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Introduccion

El colera es una infeccion intestinal causada por el
Vihrio cholerae O1 vy las cepas no O1 del serogrupo
0139 (sinanimo Bengal) las cuales producen una
toxina colérica que actlia sobre la mucosa del
mtestino delgado v es responsable de la diarrea
caracteristica de la enfermedad acompafada de
vomitos, deshidratacion, etc. (1),

La toxina colérica es una proteina oligomérica
compuesta por una subunidad A1, A2 vy cinco
subunidades B, Las  subunidades B son las
responsables de la fijacion de la toxina al receptor
GGM, presente en ia membrana celular del epitelio del
nrestino delgado. El GM, es un ganglidosido cuya
conformacion astructural nermite esta unaén
especifica (2).

La distribucion de los gangliosidos varia en las
diferentes animales vy tejidos. Los
cerebros de mamiferos generalmente contienen cuatro
gangliosidos mayoritarios: GM,, GD, a, GD,; b y GT,
N3

especies de

Se presto especial interés en la purificacion del GM, ,
pues  es un o matenal muy  anl para ios ensayos
cuantitatvos y cualitativos de la toxina de colera (CT)
y su subunidad B (CTB} asi como de los anticuerpos
cspecificos dirigidos contra ellas.

Materiales y Métodos

En el presente estudio se utiizé GM,  comercializado
por las firmas SIGMA v BOHERINGER como patrones
de referencia para esumar la calidad y eficacia de
nuestro producto, evaluado a traves de la
cromatogratia on  capa fina y los ensayos de
mmunoabsorcidn ligado a enzima (ELISA).

Se utilizéo coma matena prima masa de ganglidsidos
obtenida a partir de cerebros de reses jovenes en gi

Laboratorio  Farmacéutico  “Mario nor el
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metodo cloroformo-metanol reportado por

Svennerholm v Fridman en 1979 (43,

Para llevar a cabo la purificacion del gangliésido GM,
a partir de esta mezcla, se realizé el siguiente método:
Dos gramos del producto (masa de ganglidsidos} se
disuelven en 50 ml de una mezcla de cloroformo-
metanol-agua (65:25:4 v/v) y se aplica en una
columna cromatografica de 300 x 50 mm empacada
con: silica gel 60 (MERCK), vy silica gel G 200 gr
{(MERCK), equilibrada con una mezcla de cloroformo-
metanol (39:1 viv). Se eluye con 2L de cloroformo-
metanol-agua {v/v}, segin los siguientes sistemas de
elucién, bajo presién de nitrogeno: Sistema A:
65:25:4, B: 60:32:7, C: 60:35:8. La polaridad
aumenta de A-C.

Se colectan fracciones de 25 ml ajustadas a un flujo
de 7-9 ml/min y posteriormente se concentran por
evaporacion de aproximadamente el 50% del
volumen.

Para la evaluacidon de estas fracciones se aplican bul
{5-10 pg de éacido sidlico) en placa cromatografica
TLC precubiertas con silica gel 60 (MERCK) y se
corren en (60:35:8.2
v/v}. Las placas se secan en la estufa 5 minutos a
110 °C.

cloroformo-metanol-tampoén

Se aplica como revelador {Resorcinol-HCl) segdn io
descrito por Svennerholm 1963 (b) en forma de spray
utilizando un frasco atomizador.

La placa cromatografica ya atomizada se coloca rapi-
damente boca abajo encima de un cristal bien
limpio precalentado a 110°C + 2 durante 5 minutos,
luego se Invierte la posicion y se mantiene durante
30 minutos méas a la temperatura. Los
gangliosidos se observan como bandas de color azul
morado intenso. {3)

misma

Como procedimiento previo a la cromatogratia en
capa fina de las fracciones colectadas por elucion de
la columna, se realizé una placa exploratoria que no

es mas que la aplicacion de 5 ut de diferentes
frarrinonee an 11na nlaca aithdividida en tantac nartec

LI R Y Y L R L R L U RV Y R Y L VTN V)

como fracciones a aplicar y atomizadas con
Resorcinol-HCI en busca de una respuesta positiva de
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aguellas tracciones que contengan
proceder a su evaluacion.

gangliosidos para

Como otro criterio de evaluacion se utilizo el ensayo
de mmunoabsorcién ligado a enzima (ELISA) para lo
cual se emplearon ptacas (NUNCLON) de fondo piano
y CTB (Sigmal. La técenica fue desarrollada segun lo
descrito por Levine et a/ 1985 (6).

Resultados y Discusion

Como resultado de la cromatografia en columna con
stlica gel G, se recogieron 240 fracciones de 25 mi
que fueron concentradas a la mitad del volumen por
evaporacion del solvente orgéanico.

