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CAPITULO 1 INTRODUCCION Q

El 3-hidroxi-isovalerato de calcio (HIV-Ca), es una sustancia que ha
demostrado su eficacia como suplemento alimenticio para el consumo humano, de
especial importancia es su aplicacién en actividades de alto rendimiento, asi como,
en el area de la salud, para dar una mejor calidad de vida (contro! de peso y
fortalecimiento del sistema inmune) en enfermos con padecimientos graves como
cancer, SIDA y desordenes cardiovasculares. En el consumo animal se utiliza para el
incremento de masa muscular y disminucidon de la protedlisis en animales de
competencia y de crianza.

Este producto es ampliamente comercializado en EUA; en México es poco
conocido, por la poca difusién de la informaciéon referente a sus propiedades y
caracteristicas que lo hacep dnico, el producto en su introduccién para la
comercializacion tiene un costo elevado debido a que la sintesis no es sencilla y
ademas esta protegida por patente, por lo anterior, en este trabajo se propone una
evaluacion de la sintesis del 3-hidroxi-isovalerato de calcio (HIV-Ca) y ademas se
desarrolla la sintesis y caracterizacion del 3-hidroxi-isovalerato de cinc (HIV-Zn), que
presenta propiedades estructurales equivalentes a la sal de calcio y de acuerdo con
los antecedentes, existe la posibilidad de una proyecciéon hacia la evaluacion de las
propiedades fisioldgicas de la estructura carbonada asi como del ion cinc, en la
intervencién en los factores de crecimiento y afectacion positiva de los procesos
inmunolégicos.

Los objetivos de esta tesis son:

& Evaluar las sintesis reportadas de 3-hidroxi-isovalerato de calcio para establecer
una ruta viable, para uso farmacéutico.

= Sintetizar el 3-hidroxi-isovalerato de cinc.




CAPITULO 1 INTRODUCCION Q

& Caracterizar por medio de pruebas de identidad, de analisis espectroscopico, las
sales obtenidas, asi como determinar la pureza de las mismas.

A través de este trabajo experimental se espera:
Obtener el 3-hidroxi-isovalerato de calcio por medio de una ruta sencilla y con

materias primas accesibles en el mercado, asi mismo obtener y caracterizar el
3-hidroxi-isovalerato de cinc.







CAPITULO 2 ANTECEDENTES g

Para poder entender los beneficios del HIV-Ca, es importante mencionar como
el musculo obtiene energia y repone tejido, para poder realizar las actividades
deportivas necesarias en una competencia, por lo que mencionaremos los sistemas
mas importantes involucrados en el metabolismo muscular, asi como, el
aprovechamientd de las proteinas.

I. METABOLISMO DEL MUSCULO ESQUELETICO

En el mdsculo se encuentran basicamente los mismos mecanismos
metabdlicos que en todas las demas partes del cuerpo, pero cabe destacar tres
sistemas que proporcionan la energia para la contraccién muscular:

1) Sistema del fosfageno; 2) Sistema del glicégeno-acido lactico, y 3) sistema
aerobio.

1) Sistema del fosfageno

Este sistema esta conformado por dos fuentes de energia:

Obtencion de energia a partir det ATP

La cantidad de ATP que contienen los musculos incluso en el deportista bien
entrenado, es suficiente para la mitad de una carrera de 50 metros. Por tanto, salvo
durante esos segundos, es esencial que esté formandose continuamente mas ATP,
incluso cuando el deportista participa brevemente en alguna prueba.

La degradacidon de ATP hasta AMP, junto con la correspondiente liberacién de
energia (hasta 7 300 cal /mol) en cada ruptura del radical fosfato, es necesaria para
la contracciéon muscular.

11




CAPITULO 2 ANTECEDENTES ﬂ

Obtencién de energia a partir de la fosfocreatina

La fosfocreatina, llamada también fosfato de creatina, es otro compuesto
quimico que lleva un enlace de fosfato de alta energia, esta puede descomponerse
en creatina y el ion fosfato, y al hacerlo adi libera grandes cantidades de energia
siendo mas grandes que la cantidad producida por el ATP (10 300 cal/mol) por lo
tanto, la fosfocreatina puede proporcionar facilmente suficiente energia para
reconstruir el entace de alta energia del ATP. Ademas la mayoria de las células
musculares tienen de 2 a 4 veces mas fosfocreatina que ATP.

