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RESUMO

As arboviroses sdo doencas transmitidas por virus e sdo assim classificados devido a relagdo
dos artropodes e ao fato de seu ciclo reprodutivo se desenvolver em insetos. Atualmente, as
arboviroses tém proporcionado impactos econdmicos e sociais significativos no Brasil. O
aumento desenfreado das incidéncias dessas patologias no pais desencadeia o cenario de
urgéncia em desenvolver novas estratégias e metodologias de combate e controle dessas
patologias. A 1gG vem sendo utilizada para tratamento ocasionado por arbovirose, como no
caso da sindrome de Guillan-Barré. O fracionamento do plasma com etanol frio ainda € o
método mais utilizado para a separacdo da 1gG. Porém, devido ao alto indice de concentracdo
de etanol e o baixo teor de pH, essa tecnologia proporciona uma desnaturacdo dos
hemoderivados. Visando uma aplicacdo ja existente, o presente estudo procurou abordar a
separagdo do plasma através do sistema de duas fases aquosas (SDFA) e, com isso, realizar a
extracdo da 1gG em bolsas de plasma acometidas pelas arboviroses de Dengue, Zika e
Chikungunya. Foram utilizadas bolsas de plasma excedentes fornecidas pelo HEMOPE
(Hemocentro de Pernambuco). As bolsas foram triadas para a arbovirose do tipo Dengue, Zika
e Chikungunya atraves do teste Elisa utilizando o Kit Panbio e para o teste rapido Kit Abbott.
A extragdo da Imunoglobulina G foi realizada atraves do SDFA que foi composto por 12,5%
de solucédo de polietilenoglicol (PEG) 3350/mol, 15% de solucdo de fosfato pH 7,0 e NaCl a
12%. Esta metologia proporcionou uma separa¢do de Imunoglobulina G especifica para as
arboviroses do tipo Dengue, Zika e Chikungunya. A demonstracao pelo método de eletroforese
comprova que a IgG, através do método SDFA foi encontrada apenas na fase PEG. Com essa
afirmativa, podemos compreender que o SDFA apresenta uma eficicia para obter a proteina
19G.

Palavras-Chave: Hemoderivados; Imunoglobulina G; Sistema de duas fases aquosas.



ABSTRACT

Arboviruses are diseases transmitted by viruses and are classified as such due to the relationship
between arthropods and the fact that their reproductive cycle develops in insects. Currently,
arboviruses have had significant economic and social impacts in Brazil. The unbridled increase
in the incidence of these pathologies in the country triggers the urgency to develop new
strategies and methodologies to combat and control these pathologies. IgG has been used to
treat arboviruses, as in the case of Guillan-Barré syndrome. Plasma fractionation with cold
ethanol is still the most used method for separating 1gG. However, due to the high ethanol
concentration and low pH content, this technology provides denaturation of blood products.
Aiming at an already existing application, the present study sought to address the separation of
plasma through the aqueous two-phase system (SDFA) and, therefore, perform the extraction
of 1gG in plasma bags affected by Dengue, Zika and Chikungunya arboviruses. Surplus plasma
bags provided by HEMOPE (Hemocentro de Pernambuco) were used. The bags were screened
for Dengue, Zika and Chikungunya arboviruses using the Elisa test using the Panbio Kit and
the Abbott Kit rapid test. The extraction of Immunoglobulin G was carried out using SDFA,
which was composed of 12.5% polyethylene glycol (PEG) 3350/mol solution, 15% phosphate
solution pH 7.0 and 12% NaCl. This methodology provided a specific separation of
Immunoglobulin G for arboviruses such as Dengue, Zika and Chikungunya. The demonstration
using the electrophoresis method proves that 1gG, through the SDFA method, was found only
in the PEG phase. With this statement, we can understand that SDFA is effective in obtaining
IgG protein.

Keywords: Hemoderivatives; Immunoglobulin G; Two-Phase Aqueous System.
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1 INTRODUCAO

Os Arbovirus séo virus transmitidos por insetos artropodes Arthropod borne virus e sdo
assim denominados devido a vinculacdo dos artrépodes e ao fato de seu ciclo reprodutivo se
desenvolver em insetos. A designagdo dos arbovirus esta relacionada a sua replicacdo ocorrer
em insetos. Neste sentido, para ser classificados como condutor de arbovirus, um artropode
deve ter a habilidade de infectar vertebrados e invertebrados; iniciar uma viremia em
hospedeiros vertebrados e invertebrados, e dar inicio a uma infecgéo produtiva (CASSEB et al.,
2013). Os arbovirus que causam doencas em humanos e animais de sangue quente sdo
classificados em cinco familias de virus: Butanviridae, Tgayridae, Flaviridae, Reoviridae e
Rhabdovidae (LOPEZ; NAZAWA; LINHARES, 2014).

Atualmente, as arboviroses tém proporcionado impactos econdémicos e sociais
significativos no Brasil. O aumento desenfreado das incidéncias no pais torna necessario o
desenvolvimento de novas estratégias e metodologias de combate e controle dessas patologias;
além de resguardas o0 maximo de individuos contra possiveis contaminacdes (DIAS, 2020).

No Brasil, as caracteristicas climaticas e sua extensao territorial, vegetacao e condigdes
criticas da infraestrutura das residéncias enfrentada pela maioria da populacgéo brasileira sdo 0s
principais contribuintes para o desenvolvimento de alto indice na incidéncia epidemias de
arbovirose, como: a Dengue, Zika e Chigukunya e seu alto indice de diagndsticos positivos nos
revelam as fragilidades sociais e politicas do pais e reafirmam a necessidade para criacdo
estratégica efetivas de combate sobre tais infec¢cbes (PROPHINO, 2022).

Com referéncia a utilizacdo de medicamentos constituidos por hemoderivados, as
imunoglobulinas seguem como maior consumo no planeta, tornando-se, hoje, o produto que
direciona a industria de hemoderivados (DIMAS, 2021). Atualmente no Brasil, o indice de
utilizacdo das imunoglobulinas vem aumentando devido o aumento dos casos de Sindrome de
Guillain-Barreé associado as infec¢cdes geradas pelo Chikungunya Virus (TYLER et al., 2016).
Hoje, o principal tratamento fornecido pelo Sistema Unico de Salde (SUS) é o uso de
imunoglobulinas, que se mostra eficaz para casos mais graves da doenca (GELFAND, 2012;
GILARDIN; BAYRY; KAVERI, 2015).

Localizada no estado do Pernambuco, a empresa brasileira de Hemoderivados e
Biotecnologia (Hemobras) é a principal responsavel por distribuir imunoglobulinas ao Sistema
Unico de Sadde (SUS), através da transferéncia de tecnologia (TT) (HEMOBRAS, 2022).
Atualmente, o método utilizado pela empresa é o método de Cohn (1946) em seu formato

original, utiliza uma mistura de etanol com diferentes concentragcbes de pH. Entretanto, o
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fracionamento do plasma com etanol frio e o baixo teor de pH (BURNOUFT, 2016).

Por outro lado, o estudo do sistema de duas fases aquosas (SDFA) aparece como uma
alternativa de metodologia que permite um ambiente aquoso (85-99% de &gua), o que
possibilita a obtencdo de biomoléculas e particulas celulares em condi¢des ndo desnaturantes.
O SDFA é uma técnica que pode com uma Unica etapa clarificar, extrair e concentrar a amostra
(CASCONE, 1991; IQBAL et al., 2016).

Desta forma, o objetivo do trabalho visa propor uma nova tecnologia para obtencgéo de
imunoglobulina especifica para doencas causadas pelos virus da dengue, Zika e Chikungunya
e, por meio de bolsas de plasma excedentes, tendo como metodologia para extracdo dessas
imunoglobulinas, 0 SDFA. A otimizacdo desta técnica para obtencdo de proteinas plasmaticas
representard a insercdo de nova tecnologia na area de fracionamento de hemoderivados.

Permitira a obtencao de uma imunoglobulina com altos titulos de sorotipos para a dengue.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CARACTERISTICAS GERAIS DA ARBOVIROSE

As Arboviroses sdo patologias causadas pelos arbovirus. Atualmente, existe 545
espécies de arbovirus presentes no planeta, com énfase para 150 espécies que proporcionam
doencas em animais de sangue quente e seres humanos (ARBOVIROSE, 2017). Retratando em
transmissdo, as fémeas do género Aedes sdo as principiais responsaveis pela propagacdo das
principais arbovirose de importdncia para a saude publica no mundo. A despeito da
classificagdo ser utilizada para nomear diversos virus, atualmente a expressdo é mais utilizada
para abordar as doengas transmitidas pelo Aedes Aegpti como: Zika, Chikungunya e Dengue
(CAMPOS et al., 2018).

O Aedys Aegypti € um artrépode de corpo escuro na sua fase adulta e listras brancas
espalhadas pelo dorso do seu corpo. As fémeas dessa espécie, comparadas com 0s machos,
possuem um tamanho relativamente maior que proporciona uma facilidade de realizar a
identificacdo do género dessas especies. A alimentacdo dos machos é apenas por néctar
acucarado e apenas as fémeas sdo hematofagas (se alimentam de sangue). Neste ponto, por ser
uma fonte proteica, o sangue faz-se extremamente necessario para o desenvolvimento dos ovos
(SANTANA; GUILHERME; FORTUNA, 2021).

Além do Aedys Aegypti, 0 mosquito A. albopictus esta presente em toda regido tropical
e subtropical, onde se torna responsavel por uma pequena parcela de indices de infeccdo de
arboviroses nessa regido. No Brasil, os primeiros relatos de A albopictus encontrado foi no ano
de 1986, no estado do Rio de Janeiro, em um lote de larvas coletadas de pneus abandonados no
campus da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, na cidade de Seropédica (ROCHA et
al.,2023).

Em 2003, os dados de informacdo nacional do Brasil sobre Ae. albopictus foram
atualizados e sete estados tiveram a deteccdo da espécie, sendo eles: Acre, Amapa, Tocantins e
Roraima (Norte do Brasil) e Ceara, Piaui e Sergipe (Nordeste do Brasil) — ainda ndo haviam
registrado oficialmente a existéncia desta espécie nesses estados. Apds 12 anos, estes estados
observaram que 0 mosquito comtinua sendo encontrado nessas regides. Porém, foi possivel
notar o desaparecimento nos estados do Acre, Sergipe e Amapa. Entretanto, no final de 2014 e

em 2019, os estados voltaram a relatar a presenca do vetor (ROCHA et al.,2023).
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2.2 TIPOS DE ARBOVIROSE

2.2.1 Arbovirose Tipo Dengue

A Dengue, classificada como uma doenca viral, pode apresentar uma evolucao benigna
ou grave. O seu arbovirus é pertencente a familia flaviridae e possui quatro variacoes
conhecidas: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4. E a arbovirose considerada de maior
indice de mortalidade no mundo (SANTANA,; LIMA; FORTUNA, 2021).

Entre as doencas consideradas re-emergentes, a Dengue é a que se constitui em
problemas mais graves de satde publica. Individuos quando acometidos com o virus da Dengue
adquirem imunidade duradoura especifica para a qual tipo viral o mesmo foi infectado, mas ndo
para 0s outros trés tipos classificados. Pessoas que residem em areas consideradas endémicas
para Dengue podem apresentar varios niveis de infectacdoes devido a infeccéo pelos diferentes
sorotipos da patologia. (SANTANA; LIMA; FORTUNA, 2021).

2.1.2 Arbovirose Tipo Zika

Relatado na década de 50 do século XX, o Zika virus foi detectado em seres humanos
e, até o inicio do ano de 2007, a patologia era considerada como uma causadora de infec¢bes
esporéadicas em humanos na Asia e na Africa. Porém, em meados de 2007 surgiram os primeiros
sinais de infeccbes pelo virus fora do continente africano e asiatico; mas precisamente nos
Estados Federados da Micronésia (SAKGUE et al., 2016).

O Zika é uma patologia caracterizada como doenca febril aguda, autolimitada e de curta
duracdo (entre 3 e 7 dias). Assim como o virus da Dengue, o Zika é um arbovirus do género
flavivirus. O zika é mundialmente conhecido por proporcionar alteracbes e mas-formacdes
fetais durante a gravidez, sendo relatada a primeira ocorréncia no Brasil no término da copa do
mundo de 2014 (SANTANA; LIMA; FORTUNA, 2021).

