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RESUMO: Com o fracionamento pelo sulfato de aménio ou com a pre-
cipitacdo alcodlica, sdo obtidos toxdides tetdnicos com pureza ao redor
de 500 Lfimg N.F. incompativeis com as exigéncias da OMS, de 1000
a 1200 Lf/mg N.P. Foram descritas técnicas eficazes com a utilizacdo
da gel filtragcdo em Sephadex G200, G100 e G75 que, no entanto, pela
longa duracdo do processo, dificultam a producio em escala industrial.
Introduzimos, assim, uma metodologia baseada na combinacéo da pré-
-precipitacdo pelo sulfato de aménio com a gel filtracdo em Sephadex
G50 com a qual obtivemos toxodides tetanicos com grau medio repro-
dutivo de pureza ao redor de 2.312, 75 Lf/mg N.P. e resposta imunogé-

nica satisfatoria.

UNITERMOS: Purificagdo, toxina, toxdide tetanico, ultrafiltracdo, gel fil-
tracdo, Sephadex

INTRODUCAO

De acordo com as Normas da Organizacdo Mundial da Satdde (OMS)? as Ana-
toxinas Tetdnicas (AT T), destinadas a producéo de vacinas para uso humano, de-
vermn apresentar um grau de pureza igual ou maior do que 1000 Lf/mg N.P. . Os
métodos de purificacdo geralmente utilizados pela maioria dos laboratérios pro-
dutores e que atendem as Normas da OMS, baseiam-se na possibilidade de fra-
cionamento da AT T proporcionada pelo seu tratamento com o sulfato de aménio
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(SA)®, sequido de didlise e concentracdo do produto por ultrafiltracdo molecus-
lar. A precipitacdo alcodlica da ATT foi também descrita® mas, além de ndo atin-
gir o grau de pureza recomendado pela OMS necessita de equipamentos de custos
elevados para a manutencdo de temperatura a —5°C durante a maior parte do
DFDEESSEFHE‘HTD.

Em paises em desenvolvimento, como o Brasil, para o atendimento em bases
econdmicas aceitaveis gquanto a quantidade requerida de vacina contra o tétano,
a técnica de fracionamento da ATT pelo sulfato de amdnio parece ser, ainda, a
melhor opcéo. Ocorreram, todavia, com o tratamento da ATT pelo sulfato de amo-
nio seguido de ultrafiltracéo, de acordo com a metodologia empregada no Insti-
tuto Butantan (IB), os seguintes problemas: médias baixas de valores de pureza
situando-se em 428,40 Lf/mg de N—protéico; dispéndio elevado de tempo na
fase de ultrafiltracdo e produto final de coloracédo fortemente acastanhada e per-
sistente revelando comprometimento da sua pureza.

Através de técnicas cromatogréficas Latham e cols.?, empregando o gel de
Sephadex consequiram separar as proteinas especificas daquelas impurezas res-
ponsaveis pela coloracdo acastanhada do produto. Este mesmo grupo, posterior-
mente, descreve o0 método combinado de fracionamento da ATT pelo sulfato de
amonio e purificacdo por cromatografia em géis de Sephadex G100 e G200°.
Com esta técnica é possivel obter ATT com 1000 ou mais Lf/mg N protéico.

Em que pese a obtencdo de AT T de elevado grau de pureza pela técnica acima
mencionada, a sua aplicabilidade em escala industrial era limitada pelo custo ele-
vado das colunas de Sephadex, além de lentiddo no processamento.

Em seqguéncia as observagdes de Latham e cols.®, os autores, estabeleceram
0s objetivos deste trabalho que consistiram, essencialmente, na obtencio de ATT
com grau de pureza compativel com as Normas da OMS, num perfodo de tempo
de processamento cromatografico menor e a custo relativamente mais baixo.

Para atingir os objetivos propostos foi aplicado o método de fracionamento pelo
S.A. em anatoxina bruta, previamente concentrada e, em seguida a didlise, o pro-
duto foi submetido ao processamento cromatografico em coluna de Sephadex G50.

MATERIAIS E METODOS

Toxina Tetanica (TT):
Lotes de 360 litros obtidos por processo fermentativo'-2 utilizando a cepa de C/
tetani Harvard-Caracas, desenvolvida em meio de Mueller modificado por Latham?.

