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RESUMO: A metodologia industrial para obtencdo de Toxdide Tetdnico
(T.T.) atual, consiste na pré-precipitacdo pelo (NH,), SO, seguida de
gel filtracdo em Sephadex G-50, com a qual obtém-se grau médio de
pureza de 2.300 Lf/mgNP, sendo que o minimo exigido pela O.M.S. é
1.000 LfimgNP. Visando basicamente a diminuicio do tempo emprega-
do no processo de purificacdo do T.T., utilizamos resinas cromatografi-
cas de 2 e 3? geracdo, o Sephacryl S-100HR e o Superdex 75 prep
grade, respectivamente, que possibilitaram a eliminacdo da etapa de pré-
-precipitacdo pelo (NH,), SO, obtendo-se resultados com grau de pu-
reza ao redor de 3.000Lf/mgNP. A atividade imunogénica destes produtos
quando adsorvidos pelo Al (OH); em concentracdo de 15Lfiml foi de
4,5Ul/ml em cobaios. A O.M.S. recomenda que o T.T. induza a forma-
cdo de no minimo 2Ul/ml nestes animais. O rendimento do processo
de purificagdo foi de 88,46%, que & similar ao obtido no processo atual.
A metodologia introduzida permitiu a diminuicdo do tempo empregado
neste processamento assim como a possibilidade de trabalhar-se com
purificacdo em sistema fechado (coluna cromatografical.

UNITERMOS: Purificacdo, toxina, toxdide tetdnico, gel filtracdo, Sephacryl
S-100HR, Superdex 75 prep grade.

INTRODUCAO

V4rios métodos para purificacdo de toxina e anatoxina tetanica tem sido
descritos!6.781011 mas poucos podem ser aplicados em escala industrial para
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a producdo de Toxdide Tetanico para uso humano. A importancia desta purifica-
cdo baseia-se fundamentalmente na eliminacdo de substancias alergénicas que
causariam uma sensibilizacdo no organismo receptor quando da profilaxia contra
0 tetano.

A eficiéncia dos adjuvantes minerais utilizados nestes toxdides purificados é
maior pois diminui-se o fator de competicdo entre proteinas especificas e ndo
especificas na fase de adsorcdo®.

De acordo com as Normas da Organiza¢do Mundial da Saude (W.H.O.) as ana-
toxinas tetanicas (AT.T.), destinadas a producgdo de vacinas para uso humano,
devem apresentar um grau de pureza igual ou maior do que 1.000Lf/mg de nitro-
génio protéico'?.

A metodologia utilizada por nosso laboratério consiste na ultrafiltracdo mole-
cular (10Kd), pré-precipitacdo pelo sulfato de amonio e gel filtracdo em Sepha-
dex G-50, com a qual obtém-se grau médio de pureza de 2.300Lf/mg NP 1.
Visando basicamente a diminui¢do do tempo empregado no processo de punh-
cacdo do Toxdide Tetanico, nos propusemos verificar a pﬂsmmhdade de eliminar
a etapa de pré-precipitacdo pelo sulfato de amonio, substituindo-a pela gel filtra-
cdo nas resinas de 22 e 32 geracdo, Sephacryl S-100HR e Superdex 75 prep gra-
de, respectivamente (Pharmacia LKB)Z2.

MATERIAL E METODOS

OBTENCAO DE TOXINA TETANICA (T.T.):

Lotes de 360 litros produzidos por processo fermentativo® utilizando a cepa
Clostridium tetani Harvard-Caracas, desenvolvida em meio Mueller modificado por
Latham®.

OBTENCAO DE ANATOXINA TETANICA (ATT.):

Através da atividade destoxificante de 10%.0 viv de formalina, durante 30 dias
a 37°C, sobre as T.T previamente concentradas 6 a 10 vezes por ultrafiltracdo
molecular (10Kd) e esterilizadas por filtracdo através de cartuchos de 0,22u.