Una caracteristica especial de la energia transferida desde la fosfocreatina al
ATP, es que se produce en una pequeiia fraccion de segundo. Por lo tanto, toda la
energia almacenada en la fosfocreatina del musculo estd de hecho dispuesta
instantdneamente para la contraccidn muscular, lo mismo que lo esta la energia
acumulada en el ATP. Este sistema es capaz de proporcionar una potencia maxima
al musculo durante 8 a 10 segundos, casi lo suficiente para participar en la carrera de
los 100 metros.

2) Sistema glicégeno-acido lictico

Cuando el glucégeno almacenado en el misculo se degrada puede generar
glucosa, y esa glucosa se utiliza después para obtener energia. El primer paso de
este proceso, llamado glucélisis, se produce sin consumo de oxigeno, y por eso se
habla de metabolismo anaerobio. En la glucdlisis, cada molécula de glucosa produce
dos moléculas de acido piravico, y la energia liberada se utiliza para formar cuatro
moléculas de ATP, el acido piravico pasa seguidamente a las mitocondrias de las
células musculares y reacciona con el oxigeno para formar mas moléculas de ATP,
sin embargo cuando no hay suficiente oxigeno para este segundo paso (fase
oxidativa) del metaboiismo de la glucosa, la mayoria del acido pirivico se convierte

12
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en acido lactico y como consecuencia se forman grandes cantidades de ATP sin
consumo alguno de oxigeno.

Otra caracteristica de! sistema glucdgeno-acido lactico es que a través de él
pueden formarse moléculas de ATP a una velocidad 2.5 veces mayor de la que
proporciona el mecanismo oxidativo de las mitocondrias. Este mecanismo de la
glucdlisis anaerobia puede usarse como fuente de energia rapidamente disponible,
aunque no es tan rapido como el sistema de fosfageno, pero si la mitad del mismo.

3) Sistema aerobio

El sistema aerobio consiste en la oxidacién de los sustratos alimenticios en las
mitocondrias para obtener energia; la glucosa, los acidos grasos y las proteinas de
los alimentos, después de alguna preparacion intermedia, se combinan con el
oxigeno y liberan enormes cantidades de energia que se utilizan para convertir el
AMP y ADP en ATP.

Se puede observar que el sistema del fosfageno lo utiliza el masculo para
obtener oleadas bruscas de energia en unos pocos segundos, mientras que el
sistema aerobio es necesario para la actividad prolongada del deportista. En medio
de ambas esta el sistema del glicégeno-acido lactico, que es especialmente
importante para obtener potencia suplementaria en las distancias intermedias.

Il. METABOLISMO DE AMINOACIDOS
En el metabolismo de los aminoacidos se revisara como los aminoacidos

formados por el organismo, asi como, los obtenidos de la dieta son aprovechados
por el cuerpo como fuente de energia.

13
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Clasificacion de los aminoacidos

Aminoacidos esenciales y no esenciales

¥ Diez de los aminoacidos presentes normalmente en las proteinas animales se
pueden sintetizar en las células, mientras que otros 10 no se pueden sintetizar, o se
hace en cantidades demasiado pequerias para suplir las necesidades corporales.
Este segundo grupo de aminoacidos que no se pueden sintetizar se llaman
aminoacidos esenciales entre estos se encuentran: treonina, lisina, metionina
arginina, valina, fenilalanina, leucina, triptofano, isoleucina e histidina. Los
aminoacidos no esenciales son: glicina, alanina, serina, cisteina, acido aspartico,
acido glutamico, asparagina, glutamina, tirosina y prolina (ver anexo).

Almacenamiento de los aminoacidos como proteinas en las células

Casi inmediatamente después de su entrada en las células, los aminoacidos
se combinan mediante enlaces peptidicos, bajo la direccion del ARN mensajero y del
sistema de los ribosomas, para formar proteinas celulares. Por tanto, las
concentraciones de aminoacidos libres dentro de las células suelen permanecer
bajas. De este modo, en las células no se produce el almacenamiento de grandes
cantidades de aminoacidos como tal; en su lugar, son almacenados sobre todo en
forma de proteinas.

