que a purificacdo da 1gG, obtida
por diferentes métodos como SDFA ou cromatografia de afinidade, ndo resultou em
degradacdo ou contaminagdo por outras proteinas do plasma ou da producdo recombinante
(Santos et al., 2021).

2.5.3 HPLC (High-Performance Liquid Chromatography)

A cromatografia liquida ¢ uma técnica analitica indispensavel para a separacao,
identificacdo e quantificacdo de componentes em misturas complexas. Seu principio baseia-se
na interacdo diferencial entre as moléculas da amostra (fase mdvel) e o material da coluna
cromatografica (fase estacionaria), permitindo que compostos sejam separados com base em
suas propriedades fisico-quimicas, como polaridade, tamanho e afinidade (Grimalt et al.,
2019; Zhang et al., 2021).

No contexto das imunoglobulinas, como a 1gG, o HPLC se destaca como uma
ferramenta essencial para avaliar pureza, quantificar concentracdes e analisar modificacGes
pos-traducionais, como glicosilacGes, que podem impactar diretamente a funcionalidade
terapéutica. Sua capacidade de fornecer analises detalhadas e precisas dessas caracteristicas o
torna indispensavel na validacdo de processos de purificacdo e no controle de qualidade de
produtos biotecnoldgicos (Grimalt et al., 2019; Zhang et al., 2021).

Apesar dessas vantagens, a precisdo das analises realizadas por HPLC pode ser
influenciada por fatores como impurezas residuais, estabilidade das amostras e condi¢6es do
sistema cromatografico. Residuos de sais ou solventes, quando ndo eliminados
adequadamente nas etapas de purificacdo, podem interferir na separacdo cromatogréfica,
gerando picos sobrepostos ou distorcidos que comprometem a identificacdo e quantificacdo

das imunoglobulinas (Miller et al., 2020). Para assegurar a precisdo analitica, é fundamental
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controlar rigorosamente a composicao da fase mével, incluindo proporcoes de solventes e pH,
além de monitorar continuamente o estado da coluna cromatografica, que pode se desgastar
ou acumular residuos ao longo do tempo (Grimalt et al., 2019; Kumar et al., 2022). Essas
medidas ndo apenas garantem a confiabilidade dos dados obtidos, mas também contribuem
para o desenvolvimento de produtos biotecnolégicos mais seguros e eficazes.

2.6 CONSIDERAQC)ES ETICAS E DE BIOSSEGURANCA

A ética na manipulagdo de plasma humano comeca com o respeito aos direitos dos
doadores. A coleta deve ser voluntaria, baseada no consentimento livre e informado, e
aprovada por comités de ética em pesquisa, conforme a Resolucéo n. © 466/12 do Conselho
Nacional de Saude (CNS). Os doadores devem ser informados sobre os objetivos da pesquisa,
o0s riscos envolvidos e as medidas de protecdo a confidencialidade de suas informacoes
pessoais. Além disso, é imprescindivel que as praticas estejam alinhadas com diretrizes
internacionais, como a Declaracdo de Helsinki, e regulamentacdes especificas de agéncias
como a ANVISA e a Organizagdo Mundial da Satde (OMS) (Brasil, 2013; Who, 2020).

Do ponto de vista da biosseguranca, trabalhar com materiais biologicos requer a
implementacdo de protocolos rigorosos para reduzir o risco de exposicdo a agentes
infecciosos. A adocdo de Equipamentos de Protecdo Individual (EPIs), como luvas, jalecos e
mascaras, € obrigatoria (CDC, 2021). Ainda neste interim, a Diretoria Colegiada da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria aprovou a RDC N° 34, DE 11 DE JUNHO DE 2014, que
estabelece os requisitos de boas praticas para servicos de hemoterapia que desenvolvam
atividades relacionadas ao ciclo produtivo do sangue. O artigo 89 estabelece que a cada
doacdo devem ser realizados obrigatoriamente testes laboratoriais de triagem de alta
sensibilidade, para deteccdo de marcadores para as seguintes doencas: sifilis, Doenca de
Chagas, Hepatite Be C, HIV 1 e 2 e HTLV i e Il. Caso pelo menos um dos resultados da
repeticdo em duplicata seja reagente/positivo ou inconclusivo, as bolsas deverdo ser