2.1.3 Arbovirose Chikungunya

O virus Chikungunya é pertencente a arbovirose togaravidae, pertencente ao género
alphavirus. Como a Zika, acredita-se que a Chikungunya foi introduzida no Brasil na época da
copa do mundo, devido sua primeira ocorréncia acontecer no Brasil entre julho e agosto de

2014. A Chikungunya é conhecida mundialmente por ser uma das principais responsaveis pelo
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aumento da sindrome de Guillain-Barré. Ela é classificada em trés fases decorrentes da
evolucdo dos sintomas: aguda, subaguda e cronica (SANTANA,; LIMA; FORTUNA, 2021).

2.3 ARBOVIROSES NO BRASIL

Quando retratado ao nivel global de diagnosticos positivados para as arboviroses, o
Brasil se define como um dos maires paises com indice de deteccédo positiva para as arboviroses
do género flavivirus (Zika e Dengue) e alphavirus (Chikungunya). Acredita-se que durante o
ano de 1845, no Rio de Janeiro, teve-se a primeira epidemia de Dengue relatada em territério
brasileiro e entre 0s anos de 1851 a 1923, o pais por completo comegou a ter vivéncias as
arboviroses (CAMPOS et al., 2018). Um dos métodos de tratamento na época de 1845, era o
isolamento das casas para individuos que apresentassem infeccao por arbovirose.

Durante o0 ano de 1923, a¢des tomadas pelos governos da época realizaram uma grande
campanha para eliminar o vetor do Aedes Aegypti no pais. Entretanto, no ano de 1981, no estado
de Roraima, teve-se uma nova emergéncia de casos de Dengue, onde foi possivel, pela primeira
vez, realizar a identificacdo laboratorial dos sorotipos circulantes na regido. Devido a este
avanco foi possivel a identificacdo dos sorotipos do virus da Dengue (Dengue virus 1, 2, 3 e 4)
(MORZOCHI, 1994).

Decorrente a vivéncia diaria da populagéo brasileira com as infec¢des ocasionadas pelas
arboviroses, no final da desada de 1980, adjunto com a criacdo do Sistema Unico de Saude
(SUS), tornou-se obrigatorio no pais a realizacdo de acompanhamento adequado para o paciente
que tenha apresentado algum sintoma relacionado a patologia gerada por artépodes do género
flavirius (SILVA; ANGERAMI, 2008).

Entre os anos de 2015 a 2017, o Brasil sofreu drastica epidemia de arbovirose, tendo
como concentracdo de emergéncia a Dengue (DONALISIO; FREITAS; ZUBEN, 2017;
MINISTERIO DA SAUDE, 2017). Tendo a visdo dos avancos dessas infe¢des, a semana
epidemioldgica tornou-se um assunto fixo a ser debatido em conselhos municipais, estaduais e
nacionais de saude onde se tem o estudo de métodos que proporcione melhorias para a satde
publica do pais. Gracas a esses debates, em 2017 o Brasil tem uma queda consideravel no
numero de casos diagnasticos no pais (SINAN, 2019).

A semana epidemioldgica (evento realizado todos os anos no pais desde 1975) as
grandes campanhas, conscientizacdo populacional e o aprofundamento de estudos voltados para
as doencas causas por arbovirose, contribuiram para melhorar o quadro epidemiologico do pais

e a diminuicdo de notificacdes de Obitos acarretadas pelas infe¢fes (SINAN, 2019;
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MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

2.4 ARBOVIROSES NO ESTADO DE PERNAMBUCO

A regido Nordeste apresenta-se como uma das regides brasileiras com o maior indice de
contaminagdo por arboviroses no pais. Acredita-se que tamanha propor¢do de novos casos
infecciosos da regido Nordeste, torna-o como uma das principais responsaveis pelo aumento de
84,8% dos casos diagndsticos de arboviroses no ano de 2022 no pais; possuindo sua
concentragdo na patologia do tipo Chikungunya (MINISTERIO DA SAUDE, 2022)

As arboviroses e Arbovirus estdo presentes em praticamente qualquer ecossistema que
seja propicio para o desenvolvimento de artropodes. Embora as florestas densas sejam o
ecossistema mais propicio, 0s resquicios de mata atlantica preservados nas grandes capitais do
Nordeste, promovem sua procriacdo em grande escala. Possuindo a terceira maior faixa de mata
atlantica do pais, o estado de Pernambuco é considerado um dos estados provedores de casos
de arboviroses do pais (quadro 1). O caso mais alarmante do estado, € a arbovirose do tipo
Chykungunya que a cada ano se torna mais crescente (figura 01) e assusta a sociedade
pernambucana. O primeiro caso epidémico de arbovirose no Brasil foi relatado no estado de
Pernambuco no ano de 1685, onde se teve um surto de febre-amarela no estado. Historiadores
acreditam que essa infeccdo veio atras das importagdes e exportagdes do comércio maritimo na
época com a regido do golfo do México (SILVA; ANGERAMI, 2008).

Quadro 1 - Comparagdo dos casos de Arbovirose no estado de Pernambuco

Arbovirose Notificacbes 2022 Notificacfes 2021 Comparativia
Dengue 16.620 11.932 39,3%

Zika 666 1.122 -40%
Chikungunya 9.986 5.636 77,20%

Total 271.272 18.690 45,9%

Fonte: SES (2022)

Corroborando com os dados fornecidos pela 402 semana epidemioldgica no estado de
Pernambuco, é possivel observar um aumento expressivo de casos de arboviroses desde os
primeiros sete meses do ano de 2021. Segundo os dados fornecidos pela Secretaria de Satde do
Estado de Pernambuco, o contagio desta infeccdo cresceu 469% comparado ao ano de 2020
(SES, 2021).
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Figura 1 - Curva epidemiolégica Chikungunya: 2019-2022
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Segundo o ministério da saude, no ano de 2022, o estado de Pernambuco registrou 18,2
(dezoito virgula dois) mil casos de dengue, como uma incidéncia de 188,3 casos diagnosticados
por habitantes no estado (MINISTERIO DA SAUDE, 2023).

Tendo em vista que o estado do Pernambuco € a regido com maior detec¢éo de casos de
contaminacgdo pelos arbovirus, assim, acdes que proporciona o cuidado para evitar possiveis
infecbes foram criadas no estado. A Universidade de Pernambuco (UPE) é uma das principais
organizadoras que promovem acdes em Unidades Bésicas de Saude na cidade do Recife e por
todo o estado pernambucano, promovendo informativo presenciais ou digital que ajudam a

promover a ndo contaminacdo ao Aedes Aegypti (REUPE, 2018 ).

2.7 FASE CLINICA

Quando retratamos a Arbovirose de nivel clinico, a Anamnese (processo de perguntas
detalhadas dos sintomas) deve ser feita logo que todos os pacientes acometidos por Dengue
apresenta quadro febril durante os 7 primeiros dias de infeccdo. Tais informaces servirdo para
o desenvolvimento de um tratamento terapéutico eficacio (MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

As principais formas clinicas da Arbovirose do tipo Dengue sdo classificadas em trés
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tipos: Dengue Classica (DC), Dengue com Complicacbes (DCC) e a Febre Hemorrégica da
Dengue (FHD). Tendo observados padrdes de sintomas de arboviroses, a Organizacdo Mundial
da Saude procurou estabelecer critérios que facilita o diagndstico preciso e rapido para a
detecc¢do da infecgdo pelos arbovirus em casos clinicos graves. Os quatro critérios sao:

e Febre ou historico de febre constante durante 7 dias, ou mais;

e trombocitopenia (Contagem plaquetaria < 100.000/mm?);

e hemorragias evidentes por sinais: Equimoses ou puarpuras, sangramento de
mucosas do tratamento gastrointestinal e outros;

e extravasamento do plasma devido o aumento da permeabilidade capilar;

e presenca de derrame pleural, oscite e hipoproteinemia (DIAS et al., 2016).

Devido as manifesta¢Oes clinicas por arboviroses serem variadas no ser humano, séo
analisados os sintomas de arboviroses do tipo Zika e Chikugunya a presenca de doenga febril
(DF), que podem ocorrer variagdes do quadro patogénico e clinico com artralgia (AR) e
erupcgdes cutaneas (EC); sindrome hemorragica (SH) e sindrome neuroldgica (SN) servem
como pontos de deteccdo para proporcionar o tratamento terapéutico de forma eficacia
(VASCONCELOS, 2015).

Figura 2 - Sintomas de infeccdo apresenta quando acometido pelo o virus da arbovirose.
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2.7.1 Fase clinica aguda Dengue, Zika e Chikungunya

Quando retratam os casos clinicos agudos, Houser e Amato (2015) afirmaram que 0s
pacientes que apresentam casos de sindromes neuroldgicas (SN) sdo considerados como 0s
pacientes de maior preocupacdo para o tratamento terapéutico. Individuos com SN podem
apresentar quadros patoldgicos como: alteragdes comportamentais, paresia (diminuicdo ou
perca de forca) e dificuldade de coordenacdo, além de caracteristicas sintomaticas de mielite,
meningite e/ou encefaleia. O estudo com o apoio da Imaginologia vem se mostrando um forte
aliado nos ultimos anos para poder observar de forma mais clara, as alteracGes fisioldgicas que

podem ser causas pela as arboviroses (CAMELO et al., 2019).

2.7.2 Fase Clinica Aguda Guillain-Barré

Considerada uma doenca polirradiculoneuropatia autoimune, aguda e potencialmente
grave, a sindrome de Guillain-Barré € uma das principais preocupacfes para a equipe
multidisciplinar que trata o devido paciente acometido pela patologia. A mesma manifesta-se
como paralisia arreflexa ascendente com ou sem alteracdes sensitivas iniciada nos membros
inferiores com fraqueza e dores nas articulacfes sensitivas, que pode evoluir em horas ou dias
(Maniero et al., 2016).

O padrédo do comprometimento articular crénico ocorre mediante queixas constantes
(60-80%) e acompanha aparicdes de oligo ou poliartralgia de formas variaveis, predominantes
em punhos, méos, tornozelos e joelhos; sempre associados a rigidez matinal e edema articulares.
Alguns pacientes que apresentam melhoras consideraveis, mas que pode sofrer com retorno das
dores em até 72% dos casos, com intervalo que oscila em uma semana ha anos, tendo sintomas
variaveis e comprometendo as articulacdes do corpo (MARQUES et al., 2017).

Mesmo com 0 avanco de pesquisas na area e a principal caracteristica de caso clinico
de arbovrioses ser a febre, a febre da Dengue e Chykungunya pouco sdo os fatos literarios que
se associam com cronificacdo e pior prognoéstico. Porém, estudos publicados demonstram que
alguns fatores estdo mais associados a evolucao por formar crénica com sexo feminino, idade
acima de 40 anos, envelhecimento articular na fase aguda (edema e rigidez articulares na fase
aguda, diagnostico de doencas articulares prévia e presenca de comorbidades, como diabete
mellitus (DM) (MARQUES et al., 2017).
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2.8 TRATAMENTO

Expanséo Residencial, invasdo de locais intocados, aquecimento global e intensificacéo
da pecuaria proporciona o aumento de contagio das doencas infecciosas emergentes (EIDS),
como os virus transmitidos pelos artropodes Dengue, Zika e Chikungunya (GIBB et al., 2020).
Tendo em vista o aceleramento do surgimento de novas doengas infecciosas emergentes (EIDS)
e por possuir quase que igual o padrdo sintomatico, os testes de diagnosticos tornara-se mais
importante para medicina clinica que, assim, proporciona um progndstico médico adequado e
orienta o paciente com o método terapéutico mais eficacio (MESSINA et al., 2019; GRAHAM,;
SULIVAN, 2018).

A répida deteccdo dos patdgenos, é realizada por testes moleculares ou pela detecgéo de
antigenos virais. Outro método bastante utilizado para a deteccdo dos patdgenos, séo os testes
sorologicos. Esses sdo capazes de realizar a detecgdo de imunoglobulinas produzidas pelo
sistema imune adaptativo do paciente em resposta a uma infeccdo no soro, plasma, saliva ou
urina JUWANDRA; OGG; MALAVIGE, 2018).

A deteccdo de anticorpos especificos do virus € de suma importancia nas infeccdes por
arbovirus devido a viremia, em alguns casos, possui uma curta duracdo, tornando o teste
sorologico a principal e Unica solucdo adequada em pessoas que moram em areas remortas,
onde as amostras levam dias para serem analisadas ap0s o0 contédgio e o inicio dos sintomas.
(FISCHER et al., 2021).

