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RESUMO

As imunoglobulinas (Igs) € hoje o produto que direciona a industria de
hemoderivados. Atualmente no Brasil, a procura pelas Igs vem aumentando
bastante devido ao aumento de casos de distirbios autoimunes, sendo 0 uso
dessas Igs fundamental ao seu tratamento. A imunoglobulina G comercial (IgGc),
usada largamente em tratamentos, ainda apresenta um pequeno grau de impureza.
A principal metodologia de obtencdo dessas proteinas plasmaticas € conhecida
como "fracionamento do plasma com etanol frio", entretanto devido a sua alta
concentracdo de etanol e baixo pH, essa provoca a desnaturacdo das proteinas.
Nesse sentido, o sistema de duas fases aquosas (SDFA) vem como uma alternativa
de metodologia que permite um ambiente aquoso (85% - 99% de agua) que acarreta
a obtencao e purificacdo de biomoléculas em condi¢des ndo desnaturantes. Extrair
e purificar imunoglobulina G comercial (IgGc) por SDFA e estudar a recuperacao e
o particionamento da biomolécula foi um dos objetivos do estudo, além de verificar
a presenca de anticorpos contra o virus da Zika nas preparactes de IgGc. As Igs
utilizadas na presente pesquisa foram oriundas da Empresa Brasileira de
Hemoderivados e Biotecnologia (HEMOBRAS). Para o SDFA foi utilizado um
planejamento fatorial 22 onde foram avaliadas a concentracdo do polietilenoglicol
(PEG) de 4000 g/mol e a concentracdo do sal (fosfato de potassio) sobre a extracao
das imunoglobulinas, tendo como variaveis de resposta: o coeficiente de particdo
(K) e a recuperacédo (Y) das imunoglobulinas extraidas. Os resultados mostraram
gue o comportamento de particdo das Igs dependeu diretamente da concentracao
de PEG e da concentracdo do sal utilizado. O ensaio que promoveu a maior
recuperacdo da biomolécula (Y=96,79%) foi obtido com o sistema PEG 4000
(12,5%) com uma concentracdo de fosfato de potassio de 10%, tendo as
imunoglobulinas uma particdo preferencial para a fase sal (K=0,15). O perfil
eletroforético das proteinas também demonstrou que apés o particionamento a IgGc
ficou mais pura. Dessa forma o SDFA se mostrou uma técnica eficiente na extracao

e purificacdo de imunoglobulinas, com um baixo custo e um alto rendimento.

Palavras-Chave: Imunoglobulina; SDFA; Extragéo; Purificagéo.



ABSTRACT

Immunoglobulins (Igs) are today the product that drives the blood products industry.
Currently in Brazil, the use of Igs has been increasing a lot due to the increase in
cases of autoimmune disorders, and the use of these Igs is fundamental to their
treatment. Commercial immunoglobulin G (IgGc), widely used in treatments, still has
a small degree of impurity. The main protein methodology of these proteins is known
as "cold ethanol plasma fractionation”, due to its high concentration of ethanol and
low pH, which can cause a denaturation of the proteins. In this sense, the Aqueous
two-phase system (ATPS) comes as an alternative methodology that allows an
aqueous environment (85% - 99% water) that entails obtaining and purifying
biomolecules under non-denaturing conditions. Extracting and purifying commercial
immunoglobulin G (IgGc) by ATPS and studying the recovery and partitioning of the
biomolecule was one of the objectives of the study, in addition to verifying the
presence of antibodies against the Zika virus in the IgGc preparations. As for the Igs
used in the present research, they came from the Brazilian Company of Blood
Products and Biotechnology (HEMOBRAS). For ATPS, a 22 factorial design was
used, through which the effects of concentration of 4000 g/mol polyethyleneglycol
(PEG) and concentration of salt (potassium phosphate) on the extraction of
immunoglobulins were evaluated, using the following response variables: the
partition coefficient (K ) and recovery (Y) of the extracted immunoglobulins. The
results showed that the behavior of Igs partitioning depended directly on the
concentration of PEG and the concentration of the salt used. The system that
allowed for the greatest recovery of the biomolecule (Y=96.79%) was the one using
PEG 4000 (12.5%) with a concentration of potassium phosphate of 10%, with
immunoglobulins having a preferential partition for the phase salt (K=0.15). The
electrophoretic profile of the proteins also showed that after partitioning the IgGc
became purer. Thus, the ATPS proved to be an efficient technique in the extraction

and purification of immunoglobulins, with a low cost and a high yield.

Keywords: Immunoglobulin; ATPS; Extraction; Purification.
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1 INTRODUCAO

As imunoglobulinas, ou também chamados anticorpos, sdo proteinas
produzidas e pertencentes ao sistema imunologico adaptativo. Elas tém como
funcdes conhecidas a opsonizacgéo e neutralizacdo de agentes invasores. Além de
serem responsaveis por ativar outras células do sistema imune para debelar os

patégenos responsaveis pela infeccao (SUN et al., 2020).

As preparacdes de imunoglobulinas (Igs) comerciais sdo medicamentos
derivados do sangue, usadas como terapia de reposi¢ao e também utilizadas como
agente imunomodulador para o tratamento de diversas enfermidades
(PLEGUEZUEL, SANCHEZ-RAMON, 2016). Apresentam boa tolerancia quando
administradas por via intravenosa ou subcutanea com raros efeitos adversos
(RAMUS, 2019).

Atualmente, a busca por imunoglobulinas vem aumentando
exponencialmente em todo o mundo, mas principalmente nos paises tropicais do
Hemisfério Sul, devido ao aumento dos Casos de Sindromes e sintomas
persistentes decorrentes da infeccdo por arboviroses, como por exemplo a
sindrome de Guillain-Barré causada secundariamente pela infec¢éo pelo virus da
Zika e da Chikungunya (DIDIER et al., 2016; MAHTO et al., 2018). Tais sindromes
autoimunes engatilhadas pelas infec¢des por arboviroses tém um alto custo para o
Sistema Unico de Saude (SUS) com medicamentos e o tratamento com a IgGc.

Além disso, as imunoglobulinas comerciais sdo amplamente utilizadas para
tratamento de diversas outras patologias como: leucemia linfocitica crénica e HIV
em neonatos (PEREZ et al., 2017), terapia da Sepse (JARCZAK; KLUGE;
NIERHAUS, 2020), disturbios dermatolégicos (FORBAT; ALI; AL-NIAIMI, 2018),
pneumonia viral aguda (LIU; CAO; LI, 2020), varias doencas autoimunes
(PLEGUEZUEL; SANCHEZ-RAMON, 2016) e COVID-19 (SCHWAIGER et al.,
2020).

A metodologia principal para a purificacdo e obtencdo dessas proteinas é o
conhecido método de Cohn desenvolvido na década de 1940 (COHN, 1946), e
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posteriormente atualizado (BORNOUF, 2007; OFOSU; FREEDMAN; SEMPLE,
2008). O Método consiste no "fracionamento do plasma com etanol frio", entretanto,
devido a alta concentracéo de etanol e ao baixo pH ao qual a amostra é submetida,
essa metodologia pode provocar a desnaturagao dos anticorpos (NADAR; PAWAR,;
RATHOD, 2017). Essa atual metodologia tem sido uma problematica para a
industria de hemoderivados, pois além da necessidade de passar por diversas
operacdes unitarias, a taxa de recuperacdo da proteina se torna pouco rentavel

frente aos gastos aplicados.

Em alternativa a esse método, o sistema de duas fases aquosas (SDFA)
apresenta-se como uma metodologia que permite um ambiente aquoso (85% - 99%
de &gua) que permite separar biomoléculas em condi¢cdes ndo desnaturantes, com
isso oferecendo a industria uma recuperacao dessas imunoglobulinas em melhores
condicbes e em maior quantidade. Assim, com uma metodologia de extracdo e
purificacdo que possa apresentar a industria de hemoderivados um maior
rendimento, melhor sera a viabilidade e rentabilidade para a industria do segmento
(SILVA e FRANCO, 2000; CHOW et al., 2016).