blogueadas e descartadas (Brasil, 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo geral desenvolver e validar um protocolo para a
obtencdo, purificacdo e quantificacdo de imunoglobulina especifica anti-dengue a partir do
plasma humano, utilizando o sistema de duas fases aquosas e técnicas analiticas. Espera-se
que o protocolo permita a obtengdo de imunoglobulinas especificas com alta pureza e
rendimento, adequadas para aplicacdes diagnosticas e cientificas. A hipdtese central é que a

utilizacdo dessas metodologias resultard em um processo eficiente e escalavel.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar as bolsas de plasma contendo altos titulos de IgG anti-dengue utilizando
ELISA.

e Estabelecer as condicdes ideais para a purificacdo de imunoglobulinas por SDFA;

e ldentificar e caracterizar as imunoglobulinas purificadas utilizando ELISA e SDS-
PAGE;

e Avaliar a eficiéncia do uso do &cido caprilico e da microfiltracio como etapas
complementares de purificacdo utilizando SDS-PAGE;

e Realizar a identificacdo e quantificacdo por HPLC utilizando a 1gG da Hemobras

como referéncia;
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4 METODOLOGIA
4.1 OBTENCAO DO PLASMA

O material de partida utilizado nos experimentos é o plasma congelado (plasma
comum), obtido por doacdo de voluntéarios da regido metropolitana de Recife-PE, e cedido

pela Fundacdo HEMOPE. As bolsas de plasma (figura 3) seguiram os protocolos de doacao
exigidos pela RDC n° 34, de 11 de junho de 2014 (BRASIL. ANVISA, 2014). Todo o
processo de fornecimento de plasma foi aprovado nas Comissdes de Etica da UFPE (CAAE:
55993122.8.0000.5208) e do HEMOPE (CAAE:55993122.8.3001.5195).

Figura 3- Bolsas de plasma de diferentes tipos sanguineos.

Fonte: A Autora, 2023.

4.2 PRE-TRATAMENTO DO PLASMA

As bolsas de plasma foram descongeladas a aproximadamente 4°C. O plasma ja
liquido foi vertido em um recipiente apropriado e centrifugado a 3500 RPM por 30 min a 4°
C. O precipitado (crioprecipitado) foi descartado, e o sobrenadante foi separado para a

realizacdo dos experimentos.

4.3 VALIDACAO DO PLASMA CONTENDO IgG

As bolsas de plasma contendo titulos de 1gG para Dengue foram validadas através do
Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica (ELISA). As bolsas que apresentaram titulos de
anticorpos de Dengue foram submetidas ao Sistema de duas fases Aquosas (SDFA).

O ensaio de ELISA para Dengue 1gG foi realizado conforme instru¢ées do Kit Panbio
Dengue 1gG Indirect ELISA® (Australia). Conforme recomendado, os controles positivo e
negativo, o calibrador e as amostras de plasma foram diluidos na proporcdo de 1:9 em
diluente de amostra. Em microplacas contendo 96 pocos, revestidas com anti-
imunoglobulinas para Dengue, foram adicionados 20 pL de cada diluicdo. As microplacas
foram incubadas durante 30 min a 37 °C, e lavadas posteriormente com solucdo salina
tamponada (fosfato/tween 20/conservante Proclin 0,1%). Apds as lavagens, foram
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adicionados 100 pL de anticorpo anti-IlgG humano conjugado com peroxidase em cada poco,
e as placas foram incubadas por mais 30 min a 37 °C. Apos novas lavagens com solugéo
salina de fosfato, foram adicionados 100 pL de substrato de tetrametilben-zidina/peréxido de
hidrogénio (crombégeno TMB), e as placas foram incubadas a temperatura ambiente durante
10 min. A reacédo foi interrompida com 100 pL de &cido fosforico 1 M (Solugdo de parada).
Através do leitor de microplacas Accuris SmartReader UV-Vis - modelo MR9600, as
absorbancias dos pogos foram medidas utilizando um comprimento de onda de 450 nm.
Seguindo o calculo do “cut-off” fornecido pelo kit e pelos valores de obtidos com a
absorbancia de cada amostra, os resultados foram considerados positivos, negativos ou

duvidosos.