Possuindo métodos de deteccédo e caracteristicas virais dos arbovirus, até 0 momento
ndo se encontra um método que seja especifico para o tratamento de arboviroses em todo o
mundo. Quando confirmado o caso de infeccdo no paciente, as recomendacdes iniciais sao:
repouso, ingestdo de agua e a ndo automedicacdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2022). Caso o
individuo ndo demonstre melhoras no decorrer da infeccdo e seja acarretado por alguma
alteracdo fisioldgica, neste contexto, as praticas integrativas e complementares em satde (PICS)
sdo reconhecidas e aplicadas como o principal método de prevencdo dos agraves patoldgicos
dos arbovirus e sdo ofertadas pelo Sistema Unico de Salde(SUS) como garantia da
integralidade e do cuidado (ALVES, 2020).

Em meados de 2006, foi instituido pelo Ministério da Saude (MS) a criacao da Politica
Nacional de Préaticas Integradas e Complementares (PNPIC) que proporcionou novas praticas
terapéuticas para o cuidado da salde. A criacdo da PNPIC proporcionou incorporar
experiéncias ja em desenvolvimento no &mbito da medicina tradicional e apresenta entre seus

objetivos a presenca de agravos implementando a fitoterapia e a homeopatia (BRASIL, 2006;
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ALVES, 2020).

Tendo em vista 0 avango de estudos com a criacdo da Politica Nacional de Préticas
Integradas e Complementares (PNPIC), em 2018 foram incorporadas praticas de PICS que
proporcionaram uma terapia estabilizadora dos sintomas patoldgicos ocasionados pelas
arboviroses. Atualmente, mais de 29 métodos sdo fornecidos como tratamento que
demonstraram uma paralizacdo no grave dos quadros clinicos dos pacientes (BRASIL, 2018).

Até 0 momento, todas as PICS ofertadas pelo SUS ndo apresentam uma comprovagao
especifica que fornega um retrocesso ou desaparecimento do quadro patoldgico do paciente que
estdo submetidos a tais terapia em seus cotidianos. Entretanto, o Ministério da Salude explica
que as provas cientificas apontam para a qualidade do tratamento integrado entre medicina
convencional e praticas integrativas e complementares (BRASIL, 2020).

Outro tratamento considerado promissor para quadros inflamatorios como a Sindrome
de Guillan-Barré é a utilizacdo de IgG intravenosa. O uso da 1gG é recomendado para 0s
pacientes devido ter mostrado-se resultados promissorescomo: diminuicdo do tempo de
recuperacdo da capacidade motora, uma recuperacdo parcial ou total da forca muscular e
diminuicao dos casos de 6bitos (CLINICO; PROTOCOLO, 2009).

2.9 IMUNOGLOBULINA

Possuindo um complexo génico dividido em porcdes, as Imunoglobulinas sao divididas
em cinco classes diferentes, tendo requisito de diferencial sequéncia dos seus aminoacidos
frequentes das cadeias pesadas. Os cinco grupos das Igs sdo: 1gG, IgM, IgA, IgD e IgE
(BARADI; CAROBREZ; PINTO, 2010).

A 1gG (figura 3) € considerada como o principal componente responsavel pela fracdo
de anticorpos séricos humanos, IgG representa cerca de 75% das proteinas do tipo
imunoglobulina e cerca de 10-20% do total das proteinas circulantes encontradas no plasma
humano (KDIMATI; MULLINS; LINNEBACHER, 2021). No final da década de 50, o termo
“imunoglobulinas” foi criado no meio literdrio da saiide para conceituar proteinas com a
propriedade de anticorpos (LIVRAMENTO, 1979). Porém, desde 0 ano de 1952, o paciente
Ogdem Bruton foi o primeiro humano diagnosticado com IDP (Imunodeficiéncia primaria) e
tratado com IgG que proporcionou uma melhora no seu grau patologico de insuficiéncia de
anticorpos. Desde entdo, a proteina G vem sendo usada como método terapéutico
(CARVALHO et al., 2010).
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Figura 3 - Estrutura da Imunoglobulina

Regiao
variavel
Cadeia Cadeia =
leve leve
Regiao
constante

Cadeia
pesada

Fonte: Levison (2016).

Tornando-se conhecida por suas propriedades terapéuticas, a imunoglobulina humana
tem sido recomendada para tratamentos de pacientes que sofrem das Imunodeficiéncias
primarias, que somam mais de 150 doencas classificadas. Estima-se que 50% dos portadores
de IDP (Imunodeficiéncia primaria) sdo necessitados de tratamento por Imunoglobulinas G
(1gG). Acredita-se que os primeiros produtos de IgG foram prescritos para prevenir ou tratar
infecgdes com alto indice de morbimortalidade, tais como: polimielite, sarampo, caxumba e
hepatite, que deixaram de ser indicado devido a prevencdo dessas doencas através do uso da
vacina e suas campanhas vacinais (CARVALHO et al., 2010).

A 1gG proporciona um papel primordial nas funcdes de biotecnologia analitica,
farmacéutica e imunoterdpica. A producdo volumétrica de anticorpos no seguimento
“upstream” aumentou notavelmente nas ultimas trés décadas, mas as economias de escala
atribuidas por essa melhoria foram prejudicadas pelo consumo do processamento downstream
(CHOW, 2016).

As Imunoglobulinas intravenosas polivalentes G (IVIGs) sdo coletadas de 1.000 a
10.000 doadores de sangue saudaveis. A proteina 1gG, atualmente, tornou-se aplicada para
transplante de medula Gssea e 6rgdos, para tratar polineuropatia desmielinizante inflamatdria
crbnica, asma grave, HIV pediatrico, dermatomiosite, plrpura trombocitopénica idiopatica,
bem como esclerose multipla (GOUVEIA, 2013).
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Possuindo um agrupamento de cerca de 10 mg/mL, a imunoglobulina G esta entre as
proteinas de maior quantidade no soro humano. A proteina atua com sua relevancia molecular
efetora no retorno imune humoral adaptativa adquirida, mas, também realiza um papel essencial
na ligacdo do retorno imune adaptativa e inata. A proteina de IgG possui um peso molecular de
cerca de 150 kDa e equivale em dois fragmentos funcionais, o fragmento Fab (para fragmento
de ligacdo ao antigeno) e o fragmento Fc (para fragmento cristalizavel) (KRISTIC, 2022).

Sendo composta por quatro subtipos, a proteina 1gG é dividida em 1gG1, 1gG2, 1gG3 e
IgG4 os quais sdo diferenciados pelo agrupamento de ligagOes dissulfeto intermoleculares e
pelo tamanho da regido de juncdo das por¢bes Fab com a porcdo Fc (Kanmert, 2011). Um
aspecto importante da proteina € a estabilidade que possui quando estabilizada em pH de 5,0 a
9,0 (ABATUROQV et al., 1969; COHN et al., 1946). A diminuicdo da estabilidade pode levar a
desnaturacdo (solugdes hidrofobicas ou temperatura elevada), condi¢cdes que aumentam as
chances de desdobramento e formacdo de agregados. Para ndo ocorrer o acoplamento de
agregados na formulacdo de uma IgG, faz-se uso das enzimas pepsina e papaina, que realizam
a ruptura da imunoglobulina e separacdo dos fragmentos Fab dos fragmentos Fc, assim
deixando os fragmentos Fab livres para realizar o ligamento com os antigenos (LIU; MAY,
2012; RADOSEVICH; BURNOUF, 2010).

Segundo Soares (2002), as 1gGs sdo empregadas para patologias de deficiéncias
imunoldgicas primarias ou genéticas e para deficiéncias secundarias e adquiridas (doencas
infecciosas ou cancer) sendo utilizado numa possivel substituicdo quanto na reposicdo de
proteinas. Além disso, com os avancos do estudo da proteina, a mesma esta sendo utilizada
cada vez mais em tratamento neuroldgicos, infecciosos, hematologicos, entre outros
(NOVARETTI; DIRNARDO, 2011).

Possuindo caracterizaras diferentes, as subclasses da 1gG sdo constituidas por:

e IgGLl: correspondendo a 65% total das 1gGs, a Igl é a mais abundante no soro
humano. Ela é a principal responsavel por possuir resposta timo-dependente
dominante contra os antigenos proteicos. A IgG1 liga-se aos receptores Fc das
células fagocitarias (IMUNOGLOBULINA, 2021; BARADI; CAROBREZ;
PINTO, 2010; MAYER, 2009)

e 1gG2: E aprincipal responsavel por prové a resposta imune prevalente conta os
antigenos de carboidratos/polissacaridios. Estudos afirmam que esta subclasse
da proteina constitui de 20 a 25% da proteina IgG totais no soro humano. Niveis

“adultos” desta proteina s6 séo atingidos depois dos 7 anos do individuo. Esta
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subclasse estd ligada diretamente a infeccGes respiratorias gerada na infancia
devido a bactérias com carateristicas capsulas polissacaridicas como
Haemophilus influenzae tipo B (IMUNOGLOBULINA, 2021; BARADI;
CAROBREZ; PINTO, 2010; MAYER, 2009).

e 1gG3: esta subclasse da proteina G, contribui com 5 a 10% das proteinas totais
da sua classe e a Unica que possui maior afinidade com a 1gG de subclasse do
tipo Igl. Ela possui apenas 7 dias de meia-vida biolégica. O nivel de resposta
dessa subclasse torna-se perceptivel com seu aumento de producdo no soro
humano na infancia e seu nivel “adulto” tem inicio a partir de 1 ano
(IMUNOGLOBULINA, 2021; BARADI; CAROBREZ; PINTO, 2010;
MAYER, 2009)

e |gG4: sendo a subclasse de menor producdo das IgGs, a 1g4 é responsavel por
apenas 5% do total da proteina G no soro humano. O nivel “adulto” de produgao
dessa subclasse é fornecido quando o individuo alcance seu 10/12 anos. Esta 1gG
ndo atua sobre antigenos polissacaridicos. Seus niveis sdo elevados quando
detectados doencas alérgicas e com a ocorréncia do bloqueio da Ige. Com
ocorréncia de niveis baixos de 1g4, uma deficiéncia muitas vezes ¢ mascarada
pelos niveis normais da 1gG total (IMUNOGLOBULINA, 2021; BARADI,
CAROBREZ; PINTO, 2010; MAYER, 2009)

2.10 SISTEMA DE DUAS FASES AQUOSAS (SDFA)

O Sistema de duas fases aquosas (Figura 4) é uma metodologia que realiza o
fracionamento liquido-liquido que possibilita a construcdo de um sistema de extracdo para
moléculas alvo (IQBAL, 2016). Zaslavsky (2016) descreve o sistema de duas fases aquosas
(SDFA) como um sistema composto por duas fases liquidas que formam um equilibrio, tendo
o principal solvente a agua. O sistema de duas fases aquosas é formado quase sempre por uma
combinacdo de polimero/polimero, polimero/sal e sal/sal. Tendo uma combinacdo de
polimero/sal, o SDFA é o que melhor apresenta resultados para extracdo em grande escala,
sendo considerado pela inddstria mais vantajoso devido maior seletividade e uma viscosidade
considerada pequena, além do custeio do sistema ser extremamente barato e entregar uma

separaco de fase rapida e com caracteristicas continuas (BORDON, 2017).
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Figura 4 - Sistema de Duas Fases Aquosas
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Nos dltimos anos, diversos métodos de precipitacdo e sistema de extracdo bifasica
aquosa tem sido observado como futuras alternativas tecnoldgicas devido ser um método de
extracdo de produtos biologicos mais barato. Segundo Chow (2016), a utilizacdo do sistema de
duas fases aquosas, € uma alternativa que possui caracterizaras de exclusdo sobre as limitacfes
realizadas no processo downstream (fase de separacdo e filtracdo da proteina alvo) tracionais
das proteinas. Acredita-se que os primeiros processos envolvendo o sistema de duas fases e
separacdo de anti-corpos foi realizado no ano de 1992 (BARBARA; GERD; GERHARD;
CHOW, 2016).

Descrito na literatura por Neikerick (1896), o (SDFA) foi descoberto quando 0 mesmo
percebeu que ao misturar gelatina, 4gar e agua, em concentracGes diferentes formava um
sistema de duas fases, sendo a fase superior rica em gelatina e a fase inferior rica em agar. Nos
anos 50, Per-Aka Albertsson percebeu que o polietileno glicol (PEG), fosfato de potassio e agua
formava o SDFA. O sistema PEG/sal/agua tornou-se, desde entdo, o mais utilizado para
purificacdo envolvendo inimeras biomoléculas (PORTO, 2004).