Nesse aspecto o SDFA é uma tecnologia de altas perspectivas pois oferece
a industria de medicamentos imunobiolbgicos a possibilidade de extrair, clarificar e

concentrar proteinas em uma so etapa de fracionamento.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 HEMODERIVADOS

Os hemoderivados sdo medicamentos imunobiolégicos que procedem da
metodologia de fracionamento industrial do plasma humano. Esses derivados do
sangue passam pelos processos de industrializacdo e normatizacao para garantir
qualidade, estabilidade e especificidade dos mesmos (BRASIL, ANVISA, 2015). O
plasma humano contém muitas proteinas que apds extragdo, purificacdo e
formulacdo em medicamentos, sédo de grande importancia médica. Atualmente mais
de 20 proteinas podem ser extraidas do plasma com a finalidade de tratar alguma
patologia. As mais comumente utilizadas na fabricacdo dos medicamentos
hemoderivados séo: Albumina, Imunoglobulinas, Fator VIII da Coagulacéo, Fator de
von Willebrand, Fator IX da Coagulacédo e o Complexo Protrobinico (CALIZZANI et
al, 2013; Bertolini et al., 2013; Kasper et al., 2015)

plasma

buffy-coat
—

hemacias

Figura 1. Separacgédo do sangue total em camadas ap0s a centrifugagéo. Fonte: BRASIL,
2015.



18

Inicialmente, cada bolsa de sangue total (ST) € submetida ao primeiro
processo de centrifugacdo, logo apdés é separada, em trés produtos: a) o
concentrado de heméacias (CH), b) a por¢céo de plasma, que corresponde ao plasma
em seu estado natural (bruto), e c) buffy-coat, uma por¢éo de sangue formada por
leucécitos e plaquetas (Figura 1). Em seguida, apés um novo processo de
centrifugacédo em alta rotacéo, a porcao de plasma é separada em dois produtos: o

concentrado de plaquetas e o plasma fresco congelado (PFC) (BRASIL, 2015).

Por sua vez, o PFC (Figura 2) passa pelo processo de extragdo de um de
seus componentes, o crioprecipitado, assim formando dois hemocomponentes: o
crioprecipitado, que possui outros hemoderivados (fibrinogénio, fator Von
Willebrand, fator VIII e fator XIll), e o plasma livre de crioprecipitado. Do plasma
fresco congelado ainda é possivel separar mais dois hemoderivados: a albumina e
as Imunoglobulinas. Em nivel industrial, os medicamentos derivados do plasma séo
produzidos por meio do fracionamento de grandes “pools” de plasma, que podem
ser obtidos por separacdo de ST ou aférese. “Pools” de plasma humano sao
preparacoes estéreis, congeladas e ndo pirogénicas obtidas de plasma humano de
doadores do mesmo grupo sanguineo ABO. Descongelar as doac6es de plasma &
0 primeiro passo no processo de fracionamento do plasma, onde ele é agrupado
em um recipiente para formar "pools"”. A quantidade de doac¢éao individual de plasma
depende do método de coleta e varia de 250mL de plasma coletado (obtido do ST)
a 700-800mL de plasma fonte, obtido por plasmaférese (BERTOLINI; GOSS;
CURLING, 2013; CONCIL OF EUROPE, 2020).
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Plasma Fresco -
Fracionamento

Figura 2. Resumo dos principais hemoderivados que podem ser fracionados a partir do plasma
fresco congelado. Adaptado de COVAS, 2014.

No Brasil, foi nos anos 1970 que teve inicio a producado de hemoderivados
com a producgdo de uma Fabrica de albumina na cidade de Teresopolis, no estado
do Rio de Janeiro. Na década seguinte mais duas industrias foram instaladas no
pais, o HEMOPE (Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco) em
1985, no Recife, em Pernambuco, e o Instituto Catarina no Rio de Janeiro, essa
dltima j& encerrando suas atividades em 1996. Logo apés nos anos 90 chegava
para se somar ao rol, a Fundagdo Hemocentro de Brasilia. E em 2 de dezembro de
2004, a Lei 10.972 autorizou o poder executivo a criar a HEMOBRAS (Empresa
Brasileira de Hemoderivados e Biotecnologia) (SARAIVA, 2005).
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Foi planejado que, em posse de cerca de 250.000 litros de plasma por ano
no Brasil, a HEMOBRAS poderia atender 15% da demanda anual do Concentrado
de Fator VIII; 40% da demanda anual do concentrado de Fator IX e 48% da
demanda de Imunoglobulina Humana. Destaca-se que atualmente a Empresa ainda
se encontra sem capacidade de producgéo, necessitando exportar o plasma e

importar os hemoderivados de empresas parceiras do exterior (BRASIL, 2019).

2.2 IMUNOGLOBULINAS

As imunoglobulinas, também chamadas de anticorpos, sdo glicoproteinas
gue possuem determinadas carateristicas na sua estrutura, as quais Ilhes conferem
funcdes especificas. Didaticamente, os anticorpos podem participar na defesa do
corpo humano de trés maneiras: se ligando e neutralizando as toxinas e os agentes
invasores, realizando a opsonizagcdo dos mesmos para posterior fagocitose pelo
macrofago e ativando o sistema complemento para destruicdo dos agentes
invasores (MURPHY, 2014; NEZLIN, 2019).

Regiao
variavel (sftio
de ligagao
ao antigeno)

Regido constante
(funcéo efetora)

Figura 3. Estrutura esquematica de uma molécula de Imunoglobulina. Fonte: Murphy, 2014.
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As células do sistema imunoldgico que secretam os anticorpos intactos sao
os plasmécitos. A imunoglobulina tem um formato de “Y” e € composta por duas
cadeias leves (23kDa) e duas cadeias pesadas idénticas (50 - 70kDa). Pontes
dissulfeto intercadeia e interagdes ndo covalentes sdo a forma em que as cadeias
pesadas e leve e as duas cadeias pesadas sdo mantidas unidas. Sao conhecidos 5
tipos de cadeias pesadas que retratam as classes amplamente conhecidas de
imunoglobulinas: mu (IgM), delta (IgD), gama (IgG), alfa (IgA) e IgE (épsilon)
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; MAIBOM-THOMSEN, et al., 2019).

Como anteriormente citado, a estrutura de cada molécula determina suas
funcdes especificas. Sabendo que as cadeias pesadas determinam os tipos de
imunoglobulinas, podemos entdo caracteriza-las e explanar suas respectivas

funcdes no sistema imune.

A IgMs na maioria das vezes se apresenta no organismo como um
pentamero, podendo as vezes aparecer como mondmero. E a terceira
imunoglobulina mais comumente encontrada no sangue humano, a primeira a ser
formada pelo feto e também € a primeira a ser fabricada pelas células B virgens

quando sao estimuladas por antigenos (LI et al., 2020).

A IgM tem uma participacdo 6tima na degradacdo de microrganismos por
conta de sua estrutura pentamérica e atua ativamente como fixadora do sistema
complemento. As IgMs existentes na forma de mondmeros, geralmente funcionam
como superficies de células B e como receptores para antigenos (GONG;
RUPRECHT, 2020).

Anticorpos do tipo IgAs se apresentam como mondmeros no soro humano,
mas quando encontrados nas secre¢des como por exemplo o leite materno, saliva,
muco e lagrimas, sdo achados na forma de dimeros. A IgA das secrecles €
conjugada a uma proteina produzida nas células epiteliais que é agregada a
imunoglobulina a medida que ela passa atraves das secrecfes. Essa proteina
conjugada a IgA é a responsavel pelo auxilio do transporte através da mucosa e a
torna mais resistente a degradacédo nas secrecdes (BHARATHKAR et al., 2020). E

a segunda imunoglobulina mais encontrada no organismo e tem a funcdo de
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oferecer imunidade local, principalmente nas mucosas dos recém nascidos (YANG;
PALM, 2020).

A IgD tem a sua estrutura apresentada como um mondémero e € encontrada
em baixa concentracdo na circulacdo sanguinea. Suas funcdes ainda ndo estao
totalmente elucidadas, mas sabe-se que atualmente ela € encontrada em
superficies de células B nas quais funciona como receptor para antigenos. Existem
também evidéncias de participacdo da IgD nas ligac6es do sistema complemento
(WAN; ZHAO; SUN, 2021).

