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1.—INTRODUCCION

Al investigar electroforéticamente la 4-aminobutirato: 2-oxoglutarato
aminotransferasa
cién de manchas positivas a la ninhidrina que sz localizaban inmediata-
mente por debajo de las correspondientes al acido 4-am
Estas manchas aparecian siempre —y Unicamente— en los ensayos donde
se habia agregado 4-AB y su velocidad de desplazamiento era caracteris-
tica, no coincidiendo con la de los aminoacidos desarrollados simultanea-
mente como patrones ni con los contenidos en los ensayos de referencia.

Para la interpretacién de este interesante resultado se disponia de las
siguientes bases: a) su formacién estaba condicionada a la nresencia de
4-aminobutirato; b) era precisa la existencia de un grupo amino reactivo;
c¢) dada su situaciéon en el desarrollo electroforético, poseia un caracter
ligeramente basico y escaso peso molecular; y, d) su produccién no era
enzimatica, ya que también aparecia en los controles adicionados de 4-ami-
nobutirato y detenidos a tiempo cero. Esta ultima circunstancia descartaba
la posibilidad de un origen metabdlico e indicaba que esta transformacion
—no observada trabajando con otros materiales biolégicos— tenia una
base estrictamente quimica.

En el presente trabajo se describe la identifiacion del compuesto, asi
como el ulterior estudio de algunos aspectos
en las condiciones experimentales utilizadas.
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2. —MATERIAL Y METODOS

La obtencion de los extractos empleados en los ensayos de actividades
aminotransferasicas ha sido descrita previamente (1). Los aminoacidos
se han identificado
zandose eventualmente las oportunas tinciones especificas (2). La identi-
ficacion de azucares se ha realizado por cromatografia sobre papel, utili-
zando ftalato acido de anilina como reactivo de tincion (3). Los espectros
infrarrojos se han obtenido en un espectrofotometro Perkin-Elmer IR 137,
utilizando células de espesor fijo con ventana d
pesor y ‘'D:0 como disolvente.

3.—RESULTADOS Y DISCUSION

1.—Mdentificacion del compuesto problema.

La identificacion del compuesto problema presentdé muchas dificultades,
ya que era altamente inestable en la solucién acuosa obtenida al eluirlo,
apareciendo en la misma unicamente 4-AB libre como producto positivo a
la ninhidrina. Tampoco era positivo a las reacciones diferenciales de ami-
noacidos ensayadas ni coincidia en su movilidad cromatografica con la de
los aminoacidos de comportamiento =lectroforético similar /g--aminobutirico
y o -aminoisobutirico, especialmente). Por otra parte, las manchas obte-
nidas en diferentes desarrollos de una misma experiencia
tinta intensidad, no exis
y la temperatura de incubacion.

El compuesto
nor en los ens
extractos vegetales (tallo de Opuntia vulgaris y Cereus tortuosus). Parecia
evidente, vor tanto, que en el fruto de Opuntia vulgaris existia cierta sustan-
cia, en mayor cantidad que en los otros origenes, dire
con la formacion del problema. Para
fraccion6 un extracto de fruto de Opuntia vulgaris en varias alicuotas
recibieron los siguientes HEY
b) desoroteinizaciéon
c¢) desproteinizacion con acido perclorico (concentracion final: 10%); d) dia-
lisis frente
mi notetracetato (concentraciones finales
racion de aminoacidos por una columna de resina de poliestiremo sulfonada
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(Lewatit S 100). A todas las alicuotas y a otra sin tratamiento previo se les
adicion6é 4-AB (concentracion final: 0.4 mM) y se dejaron durante 30 mi-
nutos a la temperatura ambiente.

Como
cha problema en el caso de la alicu
que el compuesto responsable de su formaciéon no es una proteina, ni un
metal ni un aminoacido, sino alguna otra sustancia dializable.
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Fig. I.—Electroforograma de diversas fracciones alicuotas de un ex-
tracto crudo procedente de fruto de Opwuntia vulgaris, 1) sin tratar; 2)
hervido cinco minutos; 3) tratado con acido tricloroacético, concentra-
cion final del 10%: 4) tratado con acido perclérico, concentraciéon final
del 10%; 5) tratado con EDTA, 10-* M; 6) dializado; 7) libre de ami-
noacidos, por separacion en columna de resina Lewatit S 100. A todas
las fracciones se les adicioné 4-AB (concentracion final 0,4mM) y se de-
jaron 30 minutos a la temperatura ambiente, antes de realizar el desa-
rrollo electroforético.
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rrollo
habitual. Ello demostraba que no se formaba durante la incubaciéon sino
en el transcurso del proceso analitico.

Dado que el fruto de Opuntia vulgaris es muy rico en glucosa (4) y que
se necesitaba calor para que la reacciéon tuviera lugar, se pens6é en la
posibilidad de que en el momento de depositar las muestras, el 4-AB reac-
cionara con la glucosa, segun el esquema propuesto por Maillard (5,6) :

CH:0H -(CHOH): - CHO + H:N -(CH:; - COOH —
CH:OH -(CHOH)s - CHOH — NH -(CH:); - COOH —
CH:OH -(CHOH): - CH = N :(CHz)s - COOH + H:0

El papel actuaria como agente fijador del compuesto formado, mientras
que el aire caliente suministrado al depositar la muestra facilitaria la ra-
pida desaparicién de agua.

y la presencia de agua restableceria los compuestos primitivos.