Anatoxina Tetanica (ATT):

Obtidas pela atividade destoxificante de 6%o VIV de formalina, durante 30 dias
a 3/°C, sobre as TT previamente concentradas 6 a 10 vezes por ultrafiltracédo
e esterilizadas por filtracdo através de cartuchos de 0,22u.

Testes realizados?: R
L+ (Limite Morte)

MTV (Méaximo Valor de Toxina)

TT — DMM (Dose Minima Mortal — Camundongos)
Teor de Nitrogénio protéico
Limite floculante

Toxicidade especifica
Atividade antigénica

ATT — Teor de Nitrogénio protéico
Limite floculante
Formaldeido residual
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Pardmetros minimos aceitaveis para as TT e ATT

TT — Estar estéril e ter titulo "'in vitro'’ de pelo menos 25Lf/ml.
ATT — Ser atdxica e ter no minimo 15Lf/ml.

Purificacdo das ATT

Fase 1 — Concentragdo por equipamento de Ultrafiltracdo (Millipore 10.000 D)

até reducdo de 6 — 10 vezes em relacdo ao volume inicial.

Fase 2 — Precipitagdo por 33% p/v de sulfato de amdnio PA., pH de 5,0 a 6,0
a temperatura ambiente com agitacdo limite a 100 rpm. O produto é
mantido sob agitacdo até a dissolugdo total do sulfato e a seguir distri-

buido nos frascos para centrifugar.
Fase 3 — Centrifugacdes

a) para recolhimento do precipitado de ATT: a 5.000 rpm, 20 minutos
a 0°C em centrifuga Beckman J2-21. O precipitado foi ressuspenso
em agua destilada em quantidade suficiente para dissolucdo da preci-

pitacdo,

b) para eliminacdo de impurezas insoliveis: apés dissolucdo do preci-
pitado o material foi novamente centrifugado no mesmo equipamen-

to, a 8.000 rpm, 90 minutos a 0°C.

Fase 4 — Didlise e Concentracdo — dialisado em ultrafiltro (Millipore, membra-
na 10.000 D) ate a eliminagdo do sulfato de amonio, (teste com solu-
cdo de cloreto de bario). No mesmo equipamento a ATT & concentrada

6 a 10 vezes.

Fase 5 — Processamento cromatografico — Uma coluna de vidro de 58 cm de
comprimento x 7,5 cm de didmetro interno foi empacotada com Se-
phadex G50 tipo médio e equilibrada a pH 6,8 com solucéo salina tam-
ponada (NaCl: 0,68g; Na,HPO,: 0,105g; KH,PO,: 0,081g; H,O dest.
qsp 100ml), como segue: 2.700ml| de gel foram colocados gradual-
mente na coluna para que as particulas do Sephadex sedimentassem-
-se por gravidade. Volume de 900ml de ATT foi aplicado, controlando-se
a separacéo de todas as fracGes por precipitacdo com acido tricloroa-
cético a 20%. De cada fracdo obtida determinou-se o Lf e aquelas que
apresentaram Lf igual ou maior do gue 50Lf/ml foram reunidas, acres-
centando 0,02% P/V de timerosal como preservativo e o pH corrigido

entre 6,0 a 7,0.

Fase 6 — Esterilizacdo, armazenamento e testes da AT T purificada e concentra-
da — a esterilizacdo foi efetuada por filtracdo em membrana inerte de
0,22u (Millipore) e o produto armazenado em frascos de vidro a 4°C.
De cada lote de produto purificado foram extraidas amostras para as
provas Fisico-Quimnicas, Bioldgicas e Imunoquimicas segundo recomen-

dacdes da OMS®.

Reutilizacdo da coluna — o gel de Sephadex foi lavado com 10.000 ml de 4gua
destilada e ressuspenso em 6.000 ml de 4gua destilada adicionada de 0,02%

P/V de azida sédica e a coluna armazenada a 4°C.
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PURIFICACAO DE ANATOXINA TETANICA
RESULTADOS
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Graf. 1 Comparacdo da purificacdo de Anatoxina purificada com a Anatoxina bruta e pre-
cipitado com sulfato de amaonio.