Mecanismos de recuperacion en el desgaste muscular

Perdida excesiva de proteinas

Cuando los tejidos se quedan sin proteinas, las proteinas plasmaticas pueden
actuar como fuente para una reposicién rapida de las proteinas tisulares. Los
principales tipos de proteinas presentes en el plasma son la albumina, la globulina el
fibrinogeno.

14
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De hecho, ademas de utilizar aminoacidos sanguineos para elaborar nuevas
proteinas tisulares, los macréfagos pueden absorber proteinas plasmaticas mediante
pinocitosis; después una vez en las células, se ‘rompen obteniéndose los
aminoacidos, que se transportan de nuevo a la sangre y se utilizan por todo el
organismo para construir proteinas celulares en donde se necesiten. De esta forma,
las proteinas plasmaticas funcionan como medio labil de almacenamiento de

proteinas y representan una fuente rapidamente disponible de aminoacidos.

Formacién de hidratos de carbono a partir de las proteinas

Cuando los depoésitos corporales de hidratos de carbonoc disminuyen por
debajo de lo normal, se pueden formar cantidades moderadas de glucosa a partir de
los aminoacidos y de la porcién glicerol de las grasas. Este proceso se llama
neoglucogénesis. Aproximadamente el 60% de los aminoacidos de las proteinas
corporales se pueden convertir facilmente en hidratos de carbono; el 40% restante
tiene configuraciones quimicas que dificultan este paso. Cada aminoacido se
convierte en glucosa por un proceso quimico ligeramente diferente. Por ejemplo, la
alanina se puede convertir directamente en acido piravico mediante una
desafinacion e introduccion de oxigeno; el acido pirtvico se convierte entonces en
glucosa o glucogeno almacenado. Varios de los aminoacidos mas complicados
pueden convertirse en diferentes azlicares que contienen tres, cuatro, cinco o seis
atomos de carbono; entonces pueden entrar en la via del fosfogluconato y finaimente
formar glucosa. De este modo, por medio de la desaminacion, mas varias
interconversiones simples, muchos de los aminoacidos se convierten en glucosa’.
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Ill. REGULACION HORMONAL DE PROTEINAS

Hormona del crecimiento

La hormona del crecimiento aumenta la sintesis de proteinas celulares,
haciendo que las proteinas tisulares aumenten. El mecanismo preciso por el que la
hormona de crecimiento aumenta la sintesis de proteinas no se conoce, pero se cree
que principalmente potencia el transporte de aminoacidos a través de las membranas
celulares, acelera los procesos de transcripcion y traduccion del ADN y del ARN para
la sintesis de proteinas, o ambas cosas.

Parte de su accion podria ser también, el resultado del efecto de la hormona
de crecimiento sobre el metabolismo de las grasas, porque esta hormona aumenta la
liberacién de grasas de sus depdsitos, haciéndola disponible para obtener energia.
Esto, a su vez, reduce la oxidacién de aminoacidos y, en consecuencia, aumenta la
cantidad disponible de aminoacidos para que los tejidos sinteticen proteinas.

Insulina

La ausencia de insulina reduce la sintesis proteica casi a cero. El mecanismo
por el cual esta hormona afecta el metabolismo proteico es también desconocido,
pero la insulina acelera el transporte de algunos aminoacidos a las células, lo que
podria ser el estimulo para la sintesis de proteinas. Ademas, la insulina aumenta la
disponibilidad de glucosa para las células, de forma que el uso de aminoacidos para

obtener energia se reduce.

Glucocorticoides

Cuando las células no disponen de cantidades normales de hidratos de
carbono, la adenohipofisis, por razones no del todo aclaradas, comienza a secretar
cantidades crecientes de corticotropina.

16
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Esta estimula la corteza suprarrenal para producir grandes cantidades de
hormonas glucocorticoides, especialmente el cortisol. A su vez, el cortisol moviliza
las proteinas de casi todas las células del organismo, haciéndolas disponibles en
forma de aminoacidos en los liquidos organicos. Una elevada proporcion de ellos se
desaminan de forma inmediata en el higado’y proporcionan sustratos ideales para su
conversion en glucosa. De este modo, uno de los medios mas importantes por los
que se favorece la neoglucogénesis es mediante la liberacion de glucocorticoides de
la corteza suprarrenal.