4.4 SISTEMA DE DUAS FASES AQUOSAS (SDFA)

O sistema de duas fases aquosas (Figura 4) seguiu a metodologia descrita por Arsenjo
(2011), proposto para sistemas de obtengéo de proteinas. Foi utilizado PEG de concentracfes
3350, 4000 e 8000 (concentragédo de 15.5% m/m), uma solucéo de fosfato (concentracdo 15%
m/m em pH 7,0), solucdo de NaCl (concentracdo de 12% m/m) e o plasma pré-tratado. Os
sistemas foram homogeneizados por 30 minutos em um agitador magnético, deixados em
repouso por 15 minutos e posteriormente, centrifugados em baixa velocidade (3.500 rpm, 15
minutos) para a separacdo das fases. Todos os experimentos de particdo foram realizados a
temperatura ambiente. Amostras das fases superior e inferior foram separadas em micro tubos
contendo uma solucédo de acido caprilico (concentracdo 5%) e filtradas (microfiltro 0,22 pum,
Mil-lipore).

Figura 4- Procedimento do sistema de duas fases aquosas utilizado.
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4.5 ANALISE DE IgG NAS FASES DO SDFA POR ELISA
Novos ensaios ELISA foram realizados ap6s o processo de separacdo do SDFA para
identificar a 1gG nas diferentes fases. A 1gG foi analisada nas fases superior (PEG) e inferior

(sal) para confirmar a presenca e a distribuicdo da proteina nas fases resultantes da separacéo.

4.6 ANALISE POR ELETROFORESE

As duas fases obtidas nos SDFA (PEG e Sal) foram avaliadas por eletroforese em gel
de poliacrilamida SDS-PAGE. O gel de poliacrilamida foi preparado nas concentracoes de 6%
(gel de empilhamento) e 12% (gel de corrida) e ap6s a corrida eletroforética (figura 5) foram
corados em solugdo de Comassie Blue. A analise foi realizada através do densitémetro Bio-
DS-5000 plus Microtek utilizando um software LPixImage (Loccus Biotecnologia®). A cuba
e reagentes foram da BIORAD. Os resultados obtidos foram comparados com a IgG
purificada, comercializada e cedida pela Hemobrés.

Figura 5- Equipamento para preparo do gel de eletroforese e corrida eletroforética.

Fonte: A Autora (2023).

4.7 DETERMINACAO DE CONCENTRACOES DE PROTEINAS POR HPLC

A analise das amostras de proteinas foi realizada utilizando um Sistema HPLC

Shimadzu VP com detector UV/Vis a 214 nm e coluna C18. A fase movel foi composta por
agua e acetonitrila (50/50) com 0,2% de &cido fosforico com taxa de fluxo de 1 mL/min. A
calibracéo foi realizada com padrdes de imunoglobulinas obtidas da Hemobras, comparando
os tempos de retengdo e as areas dos picos das amostras para a quantificagdo das proteinas
presentes.
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5 RESULTADOS
5.1 EFICIENCIA DO SISTEMA DE DUAS FASES AQUOSAS (SDFA)

O sistema de duas fases agquosas (SDFA) composto por polietilenoglicol (PEG),
predominantemente na fase superior, e fosfato de sodio, concentrado na fase inferior, foi
avaliado para a extragéo e purificacdo de imunoglobulina G (IgG) a partir de plasma humano.
Para otimizar a comparagdo, foram preparados sistemas bifasicos com diferentes
concentragdes de PEG. Os resultados sdo apresentados na Tabela 1 e posteriormente,

realizado uma corrida com as amostras na eletroforese, como mostrado na Figura 6.

Tabela 1 — Resultados e condicGes experimentais de purificagdo de 1gG imune a dengue.

Volume da fase Volume da fase

Amostra PEG superior (mL) inferior (mL)
1 3350 3,6 1.4
2 4000 3,4 16
3 8000 31 1.9

Fonte: A autora (2024).
Nota: Tabela elaborada pela autora com base nos resultados obtidos na pesquisa.

Figura 6- Eletroforese em gel de poliacrilamida dos sistemas de duas fases aquosas com PEG 3350,
4000 e 8000, solucéo de fosfato de s6dio no pH 7.

Padrao PEG 3350 Sal 3350 PEG 4000 Sal 4000 PEG 8000 Sal 8000
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Fonte: A autora (2024).