En la Figura 1 los resultados de la placa exploratoria
nermiten, a través de una reaccion positiva al
Resorcinol-HCI, ubicar ganglidsidos dentro de toda la
gama de fracciones cromatograficas.
Aproximadamente hasta la fraccion 90 se encuentran
en o omayor proporcion lipidos neutros vy péptidos de
bajo peso molecular gue dan una coloracion rosada
oscura.  negativa  ai Resorcinol, o no  aparece
respuesta alguna. A partir de la traccion 220 la
reaccion os nuevamente negativa, no Sse apreciaron
manchas de mngun color en la placa.

Mugstra la ubicacidn de los
gangliosidos en la gama de fracciones colectadas durante la
Cromatogratia en columna. Se aphcaron 5 ul por traccién, la
placa fue atomizada cen resorcinol-HCL. Aproximadamente
hasta la fraccion 90 la respuesta fue negativa al resorcinol,
fue positiva entre la fraccion 90 vy 220, después fue
negativa nuevamaente,

Figura 1. Placa Explorativa

Con el objetivo de localizar el GM,, estas fracciones
son sometidas a una cromatografia en capa fina,
junto a patrones de referencia, frente al revelador
Resorcinol-HCI. La identificacidon de cada gangliosido
se realiza comparando la movilidad de la muestra con
la de patrones puros.

Se consideré gue la elucion de la columna con el
sistema A, permitié  separar los  elementos
contaminantes y, parcialmente, el gangliésido GM,,
asi mismo con el sistema B se obtuvo el resto de
GM,;, GM, . GM, puro y GM, mezclado con GD; v
GD; a; con el sistema C logramos el resto de GD, a,
GD; a mezclado con GD, b y GT. b.

La secuencia de migracién de los componentes de la
mezcla durante la elucion en la columna estd
fundamentada por la estructura molecular de cada
componente, reservandose un rol muy importante a
los grupos carboxilos presentes, los cuales definen la
polaridad del compuesto. Cada sistema de elucién
{A.B,C) difiere del otro precisamente en la polaridad y
los componentes de la mezcia migran por afinidad con
el sistema en cuanto a la polaridad.

En la Figura 2 se muestran resultados de ia
cromatografia en capa fina de aigunas de las
fracciones. El patron de GM, puro estd aplicado en el
centro de ia placa; se observa hacia la extrema
derecha un grupo de fracciones donde el GM, estéa
puro, en las muestras de la extrema izguierda el
GM, esta contaminado fundamentalmente por GD, vy
GD, a.

i

Eil GM, de la firma
SIGMA como patron de referencia esta senalizado con ia
flecha, se observan fracciones hacia el extremo derecho de
puro, las de la extrema

Figura 2. Cromatografia en capa fina .

la placa que contienen GM,

izquierda presentan GM, contaminado con  otros
gangliosidos. La placa fue corrida en Cloroformo-Metanol-
Tampdn (60:35:8.2) y revelada con resorcinol-HCL. Se

aplicaron 5 yl de cada fraccién y del patrén de referencia.
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Las fracciones qgue contenian GM, puro segun la
evaluacion en piaca. fueron mezcladas y sometidas a
rotoevaporacion, obteniéndaose  un rendimiento de
130 mg que fueron posteriormente liofilizados.

Ha sido demostrado por numerosos autores (6), (7),
{8 yv (9 que el ganghdsido GM, constituye un
receptor especifico de la subunidad B de la toxina del
colera (CTB) /0 vivo e m vitro. Esta propiedad del GM,
ha permitido su uso como recubrimiento en un ELISA
para detectar y cuantificar toxina de codlera y los
anticuerpos especificos antitoxina.

En el presente estudio se compara la utilidad dei GM,
obtenido por nosotros con uno comercial de la firma
Boehringer, como recubrimento en un ELISA a una
concentracion de 1ug/ml.

En la Figura 3 se presentan las curvas de densidad
optica contra el logaritmo de la concentracion de
toxina (ng/mlj frente a ambos GM..

ELISA-GM1

o
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Zlami obtenido | _IGM1 Boehringer

Figura 3. Representa las Curvas de Densidad Optica contra
el logantmo de la concentracidn de toxina {ng:ml) frente a
Tug/iml de ambos GM. (el obtenide y el de la firma
BOEHRINGER) como recubrimiento en un ELISA.
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Los valores de densidad optica de los diferentes
puntos son muy similares para ambos recubrimientos,
io que se evidencia con una dependencia lineal v un
coeficiente de regresion de 0.9938 como se observa
en la Figura 4, que muestra la ecuacion y el
coeficiente de regresion entre las determinaciones
efectuadas con ambos productos, utilizados como
recubrimiento en el ELISA para la deteccion de CTB.
Estos resultados juntos al de la cromatografia en
capa fina permitieron plantear que el GM, obtenido
por nosotros presenta grado de pureza y actividad
especifica comparable con el de la firma Boehringer vy
que su utilizacion como recubrimiento en un ELISA
para detectar y cuantificar toxina de cdlera, asi como

sus anticuerpos especificos, asegura resultados
verdaderamente confiables.
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Figura 4. Representa la curva de calibracion en el
ELISA del GM, obtenido en el laboratorio vy el
empleado como patron.
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