Los glucocorticoides secretados por la corteza suprarrenal reducen la cantidad
de proteinas en la mayor parte de los tejidos, mientras que aumentan la
concentracion de aminoacidos en el plasma, asi como, las proteinas hepaticas y
plasmaticas.

Se cree que los glucocorticoides actuan aumentando la ruptura de proteinas
extrahepaticas, incrementando las cantidades de aminoacidos disponibles en los
liquidos organicos. Esto, a su vez, se supone que permite al higado sintetizar
mayores cantidades de proteinas celulares hepaticas y plasmaticas.

Los efectos de los glucocorticoides sobre e! metabolismo proteico son
especialmente importantes para promover la cetogenesis y la gluconeogénesis; en
ausencia de glucocorticoides, en el plasma se suele disponer de cantidades
insuficientes de aminoacidos para que estos procesos tengan lugar en forma
significativa.

Testosterona y estrégenos

La testosterona, se menciona como un caso especial debido a que es una
molécula, que por sus propiedades fisiologicas se ha maodificado estructuralmente
para obtener una variedad de moléculas semisintéticas y sintéticas, ias cuales se

17
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pueden utilizar con fines médicos y deportivos; se profundizara mas adelante sobre
los beneficios y sus perjuicios de la misma asi como de sus derivados.

La testosterona es una hormona de tipo sexual, la cual es producida en mayor
cantidad en el hombret la cual contribuye en gran medida a la maduracién del
sistema reproductor masculino durante la pubertad asi como en el crecimiento de
pelo en zonas caracteristicas, en los cambios de voz en los adolescentes y ademas
aumenta el deposito de proteinas en los tejidos de todo el cuerpo, especialmente de
proteinas contractiles en los masculos (aumento del 30 al 50%).

Se desconoce el mecanismo por el que se produce esto, pero es
definitivamente diferente al efecto de la hormona de crecimiento de la siguiente
forma: la hormona de crecimiento hace que los tejidos continten creciendo casi de
forma indefinida, mientras que la testosterona hace que los musculos y otros tejidos
proteicos aumenten de tamaiio sélo durante varios meses. Mas alla de ese tiempo, a
pesar de la administracién continua de testosterona, el deposito de proteinas cesa.

El estrogeno, la principal hormona sexual femenina, también provoca un
deposito leve de proteinas, pero este efecto es relativamente insignificante
comparado con el de la testosterona.

Tiroxina

La tiroxina aumenta el metabolismo de todas las células y, como resuitado de
elio, afecta de forma indirecta al metabolismo proteico. Si se dispone de una cantidad
insuficiente de hidratos de carbono y grasas para obtener energia, la tiroxina provoca
una rapida degradacion de las proteinas y las usa para obtener energia.

Por otra parte, si se dispone de cantidades adecuadas de hidratos de carbono,
grasa y también de un exceso de aminoacidos en el liquido extracelular, la tiroxina
puede aumentar la sintesis de proteinas.

18
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Por el contrario, en los animales en crecimiento, el déficit de tiroxina hace que
el crecimiento se inhiba mucho debido a la ausencia de sintesis proteica. En esencia,
se cree que la tiroxina tiene poco efecto directo especifico sobre el metabolismo
proteico, pero tiene un efecto general importante sobre el aumento de las reacciones

proteicas catabélicas y anabélicas normales’.
IV. SUSTANCIAS QUE INCREMENTAN LA MASA MUSCULAR

Como ya se menciono anteriormente, en la regulaciéon hormonal de proteinas,
existen sustancias que produce el organismo, las cuales regulan el uso de las
proteinas como fuente de energia, para reconstituir tejido muscular o aumentar la
masa muscular, entre estas se mencionaron a las hormonas de tipo sexual, por lo
anterior es necesario conocer como es que las hormonas de tipo sexual ayudan a
este efecto y cuales son las consecuencias de su empleo, también se han
descubierto y reproducido otras sustancias que presentan el efecto antes
mencionado, las cuales no son hormonas, sino metabolitos producidos en el
organismo.