No estudo de eletroforese realizado em gel de poliacrilamida (Figura 6), dentre as
amostras gque apresentaram banda de imunoglobulina, a amostra 1 e 2, preparadas com PEG
3350 e 4000, respectivamente, mostraram os melhores resultados. E possivel verificar que nas
fases Sal de ambas amostras, a banda de Gamma Globulina encontra-se praticamente ausente,

mostrando que a IgG ficou retida na fase PEG, como esperado. Ja com o PEG 8000, é
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possivel ver a banda de 1gG em ambas as fases. E possivel ver também uma diminuicio
considerdvel das demais proteinas na fase PEG com concentrages 3350 e 4000 em
comparagdo com a 8000. Por isso, as amostras preparadas com PEG 3350 e 4000 foram

escolhidas para serem tratadas com acido caprilico e submetidas a filtracao.

5.2 IMPACTO DA ADICAO DE ACIDO CAPRILICO

A adicdo de &cido caprilico foi avaliada como um método complementar para a
remocado de contaminantes, como albumina e lipoproteinas, e para melhorar a seletividade da
purificacdo da 1gG. Foram realizados experimentos comparando amostras filtradas com e sem

a adicdo do acido caprilico para PEG de concentracbes 3350 e 4000.

Figura 7- Eletroforese em gel de poliacrilamida dos sistemas de duas fases aquosas com PEG 3350 e

4000 filtrados com e sem a adicdo de &cido caprilico.
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Fonte: A autora (2024).

Os resultados da eletroforese SDS-PAGE (Figura 7) indicaram que, nas amostras sem
a adicdo de acido caprilico, tanto com PEG 3350 quanto com PEG 4000, a maior parte da IgG
foi retida na fase PEG. No entanto, observou-se a presenca de albumina e alfa-globulinas.
Além disso, uma leve banda de IgG foi detectada na fase salina, sendo mais pronunciada no
sistema com PEG 4000.

Em contrapartida, nas amostras na qual ambas as fases foram filtradas com a prévia
adicdo de acido caprilico, observou-se que as outras proteinas na fase PEG foram
praticamente eliminadas. Na fase salina, o sistema com PEG 3350 apresentou pouca ou
nenhuma proteina residual, sugerindo uma retencdo mais eficiente da IgG na fase PEG em
comparagdo com o PEG 4000. Esses resultados confirmam que a IgG permaneceu

predominantemente na fase PEG e em um estado mais purificado, evidenciando a eficacia do
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PEG 3350 com a adicdo do acido caprilico e filtracdo na separacdo e purificagdo da
imunoglobulina.

Para validar a eficacia do sistema e garantir que a proteina precipitada foi de fato a
IgG especifica, foi realizado o ensaio de Elisa em duplicata nas amostras feitas com PEG
3350 com a adicdo do acido caprilico e filtradas. Esse método permitiu a deteccdo especifica
da imunoglobulina em ambas as fases PEG e a negativacao das fases salinas, conforme Tabela
2.

Tabela 2 — Resultados Elisa das amostras.

Amostras Absorbancia Resultado
Controle Negativo 0.127 -
Controle Positivo 0.629 -

Calibrador 1 0.273 -

Calibrador 2 0.303 0.2880
PEG 1 0.681 23.6458
Sall 0.092 3.1994
PEG 2 0.419 18.0208
Sal 2 0.121 4.2013

Fonte: A autora (2024).
Nota: Os resultados a seguir foram obtidos pelo método Panbio™ Dengue IgG ELISA. Os valores obtidos por
métodos diferentes ndo podem ser usados de forma intercambiavel. A magnitude do resultado medido, acima do
valor de cut-off, ndo é indicativa da quantidade total de antigeno presente.

5.3 REPRODUTIBILIDADE DO SISTEMA

Apos a realizacdo dos testes preliminares com os polimeros PEG 3350 e PEG 4000,
além da adicao do acido caprilico, foi avaliada a reprodutibilidade do sistema que apresentou
os melhores resultados (PEG 3350). Para isso, a extracdo de imunoglobulinas foi conduzida
em maior escala, aumentando progressivamente a quantidade de plasma processado de 1 g
para 5 g e posteriormente para 20 g.