PURIFICACAO DA ANATOXINA TETANICA (ATT.):

30 litros de AT.T. eram lavados com 60 litros de dgua destilada e concentra-
dos em sistema Pellicon (Millipore) com membrana de 10Kd, recolhiamos 3 amos-
tras para proceder a purificacdo pelos métodos abaixo descritos:

METODO A: A amostra era precipitada com sulfato de amédnio 4 33% e ultracen-
trifugada. Apds a didlise e nova filtragdo tangencial que reduzia o volume cerca
de 10 vezes, a ATT. era introduzida em coluria de Sephadex G-50 (Pharmacia
BCP 252/60) e eluida com solucdo fisiol6gica tamponada pH 6,81,

METODO B: A amostra era aplicada em uma coluna (Pharmacia XK 26/70) com
Sephacryl S-100HR, equilibrada com solucdo fisiologica tamponada pH 7,0 com
fluxo de 1,5ml / minuto. O volume de amostra aplicado correspondia a 1/3 do
volume total da coluna. Absorgdo ultravioleta a 280nm foi empregada como indi-
cacdo aproximada da concentracdo de proteinas.

METODO C: A metodologia é similar dquela utilizada no Método B, onde apenas

substituiu-se a resina Sephacryl S-100HR pelo Superdex 75 prep grade.
TESTE DE CONTROLE DO PROCESSAMENTO DE PURIFICACAO:
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1 - DETERMINACAO DO LIMITE DE FLOCULACAO (Lf): conforme preconizado
pela WH.O.? 12,

2 - DETERMINACAO DO NITROGENIO PROTEICO: avaliacdo quantitativa de ni-
trogénio protéico e do nitrogénio ndo protéico pelo método Kjeldahl'2,

3 - DETERMINACAO DE FORMALDEIDO RESIDUAL: determinacdo quantitativa
de formaldeido, em ppm. O maximo permitido é de 200 ppm 2,

4 - DETERMINACAO DA PUREZA ANTIGENICA: & expressa através da relacdo
do valor em Lf/ml e a concentracdo em mg de nitrogénio protéico/ml. A AT.T.
deverd ter pelo menos 1.000Lf/Img de nitrogénio protéico!2.

5 - PROVA DE TOXICIDADE ESPECIFICA: conforme preconizada pela W.H.0.12,

6 - PROVA DE ATIVIDADE IMUNOGENICA: através do Método Americano (NIH) 2,

RESULTADQOS

Os resultados cromatogréaficos obtidos através dos métodos A, B e C estdo
expressos nas Tabelas 1 e 2.

As separacOes cromatograficas de A.T.T. pelas resinas Sephacryl S-100HR e
Superdex 75 prep grade encontram-se nas Fig. 1 e 2 respectivamente.

Todas as amostras submetidas & Prova de Toxicidade Especifica apresentaram
resultados negativos,0ou seja, atéxicas.

A Prova de Atividade Imunogénica das AT.T. purificadas teve resultados iguais
ou maiores que 3,0Ul/ml, sendo que, o titulo minimo deve ser de pelo menos
2U1/ml2.

TABELA 1

Resultados de purificacdo através de gel filtracdo em Sephadex G-50
(método A) e em Sephacryl S-100HR (método B)

AT T Lf TOTAL Lf/mg N RENDIMENTO FORMALDEIDO
x103  Protéico % ug/ml
INICIAL 15.6 923 880
SEPHACRYL S-100HR ** 13.8 3000 88.5 . 5.8
INICIAL 10800 620 890
SEPHACRYL S-100HR ** 9153 2755 92.6 5.4
SEPHADEX G-50 * 10320 1651 92.8 7.6
INICIAL 9900 471 640
SEPHACRYL S-100HR** 115.24 5469 99.6 2
SEPHADEX G-50 * 9200 2063 97.3 4.4

* Purificacdo de ATT. pelo método A
** Purificacdo de AT.T. pelo método B
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TABELA 2

Resultados de purificacdo através de gel filtracdo em Sephadex G-50
(método A) e em Superdex 75 prep grade (método C)

AT Lf TOTAL Lflfmg N RENDIMENTO FORMALDEIDO
x103 Protéico % ug/m|
INICIAL 9900 471 640
SUPERDEX 75** 105 2500 94 4
SEPHADEX G-50* 9200 2063 97.3 4.4
INICIAL 18750 925 900
SUPERDEX 75°** 162.5 2156 97.6 5.6
SEPHADEX G-50* 14664 1677 91 11
INICIAL 18560 617 540
SUPERDEX 75** 105.3 2238 100 3.4
SEPHADEX G-50" 18048 1979 98.1 6