IV.1 Esteroides anabdlicos

Los esteroides anabdlicos son la forma como se conoce a las sustancias
sintéticas basadas en hormonas sexuales masculinas (andrégenos) estas hormonas
promueven el crecimiento de muasculos (efecto anabdlico) asi como también el
desarrollo de las caracteristicas sexuales masculinas (efecto androgenico).

Los esteroides anabdlicos fueron desarrollados a finales de 1930
principalmente para tratar el hipogonadismo, una condicién en la cual los testiculos
no producen suficiente testosterona para garantizar un crecimiento, desarrollo y
funcién sexual normal del individuo (véase Tabla 2.1).

19
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Precisamente a finales de 1930 los cientificos también descubrieron que estos
esteroides facilitaban el crecimiento de los musculos en los animales de laboratorio,
lo cual llevo al uso de estas sustancias por parte de fisico-culturistas y levantadores
de pesas, y después por atletas de otras especialidades?.

ADMNISTRACION PARENTERAL ADMNISTRACION ORAL
Testosterona Danazol
Enantato de testosterona Fluoxumesterona
Propionato de testosterona Metiltestosterona
Cipionato de testosterona Oxandrolona

Godman & Gilman, Bases Farmacolégicas de la terapéutica 9® Edicion.

Tabla 2.1. Algunos esteroides de uso terapéutico.

Efectos adversos de los esteroides anabolicos

El uso y el abuso de esteroides anabodlicos ha sido asociado con una gran
variedad de efectos secundarios que van desde acné y desarrollo de pechos en los
hombres hasta ataques al corazon y cancer de higado. Muchos de estos efectos son
reversibles si la persona deja de consumir los esteroides, pero otros son
permanentes.

Efectos mas frecuentes en hombres y mujeres

Hombres. Algunos esteroides anabdélicos son derivados de hormonas sexuales de
mamiferos (estrégenos y testosterona), los hombres que los consumen pueden
presentar “feminizacién”, la cual consiste en el desarrolio de pechos (ginecomastia).

20
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Algunos efectos son:

o Cuenta reducida de espermatozoides (efecto reversible)

@ Impotencia sexual (efecto reversible)

@ Disminucion del tamarfio de los testiculos (efecto reversible)
o Dificultad o dolor al orinar (efecto irreversible)

@ Acné (efecto reversible)

«’ Calvicie (efecto irreversible)

Mujeres. En las mujeres el abuso de esteroides anabélicos puede causar
“masculinizacion”, lo cual significa que los pechos y la cantidad de grasa corporal
decrecen, la piel se hace gruesa, el clitoris se agranda y la voz se hace mas
profunda. Asi mismo, el cabello se cae pero el pelo corporal crece, algunos otros
efectos son:

o Acné (efecto reversible)
@ Rapida ganancia de peso (efecto irreversible)
Dario al higado (efecto irreversible)

Elevados niveles de colesterol (reversible)

]
& Ataques al corazén prematuros e infartos
R
@ Debilidad tendonal

Nota: Cabe mencionar que muchos de los efectos descritos, se presentan con mayor
frecuencia en un sexo que en otro, pero esto no significa que no lo presenten ambos sexos.

Otros efectos que se pueden presentar se describen a continuacion:

A nivel hormonal, el abuso de esteroides interfiere con la produccion normal de
hormonas en el cuerpo, causando cambios que pueden ser tanto reversibles como

irreversibles.
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A nivel musculo esquelético, altos niveles de testosterona y otras hormonas
sexuales, en personas que aun no han terminado de crecer bioldégicamente puede
resultar en personas con estaturas mas pequeiias de lo que genéticamente estaban
predispuestas a ser.

A nivel cardiovascular, el abuso de esteroides se ha asociado con enfermedades
cardiovasculares, incluyendo ataques a! corazén e infartos, incluso en atletas
menores de 30 afos. Al cambiar los niveles de lipoproteinas que transportan el
colesterol en la sangre se incrementa el riesgo de padecer de arteriosclerosis, una
condicién en la que sustancias de naturaleza lipidica, son depositadas en las
paredes de las arterias interrumpiendo el flujo de la sangre, lo que finalmente puede
resultar en un ataque al corazén.