A eficiéncia da extracdo foi analisada por meio de eletroforese (Figura 8) permitindo a
verificacdo da integridade e pureza das imunoglobulinas isoladas. Essa abordagem permitiu
validar a aplicabilidade do sistema para volumes maiores, garantindo sua viabilidade para

futuras aplicacBes em diagnostico e terapéutica.
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Figura 8- Eletroforese em gel de poliacrilamida dos sistemas de duas fases aquosas com PEG 3350

preparados para 1, 5 e 20g de plasma.
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- —— - — )
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Fonte: A autora (2024)

5.4 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS POR CROMATOGRAFIA

5.4.1 Curva Analitica de 1gG

Para a quantificacdo da 1gG nas amostras, foi construida uma curva analitica (Figura
9) utilizando solugdes de concentragdes conhecidas de uma IgG fornecida pela Hemobras:
Branco (0 mg/mL), 0,4 mg/mL, 0,8 mg/mL, 1,6 mg/mL, 3,2 mg/mL e 6,4 mg/mL. Os
cromatogramas obtidos apresentaram um tempo de retencdo médio de 2,55 min para a IgG,

demonstrado na Figura 10.

Figura 9- Curva analitica dos padrdes de IgG com concentracfes de 0 mg/mL, 0,4 mg/mL, 0,8 mg/mL,
1,6 mg/mL, 3,2 mg/mL e 6,4 mg/mL.
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Fonte: A autora (2025)



33

Figura 10- Cromatograma do Padréo IgG.
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Fonte: A autora (2025)

A area sob os picos foi utilizada para construcdo da curva analitica, permitindo a
correlacdo entre area e concentracdo de 1gG. Essa curva sera utilizada para o célculo da

concentracdo da IgG nas amostras obtidas do plasma pelo SDFA.

5.4.2 Analise das Amostras de 1gG obtidas do plasma pelo SDFA

O branco utilizado continha todos os componentes do SDFA, exceto a amostra de 19G
obtida do plasma. O cromatograma (Figura 11) correspondente mostrou picos indicando a

presenca da fase PEG com tempo de retencdo iniciando em aproximadamente 4 minutos.

Figura 11- Cromatograma da Fase PEG do SDFA sem a presenca da IgG obtida do plasma.
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Apos a centrifugacdo, a amostra de 1gG obtidas do plasma pelo SDFA foi separada em

trés fases: Fase salina (inferior), Fase PEG (superior), precipitado de proteinas - massa branca

homogénea (fase intermediaria) como apresentado na Figura 12.

Figura 12- SDFA das amostras de plasma pos centrifugacdo evidenciando formagéo de precipitado de

proteinas da fase PEG.

Fonte: A autora (2025)
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A fase intermediéria, foi isolada e diluida em 100 pL de agua destilada, seguida da

adicdo de acido caprilico (5%) e filtracdo (filtro Millipore 0,22 um). No cromatograma da

Figura 13 pode ser verificado um pico expressivo de IgG com tempo de retencdo em torno de

2,55 min, indicando alta concentracdo de IgG nessa fase intermediaria. O Cromatograma

também mostra a fase PEG apds o pico de IgG no tempo de retencdo iniciando em

aproximadamente 4 minutos, como constado no cromatograma do branco da Figura 11.
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Figura 13- Cromatograma do precipitado de proteinas da amostra de 1gG obtida do plasma.

Fonte: A autora (2025)
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Também foi analisado a fase superior (PEG) e a fase inferior (Sal). A anéalise da fase

PEG da amostra de plasma submetida ao SDFA (Figura 14) revelou um pico reduzido na

regido correspondente a 1gG, confirmando que a maior parte da IgG, de fato, precipitou na

fase intermedidria.

Figura 14- Cromatograma da fase Superior (PEG) do SDFA.
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Por fim, a fase salina foi analisada (Figura 15) e apresentou um pico minimo de IgG,

reforcando a retencdo preferencial da 1gG na fase PEG.

Figura 15- Cromatograma da fase Inferior (Sal) do SDFA.
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Utilizando a curva analitica obtida previamente (Figura 9), foram realizados o0s
calculos para determinacdo da concentracdo de 1gG nas diferentes fases da amostra obtida
pelo SDFA. O valor calculado para a fase intermediaria, em que consta o precipitado de
proteinas da fase PEG, foi 1,93 mg/mL. Para a fase PEG superior e fase Sal as areas dos picos
calculadas foram consideravelmente menores que as usadas para montar a curva padréo,
portanto, ambas tém concentragdes menores que 0,4 mg/mL.