Os Anticorpos IgEs sdo também mondmeros e sao a imunoglobulina que tem

menor concentracao sérica, jA que se liga com bastante avidez e afinidade a
basofilos e mastocitos, mesmo antes de entrar em contato com o antigeno. E a IgE
gue esta relacionada com as reacdes alérgicas. Sua ligacdo ao alérgeno resulta na
liberacdo de varios mediadores inflamatérios que resulta nos sintomas de alergia.
Também € possivel encontrar altos titulos séricos de IgE quando h& infeccéo por

helmintos. Os eosindfilos tém receptores de Fc (Fragmento Cristalizavel) para IgE e

a ligacao de eosindfilos a helmintos vai culminar na morte do parasita (GLUCK,
2015; RIBATTI, 2016).

IgGs sdo todas encontradas na forma monomeérica. E o tipo mais versatil de
imunoglobulina, pois é capaz de realizar as funcbes de todas as outras moléculas
de anticorpos. E a mais encontrada na circulacdo sanguinea e corresponde a cerca
de 75% de todas as imunoglobulinas do soro. Fica alocada principalmente nos
espacos extravasculares, o que lhe confere a rapidez na resposta imunoldgica a
neutralizacdo e opsonizacdo de patogenos (SERIA et al., 2021). E importante
salientar também que é a Unica classe de imunoglobulina que atravessa a barreira
placentaria. As IgGs tém também uma importante funcéo na ligacdo as células do
sistema imunolégico como macréfagos, monocitos e linfécitos (YAGI;YANAKA;
KATO, 2018; LIU; LIU, 2021).
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A IgG demonstra ser a mais importante dentre todas as imunoglobulinas, por
ser a que estd em maior concentragdo na circulacdo sanguinea de mamiferos, além
de ter a maior participacdo na resposta imunolégica. Também se conhecem na
literatura quatro subclasses da IgG (IgG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4), cada uma delas
podendo desempenhar fungdes diferentes (PORTO et al.,2022).

A possivel explicacdo para se achar quatro isotipos de IgG é que suas
regides Fab (Fragmento de Ligacdo ao Antigeno) sédo bastante flexiveis e tém uma
maior tendéncia a reagir com outras moléculas e entre regifes dela mesma. Por
exemplo: usando a técnica de  Espalhamento de raios Xa
baixos angulos (SAXS/GISAXS) foi constatado que os fragmentos da porcao Fc das
IgG1 e IgG2 diferem entre si. Enquanto IgG1 se apresenta ao longo de um uUnico
plano, IgG2, em contraste, se move em Vvarios planos perpendiculares (REMESH et
al., 2018).

A importancia do estudo das subclasses das IgGs esta relacionada a
premissa de que a estrutura é responsavel pela funcéo da proteina. A IgG2 difere
dos outros isotipos no que se refere a capacidade de ultrapassar a barreira
placentaria. A afinidade da IgG2 pela barreira placentaria é muito baixa. A 1gG4 por
sua vez nao se fixa para ativacdo do sistema complemento. Além disso, a IgG2 e
IgG4 nédo se ligam a receptores de Fc 0 que acarreta diretamente num prejuizo a
internalizacdo de um antigeno pelas células fagocitarias (DAVIES; SUTTON, 2015;
NEZLIN, 2019).

2.3 IMUNOGLOBULINA HUMANA

A Imunoglobulina humana esta no rol de medicamentos do Componente
Especializado da Assisténcia Farmacéutica, que € conduzido pelo Ministério da
Saude (MS), sob a portaria de N° 1.554, publicada em de 30 de julho de 2013. Essa
legislacdo atende a politica de acesso a medicamentos do SUS, reconhecido por

proporcionar a garantia da integralidade do tratamento medicamentoso no nivel
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ambulatorial. As normativas do cuidado estdo listadas em protocolos clinicos e
diretrizes terapéuticas (PCDTSs), publicados pelo MS (BRASIL, 2013).

Os PCDTs brasileiros norteiam o uso da imunoglobulina humana intravenosa
para 8 patologias clinicas comprovadamente: anemia hemolitica autoimune, aplasia
pura adquirida crbénica da série vermelha, dermatomiosite e poliomiosite,
imunodeficiéncia primaria com predominancia de defeitos de anticorpos,
imunossupressao no transplante renal, miastenia gravis, parpura trombocitopenia
idiopatica e Sindrome de Guillain-Barré (BRASIL, 2015; GOUDOURIS, 2017).

Os primeiros relatos de uso de imunoglobulina humana por via intravenosa
ocorreram nos anos de 1950, sendo utilizada como terapia de substituicdo em
pacientes que apresentavam déficits imunoldgicos. Atualmente as IgGs sédo
largamente usadas para tratar doencas inflamatorias e distlrbios autoimunes além
dos descritos nos PCDTs nacionais. A listagem de recomendacdes de uso da
imunoglobulina humana, porém, ndo impede o uso off label da mesma. E provado
clinicamente que na Sindrome de Kawasaki, uma vasculite que afeta criancas e
adolescentes, a associacdo da imunoglobulina G com Aspirina produz uma
resposta clinica bastante efetiva. Na literatura é possivel encontrar usos de forma
off label da imunoglobulina G humana, para mais de 90 diferentes patologias
(SILVERGLEID; BALLOW, 2016; SPACIL; BUENO, 2017).
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Figura 4. Imagem da Imunoglobulina humana liofilizada. Fonte: Autor.

A imunoglobulina humana para transfusdo (Figura 4) € um produto
compostos de Igs policlonais normais, oriunda de “pools” de plasma de milhares de
bolsas de doadores saudaveis. A preparacdo atualmente distribuida pelo SUS
(Sistema Unico de Saude) consiste principalmente em IgG, com um tempo de meia-
vida de 21 a 28 dias. A imunoglobulina contém anticorpos contra antigenos
exdgenos e autoantigenos, ou seja enddgenos. O mecanismo de acdo do
tratamento imunomodulador das IgG € multifatorial, implicando na imunidade
humoral e celular. As quatro subclasses de IgG estdo presentes na preparacao
intravenosa, sendo a IgGl encontrada em maiores quantidades e a 1gG4 em
menores (IgG1 = 58,8% / 1gG2 = 34,1% / 1gG3 = 5,4% / IgG4 = 1,7%). E importante
ressaltar que muito embora a imunoglobulina humana tenha um alto grau de pureza

para IgG, ha cerca de 3% de outras proteinas da formulacao (ANVISA, 2016).
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2.4 A SINDROME DE GUILLAIN-BARRE

A sindrome de Guillain-Barré (SGB), classificada de acordo com a CID G
61.0, é uma patologia autoimune que afeta gravemente o sistema nervoso,
principalmente a mielinizacdo dos nervos periféricos. Portanto, a SGB € a principal
condicdo médica responsavel pela paralisia flacida generalizada em todo o mundo.
Globalmente, a incidéncia anual é atualmente estimada em 1 por 100.000
habitantes na faixa etéria de 20 a 40 anos, com uma taxa de mortalidade de 5% a
7% (nessa faixa etéria) devido a arritmias cardiacas, sepse e insuficiéncia
respiratoria. O grupo de maior risco sédo as pessoas com mais de 50 anos que tém
inicio subito de emagrecimento e fraqueza grave dentro de 7 dias apés o inicio dos
sintomas. Estes sado claramente fatores de risco para um progndéstico ruim da

doenga (WILLISON; JACOBS; VAN-DOORN, 2016).

