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MEMORIA DESCRIPTIVA

Las disacaridasas intestinales de los animales superiores se
encuentran localizadas en la membrana luminal de la mucosa intestinal;
alli, estos enzimas hidrolizan los disacéridos como paso previc a la ab-
sorcibén de los azficares como monosacéiridos,

La deficiencia en lactasa es un error metabdlico que se da muy
rara vez congenitamente, pero que se desarrolla, siendo normal en ratas
y conejos adultos y muy comtin en humanos adulios. Parece existir una
marcada disminucién de la actividad lactasa, independientemente de la die
ta, desde el momento del destete, excepto en humanos cuyos antepasados
han dependido, durante mucho tiempo, de un consumo sustancial de leche.
La determinacién de la lactasa intestinal es , por tanto, importante tanto
en pediatria como en gastroenterologia. Esta valoracién puede llevarse a
cabo directamente, a partir de una muestra de mucosa, o indirectamente
a partir del nivel de glucosa en sangre después de una dosis de lactosa.

En esta patente se describe un procedimiento de obtencidn de
3-metil lactosa, cuya utilizacién constituye la base de un método simple,
incruento y especifico que puede permitir 1a evaluacién rutinaria de la ac
tividad de este enzima in vive.

Generalmente, las glicosidasas no son especificas para el agli
cén de los glicdsidos y oligosacéridos y este es el caso de la P-galacto-
sidasa intestinal, aunque se han descrito algunas excepciones. La 3-metil
lactosa puede ser un buen sustrato de la lactasa intestinal dando lugar a
3-metil glucosa y galactosa. La 3-metil glucosa se absorbe ficilmente por-
el intestino y se elimina rapidamente en la orina debido 2 una favorable
combinacién de especificifidades, Ya que es un buen sustrato del portador
de glucosa i.rltestinél, es inerte a la hexokinasa y a la glucokinasa, y no es
sustrato del portador de glucosa renal, Administrando a un animal 3-me-
til lactosa debe poder, por tanto, valorarse su actividad lactasa analizan
do la 3-metil glucosa eliminada en la orina.

La preparacién de la 3-metil lactosa, se ha llevado a cabo.a
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partir de lactosa. La benzoilacién de la lactosa conduce, entre otros pro-
ductosala 1, 2,6,2',3",4', 6'-heptabenzoil lactosa con un rendimiento del
25 %. La metilacién de este heptabenzoato da lugar, con rendimiento casi
cuantitativo, a 1,2, 6,2', 3', 4!, 6'-hepta-O-benzoil-3-O-metil lactosa. La
desbenzoilacién de este producto con metbxido sédico en metanol o con
amoniaco metandlico conduce a 3-metil lactosa, como un sélido amorfo.

Como fuente de lactasa intestinal, libre de ﬁ -galactosidasa
lisosomal (que tiene diferentes especificidades), se ha aislado "brush bor
der" de la mucosa intestinal de rata por el método de Miller y Crane. Es
ta lactasa intestinal hidrolizé la 3-metil lactosa a pH 6, 5, con virtualmen
te la misma eficiencia que la lactosa: Vmax 90 % Km 25mM, frente a
20 mM para la lactosa. .

La 3-metil lactosa o una mezcla de 3-metil glucosa y galacto
sa se administré a ratas lactantes por via oral, recogiendo seguidamente
su orina y analizando azficares en ella., Los resultados obtenidos indican
(ver tabla 1) que la 3-metil glucosa, libre de 3-metil lactosa, aparece en
la orina al poco tiempo de haber sido administrada la 3-metil lactosa; la
eliminacién de la 3-metil glucosa liberada fue lineal durante las primeras
ocho horas. La rapida eliminacién de 3-metil glucosa observada en el ca
so de adminitraciéon oral de la mezcla 3-metil glucosa + galactosa, pare-
ce indicar que la hidrolisis de 3-metil lactosa en el intestino es el factor
limitante. -

La valoracién de 3-metil glucosa en orina se ha realizado de-
terminando el poder reductor con controles enziméticos de galactosa y glu
cosa o, mejor, por cromatografia gas-liquido.

En lo anteriormente descrit(; se han sentado las bases para la
valoracidén de la actividad lactasa intestinal in vivo. La 3-metil lactosa es
un buen sustrato de la lactasa intestinal y administrada por via oral a ra-
tas lactantes conduce a la aparicién en la orina de la 3-metil glucosa, va-
lorable por poder reductor o, més especificamente, por cromatografia
gas-liquido. Con base en estos resultados se propone la utilizacién de

3-metil lactosa para un método incruento y sencillo de diagnéstico de las
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deficiencias de lactzsa.
EJEMPLO:

Preparacién de 3-metil lactosa

A una solucién de X-lactosa hidrato (20 g) en hidréxido sédi-
co al 20 % (1 1) se afiadib en pequefias porciones, con agitacién, cloruro
de benzoilo (100 ml). La mezcla se agité durante 1 h., se mantuvo a tem-
peratura ambiente durante 1 h., se filtré y el s6lido se lavé con agua has
ta neutralidad y se extrajo con metanol a ebullicién. El sdlido siruposo se
cristalizé de cloroformo-metanol para dar 16 gde 1, 2,6, 2', 3, 4!, 6'-hep-
ta-O-benzoil lactosa, p.f. 195-1972. Este compuesto (10 g) se metilé con
diazometano en diclorometano y en presencia de tr'ifluoruro de boro etera
to para dar 1, 2, 6, 2, 3', 4!, 6'-hepta-Q-benzoil-S-Q-metil lactosa (7 g),
p.f. 204-2052, Este producto (10 g) se disolvié en dioxano seco (20 ml) y
metanol absoluto (20 ml) y a 14 solucién se anadieron 50 ml de metdxido
sbdico 0,2 M en metanol, se dejé estar a temperatura ambiente durante
media hora. Al cabo de este tiempo la solucién se neutraliza con Amberli
ta IR-120 (H), se filtra y se evapora a sequedad. El residuo (producto si
ruposo) aparece impurificado por pequefias cantidades de productos secun
darios en cromatograffa en capa fina (acetona-agua 17:3). Una muestra
del producto se purifica cromatogréficamente, la muestra mostrd carac-.
teristicas espectroscépicas (IR, RMN) de acuerdo con la estructura pro-
puesta; la hidrélisis 4cida y enzimética del producto, conduce a galactosa
¥ 3-metil glucosa.,

Eliminacién de 3-metil glucosa en orina tras administracién

oral de 3-metil lactosa.

Un grupo de cuatro ratas lactantes, de la misma camada y
con quince dfas de edad (Al’ Az, B1 y Bz) se mantuvieron en ayuno duran
te cuatro horas en jaulas metabdlicas a 302 C. A estas ratas se les admi
nistraron los azilicares en solucién de 0, 5 ml con cloruro sédico para man
tener la osmolaridad como se indica (Tabla 1).

Otro grupo de cuatro ratas similares, pero de diferente cama

da (B3 a BG) se trataron del mismo modo, pero se les administrd 3-metil
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lactosa en 0, 5 ml.

Se recogié orina, tras presionar la vegija transabdommalmen
te, cada dos horas durante ocho horas. Los azficares eliminados durante
este tiempo se indican en la tabla 1. Los controles eliminaron la mayor
parte de la 3-metil glucosa dentro de las primeras cuatro horas (68 % de
la 3-metil glucosa administrada); la eliminacién de la 3-metil glucosa en
las ratas tratadas con 3-metil lactosa fue lineal con el tiempo durante el
periodo observado.

Los azficares totales se estimaron con el reactivo de Somogy-
Nelson; galactosa y glucosa se determinaron enzimaticamente con galac-

tosa deshidrogenasa y glucosa 6xidasa.respectivamente.

REIVINDICACIONES

Se reivindica como de nueva ¥ propia invencién la propiedad
y explotacién exclusiva de:

1) "PROCEDIMIENTO DE OBTENCION DE 3-METIL- LACTO
SA UTILIZABLE PARA LA EVALUACION DE LA LACTASA INTESTINAL"
caracterizado porque en una pPrimera etapa tiene lugar una benzoilacién de
la {-lactosa, obteniéndose la 1,2,6,2', 3" 4, 6" hepta benzoil lactosa, la
cual, en una segunda etapa, se somete a una metilacion para dar la 1, 2,
6,2',3", 4, 8 -hepta~0-benzoil-0-metil lactosa; en la tercera y ultima eta
pa tiene lugar la desbenzoilacién de este compuesto dando lugar a la 3- -me
til lactosa.

2) Un procedimiento segln reivindicacién 1 y caracterizado
porque la segunda etapa se emplea como agente metilante d1azometano-
trifluoruro de boro eterato disuelto en cloroformo.

3) Un procedimiento segfin reivindicacién 1 y caracterizado
porque la desbenzoilacién de la tercera etapa se realiza empleando mets-
xido sbdico en metanol y dioxz;.no 0 bien amonfaco metandlico.

4) Un procedimiento segin reivindicacién 1 caracterizado por
que la 3-metil lactosa obtenida se administra por via oral y conduce a la

aparicién en la orina de 3-metil glucosa, que una vez valorada nos indica,



de manera incruenta y sencilla, las deficiencias de lactasa.

5) "PROCEDIMIENTO DE OBTENCION DE 3-METIL-LACTO-
SA UTILIZABLE PARA LA EVALUACION DE LA LACTASA INTESTINAL"
tal y como se describe en el cuerpo de esta memoria y reivindicaciones

que consta de siete p4ginas escribas por una sola cara.

Madrid, 13 de Marzo de 1.979

JPEA \MALM«L
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