A concentra¢do de 1gG do precipitado de proteina (fase intermediaria) foi previamente
diluida. Portanto, devido as dilui¢des realizadas durante o processamento, foi necessario
aplicar o fator de diluicdo total para determinar a concentracdo real da 1gG na amostra
original. Inicialmente, 400 pL do precipitado da fase PEG foram diluidos em 100 pL de &gua
destilada, seguido por uma nova diluicdo onde 450 pL dessa mistura foram combinados com
50 pL de &cido caprilico e 500 pL de agua, totalizando um fator de dilui¢do de 2,78. Assim, a
concentracéo corrigida da 1gG na amostra original foi calculada como 5,36 mg/mL.

Em um estudo conduzido por Vargas et al. (2012), a purificagdo de IgG e albumina a
partir de plasma humano foi realizada utilizando o sistema de duas fases aquosas (SDFA)
polimero/fosfato. O rendimento final de 1gG obtido foi de 7 g/L, com 70% de recuperacdo. O
processo incluiu uma etapa inicial de precipitacdo de 1IgG com acido caprilico e centrifugacéo,
seguida por cromatografia de troca i6nica (AEC), a qual foi empregada para melhorar a
pureza e otimizar o rendimento final da IgG.

De maneira semelhante, embora o rendimento final de 1gG obtido no estudo de Vargas
et al. tenha sido superior (7 g/L) em comparagdo com o obtido neste trabalho, que foi de 5,36
g/L, ambos os métodos mostraram boa eficiéncia na recuperagéo de IgG a partir do plasma. A
principal diferenca entre os estudos estd no uso da cromatografia de troca ibnica (AEC) no
estudo de Vargas et al.,, 0 que contribuiu para um aumento na pureza da IgG. O menor
rendimento de 1gG observada no presente estudo pode estar relacionada a separacdo e
ressuspensdo do precipitado formado na fase superior, 0 que indica a necessidade de
otimizacdo desta etapa do processo. Mesmo assim, o0s resultados obtidos sdo favoraveis
quando comparados a métodos tradicionais de fracionamento, como a fracdo Cohn (3—4 g/L,
com 20-50% de recuperacdo) ou os procedimentos de cromatografia (4—4,5 g/L, com 30-65%
de recuperacdo).

Os resultados indicam que, apos a centrifugacdo, a 1gG ficou predominantemente
retida na fase intermediaria do PEG, com pouca presenca na fase superior do PEG e quase

nenhuma na fase salina. Esse comportamento sugere que a metodologia utilizada foi eficaz na



38

separagdo da 1gG, embora ajustes possam ser necessarios para otimizar a recuperacao e a
pureza.

A precipitacdo da 1gG na fase intermediaria pode ser explicada por uma combinacéo
de fatores termodinamicos e interacGes moleculares. O pH do sistema é 7, e dado que 0 ponto
isoelétrico da IgG € de 6,9, nesse intervalo de pH as IgG estdo predominantemente em sua
forma neutra, o que pode influenciar suas interacbes com as fases do sistema bifasico. A
solubilidade da proteina é afetada pela interacdo com os componentes da fase superior e
inferior, especialmente o PEG, um polimero hidrofébico, induz a exclusdo de solvente ao
formar o sistema bifasico, o que reduz a solubilidade das proteinas e pode favorecer a
agregacdo das moléculas de 1gG (Vargas et al., 2012).

A presenca de NaCl também pode influenciar o particionamento das proteinas. A
adicdo de NaCl reduz a agua livre disponivel para solvatacdo, aumentando a hidrofobicidade
das proteinas e favorecendo sua interacdo com o PEG na fase superior. O efeito de volume
excluido causado pelo PEG e pela presenca de NaCl resulta em uma concentra¢do mais alta
de proteinas na fase intermediaria, o que explica a precipitacdo da IgG nessa fase. Esse
comportamento esta em linha com estudos anteriores, como o de Rito-Palomares et al. (1997),
que demonstraram que a IgG tende a se particionar para a fase rica em PEG, formando um
precipitado.