De acordo com as diretrizes baseadas em evidéncias da Academia
Americana de Neurologia, as duas opg¢Oes de tratamento recomendadas para
pacientes gravemente afetados pela SGB sdo a plasmaférese terapéutica (PT) e a
imunoglobulina intravenosa (IGIV). Ambos os tratamentos demonstraram-se
eficazes e superiores ao tratamento conservador para recuperagdo de
incapacidades (ZUKIC et al., 2017; LIU; DONG; UBOGU, 2018) Embora a PT tenha
se mostrado segura e menos dispendiosa quando administrada por médicos, a IGIV
€ preferida pela maioria devido a sua facilidade de administracdo e menor
probabilidade de complicacBes. No entanto, estima-se que aproximadamente 20%
dos pacientes com SGB podem ter incapacidade grave e 4-15% podem ir a 6bito
apesar do monitoramento rigoroso e administracdo de tratamentos
imunoterapéuticos, incluindo PT ou IVIG (AHAMMED et al., 2017; BEYDOUN et al.,
2020).
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2.5 ZIKA VIRUS

O virus Zika (ZIKV), assim chamado em referéncia a floresta de Uganda, foi
isolado pela primeira vez em 1947 em macacos rhesus (Macaco mulatta). Foi
descoberto gracas a um estudo que tinha como alvo a febre amarela (DICK, 1952).
E um flavivirus intimamente relacionado com a dengue. Foi inicialmente
reconhecido como causador de infec¢do assintomatica ou produtor de doenca febril
em humanos e, por décadas, ndo expressou grandes preocupacdes de saude
publica (MACNAMARA, 1954; PETERSEN et al., 2016).

No més de dezembro de 2014, sao relatados os primeiros casos de surto no
Brasil. A confirmagéo da transmissdo comunitéria foi obtida em maio de 2015 nos
estados do Nordeste e, em seguida, nos estados das regides Sudeste e Centro-
Oeste (FARIA et al., 2016; FARIA et al., 2017). Varios casos de microcefalia foram
inicialmente ligados ao virus. Médicos que atuam na regido Nordeste do Brasil
detectaram um aumento significativo na incidéncia de criangcas nascidas com

microcefalia apos a identificacdo da entrada do virus no pais (DIDIER et al., 2016).

A descoberta da possivel transmissdo do virus por contato sexual ou
secrecdes (saliva, urina) e a auséncia de vacinas ou tratamentos especificos tém
sido determinantes para um alto nivel de preocupacdo mundial (MEAD; HILLS;
BROOKS, 2018). No entanto, a confirmacao diagnéstica tem sido dificil devido a
falta de marcadores ou testes que tenham real capacidade diagnostica, levando a
constantes casos falso-positivos. Estudos associaram a infeccdo pelo ZIKV a
microcefalia fetal, que foi declarada pela Organiza¢cdo Mundial da Saude (WHO) em
2016 como “emergéncia de saude publica de interesse internacional”. No entanto,
a relacdo entre infeccao intrauterina pelo ZIKV e casos recentes de microcefalia tem
sido preocupante para muitas mulheres em qualquer idade gestacional. Além disso,
durante o surto na Polinésia Francesa, observou-se que 42 pacientes com sintomas
de infeccédo pelo ZIKV apresentavam sindrome de Guillain-Barré, o que representou

um aumento consideravel no nimero de casos. Essas observacfes ja haviam sido
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relacionadas ao flavivirus em outro momento, mas ndo a infec¢do pelo ZIKV
(PIELNAA et al., 2020).

2.5.1 Infeccéo pelo Zika virus e a SGB

Os surtos causados pelo ZIKV tém graves impactos sociais e econdmicos,
principalmente pelo aumento de doencas em consequéncia a infecgéo pelo virus. ,
principalmente a sindrome congénita e a SGB. Os impactos econémicos e sociais
dos surtos e epidemias afetam principalmente areas pobres e grupos mais frageis,
aprofundando as desigualdades e promovendo um circulo vicioso entre doencas e

deterioragéo do estilo das condi¢cOes de vida dessas pessoas.

A SGB é uma reacdo autoimune que afeta gravemente o sistema nervoso,
principalmente o periférico. Essa patologia geralmente surge ap6s uma infeccao
viral na maioria dos casos, e atualmente tem sido largamente associada a pos-
infecdo por ZIKV ou pelo virus da Chikungunya. Como se trata de uma reacao
autoimune, pode-se entdo concluir que essa patologia faz com que o sistema imune
destrua seus proprios nervos provocando uma inflamacdo gravissima. A maioria
dos pacientes apresenta sintomas de fraqueza muscular que pode levar a uma
paralisia dos musculos respiratérios, seguidos de arritmias cardiacas. A taxa de
mortalidade geral € de 3 a 7% e os sobreviventes vivem todo o resto da vida com
sequelas apresentando déficits motores e sensoriais e necessitando de
medicamentos e fisioterapia com fins de reabilitacdo (SHAHRIZAILA, N; LEHMANN;
KUWABARA, 2021).

No ano de 2016, o ministério da saude brasileiro recebeu a notificagdo de
215.319 casos de ZIKV, que levaram a um aumento de 970 interna¢cdes por SGB
em relacdo a média de casos do pais, onde nédo tinha havido registro de casos de
ZIKV entre 2008 e 2014. Neste caso, podemos mensurar o custo da SGB associado
ao ZIKV no pais levando em consideracdo ndo somente os gastos com o SUS, mas

também do ponto de vista da perspectiva social. Levando em conta a perda da
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produtividade por adoecimento, morte precoce e beneficios para pacientes e seus
acompanhantes o custo chega em média a U$ 7.732.504,08 por ano. Entre os
diversos itens considerados, merecem destague o custo anual do tratamento com
imunoglobulina humana, cerca de US$ 3.263.210,50 (PEIXOTO, 2019).

2.6 METODOLOGIAS ATUAIS DE EXTRACAO E PURIFICACAO DE PROTEINAS

A tecnologia de fracionamento atual baseia-se fortemente em dois métodos:
a crioprecipitacéo, que é um método fisico, e a precipitacéo fracionada com etanol
frio, um método fisico-quimico. A crioprecipitacao € o método de precipitacao fisico
primordial na produgéo de concentrados de FVIII, FvW e fibrinogénio. A purificacéo
destes fatores é feita num outro momento através de técnicas de precipitacéo,
adsorcdo dos restantes fatores de coagulacdo, separacdo cromatogréfica e
inativacao viral, obtendo-se assim o produto final. J& os métodos fisico-quimicos
sdo baseados no fracionamento com etanol, o qual deriva do método desenvolvido
por Cohn, utilizado principalmente na obtencdo de albumina e imunoglobulinas
(BERTOLINI ET AL., 2013; EMA, 2011).

2.6.1 Método de Cohn

O fracionamento de proteinas plasméticas foi primeiro realizado por E. J.
Cohn, a partir da necessidade de suprir a demanda de produtos hemoderivados
durante os periodos de guerra. Assim, estabeleceu-se um processo onde as
proteinas plasmaticas podem ser isoladas com base em diferentes caracteristicas
de solubilidade de cada uma, sendo manipuladas condi¢cdes como pH,
concentracdo de proteina, temperatura, forca ibnica, e concentracdo de etanol
(BERTOLINI ET AL., 2013).

Este trabalho pioneiro foi a base para o desenvolvimento de todos os
processos de fracionamento atuais, que hoje em dia incluem novas técnicas como
a abordagem cromatografica para uma maior pureza e recuperagdo das proteinas
terapéuticas derivadas do plasma. Este método envolve véarias etapas de
processamento sucessivas em concentracdes de etanol bem definidas, associadas

a mudancas de pH, temperatura, e osmolaridade que resultam na precipitacdo
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seletiva dos diferentes derivados plasmaticos. Entretanto, devido a alta
concentracdo de etanol e baixo pH, essa metodologia pode provocar a
desnaturacdo dos hemoderivados (BERTOLINI ET AL., 2013; BURNOUF, 2007;
EMA, 2011).

2.6.2 Cromatografia de Troca I6nica

A cromatografia € um processo que propicia a obtencdo de um produto de
alta pureza assegurando uma extracdo segura de proteinas labeis, otimizando a
recuperacao proteica e remocéao dos agentes utilizados na inativagéo viral, como no
caso do solvente/detergente. Outros procedimentos cromatograficos estao
disponiveis para serem usados na purificacdo e producao de produtos medicinais
derivados do plasma, sendo que a escolha do método mais eficaz deve ser feita em
funcdo da seletividade e do rendimento do processo. Os fatores que determinam
essa escolha dependem da capacidade da coluna, da natureza e concentracao das
proteinas alvo, qualidade das resinas cromatograficas, forca ionica, pH dos
tampdes, temperatura do processo e tempo de contato (BURNOUF, 2007; EMA,
2011).