Al encontrarse la base de Schiff
utilizado para el desarrollo electroforético, podria sufrir una trasposicion de
Amadori (7, 8), originandose un compuesto estable, en estas condiciones,
del tipo:

H+
CH:OH - (CHOH); - CHOH - CH = N -(CHys; - COOH —
CH:OH - (CHOH); - CO - CH: - NH -(CHys; - COOH

Este compuesto emigraria por debajo del 4-AB, debido a su menor basi-
cidad y permaneceria asi hasta que el medio perdiera acidez al concluir el
desarrollo electroforético, regenerandose entonces el azucar y el aminoacido,
lo que explicaria la postericr positividad a la ninhidrina (debida al 4-AB).

Como confirmacién a esta hipdtesis, la mancha resulté positiva a la
tincion por ftalato acido de anilina (debido a la glucosa). La presencia de
glucosa en el eluato de la banda correspondiente al compuesto problema
en un desarrollo electroforético fue demostrada asimismo por cromatogra-
fia sobre papel. Por ultimo, se consiguié reproducir la formacion del com-
puesto de adiciéon mezeclando simplemente soluciones de glucosa y 4-AB ¥y
depositando la muestra correspondiente en el papel con ayuda de aire
caliente.

Se realizé también la comparacion de los espectros IR de las sustan-
cias reacionantes y del compuesto resultante.

2, en el espectro correspondiente al producto de la reacciéon ha desapare-
cido la banda de absorciéon d

| e e B
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Fig. 2.—Espectros IR en 6xido de deuterio correspondientes al acido
4-aminobutirico (A) y al compuesto problema (B)
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cantidad necesaria del producto se obtuvo reuniendo los eluatos en meta-
nol de la banda electroforética y evaporando a scquedad.

2. Estudio de algunos aspectos de la reaccion.

Dada la importancia de la condensacion de azicares y aminoacidos, se
realizé un estudio de los requerimientos de la reaccion en lo que a la natu-
raleza de los componentes de la misma se refiere. Con este objeto se efec-
tuaron dos series de experiencias: a) ensayo de distintos aminoacidos y
aminas frente a glucosa, y b) ensayo de distintos azucares frente a 4-AB.

De la serie dew -aminoacidos, sélo los de tipo dibasico dierion resultado
positivo (fig. 3). Los w -aminoacidos reac

servandose el siguiente orden creciente de intensidad:

B-alanina>a. y -aminobutirico>~a. §.aminovaleridnico™>a. e-aminocaproico
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Fig. 3.—Compuestos de asociacidn entre diversos aminoacidos y glu-
cosa. Las muestras 1 y 2 contenian 4-AB; 3 y 4, dcido glutdmico; 5 y
6. alanina; 7 y 8 lisina, 9 y 10, arginina. Las muestras 1, 3, 5, 7 y 9
contenian glucosa.

De estos resultadcs se deduce claramente que en las condiciones expe-
rimentales la condensacién se produce unicamente con el gruno ¢ -amino

|
1
{



ARS PHARMACEUTICA 443

siendo tanto mas intensa cuanto mas alejado se encuentra dicho grupo
del grupo carboxilo.

En el caso de las aminas, corroborando los resultados anteriores, la reac-
cién fue muy intensa con las diaminas de cadena larga (putrescina, isoleu-
camina) y negativa con las aminas sencillas (metil amina, fenil amina).

La maxima capacidad reactiva dentro de los azucares ensayados co-
rrespondié a la serie de las aldosas, obteniendo resultados similares con
glucosa, manosa, galactosa, ribosa, y xilosa. En cambio, la actividad fue
minima con arabinosa. La intensidad de la reaccion fue muy reducida con
fructos
se muestran en la figura 4.
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Fig. 4.—Compuestos de asociacién entre diversos aziucares y 4-AB.
Todas las muestras contenian 4-AB. La muestra 1. glucosa; la 3. mano-
sa; la 5, ribosa; la 7, fructosa.

Como era de esperar, la reaccion fue muy positiva con las 6-desoxiosas
(rhamnosa) mientras que las 2-desoxiosas ensayadas (2-desoxiglucosa,
digitoxosa) dieron resultado negativo, observandose disminuciéon de 4-AB
con relacion al control, pero sin aparscer mancha positiva a la ninhidrina.
Dado que los sustituyentes del C, del azlicar intervendrian, segin el meca-
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nismo propuesto, en la trasposicién de Amadori, el especial comportamien-
to de los 2-desoxiazucares no resulta sorprendente.
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RESUMEN 1
Se ha puesto de manifiesto la formacién de un compuesto de asociacion

entre glucosa y acido 4-aminobutirico en el curso del andlisis electroforético

de' ¢

de los

za de los reactantes demuestra que la reac

acidos, ¢ aminoazidos dib4asicos y d

isoleucamina). La mayor parte de las aldosas (

accionan de forma similar, siendo la reaccion mas débil para la arabinosa,

fru

2-desoxiosas.

SUMMARY

Evidence
an aminoacid like substance
regqueriments of this reaction
cerned have been investigated. Long-chain diamines (putrescine, isoleu-
camine), dibasic ¢ -aminoacids and w -aminoacids strongly react with
glucose in the experimental conditions. Most of the aldoses (hexoses and
metyl ventose
is weaker with arabinose, fructose and disaccharides.
condensation is found when 2-deoxyoses are used as substrates.
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