Além disso, o acido caprilico interage com as superficies hidrofobicas das proteinas,
promovendo sua precipitacdo. As globulinas a e B formam complexos insoluveis com acidos
graxos de cadeia curta, mas a globulina y ndo ¢ afetada de forma similar. Essa caracteristica
foi importante para o processo de purificagdo, no qual proteinas como a IgA, IgM e albumina
sdo precipitadas com &cido caprilico, enquanto a 1gG é separada devido as suas propriedades
hidrofobicas. O acido caprilico também pode ajudar na inativacdo de virus com envelope
lipidico, aumentando a seguranca do processo de purificacdo (Bertolini et al., 2012).

A centrifugacdo foi determinante na formacdo da fase intermediaria. Em testes
preliminares, onde o sistema foi deixado em repouso por até 24 horas, ndo foi observada a
separacdo dessa fase pastosa, sugerindo que a forca centrifuga foi fundamental para a
coalescéncia e agregacao das moléculas de 1gG. Esse efeito da centrifugacdo esta relacionado
a reducdo do volume livre para solvatacdo, promovendo a agregacdo das proteinas e sua

retencdo na fase intermediaria (Vargas et al., 2012).
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5.5 PROPOSTAS PARA OTIMIZAC}AO DE PROCESSOS

Uma possivel melhoria no processo de separacdo e recuperacdo da IgG seria a
otimizacdo das condigdes de centrifugacdo. Testar diferentes velocidades e tempos de
centrifugacdo pode ajudar a avaliar o impacto dessas varidveis na formacdo da fase
intermediaria e na recuperacdo da IgG. Essa andlise permitiria compreender melhor o papel da
forca centrifuga no processo de precipitacdo da 1gG, ajudando a ajustar as condicGes ideais de
centrifugacdo para maximizar a eficiéncia da separacgdo e da recuperacao da proteina.

Além disso, a remoc¢do do PEG das fases do processo poderia ser aprimorada com a
exploracdo de métodos alternativos. A dialise, por exemplo, pode ser testada como uma
técnica para separar o0 PEG da fase superior sem formar precipitados, o que permitiria uma
recuperacdo mais limpa da IgG. Outra opcao seria a utilizacdo de precipitacdo com etanol ou
acetona, que pode ser eficaz na remogdo do PEG, mas deve ser cuidadosamente avaliada para
garantir que a pureza da proteina ndo seja comprometida (Torres, 2013). A ultrafiltracéo, por
meio de membranas especificas, também pode ser uma alternativa interessante, uma vez que
poderia separar 0 PEG da IgG de forma mais eficiente, preservando a integridade da proteina.
A combinacéo dessas tecnicas pode ser explorada de forma complementar, buscando otimizar

a recuperacao da IgG sem comprometer sua funcionalidade (Bertolini et al., 2012).
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6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou a viabilidade do Sistema de Duas Fases Aquosas
(SDFA) utilizando PEG 3350, sal fosfato e NaCl para a purificacdo de 1gG hiperimune contra
dengue. A adicdo de &cido caprilico e a filtracdo mostraram-se etapas fundamentais para a
remogao de contaminantes e aprimoramento da seletividade do método. Os resultados obtidos
confirmaram que a 1gG permaneceu predominantemente na fase intermediria (precipitado da
fase PEG), enquanto a fase salina apresentou apenas tracos da proteina. A quantificacdo por
HPLC revelou uma concentracao final de 5,36 mg/mL, validando a capacidade do sistema em
recuperar 1gG de forma seletiva.

A formagdo da fase intermedidria foi um aspecto central neste estudo, sendo
influenciada por interagdes entre a 1gG, os componentes do sistema bifasico e o &cido
caprilico. A otimizacdo das variaveis do processo, como tempo de agitacdo, repouso e
centrifugacao, foi essencial para a obtencdo de um sistema reprodutivel e eficiente.

Os resultados obtidos reforcam a eficiéncia e aplicabilidade do SDFA na purificacéo
de IgG, sendo uma alternativa viavel para a obtencéo de proteinas de interesse biotecnolégico.
Sua relevancia para a area de purificacdo de biomoléculas ¢ significativa, pois 0 método
oferece uma abordagem custo-efetiva, reprodutivel e de facil escalonamento, podendo ser

otimizado para diferentes tipos de imunoglobulinas.
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