Atualmente a cromatografia de troca i6nica e a cromatografia de afinidade
sdo os métodos mais utilizados pela industria para capturar as proteinas de forma
a melhor preservar as suas atividades funcionais. A cromatografia de troca ibnica
utiliza resinas com grande capacidade de ligacao proteica, cujo poder de ligacao e
de eluicdo de proteinas pode ser controlado de forma precisa, simplesmente
ajustando o pH e a condutividade. Ja a cromatografia por afinidade € uma tecnologia
que utiliza grupos de ligantes especificos numa fase estacionéaria, que promovem a
adsorcdo de proteinas presentes na fracdo utilizada, através de ligacdes
moleculares reversiveis. Podem ser usados anticorpos monoclonais assim como
enzimas ou hormonios (BURNOUF, 2007; BERTOLINI ET AL., 2013).
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2.7 SISTEMA DE DUAS FASES AQUOSAS

A extracdo aquosa em duas fases, utilizando o sistema de duas fases
aquosas (SDFA) € uma alternativa ndo cromatogréfica potencial e promissora, que
pode combinar alta recuperacédo, seletividade e biocompatibilidade com um modo
de operacao continua e de facil ampliacdo. Apesar de o comportamento da particao
envolvida no método ser complexo e dificil de prever, € capaz de fornecer alto
rendimento de recuperacéo (Y) e é facilmente escalavel. Também é um método

muito econdmico e favoravel ao meio ambiente (IQBAL et al., 2016).

Os sistemas de duas fases mais comuns sao formados por dois polimeros,
geralmente polietilenoglicol (PEG) e dextrana, ou um polimero e um sal como por
exemplo fosfato, sulfato ou citrato. SDFA tradicionais de polimero-sal tém sido
utilizados para a recuperacéo e purificacdo de bioprodutos de alto valor. Atualmente
sistemas polimero-polimero sédo estudados mais extensivamente na tentativa de
aumentar a afinidade do sistema com os produtos; por isso h4 niumeros reduzidos
de estudos sobre os sistemas polimero-sal e suas aplicacfes parecem focadas na
purificacdo de proteinas comerciais (ASENJO; ANDREWS, 2000; GRILO et al.,
2016; IQBAL et al., 2016).

A agua € o componente principal de ambas as fases do SDFA formando um
ambiente suave para a separacao das biomoléculas e os polimeros estabilizam sua
estrutura e atividades biolégicas, enquanto outros métodos de extracdo liquido-
liguido podem danificar os produtos biol6gicos por causa das condicbes do
processo e solventes organicos (IQBAL et al., 2016). Ja a separacdo de fases é
influenciada por diferentes fatores como concentracdo e peso molecular do
polimero, concentracdo e composicdo do sal. Sistemas de duas fases aquosas
surgem espontaneamente da mistura entre diferentes polimeros solUveis em agua
ou um polimero e um sal especifico. Quando dois polimeros especificos séo
misturados em agua dentro de certas concentracdes, a mistura separa-se em duas

camadas (fases) aquosas imisciveis (MAZZOLA, et al. 2007).

No SDFA, cada fase proporciona um ambiente distinto para proteinas e

outros solutos. Diferencas nas interagdes entre solutos e solventes podem levar a
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uma distribuicdo desigual que é marcadamente quantificada pelo coeficiente de
particdo, designado como K, que pode também ser explorado para detectar
mudancas na estrutura dos solutos. O coeficiente de particdo de uma proteina é
definido como a raz&o da concentracéo da proteina ou da atividade enzimatica entre
as duas fases (SALES, 2015).

PEGs de diferentes pesos moleculares sao polimeros amplamente utilizados
em SDFA devido a sua baixa toxicidade, seu baixo preco e sua natureza pouco
volatil. O uso de certos sais no SFDA aumenta a particdo de moléculas alvo abaixo
de certos limites, mas acima das concentracdes criticas, um padrao de solubilidade
diminuido para proteinas e produtos pode ser observado. Ocorrem, portanto,
mudancgas importantes na forca ionica das solucdes, reduzindo as interacdes
ibnicas essenciais entre moléculas alvo e os ligantes de afinidade propostos
(ZAFARANI-MOATTAR et al., 2012; IQBAL et al., 2016).

Essa tecnologia de extracdo liquido-liquido foi relatada com sucesso nos
altimos tempos como uma operacgao de unidade de estagio primario no downstream
de varios produtos biologicos, incluindo proteinas terapéuticas, como anticorpos.

Sua aplicacao a anticorpos monoclonais foi relatada em poucos estudos de

pesquisa que datam da década de 1990. Zijlstra e colaboradores (1996) utilizaram
um sistema PEG/Dextrana funcionalizado para recuperar IgG de células de
hibridoma cultivadas na fase rica em dextrana (ZIJLSTRA et al., 1996). Ao mesmo
tempo, o grupo de Asenjo usou um ATPS de polimero/sal para recuperar com
sucesso IgG de sobrenadantes de células de hibridoma (ANDREWS et al., 1996).
A viabilidade do uso de SDFA para a purificacdo de anticorpos humanos a partir de
uma mistura de proteinas contendo albumina sérica humana e mioglobina foi

demonstrada anteriormente por Rosa e colaboradores em 2007.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Extracdo de imunoglobulina G comercial por sistema de duas fases aquosas
utiizando um planejamento fatorial para maximizar a recuperacdo € O

particionamento da proteina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extracdo de imunoglobulina G comercial por sistema bifasico aquoso composto
por PEG 4000mg/mol e Fosfato de Potassio com planejamento fatorial de 23;

e Estudo do comportamento da particdo da biomolécula entre as duas fases do
sistema;

e Avaliagdo da recuperacao da imunoglobulina em cada fase em diferentes
combinacgdes de PEG e Sal;

e Verificacdo da presenca de anticorpos contra o Zika virus nas preparacoes

comerciais de IgG.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discusséo dos achados dessa pesquisa serdo apresentados

em formato de artigo:

Apéndice A - Extracdo e avaliacdo do comportamento da imunoglobulina g
comercial utilizando sistemas de duas fases aquosas, a ser submetido ao Journal
of Molecular Liquids, e que descreve os resultados de comportamento do
particionamento da imunoglobulina comercial quando submetida a SDFA em
diferentes concentracdes de PEG 4000g/mol e Sal de Fosfato.
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Resumo

As imunoglobulinas (lgs) sdo os hemoderivados de maior consumo no mundo, sendo hoje o
produto que direciona a inddstria de hemoderivados. Atualmente no Brasil, a procura pelas
lgs vem aumentando bastante devido ao aumento de casos de distlrbios autoimunes,
principalmente os associados as infecgdes pelas arboviroses, sendo o uso dessas Igs
fundamental ao seu tratamento. Muito embora a imunoglobulina G comercial seja usada
largamente em tratamentos, ainda apresenta um grau de impureza que corresponde em média
a 2,4% da solucdo comercial importada. A principal metodologia de obtencdo dessas
proteinas plasmaticas ¢ o método conhecido como "fracionamento do plasma com etanol
frio"; entretanto, devido a alta concentracdo de etanol e ao baixo pH, essa metodologia pode
provocar a desnaturacdo dos hemoderivados. Nesse sentido, o sistema de duas fases aquosas
(SDFA) vem como uma alternativa de metodologia que permite um ambiente aquoso (85%
- 99% de agua) que acarreta a obtencdo e purificacdo de biomoléculas em condi¢bes ndo
desnaturantes. Extrair e purificar imunoglobulina G comercial (IgGc) por sistema de duas
fases aquosas e estudar a recuperacdo e o particionamento da biomolécula foi um dos
objetivos do estudo, além de verificar a presenca de anticorpos contra o virus da Zika nas
preparacdes de 1gGc. As Igs utilizadas na presente pesquisa foram oriundas da Empresa
Brasileira de Hemoderivados e Biotecnologia (HEMOBRAS). Para 0 SDFA foi utilizado um
planejamento fatorial 22 que permitiu avaliar os efeitos da concentragdo do polietilenoglicol
(PEG) de 4000g/mol e a concentracdo do sal (fosfato de potassio) sobre a extracdo das
imunoglobulinas, tendo como varidveis respostas o coeficiente de particdo (K) e a
recuperacdo (YY) das imunoglobulinas extraidas. Os resultados mostraram que o
comportamento de particdo das Igs dependeu diretamente da concentracdo de PEG e da
concentracdo do sal utilizado. O ensaio que promoveu a maior recuperacdo da biomolécula
(Y=96,79%) foi aquele realizado com o sistema PEG 4000 (12,5%) com uma concentragao
de fosfato de potassio de 10%, no qual as imunoglobulinas tiveram parti¢do preferencial para
a fase sal (K=0,15). O perfil eletroforetico das proteinas também demonstrou que a particao
realizada nessas condi¢fes conseguiu remover ainda mais as impurezas da solucao comercial
de Igs. Adicionalmente, o estudo conseguiu detectar a presenca de anticorpos contra o Zika
Virus nas solucBes de 1gG. Dessa forma o SDFA se mostrou uma técnica eficiente na
extracao e purificacdo de imunoglobulinas, com um baixo custo e um alto rendimento.