O sistema apresenta-se como um método interessante quando pensado para a extracao
de produtos bioldgicas, diferenciando-se dos métodos tradicionais de separacdo, que muitas
vezes, utilizam condigdes extremas, como altas temperaturas e pressao, grande consumo de
produtos quimicos e alta demanda de consumo de energia (ARSENJO; ANDREWS, 2011).
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Esse sistema torna-se uma alternativa interessante devido suas condi¢fes serem capazes de
fornecer condigdes ndo desnaturantes, possuir alta biocompatibilidade, facil escalamento, além
do baixo teor de energia gerando menos impacto ao meio ambiente. Outro forte ponto do SDFA,
é a questdo de possibilitar um isolamento em uma Unica etapa, permitindo a purificacdo da
molécula alvo e realizando a remogdo de contaminantes (DANIELSSON; ALBERTSSON,
2013; NADAR; PAWAR; RATHOD, 2017).

O SDFA explora a incompatibilidade entre as solugdes aquosas. Entretanto, 0 sucesso
do método depende da capacidade de manipular os parametros do sistema (composi¢do das
fases) de forma que seja possivel obter a coeficientes de partidas apropriadas. Tendo o
coeficiente de partida a razdo de concentracdo de uma espécie quimica ou de soluto entre dois
meios em equilibrio, tem-se como objetivo a capacidade de conseguir uma concentracdo da
biomolécula em uma das fases, de modo a conseguir uma seletividade maior na separacéo das
proteinas alvo (ARSENJO; ANDREWS, 2011; NADAR; POWER; RATHOD, 2017).

Tendo em vista que 0 mecanismo exato de particdo ainda ndo é completamente
compreendido, sabe-se que o particionamento do produto biolégico entre duas fases possui uma
dependéncia das propriedades de superficie das proteinas a serem extraidas da composic¢ao do
proprio sistema de duas fases. A composicdo do sistema inclui: o peso molecular e a
concentracdo de polimero formador da base, o tipo e concentracdo do sal formador da fase
oposta, a relacdo de volume entre as fases, pH e temperatura (ASENJO; ANDREWS, 2011;
TEIXEIRA et al., 2018; TORRES et al., 2019).

Sabendo disso, a proteina alvo e os contaminantes irdo interagir com as moléculas
circundantes dentro de cada fase do sistema por meio de ligacdes fisicas-quimicas como:
ligacGes de hidrogénio, interacGes de Van der Waals, idnicas e hidrofdbicas, entre outras. Os
efeitos liquidos dessas interacdes sera diferente em cada uma de suas fases, particionando a
proteina preferencialmente para uma das fases (ARSENJO; ANDREWS, 2012; NADAR;
PAWAR; RATHOD, 2017; RUIZ-RUIZ et al., 2012).

Os atributos de particdo podem ser explorados individualmente ou em conjunto para
alcancar a separacdo eficiente de proteinas especificas, pode se alterar peso moléculas do
polimero, pH, temperatura, tipo de sal, forca idnica da fase sal, realizando o adicional de um
sal, como o NaCl ou ainda adicionar aos polimeros grupos hidrofébicos ou grupos quimicos
gue promovem uma afinidade especifica com a proteina alvo, aumentando a seletividade e sua
purificacdo (ARSENJO; ANDREWS, 2012; DANIELSSON; ALBERTSSON, 2013).

Com relacdo a extragdo e purificagdo, 0 método bifasico pode ser uma alternativa para

separacgdo e purificacdo das proteinas. Azimaie (2010) aborda na literatura a comparativa de
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melhor separacdo utilizando o sistema de duas fases aquosas com polimero/sal/dgua do que a
utilizacdo de um sistema formado pela mistura de duas solugBes poliméricas aquosas. O
destaque do polimero/sal vem por fornecerem menor viscosidade, um tempo de separacgéo
pequeno; além da seletividade de moléculas com base na solubilidade. Tais pontos, realizam
um aspecto desejado para ser aplicado em escala industrial. Mesmo com alguns estudos sobre
um novo polimero solivel em &gua, o polivinilpirrolidona (PVP), o polietilenoglicol continua
sendo mais utilizado devido suas vantagens, como: baixo custo, vantagens, como fécil
manipulacio, ndo possuir caracterizaras inflamavel e ndo ser toxico (BORDON, 2017;
ANIBIA, 2020).

O uso do sistema de duas fases aquosas para extracdo de proteinas plasmaticas foi
demonstrado por Vargas et al. (2014), que utilizou o SFDA para o particionamento da 1gG
derivado do plasma equineo. Ensaios realizados posteriormente comprovaram a alta pureza

dessa imunoglobulina, como também a sua composigéao.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Aplicar uma tecnologia para obtencdo de imunoglobulina especifica para doencas
infecciosas causadas pelas arboviroses (Dengue, Zika e Chikungunya), utilizando o sistema de
duas fases aquosas (PEG/SAL).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar uma pesquisa de anticorpos especificos para Dengue, Zika e
Chikungunya em bolsas de plasma excedentes e cedidas pela Fundacdo de
Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco (HEMOPE);

e Extrair imunoglobulinas do plasma triado utilizando sistema de duas fases
aquosas por meio da interacdo polimero (Polietilenoglicol) e Sal (Fosfato de
sodio);

e Caracterizar o perfil eletroforético das Imunoglobulinas extraidas por SDFA

utilizando eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE);
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENCAO DO PLASMA

O plasma utilizado durante a pesquisa foi concedido pela Fundacdo HEMOPE, o qual
foi obtido a partir do processo de separacdo do sangue total, de acordo com a resolucdo RDC
n® 10. As bolsas de plasma sdo de doadores volunario. A pesquisa foi aprovada pelo comité de
ética da instituicio HEMOPE (CAAE:55993122.8.3001.5195) e Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE (CAAE: 55993122.8.0000.5208)

4.2 TRIAGEM DE BOLSAS DE PLASMA PARA DETECCAO DE ANTICORPOS PARA
DENGUE ZIKA E CHIKUNGUNYA.

4.2.1 Teste Elisa através do Kit PambioTM para Dengue

O processo do teste Elisa para identificacdo das bolsas de plasma foi o primeiro passo
para identificacdo e validacdo das bolsas como portadoras da Arbovirose do tipo Dengue. Teve-
se a testagens de trés bolsas com tipos sanguineos: A+, B+ e O+. Para realizacdo dessa testagem,
foi utilizado o Kit Pambio® Dengue Duo, IgG Capture Elisa. O protocolo do Kit explica que
se deve remover 0 nimero necessario de micropocos referente a quantidade de amostras que
serdo utilizadas, além 5 pocos extras para serem distribuidos em 1 poco controle negativo, 1
poco controle positivo e 3 para os calibradores. Usando tubos de ensaio adequados ou uma
placa de microtitulacdo, diluir o Controle Positivo (P), Controle Negativo (N), Calibrador
(CAL) e amostras de pacientes. Em cada poco foi adicionado 100 puL de amostra diluente e 10
WL de soro das amostras e reagentes em seus respectivos pocos. Em seguida, cobriu-se a placa
e foi incubado por 30 minutos a 37 °C £ 1 °C. Apds a primeira incubacdo, foi necessario a
lavagem dos pocos seis vezes com tampdo de lavagem diluido. A cada lavagem, foram
descartados os liquidos ainda presentes nos pogos. Apos esse processo, fez-se necessario pipetar
100 pl de IgG anti-humano conjugado para cada poco e cubra a placa durante 30 minutos a
37.9+1C.

Ap0ds a segunda incubacao, lavou seis vezes 0s pocos, repetindo o processo da primeira
lavagem. Em seguida, foi pipetado 100 pL de cromogénio TMB (solucéo de substrato utilizada
para fixar a amostra) e incubado 10 minutos a temperatura ambiente (20-25 °C) cronometrado
desde a primeira adi¢do. Apos esse periodo, foi pipetado 100 pL de solucdo de parada para

todos 0s pogos na mesma sequéncia e tempo como a adi¢do de TMB. Dentro de 30 minutos,
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leia a absorbancia de cada po¢o em um comprimento de onda de 450 nm com um filtro de
referéncia de 600-650 nm. Foi definido bolsas infectadas aquelas que apresentaram uma

positivagdo que fosse >1.1 positivo; 0.9-1.1 duvidoso e negativo <0.9.

4.2.2 Teste Elisa através do Kit Vircell para Zika

O processo do teste Elisa para identificacdo das bolsas de plasma para a Arbovirose do
tipo Zika foi 0 segundo passo para identificacdo e validacdo das bolsas como portadoras da
infeccdo. Teve-se a testagens de 45 bolsas de plasma possuindo trés tipos sanguineos: A+, B+
e O+. Para realizagdo dessa testagem, foi utilizado o Vircell® Zika, 1gG Capture Elisa. O
protocolo do kit explica que se deve remover 0 nUmero necessario de micropocos referente a
quantidade de amostras que serdo utilizadas, além 4 pocos extras para serem distribuidos em 1
poco controle negativo, 1 pogo controle positivo e 2 para os calibradores. Usando tubos de
ensaio adequados ou uma placa de microtitulacéor, foi diluido o Controle Positivo (P), Controle
Negativo (N), Calibrador (CAL) e amostras. Em cada poco foi adicionado 100 pL de amostra
diluente e 5 uL de soro das amostras e reagentes em seus respectivos pogos, agitado a placa
num agitador de placas (2 minutos) de modo que se obteve uma mistura homogenia dos
reagentes. Foi feita a diluicdo prévia da amostra num tubo a parte. Foi pipetado 105pul de cada
amostra diluida nos pocos (colocado 100 pl de diluente mais 5ul do plasma em um tubo e apds
isso, repassado para o poco). A placa foi coberta e levada para incubagdo durante 30 minutos a
37°C=x1°C.

Ap0s a primeira incubacao, foi necessario a lavagem dos pocos cinco vezes com 0,3 ml
tampdo de lavagem diluido. A cada lavagem, descartaram-se os liquidos ainda presentes nos
pocos. Pipetou-se 100 pl de 1gG anti-humano conjugado para cada poco e cobriu a placa
novamente durante 30 minutos a 37 °C+ 1°C. Apds a segunda incubacéo, foi feita a lavagem
novamente cinco vezes 0s pocos, repetindo o processo da primeira lavagem. Pipetou-se 100 pL
de solucdo de substrato e levado para incubar 20 minutos a temperatura ambiente (20-25 °C)
no escuro cronometrado desde a primeira adi¢do. Por fim, pipetou-se 50 pL de solucdo de
parada para todos 0s pocos na mesma sequéncia. Dentro de 1 hora, foi feita a leitura da
absorbancia de cada poco em um comprimento de onda de 450. Foi definido bolsas de plasma
infectadas aquelas que apresentaram uma positivagdo que fosse >1.1 positivo; 0.9-1.1 duvidoso

e negativo <0.9.
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4.2.3 Teste Elisa através do Kit Vircell para Chikungunya

O processo do teste Elisa para identificacdo das bolsas de plasma para a Arbovirose do
tipo Chikungunya foi o Ultimo passo para identificacdo e validagdo das bolsas como portadoras
da infeccdo. Teve-se a testagens de 45 bolsas de plasma possuindo trés tipos sanguineos: A+,
B+ e O+. Pararealizacdo dessa testagem, foi utilizado o kit Vircell® Chikungunya, 1gG Capture
Elisa. O protocolo do kit explica que se deve remover 0 nUmero necessario de micropocos
referente a quantidade de amostras que serdo utilizadas, além de 4 pogos extras para serem
distribuidos em 1 poco controle negativo, 1 pogo controle positivo e 2 para os calibradores.
Usando tubos de ensaio adequados ou uma placa de microtitulacdo, diluir o Controle Positivo
(P), Controle Negativo (N), Calibrador (CAL) e amostras de pacientes. Em cada poco foi
adicionado 100 pL de amostra diluente e 5 pL de soro das amostras e reagentes em seus
respectivos poc¢os. Foi agitado a placa num agitador de placas (2 minutos) de modo que se
obteve uma mistura homogenia dos reagentes. Ap0s a agitacdo, teve-se uma perfeita
homogeneizacao e foi pipetado 105ul de cada amostra diluida nos pocos. (colocado 100 pl de
diluente mais 5ul do plasma em um tubo e, apds isso, repassado para o0 poco) Cobriu-se a placa
e levada para incubar 45 minutos a 37 °C = 1 °C. Apds a primeira incubag¢ao, foi necessario a
lavagem dos pocos cinco vezes com 0,3 ml tampéo de lavagem diluido. A cada lavagem foi
descartado os liquidos ainda presentes nos po¢os. Em seguida, pipetou 100 pul de IgG conjugado
para cada poco e cobriu a placa novamente durante 45 minutos a 37 °C+ 1°C.