* Purificacdo de A.T.T. pelo método A
** Purificacdo de A.T.T. pelo método C

A=280nm

315 s e e

2.5

1.5 +

0.5 F L
0 1 I \ I ] I

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Numere do Tubo

Fig. 1: Gel filtracdo de ATT em Sephacryl S-100HR
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Fig. 2: Gel filtracdo de ATT em Superdex 75 prep grade

A metodologia industrial para obtencdo de Toxdide Tetdnico utilizada no Insti-
tuto Butantan consiste basicamente em uma pré-precipitacdo pelo sulfato de amd-
nio sequida de gel filtracdo em Sephadex G-50 com a qual obtém-se grau médio
de pureza de 2.300Lf/mgNP'". O tempo empregado neste processo de purifica-
cdo é de 4 dias, sendo que 50% deste tempo consiste na precipitagdo pelo sulfa-
to de amonio, ultracentrifugacdes e didlise.

Utilizando as resinas cromatograficas Sephacryl S-100HR e Superdex 75 prep
grade, verificamos que foi possivel eliminar o uso do sulfato de amdnio, permitin-
do a diminuicédo do tempo empregado neste processo assim como, a possibilida-
de de trabalhar-se com purificagdo em sistema fechado (coluna cromatogréfica).

Pelos resultados obtidos verificamos que o grau de pureza do produto é maior
quando utilizamos as resinas Sephacryl S-100HR e Superdex 75 prep grade (Ta-
belas 1 e 2), (Fig. 1 e 2) e nos permitem sugerir como método industrial pratico
e econdmico para purificacdo de Toxdide Teténico.

DISCUSSAQ

A purificacdo de Toxdide Tetanico para uso humano é de grande importancia,
pois permite eliminar componentes inespecificos desnecesséarios a imunidade con-
tra o tétano, também é importante quando este imundgeno é associado a outras
vacinas de uso freglente na atualidade.
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ABSTRACT. The use of Sephacryl-S100HR and Superdex 75 prep grade
for preparing tetanus toxoid deleted the (NH,), SO, precipitatian step
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DISCUSSAQ

A purificacdo de Toxoide Tetanico para uso humano é de grande importancia,
pois permite eliminar componentes inespecificos desnecessarios a imunidade con-
tra o tétano, também & importante quando este imunégeno é associado a outras
vacinas de uso frequente na atualidade.

A metodologia industrial para obtencéo de Toxdéide Tetanico utilizada no Insti-
tuto Butantan consiste basicamente em uma pre-precipitacdo pelo sulfato de amo-
nio seguida de gel filtragcdo em Sephadex G-50 com a qual obtém-se grau médio
de pureza de 2.300Lf/mgNP". O tempo empregado neste processo de purifica-
cdo é de 4 dias, sendo que 50% deste tempo consiste na precipitagéo pelo sulfa-
to de amonio, ultracentrifugacdes e dialise.

Utilizando as resinas cromatogréaficas Sephacryl S-100HR e Superdex 75 prep
grade, verificamos gue foi possivel eliminar o uso do sulfato de aménio, permitin-
do a diminuicdo do tempo empregado neste processo assim como, a possibilida-
de de trabalhar-se com purificacdo em sistema fechado (coluna cromatogréfica).

Pelos resultados obtidos verificamos que o grau de pureza do produto é maior
quando utilizamos as resinas Sephacryl S-T00HR e Superdex 75 prep grade (Ta-
belas 1 e 2), (Fig. 1 e 2) e nos permitem sugerir como método industrial pratico
e econdmico para purificacdo de Toxdide Tetanico.
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ABSTRACT: The use of Sephacryl-S100HR and Superdex 75 prep grade
for preparing tetanus toxoid deleted the (NH,), SO, precipitation step
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and resulted in a final preparation with a degree of purity of about
3000Lf/mg NP. The material was very immunogenic in guinea pigs. The
vield of the purification method was of 88,46% similar to the obtained
by the classical industrial process. The new methodology Is time saving
and allowed to works in a closed system (chromatographic column).

KEYWORDS: Purification, toxins, tetanus toxoids, gel filtration, Sephacryl-
-S100HR, Superdex 75 prep grade.
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