Palavras-Chave: Imunoglobulina; SDFA; Extracédo; Purificacdo.
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1. Introducéo

As imunoglobulinas, chamadas também de anticorpos, sdo proteinas produzidas e
pertencentes ao sistema imunoldgico adaptativo. Elas tém como funcdes conhecidas a
opsonizacdo e neutralizacdo de agentes invasores no organismo humano, além de serem
responsaveis por ativar outras células do sistema imune para debelar os patdgenos
responsaveis pela infeccdo (SUN et al., 2020). As preparacbes de imunoglobulinas (1gs)
comerciais sdo medicamentos derivados do sangue, usados como terapia de reposi¢do e
também utilizados como agente imunomodulador para o tratamento de diversas enfermidades
(PLEGUEZUEL, SANCHEZ-RAMON, 2017). Apresentam boa tolerancia quando
administradas por via intravenosa ou subcutdnea com raros efeitos adversos (RAMUS,
2019).

Atualmente, a busca por imunoglobulinas vem aumentando exponencialmente em
todo 0 mundo, mas principalmente nos paises tropicais do Hemisfério Sul, devido ao aumento
dos Casos de Sindromes e sintomas persistentes decorrentes da infeccdo por arboviroses,
como por exemplo a sindrome de Guillain-Barré causada secundariamente pela infeccao pelo
virus da Zika e da Chikungunya (MAHTO et al., 2018; SHAHRIZAILA, N; LEHMANN;
KUWABARA, 2021). Além disso, as imunoglobulinas comerciais sdo amplamente
utilizadas para tratamento de diversas outras patologias como: leucemia linfocitica cronica e
HIV em neonatos (PEREZ et al., 2017; MARTINS; MEDRONHO; CUNHA, 2021), terapia
da Sepse (JARCZAK; KLUGE; NIERHAUS, 2020), disturbios dermatologicos (FORBAT;
ALI; AL-NIAIMI, 2018), pneumonia viral aguda (LIU; CAO; LI, 2020), varias doencas
autoimunes (PLEGUEZUEL; SANCHEZ-RAMON, 2017) e COVID-19 (SCHWAIGER et
al., 2020).

A metodologia principal para a purificacéo e obtencéo dessas proteinas é o conhecido
método de Cohn desenvolvido na década de 1940 (COHN; STRONG, 1946) e
posteriormente atualizado (BORNOUF, 2007; OFOSU; FREEDMAN; SEMPLE, 2008). O
Método consiste no "fracionamento do plasma com etanol frio™; entretanto, devido a alta
concentracdo de etanol e ao baixo pH ao qual a amostra é submetida, essa metodologia pode
provocar a desnaturacdo dos anticorpos (NADAR; PAWAR; RATHOD, 2017). Essa

metodologia tem sido problematica para a industria de hemoderivados, pois aléem da
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necessidade de passar por diversas operacGes unitarias, a taxa de recuperacdo da proteina se
torna pouco rentdvel frente aos gastos aplicados. Em alternativa a esse método, o sistema de
duas fases aquosas (SDFA) se apresenta como uma metodologia alternativa que permite um
ambiente aquoso (85% - 99% de agua) que acarreta a obtencao de biomoléculas em condigdes
ndo desnaturantes, com isso oferecendo a inddstria uma recuperacgéo dessas imunoglobulinas
em melhores condi¢es e em maior quantidade (SILVA; FRANCO, 2000; CHOW et al.,
2016). Assim, o objetivo deste trabalho foi determinar as condi¢Ges 6timas para a
recuperacdo/purificacdo da imunoglobulina comercial por SDFA de Polietilenoglicol
(PEG)/fosfato usando um planejamento fatorial bem como avaliar sua imunoabsor¢édo

enzimatica para anticorpos contra o Zika virus.
2. Materiais e Métodos
2.1 Reconstitui¢ido da Imunoglobulina humana

Para realizacdo dos ensaios foi utilizada a imunoglobulina comercial (Tegeline, Lote:
16L.13549) fabricada por LFB Biomedicaments (Lille, Franga) que se apresenta na Forma
Farmacéutica de um po liofilizado. Ap6s reconstituicdo em temperatura ambiente (25 + 2 °C)
com o diluente recomendado pelo fabricante (dgua para injetaveis), foi realizada uma leve
homogeneizacdo para evitar a formacdo de bolhas na solugédo até a completa dissolucdo do
p6. Conforme sugerido pelo fabricante, foi de extrema importancia a verificacdo visual ap6s
a reconstituicdo para avaliar se ndo houve existéncia de particulas em suspensdo. Apos

confirmacdo da correta homogeneizacéo, a solucédo foi utilizada para as posteriores analises.

2.2 Preparacao do sistema de duas fases aquosas (SDFA)

O SDFA foi preparado em um tubo graduado de vidro adicionando, na temperatura
de 25°C + 2, solugbes da mistura de sais de fosfato de potéassio (KH2POs + KoHPO4) em
concentragOes diferentes, 50% de solugdes de Polietilenoglicol (PEG) 4000g/mol e agua
deionizada para complementar o sistema. As concentragdes de sal e PEG foram selecionadas
de acordo com o planejamento fatorial 22 mostrado na Tabela 1.



44

Tabela 1 - Niveis das variaveis estudadas no planejamento fatorial completo 22 para extragéo da

imunoglobulina comercial (IgG) com PEG 4000 g/moL e fosfato de potéssio.

Variaveis Niveis
Baixo (-1) Central (0) Alto (+1)
Concentracdo de PEG (%) 12,5 15,0 17,5
Concentracdo de Sal (%) 10,0 12,5 15,0

Apbs a montagem do SDFA, foi adicionado 1g da amostra, ou seja, da
Imunoglobulina Comercial ao sistema e, ap6s 5 minutos de agitacdo em vortex, os tubos
foram deixados em superficie plana para particionar durante 1 hora na temperatura ambiente
(25°C = 2). Depois de uma hora de particionamento, a fase PEG foi separada da fase sal de

forma manual com auxilio de pipeta automatica.

2.3 Definicéo das equacdes do SDFA

Apbs a preparacdo do sistema, foi investigado o efeito das duas varidveis
independentes, nomeadamente a concentracdo de fosfato de potassio e a concentracdo de
PEG, sobre o coeficiente de particdo (K) e a recuperacdo (Y), selecionadas como variaveis

resposta, com quatro repeticbes nos pontos centrais.

O coeficiente de particdo (K) foi definido como a razdo da concentracdo da

Imunoglobulina (IgG, mg/mL) na fase superior sobre aquela na fase inferior:

_IgGs
~ IgGi

€C 9 [13%4]

onde os indices “s” e “i”” representam as fases superior (fase rica em PEG) e inferior

(fase rica em fosfato), respectivamente.

O rendimento (Y), expresso como porcentagem, foi definido de acordo com a seguinte

equacéo:
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_19Gs.Vs/lgGi.Vi
~ IgGb.Vb

onde Vs e Vi sdo os volumes da fase superior e inferior, respectivamente, V, 0 volume

do extrato bruto e 1gGp a concentragéo da imunoglobulina na extrato bruto.

2.4 Eletroforese em gel de dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) foi
realizada usando um gel de corrida de poliacrilamida em concentracdo de 12% de acordo
com o método de Laemmli (1970). As bandas de proteina foram detectadas por coloracéo

com Coomassie Brilliant Blue G-250.