Ap0s a segunda incubacéo, foi lavada novamente cinco vezes 0s pocos, repetindo o
processo da primeira lavagem. Pipetado 100 pL de solucéo de substrato e levado para incubar
durante 20 minutos a temperatura ambiente (20-25 °C) no escuro cronometrado desde a
primeira adicdo, pipetado 50 pL de solucdo de parada para todos 0s po¢os na mesma sequéncia.
Dentro de 1 hora foi feita a leitura da absorbancia de cada po¢co em um comprimento de onda
de 450/620 nm. Foi definido bolsas do plasma infectado aquelas que apresentaram uma

positivagao que fosse >1.1 positivo; 0.9-1.1 duvidoso e negativo <0.9.

4.3 OBTENCAO DE IgG ATRAVES DA SEPARACAO UTILIZANDO O SISTEMA DE
DUAS FASES

A metodologia do SDFA seguiu as orientagdes descritas por Arsenjio (2011) que utiliza

o polietilenoglicol, uma alta concentragdo de sal como o fosfato, e o adicional de mais um sal,
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como NaCl, que ajuda a alterar o peso molecular dos ions através da manipulacéo do coeficiente
de participagdo, como proposta para o sistema de obtencdo de proteinas. Para a extracdo das
IgGs do plasma foi preparado uma mistura contendo uma solugdo de PEG 3.350/mol
(concentracdo de 15.5% m/m), uma solucéo de fosfato (concentragdo 15% m/m em pH 7,0),
solucdo de NaCl (concentracdo de 12% m/m) e o plasma pré tratado (plasma centrifugado a
3500 RPM por 30 minutos, em uma temperatura de 4 °C), onde foi coletado 0 sobrenadante
como amostra.

Estes percentuais foram escolhidos devido diversos testes realizados com diversas
concentracdes de Peg e diferentes niveis de concentracdo de fosfato até obter uma extracao de
IgG de qualidade. Além disso, seguindo as informacfes cedidas por Vargas (2014), em seu
estudo, o autor fala que aplicando &cido caprilico e filtrando as amostras, proporciona retirada
de outras proteinas do sistema. Deixando, assim, a IgG isolada e concentrada apenas na fase
superior do sistema. O SDFA foi homogeneizado durante 15 minutos sob um agitador
magnético em um tubo volumétrico, tendo um volume de 3,5 ml de amostra deixado em
descanso por 24 horas de sedimentacao em temperatura ambiente (+ 24 °C). As fases formadas
(superior-PEG e inferior-SAL) foram separadas, medido seus respectivos volumes e guardados
em microtubos contento uma solucdo de &cido caprilico (concentracdo 4%), sendo
posteriormente filtradas por microfiltro de 0,22um milipore e analisada pelo método de Elisa e

de eletroforese

Figura 5 - Sistema de Duas Fases aquosas Dengue
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Fonte: Kilikian (2020).
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4.4 ELETROFORESE SDS-PAGE

As duas fases (PEG e Sal) obtidas do SDFA foram analisadas por eletroforese em gel
de poliacrilamida utilizando o Dodecil Sulfato de S6dio (SDS-PAGE). O gel de poliacrilamida
foi preparado nas concentracgdes de 6% (gel de empilhamento) e 12% (gel de corrida) de acordo
com adaptacOes em trabalhos anteriores do grupo de pesquisa (NASCIMENTO et al., 2021).
Cada amostra do SDFA foi preparada misturando-a uma solugcdo de tampédo de amostra
contendo azul de bromofenol (125 mM Tris-HCI) na propor¢do 1:2. Aliquotas dessa mistura
(10 ul) foram condicionadas em pequenos pocos do gel de empilhamento submetidos
inicialmente a uma corrente de 80 Volts por 10 minutos. A massa molecular foi determinada
usando um marcador de peso molecular de proteinas como padrédo da marca BIORAD. Apos a
corrida eletroforética a 120 Volts, durante aproximados 120 minutos, o gel de estudo contendo
as bandas foi corado em solucdo de Comassie Blue. A cuba e reagentes foram da BIORAD.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para realizar a identificacdo das bolsas de plasma e seus tipos de infec¢bes ocasionadas
pelo Arbovirus foi realizado previamente um teste Elisa para Dengue, Zika e Chikungunya,
onde foi possivel observar se as 45 bolsas de plasma analisadas possuiam anticorpos IgG para
qual das arboviroses. O primeiro teste feito foi para a arbovirose do tipo dengue através do teste
rapido do kit Elisa Panbio como pode ser observado na Tabela 1.

5.1 TESTE PARA ARBOVIROSE TIPO DENGUE

Dentre as 45 amostras analisadas, 33 bolsas foram positivadas para Dengue e 12 bolsas
negativadas. Essas bolsas foram utilizadas para identificacdo da presenca de 1gG. Dentre as
bolsas positivadas para a Dengue, foram selecionadas de forma aleatoria 4 bolsas positivadas

com tipagem sanguinea distribuida em A+, B+ e O+ apenas para essa arbovirose.

Tabela 1 - Testes das bolsas de Plasma Elisa

BOLSA DE PLASMA RESULTADO
Amostra 1 Positivo
Amostra 2 Positivo
Amostra 3 Positivo
Amostra 4 Positivo

Fonte: Autori propria (2023)

5.1.2 Sistema de Duas Fases Aquosas (SDFA) para Dengue

Quando identificado as bolsas especificas apenas para a Arbovirose do tipo Dengue,

realizou-se o SDFA (Figura 6).
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Figura 6 - Sistema de Duas Fases Aquosas das amostras de Dengue

Fonte: Autoria prépria (2023)

Asbolsas 1, 2, 3, 4 foram positivadas especificamente com concentragdes de 1gG apenas
para a Dengue. As bolsas 1, 2 e 3 (colocada dessa forma numérica para melhor compreensao)
foram as bolsas escolhidas de forma aleatoria para realizar a aplicagdo do SDFA no processo
de extracdo da IgG em sua fase teste, como mostra a figura 6. Na amostra 1 foi feita o teste com
o0 plasma apenas filtrado; na amostra 2, foi testado o plasma com a adi¢édo de acido caprilico e
ndo foi filtrado; e, na amostra 3, foi realizado o teste com a filtragem e adi¢édo de acido caprilico.
Ja a amostra de nimero 4, foi a amostra escolhida para se realizar o SDFA de forma direta, ja
tendo as informacGes coletadas.

Apds a formacdo do SDFA das trés amostras, teve-se uma nova leitura pelo método
Elisa para validar a separacédo da IgG apenas na fase superior do sistema (PEG), como pode ser
observado através da tabela 3. No estudo de Vargas (2014), o autor ja abordava a extracdo de
imunoglobulina pelo o método SDFA onde confirma a ideia da viabilidade do sistema para
extracdo de 1gG. A nova leitura das amostras pelo método de Elisa é feita apos as amostras
terem sido submetidas ao método de filtragem. Apds o SDFA, a fase PEG foi utilizada para
realizar uma filtragem com a adic¢do de &cido caprilico para remocéo de proteinas indesejaveis

como albumina, promovendo apenas a recuperagédo da IgG e novamente positivando apenas a
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fase PEG. A figura 6 demonstra a eficiéncia da amostra da 1gG em ficar apenas na fase PEG
sendo positivada e a fase sal, sendo negativada. Com isso, confirmando a eficacia do sistema
em deixar apenas a proteina G na fase PEG.

Fica evidente que a fase superior (fase PEG) possui um volume maior quando
comparado com a fase inferior (fase sal) nas amostras estudadas (bolsa 1 B+, bolsa 2 O+, bolsa
3 A+ e bolsa 4 A+). Apos a formacdo do sistema de duas fases das trés amostras, teve-se uma
nova leitura pelo Elisa para validar a separagdo da Imunoglobulina G da fase PEG. Essa nova
leitura ¢ feita apds a filtragem das duas fases por filtros de 0,22 um e com isso, faz-se uma
observacao para ter-se uma comprovacéo definitiva que a IgG fica apenas na fase PEG.

Tabela 2- Elisa das amostras 6, 9 e 14.

AMOSTRAS RESULTADO
1 (Fase PEG) POSITIVO
1 (Fase Sal) NEGATIVO
1 (Fase PEG apos filtracdo™) POSITIVO
1 (Fase Sal apés filtracdo™) NEGATIVO
2 (Fase PEG) POSITIVO
2 (Fase Sal) POSITIVO
2 (Fase PEG apds filtracdo) POSITIVO
2 (Fase Sal apds filtracdo) NEGATIVO
3 (Fase PEG) POSITIVO
3 (Fase Sal) NEGATIVO
3 (Fase PEG apds filtracdo) POSITIVO
3 (Fase Sal apos filtracdo) NEGATIVO

*Filtracdo com &cido caprilico
Fonte: Autoria prépria (2023)

Ap0s a testagem das amostras 1, 2 e 3 terem obtidos resultados promissores, a amostra
de ndmero 4 também foi submetida ao processo final de filtragem com adicdo de acido
caprilico. Vargas (2014) abordou em seu estudo que a importancia da aplicacdo do acido era
importante devido o mesmo proporcionar uma quebra de proteinas mais pesadas e fornecendo
um sistema puro apenas com concentracao de 1gG que ficou confirmada pelo método do teste
Elisa. Apos isso, a amostra de nimero 4 foi escolhida para ter-se a aplicacdo do método com a
amostra filtrada e filtrada com o acido caprilico que comprovou mais uma vez a eficacia da
extracdo da lg pelo método de SDFA.

Tabela 3 - Elisa das amostras 4.

AMOSTRAS RESULTADO
4 (Fase PEG) POSITIVO
4 (Fase Sal) NEGATIVO
4 (Fase PEG ap0s filtracdo*) POSITIVO
4 (Fase Sal ap6s filtracdo*) NEGATIVO

*Filtracdo com écido caprilico
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Fonte: Autoria prdpria (2023)

5.1.3 Eletroforese Sds-Page Dengue

Como demonstrado na figura 7, é possivel observar que as amostras foram submetidas
a 3 processos, nos quais foram distribuidas em: pocos contendo apenas a fase PEG/ Sal; pocos
contendo a fase PEG/SAL filtrados; e a fase PEG/SAL filtradas com acido caprilico.

Figura 7 - Eletroforese das Amostras 1/2/3

FS (Plasma FP FS \ (Plasma FP FS \
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Fonte: Autoria préopria (2023)

1- Marcador; 2 — Plasma — Bolsa 6, 3 - PEG Filtrado- bolsa 6, 4 - Sal Filtrado- bolsa 6, 5 -
Plasma com &cido- bolsa 9, 6 - PEG com &cido- bolsa 9, 7 - Sal com acido- bolsa 9, 8 - Plasma-
bolsa 14, 9 - PEG filtrada com &cido- bolsa 14, 10 - Sal filtrada com acido- bolsa 14.

Na figura 7, pode-se visualizar, a eficacia da separacdo do sistema apenas com &cido
caprilico e com acido/filtrada. Nos primeiros pocos foi testado apenas as fases sem acido e
filtrado poco 3 e 4. Nos pocos de nimero 6 e 7 j& se nota uma diferenca na separacéo da proteina

IgG mais presente na fase PEG. Porém, uma concentracao quase que igual na fase sal. Por fim,
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tem-se a visualizagdo de melhor forma das fases 8 e 9 com &cido e filtrado e com isso, tendo
uma melhor separacdo de isolamento a proteina G apenas na fase PEG apds a aplicacdo do
acido caprilico e sua filtragem. Como demostrando a imagem acima, pode-se perceber que 0
método quando adotado o adicional de acido/filtrado tem-se uma separacdo de melhoria e
praticamente isolada a Imunoglobulina G apenas encontrada na fase PEG e na fase sal, apenas
uma concentracdo pequena da proteina Albumina.

Além disso, realizou-se uma eletroforese com a aplicacdo de SDS da amostra de nimero
4, com caracteristicas especificas para a arbovirose do tipo Dengue, que pode-se perceber uma
melhor visualizacdo da separacdo do sistema com a IgG (figura 8).