TABELA 1
Média de pureza antes e apds o tratamento cromatografico e de rendimento.
Pureza-Lf/mg NP*
N° de lotes de ATT Cromatografia Rendimento
Purificados %
Antes Apos
21 881,68 2.312,7b 82,63

* NP — Nitrogénio proteico

Os graus de pureza minimo e maximo observados foram 1.148,15 Lf/mg NP
e 5.800 Lf/mg NP, respectivamente.

A atividade imunogénica dos produtos finais diluidos para conter 15Lf/ml foi
entre 3Ul a 4Ul/ml.

Com os equipamentos descritos a purificacdo de um lote de 45 litros de ATT,
compreendendo desde a Fase 1 até a Fase 5, pode ser obtida em 4 dias, empre-
gando como mao-de-obra 2 funcionarios.

DISCUSSAO

Na producdo de Toxdide Tetdnico ou para 0 seu uso nas vacinas combinadas
este componente deve ser purificado — bem como os outros da vacina combina-
da — para minimizar os riscos de efeitos colaterais. Os toxdides considerados
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de 1?2 geracdo eram grosseiramente purificados e, geralmente, por precipitagcfes
pelo sulfato de amonio®. Os produtos assim obtidos continuavam demonstran-
do propriedades alergénicas devido a presenca de antigenos dispenséveis. Estes
antigenos acessorios também sobrecarregam desnecessariamente o sistema imu-
nitdrio do receptor. Para a obtencdo de toxdides de 22 geragdo vém sendo apli-
cadas técnicas cromatograficas de purificagdo as TT ou ATT, sequndo preferéncia
dos diferentes produtores. Com estes toxdides a atividade alergizante é diminuta
e 0s mesmos apresentam atividade imunogénica elevada que permite, inclusive,
a reducdo de volume de anatoxina a ser aplicada para a profilaxia.

As técnicas cromatograficas propostas por Latham e cols.%®, que utilizam o
Sephadex G200, G100 e G75, foram experimentadas pelos autores no Instituto
Butantan, com as quais obtiveram resultados amplamente satisfatérios quanto
ao grau de pureza. No entanto, em nossas condi¢fes de trabalho, essas técnicas
ndo puderam ser conciliadas com os volumes relativamente grandes de ATT a
serem tratados. Com colunas do tipo simples, cujo fluxo de passagem do mate-
rial ocorre por gravidade, o tempo dispendido para a coleta das fracdes foi dema-
siadamente longo. Constatada esta limitacdo, os autores resolveram introduzir o
sistema de filtracdo em gel de Sephadex G50, conforme a técnica descrita, atra-
vés da qual prepararam 2.654.933 doses de Vacina Antitetanica, com um rendi-
mento medio de recuperacdo de anatoxina igual a 82,63%. O grau médio de
pureza obtido foi de 2.312,75Lf/mg NP, praticamente duas vezes superior ao mi-
nimo preconizado pela OMS®. As provas de poténcia realizadas nos lotes purifi-
cados demonstraram resultados iguais ou superiores de 3Ul/ml no soro de cobaias
inoculadas com 1/3 da dose total humana, de acordo com os requisitos’ descri-
tos para o produto. O periodo de tempo consumido para a purificacdo cromato-
gréafica foi 3 vezes inferior aguele gasto pela técnica de Latham. A reprodutibilidade
dos resultados aliada ao custo operacional mais baixo do que o da técnica de
Latham e cols., nos autoriza sugerir o método descrito para a purificacdo do To-
xOide Tetanico.
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ABSTRACT: In using the process of fractionation by ammonium sulfate
or by alcohol pre-precipitation, it is possible to obtain tetanic toxoids that
contain a purity level of approximately 500Lf/mg N.P, incompatible to
the requirements of OMS of 1,000 to 1,200Lf/mg N.P. Descriptions of
efficient technigues which utilize gel filtration-in Sephadex G200, G100
and G75 — have been made; however, due to the prolonged duration
of this process, its use for industrial production is unadvisable. There-
fore, we have introduced a methodology based on the combination of
pre-precipitation with ammonium sulfate and gel filtration in Sephadex
G50 from which we have obtained tetanic toxoids containing an aver-
age level of purity reproduction of about 2,312.75Lf/mg N.P. and present-
ing satisfactory immunologic response.

KEYWORDS: Purification, toxins, tetanus toxoids, ultrafiltration, gel filtra-
tion, Sephadex.
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