2.5 Determinacéo do conteudo total de proteinas

O conteldo total de proteinas das amostras foi determinado de acordo com método
desenvolvido por Bradford (1976), usando o Coomassie Brilliant Blue G-250 como corante.
Cada experimento foi realizado em triplicata e os resultados, apos correcdo contra amostras

em branco, foram expressos como valores médios.

2.6 Ensaio de Imunoabsorcado Enzimatica para 1gG

A validacdo da imunoglobulina comercial contendo altos titulos de IgG para Dengue
foi realizado através do Ensaio de Imunoabsor¢do Enzimatica (ELISA), teste usado para

medir e verificar a auséncia de anticorpos especificos.

O teste EILSA IgG foi realizado conforme instru¢des do “kit” Panbio® ZIKA IgG
INDIRECT ELISA (Panbio® ZIKA IgG Indirect ELISA, Australia). Resumidamente, 20 pL
de amostras da imunoglobulina comercial, controles positivo e negativo e calibrador, diluidos
a 1:9 em diluente de amostra, foram adicionados em microplaca contendo 96 micropogos
revestidos com anti-imunoglobulinas para ZIKA. A microplaca foi incubada durante 30 min

a 37 °C. Apos sucessivas lavagens com solucédo salina tamponada com fosfato contendo
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Tween 20 e conservante (Proclin 0,1%), foram adicionados 100 pL de anticorpo anti-1gG
humano conjugado com peroxidase e incubou-se durante mais 30 min a 37 °C. Apos lavagens
com a solucdo salina de fosfato contendo Tween 20, foram adicionados 100 pL de
tetrametilbenzidina/peroxido de hidrogénio (cromogeno TMB) como substrato e incubou-se
a temperatura ambiente durante 10 min. A reacdo foi interrompida com 100 pL de &cido
fosférico 1 M (Solugdo de parada). A absorbancia de cada pog¢o foi medida utilizando um
leitor de microplacas (Accuris SmartReader UV-Vis - modelo MR9600) a um comprimento
de onda de 450 nm. Os resultados foram considerados reagentes, ndo reagentes ou
inconclusivos segundo calculo do “cut off” fornecido pelo “kit” e pelos valores de
absorbancia de cada amostra. O ensaio foi realizado tanto com a IgG comercial, quanto ap6s
0 seu particionamento pelo SDFA, sendo analisadas tanto a fase Peg quanto a fase sal.

3. Resultados e Discussao
3.1 Planejamento fatorial 2°

Foram preparados sistemas contendo PEG 4000 e solugdo de fosfato de potassio em
pH 7,0. Os ensaios evidenciaram a formagdo no SDFA de uma fase superior maior e uma

fase inferior identificadas com base em seu aspecto macroscépico (Figura 1).

Figura 1. Aspectos macroscépicos das fases decorrentes da particdo da IgG comercial no SDFA
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O objetivo deste trabalho, além de determinar as condicGes ideais para a
recuperagdo/purificacdo da imunoglobulina comercial por SDFA e avaliar sua
Imunoabsorg¢do enzimatica, foi de também identificar o SDFA capaz de garantir o maior grau
de purificacdo uma vez que a imunoglobulina comercial tem um percentual de impureza em
média de 2,4% (ANVISA, 2016).

Foram avaliadas diferentes técnicas para recuperacdo de Imunoglobulinas
(FISHMAN; BERG, 2019; ALMEIDA et al., 2022), mas nenhuma delas apresentou maiores
quantidades e menor custo que o SDFA (ASENJO; ANDREWS, 2011; NADAR; PAWAR;
RATHOD, 2017). Por isso, 0 SDFA PEG-fosfato foi escolhido como método alternativo de
recuperagao e purificacdo da 1IgG comercial. Para otimizar as condigdes de parti¢do foi usado
um planejamento fatorial completo 22 usando a concentragdo de PEG (Cpec) € a concentragio
de sal (CsaL) como varidveis independentes e o coeficiente de particdo da 1gG (K) e o
rendimento (Y%) como varidveis de resposta. A Tabela 2 mostra os resultados dos 6 ensaios

relativos ao planejamento fatorial 22.

Tabela 2. Resultados da particdo da IgGc por SDFA (PEG/Fosfato) obtidos em ensaios realizados de acordo
com o planejamento fatorial 22.

Ensaios Cprec!  Csal? K3 Yrec? YsaL® BM®
1 12,5 10 0,15 3,20 96,79 103,65

2 17,5 10 0,33 71,88 19,38 74,67

3 12,5 15 0,84 62,44 37,56 91,05
4 17,5 15 1,19 47,96 52,03 104,90
5(C) 15 12,5 0,58 43,63 56,36 75,99
6(C) 15 125 058 43,88 56,11 77,99

1 Concentracéo de PEG (%)

2 Concentracdo de fosfato de potassio (%)

3 Coeficiente de particéo

4 Rendimento na fase superior rica em PEG (%)
5> Rendimento na fase inferior rica em SAL. (%)
¢ Balango de massa

(C) - Pontos centrais

Negrito — melhor ensaio
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Em todos os ensaios foi observada a separacdo das fases (Figura 1), sendo
quantificado o volume de cada fase posteriormente ao periodo de repouso. Em geral, a 1IgG
comercial particionou preferencialmente para a fase rica em sal como confirmado por valores
de K inferiores a 1 (K < 1), com excecdo do ensaio 4 onde a proteina migrou para a fase PEG
(K=1,19). Em particular, o ensaio 1, realizado usando PEG 4000 em concentracdo de 12,5%
e fosfato de sddio em concentracdo de 10%, foi aquele que garantiu a maior recuperagédo da
1gG (Y=96,79%) com particao preferencial da biomolécula para a fase sal (K=0,15).

Estes resultados corroboram com o estudo realizado por Chow e colaboradores em
2016, no qual foi observado que a IgG particionou para a fase rica em Sal do SDFA, quando
foi utilizado PEG com peso molar acima de 1450g/mol. E possivel que o PEG de alto peso
molecular tenha criado na fase superior (PEG) uma mais extensa rede hidrofébica
intramolecular, quando comparado a solu¢ées com PEG de peso molecular inferior. O que
pode ter levado a uma reducdo do espaco livre disponivel para acomodar as grandes
moléculas como a 1gG (150 kDa), devido ao efeito chamado de volume excluido.

3.1 Efeito das variaveis independentes na extracdo da Imunoglobulina (IgGc) por
SDFA.

3.1.1 Coeficiente de Particdo (K)

Segundo Malpiedi e colaboradores (2015), a particdo de uma determinada proteina
para uma fase especifica € resultante dos efeitos impostos pelos componentes dessa fase, ou
seja, do volume livre que ha no mesmo para a migracdo das moléculas. Como ja foi
mencionado, quase todos 0s ensaios promoveram a particao da IgGc para a fase sal. O Unico
ensaio em gue houve um particionamento para a fase levemente rica em PEG (K=1,19) foi o
ensaio 4 (Tabela 2) realizado com as maiores concentragdes tanto de PEG (17,5 %) como de
sal (15%) no mesmo ensaio. Este comportamento da IgGc particionando preferencialmente
para a fase PEG em alta concentracdo de sal é chamado de salting out, o que significa uma
diminuicdo na solubilidade das moléculas que as empurra para a fase PEG (XU, 2019;
BATISTA et al., 2021). Num estudo realizado por Nascimento et al. (2016) sobre a extragao
de protease fibrinolitica utilizando SDFA (PEG/SAL) de acordo com um planejamento
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fatorial 23 foi possivel observar, em todos os ensaios realizados com PEG 4000g/moL em
concentragdes de sal elevadas, 0 mesmo tipo de comportamento, ou seja, a proteina migrou

para a fase PEG pelo efeito de salting out.

Fendmeno oposto ocorreu no ensaio 1 realizado nas menores concentragdes tanto de
PEG quanto de sal, que levaram a um menor coeficiente de particdo. Pode-se observar na
Figura 2 que houve interacdo sinérgica significativa entre as duas concentracdes de PEG e
sal estudadas, indicando que a diminuicdo simultdnea de ambas as variaveis resultou no

particionamento preferencialmente para a fase SAL.