Figura 8- Eletro da amostra 4 para Dengue

1- Pogo- Marcador, 2- Poco- Fase PEG Filtrada, 3- Poco- Fase Sal Filtrada, 4- Pogo- Fase PEG filtrada e com
acido, 5- Pogo- Fase Sal filtrada e com &cido
*F-Amostra filtrada
*F.A-Amostra filtrada com &cido
Fonte: Autoria propria (2023)

Com isso, pode-se compreender que o método de Sistema de duas Fases (SDFA),
aplicando a separagdo com acido/filtrado, é uma sugestdo viavel para realizar a separagdo da
proteina IgG.
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5.1.4 Quantificagdo por Bradford

O resultado do método de Bradford serviu para realizar de forma quantitativa uma
observacdo da quantidade de proteinas 1gG presente na amostra. Onde apds o processo da
amostra aplicada ao SDFA, foi encontrada na fase superior do sistema, um total de 287 mg/ml
de IgG isolada e concentrada apenas na fase peg. Quando submetida a fase inferior do sistema
ao método de quantificagdo pelo Bradford, pode-se perceber uma concentracéo de 91 mg/ml de

outras proteinas que ficaram localizadas na fase superior do sistema, como o caso da Albumina.

5.2 TESTE PARA ARBOVIROSE TIPO ZIKA

Dentre as 45 amostras analisadas, 34 bolsas foram positivadas para Zika e 11 bolsas
negativadas. Essas bolsas foram utilizadas para identificacdo da presenca de 1gG. Dentre as
bolsas positivadas para a Zika, foram selecionadas de forma aleatoria 3 bolsas positivadas
com tipagem sanguinea distribuida em A+, B+ e O+ apenas para essa arbovirose. As bolsas

escolhidas foram 5, 6 e 7.

Tabela 4 - Bolsa de Plasma para Zika

BOLSA DE PLASMA RESULTADO
Amostra 5 Positivo
Amostra 6 Positivo
Amostra 7 Positivo

Fonte: Autoria prépria (2023)

A utilizacdo do Vircell pode proporcionar uma melhor identificacdo e observacédo dos
resultados especificos para as bolsas que possuiam IgG voltado para Zika. As bolsas que
possuem IgG podem indicar que a pessoa, no momento da doacao, esta na fase cronica e/ou

convalescente ou ja teve contato com a doenca em algum momento da vida (PONTE, 2022).

5.2.1 Sistema de Duas Fases Aquosas

Quando identificado as amostras positivas para a arbovirose do tipo Zika, foi escolhida
apenas uma amostra de forma aleatdria que foi a de nimero 5. Diferente da metodologia aplica
no processo de extracdo de IgG para o método do tipo Dengue, o processo da extragdo da Ig no

tipo Zika foi utilizado apenas em uma amostra para realizar a aplicagdo do SDFA, tendo em
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vista que a amostra do tipo Dengue serviu para dar norteamento nos proximos passos de forma
direta e ndo ser mais preciso submeter a amostras a teste para visualizar, por exemplo, se a
filtracdo com &cido caprilico ou ndo teria um resultado para diminuir a concentragdo de outras
amostras no sistema.

- Figura 9 - Amostra 5- Zika
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Fonte: Autoria propria (2023)

Tabela 5 - Teste Elisa da amostra 5

AMOSTRAS RESULTADO

5 (Fase PEG 3.350) POSITIVO
5 (Fase Sal) NEGATIVO

5 (Fase Peg3.350 Filtrada.Acido) POSITIVO
5 (Fase Sal Filtrada. Acido. NEGATIVO

6 (Fase PEG 4.000) POSITIVO
6 (Fase sal) NEGATIVO

6 (Fase Peg 4.00 filtrada.Acido) POSITIVO

6 (Fase Sal. Filtrada.Acido) NEGATIVO

7 (Fase Peg 8.00) POSITIVO

7 (Fase Sal) POSITIVO

7 (Fase Peg8.000 filtrada com &cido) POSITIVO

7 (Fase sal 8.000 filtrada com &cido) Negativo

Dentre as trés bolsas escolhidas para realizar da aplicacdo do SDFA, foi escolhida a

*Filtragdo com acido caprilico
Fonte: Autoria propria (2023)
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amostra de 5 para aplicacdo do método SDFA. Entretanto, o método foi aplicado em diferentes
concentragdes de PEG, sendo eles PEG 3350, PEG 4000 e PEG 8000.

5.2.2 Eletroforese -SDS

Como demonstrado na figura 10, 11 e 12, € possivel observar que as amostras foram
submetidas a 3 processos com tipos de Polimeros diferentes, nos quais foram distribuidas em:
pocos contendo apenas a fase PEG/ Sal; pogos contendo a fase PEG/SAL filtrados; e fase
PEG/SAL filtradas com acido caprilico.

Figura 10 — Amostra 9 utilizando PEG 3.350

R4 Rlaedim—

i
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1 Marcador, 2 Peg F, 3 Sal F, 4 Peg F.A, Sal F.A
Fonte: Autoria prépria (2023)
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Figura 11 — Amostra 10 utilizando PEG 4.000

1 2 3 4 5 6 7

*1 Marcador, 2 Peg F.A, 3 sal.F, 4 Peg com A, 5 Sal com A, 6 Peg.F, 7 Sal F
Fonte: Autoria propria (2023).

Figura 12 — Amostra 11 utilizando PEG 8.000

22 sl ffs]eJ{7]]s |[o]

1 Marcador, 2 Peg F.A, 3 sal.F.A 4 Peg com A, 5 Sal com A, 6 Peg.F, 7 Sal F, 8 peg, 9 sal
*F.A- Fase filtrada com 4cido
*F-Fase fitrada
Fonte: Autor prépria (2023).

Tendo em vista a analise das eletroforeses, pode-se perceber que os trés tipos de Peg
(3.350, 4.000 e 8.000) possuem a capacidade de extrair a Ig através do método de SDFA. No
estudo de Torres (2013), a autora afirma que pode-se observar que decorrente do aumento da
massa molar do PEG, tem-se uma formacdo mais rapida do sistema. Considerando a regido

bifasica aumenta com o aumento da massa molar do PEG, provavelmente devido a alta
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hidrofobicidade do PEG e sua reduzida solubilidade em agua, o que leva a exclusdo do polimero
da mistura e, consequentemente, a formacao das duas fases de uma forma mais rapida. 1sso se
comprova quando testado do método de Peg 8.000 que conseguiu formar um sistema em 8
horas. J& as amostras com Peg 3.350 e 4.000, s6 foram formados ap6s 12 horas.

Como ja conhecido no meio industrial, e por ter um custo beneficio baixo, o Peg 8.000
fornece uma rapida extracdo de IgG. Torres (2013) afirma que a utilizagdo do Peg 8.000
consegue proporcionar um sistema de forma mais rapida e barata. Entretanto, a alta
concentracdo desse polimero proporciona uma formacao de sistema mais rapida, gerando assim,
em alguns casos, a ndo concentracdo da amostra em uma Unica fase.

Além disso, quando analisada a eletroforese de Peg 8000, nota-se uma alta concentracao
de 1gG também na fase sal, gerando uma perca da proteina significante que, quando feita em
sistema de concentracdes de Peg menores, fica retida totalmente apenas na fase Peg. Através
da analise do método de eletrorose, pode-se compreender que um Peg de maior molaridade
proporciona um sistema em maior quantidade e de forma rapida. Entretanto, tem-se uma perca
significativa de proteina para a fase sal.

No estudo de Vargas (2014), o pesquisador retrata que a utilizacdo do Peg 4.000
proporciona um sistema que possui a capacidade de extrair de 1gG tdo quanto outros Peg's de
molaridades maiores. Além disso, 0 mesmo afirma que o sistema quando intercalado com o
acido caprilico promove uma extracdo de imunoglobulina pura e livre de contaminacdo em
fases in vitro. 1sso pode ser observado através das eletro de 4.000 que forneceu uma extracédo
de Ig em maior quantidade na fase superior (Peg) do sistema deixando a fase sal (inferior)
praticamente nula com a presenca de lg tanto na fase apenas extraida e filtrada como na fase

filtrada e adicionada com acido caprilico concluido a capacidade de extracdo pura da IgG.

5.2.3 Quantificacdo pelo o método de Bradford

O resultado do métodos de Bradford serviu para realizar uma observacao quantitativa
da quantidade de protéinas IgG presente na amostra de nimero 5, a qual fui utilizado o PEG
3.350 e considerada nossa amostra real devido ter demonstrado uma melhor extracéo de 1gG,
onde, ap6s o processo da amostra aplicada ao SDFA, foi encontrada um total de 678,39 mg/ml
de 1gG na fase supeior do sistema. Ja na fase inferior do sistema, foi encontrado um total de

182,00mg/ml de proteinas mais pesadas como o caso da Albumina.
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5.3 TESTE PARA ARBOVIROSE TIPO CHIKUNGUNYA

Dentre as 45 amostras analisadas, 11 bolsas foram positivadas para Chikungunya e 31
bolsas negativadas. Essas bolsas foram utilizadas para identificacdo da presenga de 19gG. Dentre
as bolsas positivadas para a Chikungunya, foram selecionadas de forma aleatoria 3 bolsas

positivadas apenas para essa arbovirose. As bolas escolhidas foram 8, 9 e 10.

Tabela 6 - Bolsa de Plasma para Chikungunya

AMOSTRA RESULTADO
AMOSTRA 8 POSITIVO
AMOSTRA 9 POSITIVO
AMOSTRA 10 POSITIVO

Fonte: Autoria prdpria (2023)

5.3.1 Sistema de Duas Fases

Quando identificado as amostras positivas para a arbovirose do tipo Chikungunya, foi
escolhida apenas uma amostra de forma aleatdria, denominada como amostra de numero 8.
Diferente da metodologia aplicada no processo de extracdo de 1gG para a arbovirose do tipo
Dengue, que passou por uma analise se deveria ser adicionada acido caprilico e se filtrar a
amostra e Zika que foi analisada quais tipos de PEG forneceria uma melhor extracédo de IgG, o
processo da extracdo da IgG no tipo Chikungunya foi utilizado apenas em uma amostra para
realizar a aplicacdo do SDFA considerando que os testes que as outras arboviroses foram
submetidos serviu para nortear uma aplicacdo direta quando relacionada arbovirose do tipo
Chikungunya. Nesse sentindo, a amostra de Chikungunya foi aplicada o método do sistema
utilizando o PEG 3.350 fazendo a adicdo de &cido caprilico e filtrando ambas as fases do

sistema.
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Figura 13 - SDFA para amostra Chikungunya

S

=

- -

Fonte: Autor prépria (2023).

Tabela 7 - Teste de Elisa da amostra 8

AMOSTRAS RESULTADO
Fase Peg F POSITIVO
Fase sal F NEGATIVO

Fase Sal F.A POSITIVO

Fase Peg F.A NEGATIVO

Fonte: Autoria propria (2023)

Tendo conhecimentos apds os testes realizados nas arboviroses do tipo Dengue e Zika,
a arbovirose do tipo Chikungunya também teve suas fases peg’s (superior) positivas e as sais
(inferior) negativadas. Com tais informacdes, fornecidas pelo 0 método de Elisa, a amostra foi
submetida ao método de eletroforese onde foi possivel visualizar as amostras de 1gG presente

apenas na fases Peg do sistema.

5.3.2 Eletroforese-SDS
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Como demonstrado na imagem 13, pode-se perceber a presenca da imunoglobulina
apenas na fase peg enquanto na fase sal ndo se encontrou nem uma amostra da Ig. Além disso,
é possivel visualizar pela eletroforese que a IgG ficou completamente isolada, afirmando assim

a eficacia do SDFA também para a extracdo da proteina na arbovirose do tipo Chikungunya.

Figura 14 - Eletroforese Chikungunya
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1-Marcador, 2- Fase Peg filtrada, 3- Fase Sal filtrada, 4 Fase peg filtrada com &cido caprilico, 5-Fase peg filtrada
com &cido caprilico.
Fonte: Autoria prépria (2023)

q

5.3.3 Quantificacdo pelo o método de Bradford

O resultado do método de Bradford serviu para realizar, forma quantitativa, uma
observacdo da quantidade de proteinas 1gG presente na amostra. Nesse sentindo, apds o
processo da amostra aplicada ao SDFA, foi encontrada 767,77 mg/ml extraida de IgG para

Chikungunya. Ja a fase inferior do sistema, teve-se um total de 293,07 mg/ml de amostras que

ficaram encontradas em sua fase, como a Albumina.
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6 CONCLUSAO

Com os resultados obtidos pelo estudo, podemos compreender que o Sistema de Duas
Fases Aquosas (SDFA) é eficiente para a realizacdo da extracdo de (IgG) para as arboviroses
como Dengue, Zika e Chikungunya, as quais foram testadas e trabalhadas nesse estudo e se
obteve a comprovacao da presenca da IgG apenas na fase PEG (fase superior do sistema) por
método de verificagdo como o processo de Elisa, eletroforese e quantificacdo pelo método de
Bradford. Com isso, 0 SDFA é um método viavel para utilizacdo de extracdo da IgG.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar a separacdo da imunoglobulina G através do sistema de duas fases aquosas
(SDFA) utilizando bolsas de plasma positivadas para a arbovirose do tipo Dengue.
Metodologia: Foram utilizadas bolsas de plasma excedentes fornecidas pelo HEMOPE
(Hemocentro de Pernambuco). As bolsas foram triadas para a arbovirose do tipo Dengue através
do teste Elisa utilizando o Kit Panbio e para o teste rapido Kit Abbott. A extracdo da
Imunoglobulina G foi realizada através do SDFA que foi composto por 12, 5% de solucgdo de
polietilenoglicol (PEG) 3350, 15% de solugdo de fosfato em pH 7,0 e NaCl a 12%. Apdés a
formacé&o do sistema e repouso de 24 horas foi realizada a separacéo da fase superior (PEG) e
inferior (SAL), sendo utilizada para as devidas andlises bioquimicas. Ambas as fazes foram
submetidas ao procedimento de Eletroforese de SDS-PAGE. (CAAE:55993122.8.3001.5195).
Resultados e discussao: Apoés a identificacdo das bolsas de plasma positivadas para dengue foi
realizada a identificacdo de 1gG e IgM presentes nessas bolsas. Estas foram utilizadas para a
separacdo por SDFA e através da aplicacdo do sistema separados em fase filtrada sem a adi¢éo
de acido caprilico e com acido caprilico, pode-se perceber através do metodo de eletroforese
que quando uyilizado 5% de acido caprilico e filtrada, a proteina IgG apresentou-se pura e
somente particionada na fase PEG. ConsideracGes Finais: Verificou-se no estudo realizado,
que a extracdo da IgG pelo o SDFA foi eficiente promovendo a recuperacdo da proteina,
destacando assim como uma metodologia rapida, eficiente e de baixo custo, quando comparado

a métodos tradicionais.

Palavras-chave: Imunoglobulina; Dengue; Hemoderivados; SDFA,; IgG.

ABSTRACT

Objective: To evaluate the separation of immunoglobulin G through the two aqueous phase
system (SDFA) using plasma positive bags for Dengue virus. Methodology: Surplus plasma
bags provided by HEMOPE (Hemocentro de Pernambuco) were used. The bags were screened
for Dengue type arbovirosis by Elisa test using the Panbio Kit and the rapid test Abbott Kit.
Immunoglobulin G extraction was performed using SDFA which was composed of 12, 5%
polyethylene glycol (PEG) 3350 solution, 15% phosphate solution at pH 7.0 and 12% NaCl.
The system was formed and 24 hours later, the upper phase (PEG) and lower phase (SAL) were

separated. Both phases were submitted to the SDS-PAGE electrophoresis procedure
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(CAAE:55993122.8.3001.5195). Results and discussion: After the identification of plasma
positive bags for dengue, the IgG and IgM were identified. The SDFA (PEG 3350 solution,
15% phosphate solution at pH 7.0 and 12% NaCl), 5% caprylic acid and filtration were the best
conditions used. The SDS-PAGE electrophoresis showed, that the 1gG protein was pure in the
phase PEG. Final Considerations: It was verified in the study that the extraction of 1gG by the
SDFA was efficient, promoting the recovery of the protein, standing out as a fast, efficient and
low cost methodology, when compared to traditional methods.

Keywords: Immunoglobulin; Blood products; Aqueous two-phase system

1 INTRODUCAO

A Dengue é uma arbovirose de ampla distribuicdo global, sendo encontrada mais
facilmente em éreas tropicais onde as condic¢des climaticas permitem ciclos de transmissao
anuais causando impactos econdmicos e sociais. (GIBB et al., 2020). No Brasil, um pais de
grandes dimens@es e com grandes desigualdades socioeconémicas a circulacdo do Flavivirus
ocasiona altos indices de Dengue que tem sido grande desafio para a satde publica (REIS et
al., 2019).

O virus da Dengue é transmitido através da picada de mosquitos fémeas infectadas,
artropodes do género Aedes, principalmente por espécies como Aedes aegypti e Aedes
albopictus, que sdo considerados os principais vetores em ambientes urbanos (GIBB et al.,
2020). Este género de mosquito encontra-se em larga distribuicdo no territorio brasileiro,
devido ao pais apresentar ambiente propicio como a mata atlantica, sendo uma caracteristica de

local ideal para reproduzirem (REIS et al., 2019).

Diante de um diagndstico sem precisdo e como nao existe tratamento antiviral especifico
para nenhuma das arboviroses (SIGFRID et al., 2017), atualmente, a imunoglobulina
hiperimune tem sido usada efetivamente no tratamento de muitas infeccdes virais endémicas

ou epidémicas como parte da imunizacdo passiva (CHAVDA et al., 2023).

A répida busca por um tratamento contendo uma imunoglobulina especifica para uma
doenca estimula a industria de hemoderivados no desenvolvimento estratégias de
fracionamento de plasma. O sistema de duas fases aquosas (SDFA) é um método utilizado para

fracionar, recuperar e purificar produtos biologicos, incluindo proteinas, que tem se tornado
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satisfatoriamente atrativo para pesquisadores. Estudos demonstram a obtencdo de

hemoderivados através do fracionamento do plasma humano de pessoas convalescentes

Nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi demonstrar o processo de extracdo de
imunoglobulina G a partir de bolsas de plasma positivadas para arbovirose do tipo dengue

utilizando Sistema de Duas Fases Aquosas (SDFA).

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Arbovirose no Brasil

As arboviroses sdo infeccOes ocasionadas pelos arbovirus. A mesma possui uma
caracteristica muito impar para deteccdo de que o individuo esteja contaminado como: febre,
dor de cabeca, nauseas e dores no corpo. (ARBOVIROSE, 2017) Atualmente, acredita-se que
existe no planeta mais de 454 espécies de arbovirus ja identificadas; tendo uma atencéo para
150 espécies que possuem a capacidade de ocasionar doencgas em seres vivos de sangue quente.
Abordando o assunto de transmissdo, as fémeas do género Aedes sdo 0 ponto chave de

transmissdo da arbovirose em seres humanos (CAMPOS et al., 2018).

A classificacdo dos Arbovirus ndo é somente ao seu vinculo com os artropodes, mas
devido ao seu ciclo replicativo ser realizado nos insetos. Deste modo, a classificacdo de um
artropode como portador de um arbovirus € realizada principalmente por possuir sua reproducéo
infecciosa em um artropode. (MINEIRO, 2016). O termo originalizado do inglés, arthropod-
borne virus (virus transmitido por artrépode) comecou a ser utilizado no meio literario da satde
no ano de 1956.

Entre os anos de 2015 a 2017, o Brasil foi quadro de uma das maiores epidemias de
arboviroses da historia, tendo sua concentracao a Dengue. (DONALISIO; FREITAS; ZUBEN,
2017; MINISTERIO DA SAUDE, 2017). Possuindo visio de avancos dessas infeccdes,
métodos de prevencdo como a semana epidemiol6gica tornou-se um assunto rotineiro a ser
debatido em concelhos municipais, estaduais e nacionais de salde onde procuram debater e
analisar o aumento ou diminuicao de casos de infec¢Bes por quaisquer arbovirose, em especial

para Dengue, devido a mesma ser a que mais acomete os brasileiros (SINAN, 2019).
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2.1 Imunoglobulina

As imunoglobulinas sdo conhecidas por possuir uma grande diversidade de genes
que codificam a molécula 1gG, onde permite a realizacdo de ligagdo dos mais distintos
antigenos (BARADI; CAROBREZ; PINTO, 2010). Relatada como a principal componente de
responsabilidade de fracionar anticorpos de séries humanos, a imunoglobulina G (I1gG) é
caracterizada como a de maior abundancia na presenca de proteinas; possuindo assim, uma
concentracdo de 75% das proteinas de sua familia e cerca de 10 a 20% do total das proteinas
circulantes encontradas no soro humano (KDIATI; MULLINS; LINNEBACHER, 2021).

Sendo conhecida por ter caracteristicas de propriedades terapéuticas, a IgG tem sido
recomendada para tratamentos de pacientes que sd@o acometidos das Imunodeficiéncias
primarias (IDP), que totalizam mais de 150 patologias classificadas. Estima-se que 50% dos
pacientes que portam o IDP sdo necessitados de tratamento por 1gG. Atualmente, tem-se uma
convicgao que 0s primeiros produtos de 1gG foram prescritos para realizar uma prevencéo ou
tratar infecgbes com alto indice de morbimortalidade, tais como: Poliomielite, sarampo,
caxumba e hepatite; onde deixaram de ser indicados devido a campanhas de prevencao dessas

patologias através de vacinas e suas campanhas. (CARVALHO et al., 2010).
2.3 Sistema de Duas Fases Aquosas (SDFA)

Nos ultimos anos, a abordagem de estudos que envolve a precipitacdo de proteinas
por polietileno glicol (PEG) vem sendo aprofundado devido a relevancia para purificar
anticorpos de caracteristicas monoclonais (KNEVELAMN et al., 2010). Com caracteristicas
simples e de rapida realizacdo, a precipitacdo do PEG é uma metodologia que vem sendo
abordada em laboratorios pelo o fato de ser feito em temperatura ambiente e um processo
realizado em grande escala. Além disso, a utilizacdo de PEG e seu modo de operacdo vem sendo
instalada de forma progressiva na industria de biofarmacéutica pelo fato de o protocolo ser mais
econémico e barateado para as industrias (NIKOLAUS; STEFANIE; ALOIS, 2016).

O estudo de Pereira, (2020), descreve a realizacdo do SDFA com uma grande
importancia no mercado Biotecnoldgico e sua caracterizacdo por separacdo e seu processo. No
ano de 1956 foi realizado a primeira citacdo ao uso do SDFA para ter-se a purificacdo de
proteinas e particulas de células (KILIKIAN, 2020). O SDFA é composto por duas fases
liquidas que formam um equilibrio, tendo como solvente principal a dgua. Esse sistema €
composto quase sempre por uma combinacdo de polimero/polimero, polimero/sal ou sal/sal.

Sendo a combinacdo de polimero/sal, a mais comumente utilizada. O SDFA é o que melhor
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apresenta resultados para extracdo em grande escala, sendo considerado pela indUstria o mais
propicio, devido apresentar uma maior seletividade, uma viscosidade considerada pequena,
além do custo do sistema ser extremamente barato e entregar uma separacao de fase rapida e
com caracteristicas continuas (BORDON, 2017). O sistema formado por PEG e um sal sdo
intensamente empregados por fornecer uma separacao de moléculas com base na solubilidade.
(KILIKIAN, 2020).

3 METODOLOGIA
3.1 Obtencéo de Plasma

O plasma utilizado durante a pesquisa foi concedido pela Fundacdo HEMOPE
(CAAE:55993122.8.3001.5195). Este foi obtido a partir do processo de separagdo do sangue
total, de acordo com as indicacGes determinadas pela resolu¢cdo RDC n° 10, de 23 de janeiro de
2004. Estes plasmas foram de doadores que foram acometidos por algum tipo de arbovirose e
de forma voluntaria fornecerem seu plasma para a pesquisa aprovada pelo comité de ética
(CAAE:55993122.8.3001.5195).

3.2 Triagem de bolsas de Plasma para deteccéo de anticorpos para Dengue
3.2.1 Teste rapido Kit Abbott

A deteccdo dos anticorpos 1gG contra o virus da dengue nas bolsas de plasma foi
utilizando o teste rapido Bioline™ Dengue Duo (Abbott). O kit é um ensaio

imunocromatografico rapido in vitro composto por dois dispositivos de teste (Figura 1).