Figura 2. Diagrama de representacdo geometrica do efeito da interag8o entre as variaveis independentes

(concentracéo de sal e concentracdo de PEG) sobre o coeficiente de particdo (K) da IgGc por SDFA

(PEG/Fosfato).
084 1.19
15.0 [= 2
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Cprec 4000: Concentragdo de PEG 4000 g/moL

CsaltrHos: Concentracéo de Sal fosfato.



50

O gréafico de Pareto ilustrado na Figura 3 mostra os efeitos das duas varidveis
independentes e de suas interacdes sobre o coeficiente de particdo. E possivel observar que
a Csal foi a varidvel que mais influenciou a particéo da IgG para a fase rica em sal. Seu sinal
positivo sugere que altas concentracdes de fosfato favoreceram o efeito de salga
predominantemente. A concentracdo de PEG também teve um efeito positivo (161.89),
enquanto a interacdo entre as suas variaveis (Cpeg x Csal) teve um efeito positivo menos
significativo (52.18).

Em SDFA a presenca sais influencia a particdo de moléculas agindo sobre a carga das
proteinas. Os sais fosfato de potassio induzem elevados coeficientes de particdo de
biomoléculas em relagéo a outros sais, tais como, NaCl e Na>SQOs, atuando principalmente
sobre a carga de proteina (ALBERTSSON, 1971). Johansson (1970) e Lu et al. (2010)
sugeriram que altas concentracdes desse sal podem levar a problemas no equilibrio do SDFA
devido ao seu maior efeito de salting-out em comparagdo com outros sais que podem ser
utilizados no sistema, como por exemplo sais de citrato. No entanto, em nosso estudo, mesmo

utilizando concentracdo de 15% todos os sistemas formaram fases.
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Figura 3. Gréfico de Pareto da influéncia das concentracdes de PEG e sal de fosfato sobre o coeficiente de

particdo da Imunoglobulina comercial.
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lby2

p=0.05
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Crec: Concentracdo PEG

CrHos: Concentragéo do Sal

3.2 Efeito das variaveis independentes no rendimento (Y) da particdo da

Imunoglobulina (IgG) por SDFA.

O correspondente grafico de Pareto aplicado a recuperacdo de IgG na fase sal (Figura
4) mostra que tanto a concentracdo de PEG (-175,13) como a do sal de fosfato (-73,95)
isoladamente tiveram uma influéncia negativa sobre esta resposta. Entretanto a combinacao
delas teve um efeito positivo (255,62), ou seja, quanto menores a concentracdo de PEG e a
concentracdo de sal, maior € a recuperacdo da 1gG. Isso ficou bem claro para o ensaio 1 em

que as menores concentracfes de ambos 0s componentes permitiram uma recuperacdo da



purificacdo de produtos biotecnoldgicos pode ser considerada vidvel quando o rendimento

sdo extraidos do plasma, sendo 6bvio que quanto maior o rendimento de uma metodologia
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de que a combinacdo mais favoravel para esta resposta (Y=96,79%) foi a de CpHos 10% e
Crec 12,5%.

Figura 5. Diagrama de representacdo geométrica do efeito da interacdo entre as varidveis independentes
(concentracdo de sal e concentracdo de PEG) sobre o recuperacédo (Y) da IgGc na fase sal por SDFA
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O gréafico 3D ilustrado na Figura 6 mostra de forma ainda mais clara o
particionamento para a fase sal. Dentre dos 6 ensaios, 0s ensaios 1 e 2 foram aqueles que

levaram ao maior e ao menor valor de recuperacdo, respectivamente.



Figura 6. Scatterplot Y sal. Grafico de Disperséo de representacao grafica entre variaveis numéricas
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3.3 SDS PAGE

A Figura 7 mostra o perfil eletroforético das amostras de cada fase dos sistemas de

duas fases preparados com PEG 4000 e a solucéo de fosfato de potassio em pH 7,0.

Figura 7. Gel de Eletroforese SDS Page
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O plasma humano, cujo perfil de separacdo eletroforética consta na primeira coluna
da Figura 7, é uma mistura complexa de hemoderivados e proteinas representado em sua
maioria por Albumina, Imunoglobulinas, Fator VIII da Coagulacdo (FVIII), Fator de von
Willebrand (FvW), Fator IX da Coagulacdo (FIX) e Complexo Protrobinico (GRAZZINI et
al, 2013; JAMESON et al., 2015).

A metodologia para separacdo da IgG objetiva a obtencéo de formulagGes com alto
grau de pureza, no minimo de 90% e ndo ultrapassando 110%, com abundéancia proteica
média de 70g/L (30 a 180g/L) e moléculas integras (formacdo de polimeros e agregados
abaixo de 4%), que possam garantir terapias mais eficazes (GOUVEIA, 2013; FERREIRA
etal., 2016). Para a preparacdo da IgG, é necessario um grande nimero de doadores para que

0 produto final contenha adequada quantidade de anticorpos desejados. A preparacdo deve
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conter no minimo 90% de IgG (JOLLES; SEWELL; MISBAH, 2005) e ndo mais que 10%
de polimeros e agregados (WHO, 1994).

A Tegeline, utilizada para a analise no nosso estudo apresenta 97,6% de grau de
pureza (ANVISA, 2016). Pode-se ver no perfil eletroforético da imunoglobulina comercial
que, além da IgG presente em maior quantidade, ha bandas de alfa-globulina, beta-globulina
e albumina representando 2,4% de impureza. Entretanto, apos particionamento pelo SDFA
PEG-Fosfato (32 coluna, 1 Sal), o grau de pureza aumentou em relacdo a IgGc nao submetida
ao SDFA. Certamente, quanto mais pura a preparacdo da imunoglobulina, melhor para a
industria de medicamentos imunobioldgicos a fim de tratar especificamente determinadas

patologias.

3.4 Ensaio de Imunoabsorc¢do Enzimatica (ELISA) para IgG para Zika

Segundo as instrugdes do fabricante, a presenca de anticorpos 1gG somente € positiva
quando o indexador for maior que 11, negativa quando o indexador for menor que 9 e

duvidosa entre 9 e 11.

A quantificacdo de anticorpos do Zika virus na IgG comercial antes de ser
particionada no SDFA apresentou resultado positivo, significando que a Tegeline tem
anticorpos especificos para o virus da Zika.

Entretanto, apds o particionamento, o resultado foi negativo na fase sal e positivo na
fase PEG, enquanto para a o virus da dengue o titulo de anticorpos foi duvidoso. Com isso,
percebe-se que a imunoglobulina comercial € um pool de proteinas no qual cada IgG
especifica possui afinidade por uma fase do sistema. Isso foi comprovado pelo teste ELISA,
que resultou em titulos de anticorpos negativo para o Zika virus na fase sal e positivo na fase
PEG (Figura 8). Possivelmente, a grande quantidade de Imunoglobulina evidenciada na
eletroforese da fase sal apds particdo seja especifica para outros patdgenos, como por

exemplo o Virus da Chikungunya.
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Figura 8. Ensaio de Imunoabsor¢do Enzimatica (ELISA) da IgG para Zika
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Apesar de ndo ter sido realizada a quantificacdo de anticorpos para o0 virus da
Chikungunya, outros estudos demonstraram que a preparacdo da Imunoglobulina comercial
é utilizada com alta eficacia para tratar doencas secundarias a infeccdo pelo virus (MAHTO
etal., 2018).

4. Conclusao

O Sistema de Duas Fases Aguosas mostrou-se uma técnica eficiente na extracdo de
imunoglobulinas, de baixo custo e alto rendimento, que poderia possibilitar um maior grau
de pureza a imunoglobulina comercial. Pode ser considerada uma tecnologia ideal pois é
capaz de concentrar e purificar proteinas numa mesma etapa. O ensaio 1, realizado utilizando
concentragdes de PEG 4000g/mol de 12,5% e fosfato de potassio de 10%, garantiu a maior
recuperacgdo (96,79%) da biomolécula com particdo preferencial para a fase sal. Os resultados
obtidos demonstraram que quanto menores forem as concentragdes de PEG e de SAL, maior

sera a recuperacéo da proteina.
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