Figura 1: Teste Bioline™ Dengue 1gG/IgM é um teste imunocromatogréafico in vitro de fase
solida para a deteccdo qualitativa e diferencial de anticorpos IgG e IgM para sorotipo DEN-1,

2, 3 e 4 do virus da dengue.
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Fonte: https:/www.globalpointofcare.abbott/pt/product-details/bioline-dengue-igg-igm.html

Para sugerir que o doador estd com infecgéo inicial pelo virus da Dengue o lado
esquerdo do teste (NSAL1 AQ) precisaria apresentar duas linhas vermelhas no controle (C) e no
teste (T). Caso o doador estivesse com infeccdo primaria, no lado direito do teste rapido
apresentaria duas linhas vermelhas no controle (C) e no que apresenta imunoglobulinas M
(IgM) representado pela letra “M”. No avanco da infecgdo como na secundaria a bolsa de
plasma positiva contendo imunoglobulinas G (IgG) apresentaria duas linhas vermelhas, no
controle (C) e na letra G (IgG). Quando linhas aparecem no “C”, no “M” e no “G” ¢ positivo
pode-se sugerir que a infeccdo é primaria tardia ou secundaria inicial. A leitura foi feita apos

15 minutos e analisadas como esclarecida pelo fabricante.

A utilizacdo do Kit Abbott pode proporcionar uma melhor identificacéo e observacgéo
dos resultados especificos para as bolsas que possuiam IgM voltado para Dengue, (onde se
deduz que o paciente ja foi exposta e esta na fase ativa da doenca havendo a possibilidade do
microrganismo estar circulando no paciente naquele momento), quais bolsas possuem IgG
(pode indicar que a pessoa esta na fase crénica e/ou convalescente ou ja teve contato com a
doenca em algum momento da vida) e as bolsas que detectaram IgM/IgG representando que 0
individuo ja tinha sido exposto a infeccdo algum tempo atras e foi exposto novamente a
contaminacdo (PONTE, 2022).

3.2.2 Teste Elisa através do Kit PambioTM
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O processo do teste Elisa para identificacdo das bolsas de plasma foi o primeiro passo
para identificacdo e validacdo das bolsas como portadoras da Arbovirose do tipo Dengue. Teve-
se a testagens de trés bolsas com tipos sanguineos: A+, B+ e O+. Para realizacdo dessa testagem,
foi utilizado o Kit Pambio® Dengue Duo IgM, IgG e NS1 Capture Elisa. A escolha desse Kit
Elisa foi selecionada por j& ser um teste utilizado em outros laboratorios de referéncias no pais.
O teste para Dengue foi realizado seguindo as normas esclarecidas no manual do fabricante.
Foi definido bolsas infectadas pela a patologia aquelas que apresentaram uma positivacao que

fosse >1.1 positivo; 0.9-1.1 duvidoso e negativo <0.9.

3.2 Obtencao de 1gG através da separacédo utilizando sistema de duas fases aquosas

A metodologia do SDFA seguiu as orienta¢des descritas por ARSENJIO, (2011) que
utiliza em seu estudo um polimero do tipo polietilenoglicol, uma alta concentracgdo de sal como
o fosfato, e o adicional de mais um sal como NaCl que ajuda a alterar o peso molecular dos ions
através da manipulacdo do coeficiente de participacdo, como proposta para o sistema de
obtencdo de proteinas. Para a determinacdo do SDFA para a extracdo das 1gGs do plasma foi
preparado uma mistura contendo uma solucdo de PEG 3.350 (concentracdo de 15.5% m/m),
uma solucéo de fosfato (concentracdo 15% m/m em pH 7,0), solu¢do de NaCL (concentracédo
de 12% m/m) e o plasma pré-tratado (plasma centrifugado a 3500 RPM por 30 min a 4°C), onde

foi coletado o sobrenadante como amostra.

O SDFA foi homogeneizado durante 15 minutos sob um agitador magnético e
posteriormente transferido para um tubo volumétrico deixado em descanso por 24 horas de
sedimentacdo em temperatura ambiente (£24°C). As fases formadas (superior-PEG e inferior-
SAL) foram separadas (Figura 2), medido seus respectivos volumes e guardados em microtubos
contento uma solucédo de &cido caprilico (concentracdo 4%), sendo posteriormente filtradas por

microfiltro de 0,22um Millipore.
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Figura 2 - Representacdo do Sistema de duas fases

PEG
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Fonte: Kilikan, 2020

3.2 SDS-Page

As duas fases (PEG e Sal) obtidas do SDFA foram analisadas por eletroforese em gel
de poliacrilamida utilizando o Dodecil Sulfato de Sodio (SDS-PAGE). O gel de poliacrilamida
foi preparado nas concentracdes de 6% (gel de empilhamento) e 12% (gel de corrida) de acordo
com adaptacdes em trabalhos anteriores do grupo de pesquisa (Nascimento, J. M. et al., 2021).
Cada amostra do SDFA foi preparada misturando a uma solucdo de tampdo de amostra
contendo azul de bromofenol (125 mM Tris-HCI) na proporcéo 1:2. Aliquotas dessa mistura
(10 pl) foram condicionadas em pequenos pogos do gel de empilhamento submetidos
inicialmente a uma corrente de 80 Volts por 10 minutos. A massa molecular foi determinada
usando um marcador de peso molecular de proteinas como padrdo. Apoés a corrida eletroforética
a 120 Volts durante aproximadamente 120 minutos, o gel de estudo contendo as bandas foi
corado em solucdo de Comassie Blue e posteriormente analisados atraves do densitdmetro Bio-
DS-5000 plus Microtek utilizando um software LPixImage (Loccus Biotecnologia®). A cuba

e reagentes foram da BIORAD.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com a finalidade de realizar a identificacdo das bolsas de plasma e seus tipos de
infeccdes ocasionadas pelo Arbovirus foi realizado previamente um teste Elisa para Dengue,
onde foi possivel observar se as 15 bolsas de plasma analisadas possuiam anticorpos IgG para

a arbovirose dengue, como pode ser observado na Tabela 1.



Tabela 1: Testes das bolsas de plasma.

BOLSAS DE PLASMA RESULTADO PARA DETECCAO DE IgG para

Dengue
1 Positivo
2 Positivo
3 Negativo
4 Positivo
5 Positivo
6 Positivo
7 Negativo
8 Positivo
9 Positivo
10 Positivo
11 Negativo
12 Positivo
13 Positivo
14 Positivo
15 Negativo

Positivo: Presenca de 1gG para dengue

Negativo: Auséncia de 1gG para dengue
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Dentre as amostras analisadas de acordo com a tabela 1, 11 bolsas foram positivadas

para Dengue e 4 bolsas negativadas. Essas bolsas entdo foram utilizadas para identificacéo por

meio do teste identificar dessa vez a presenca de IgM e/ou IgG.

Tabela 2: Teste rapido para Dengue

BOLSAS IgM IgG
1 Negativo Positivo
2 Negativo Positivo
3 Negativo Negativo
4 Negativo Positivo
5 Negativo Positivo
6 Negativo Positivo
7 Negativo Negativo
8 Negativo Positivo




9 Positivo Positvo
10 Positivo Negtaivo
11 Negativo Negativo
12 Positivo Positivo
13 Negativo Positivo
14 Positivo Positivo
15 Negativo Negativo

Fonte: Autor, 2023
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Apos o processamento das bolsas tanto pelo formato do teste Elisa como pelo teste

rapido do Kit Abbot, teve-se a identificacdo das proteinas presentes em cada bolsa de plasma

sendo elas definidas em: 4 (quatro) bolsa para IgM, 25%; 2 (dois) bolsas para IgM/IgG, 12% e

todas as outras 9 (nove), unicamente para IgG, 56%, como demonstrado na figura 3.

Figura 3: Distribuicao das Ig’s nas bolsas de Plasma

IG'S

HigM mIgM/IgG mIgG

Fonte: Autor, 2023

A utilizacdo do Kit Abbot pode proporcionar uma melhor identificacao e observacéao

dos resultados especificos para as bolsas que possuiam IgM voltado para Dengue, (onde se

deduz que o paciente ja foi exposta e esta na fase ativa da doenca havendo a possibilidade do

virus esta circulando no paciente naguele momento), quais bolsas possuem IgG (pode indicar

que a pessoa esta na fase crénica e/ou convalescente ou ja teve contato com a doenca em algum

momento da vida) e as bolsas que detectaram IgM/1gG representando que o individuo ja tinha

sido exposto a infec¢do algum tempo atras e foi exposto novamente a contaminacao (PONTE,

2022).



70

4.2 Sistema de Duas Fases Aquosas (SFDA)

Quando identificado as bolsas especificas apenas para a Arbovirose do tipo Dengue,

teve-se a realizacdo do SDFA (Figura 4).

Figura 4: Sistema de duas Fases

Fonte: Autor, 2023

A amostra escolhida de forma aleatoria foram as bolsas de nimero 6; 9 e 14 que

foram assim numeradas para ter-se um controle da quantidade de bolsas existentes e, separar
de uma melhor forma as bolsas que foram positivadas especificamente para Dengue.

Apos a formacdo do SDFA das trés amostras, teve-se uma nova leitura no método
Elisa para validar a separacdo da Imunoglobulina G em maior quantidade apenas na fase
superior, como pode ser observado através da tabela 3. Essa nova leitura é feita apds as amostras
terem sido submetidas ao método de filtragem. Apds o SDFA, a fase PEG foi utilizada para
realizar uma filtragem com adesao de &cido caprilico para remocdo de proteinas indesejaveis
como albumina promovendo apenas a recuperacao da 1gG e novamente positivando apenas a
fase PEG. A figura 4 demonstra a eficiencia da amostra da 1gG em ficar apenas na fase PEG
sendo positivada e a fase sal, sendo negativada. Com isso, confirmando a eficacia do sistema

em deixar apenas a proteina G na fase PEG.

Tabela 3: Elisa das amostras 6; 9 e 14.
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AMOSTRAS RESULTADO
6 (Fase PEG) POSITIVO
6 (Fase Sal) NEGATIVO
6 (Fase PEG ap0s filtracdo™) POSITIVO
6 (Fase Sal apds filtracdo™) NEGATIVO
9 (Fase PEG) POSITIVO
9 (Fase Sal) POSITIVO
9 (Fase PEG apds filtracdo) POSITIVO
9 (Fase Sal apds filtracdo) NEGATIVO
14 (Fase PEG) POSITIVO
14 (Fase Sal) NEGATIVO
14 (Fase PEG apo0s filtragéo) POSITIVO
14 (Fase Sal apos filtragéo) NEGATIVO

*Filtracdo com &cido caprilico

Fonte: Autor, 2023

4.3 Eletroforese SDS-PAGE

Como demonstrado na figura 5 é possivel observar todas as etapas de purificacdo da
19G.

Figura 5: Eletroforese das amostras 6; 9 e 14.

Acido Caprilico Acido e Filtrada

Plasma Plasma EP FS \(Plasma EP FS \

l
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Fonte: Autor, 2023
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1- Marcador; 2 — Plasma — Bolsa 6, 3 - PEG Filtrado- bolsa 6, 4 - Sal Filtrado- bolsa 6, 5 -Plasma com acido- bolsa
9, 6 - PEG com acido- bolsa 9, 7 - Sal com acido- bolsa 9, 8 - Plasma- bolsa 14, 9 - PEG filtrada com &cido- bolsa
14, 10 - Sal filtrada com acido- bolsa 14.

Na figura 5, pode-se compreender e visualizar de melhor forma, a eficicia da
separacgdo do sistema apenas com &cido caprilico e com acido/filtrada. Nos primeiros pocos foi
testado apenas as fases sem &cido e filtrado poco 3 e 4. Nos po¢os de nimero 6 e 7 ja se nota
uma diferenca na separacdo da proteina IgG mais presente na fase PEG. Porém, uma
concentragdo quase que igual na fase sal. Por fim, tem-se a visualizacdo de melhor forma das
fases 8 e 9 com é&cido e filtrado e com isso, tendo uma melhor separacdo de isolamento a
proteina G apenas na fase PEG ap0s a aplicacdo do &cido caprilico e sua filtragem. Como
demostrando a imagem acima, pode-se perceber que o0 método quando adotado o adicional de
acido/filtrado tem-se uma separacdo de melhoria e praticamente isolada a Imunoglobulina G
apenas encontrada na fase PEG e na fase sal, apenas uma concentracdo pequena da proteina
Albumina.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel verificar a viabilidade de utilizacao do Sistema de Duas Fases na separagédo
de proteinas do plasma, sendo um método que proporciona a eficacia de separacdo da
Imunoglobulina. Desta forma, abre uma perspectiva de utilizacéo pela industria biotecnolégica
e de hemoderivados. Novos estudos devem ser realizados para aprimorar 0 método e aumentar

a escala de producéo do produto hemoderivado.
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