A nivel del higado, el abuso de esteroides se asocia a tumores y a una rara
condicion llamada hepatitis peliosis, en la cual se forman pequerias capsulas llenas
de sangre en el higado, las cuales pueden reventarse, esta condicion asi como los
tumores pueden causar hemorragias.

A nivel piel, el abuso de esteroides puede causar acné, y aumento de la excrecion
de grasa en el cuero cabeliudo y en la piel @.

A nivel psicoldgico, estudios recientes sugieren que el uso prolongado de
esteroides puede desencadenar manifestaciones clasicas de una adiccion, la cual es
un extremo de la dependencia, y puede ser psicoldgica y no un fenémeno fisico. Los
esteroides anabdlicos pueden causar severos trastornos psicolégicos, como
depresion o irritabilidad extrema, sentimientos de grandeza y estados de agresion.
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A pesar de esto, no hay un cuestionamiento por las personas que estan
relacionadas con los consumidores de esteroides, ya que, no lo consideran una
adiccidn, aun cuando el consumidor del producto al detener el uso del medicamento
empieza a sentir malestar por la suspensién del consumo, pero cuando los vuelven a

ingerir el malestar desaparece °.

Los esteroides alun cuando se utilicen en forma controlada o dosificada por un
especialista a mediano o largo plazo presentan efectos no deseados, lo que ha
conducido a ta busqueda de nuevas opciones de suplementos, los cuales no
presenten consecuencias a la salud y que se obtengan los mismos resultados en lo
que respecta al incremento en la masa muscular.

En arios recientes se ha investigado sobre otras sustancias que presenten el
efecto de incrementar la masa muscular, pero sin los efectos secundarios que
muestran los esteroides anabolicos, encontrandose el 3-hidroxi-isovalerato de calcio
(HIV-Ca), del que hablaremos ampliamente a continuacion.

IV.2 3-hidroxi-isovalerato de calcio (HIV-Ca)

Un grupo de investigadores estudiando el metabolismo de aminoacidos,
observaron que a partir de ciertos aminoacidos se pueden obtener metabolitos, los
cuales presentan actividad en el musculo, reflejandose este efecto en el incremento
de la masa muscular y otros beneficios; de los metabolitos formados que presentan
el efecto antes mencionado se descubrid el HIV-Ca, pero primero se revisara cuales
son los metabolitos que se forman a partir de los aminodcidos, asi como, el

aminoacido responsable de 1a formacion del HIV-Ca.
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Metabolitos de los aminoacidos

Los aminoacidos que sobrepasan las necesidades metabdlicas para sintetizar
proteinas y otras biomoléculas no pueden almacenarse, en contraste a lo que ocurre
con los &cidos grasos y la glucosa, pero tampoco pueden excretarse. En
consecuencia, los aminoacidos excedentes se utilizan como combustible metabdlico.

El grupo alfa-amino se separa y el esqueleto carbonado resultante da lugar a
intermediarios metabdlicos importantes. La mayoria de los grupos amino de tales
aminoacidos sobrantes se convierten en urea, mientras que sus esqueletos
carbonados se transforman e acetil-CoA, acetaacetil-CoA, pirivato, o en uno de los
intermediarios del ciclo del acido citrico. A partir de dichos aminoacidos pueden

formarse acidos grasos, grupos ceténicos y glucosa.

La estrategia de la degradacion de los aminoacidos es formar los
intermediarios metabdlicos principales que puedan convertirse en glucosa o bien
oxidarse en el ciclo del acido citrico, los esqueletos carbonados de los veinte
aminoacidos diferentes se canalizan hacia tan solo siete moléculas: piravato,
acetil-CoA, acetaacetil-CoA, alfa-cetoglutarato, succinil-CoA, fumarato y oxalacetato
(vease figura 2.1).

Los aminoacidos que son degradados a acetil-CoA o acetaacetil-CoA se
denominan cetogénicos puesto que dan lugar a grupos ceténicos. Por el contrario los
aminoacidos que se degradan a piruvato, alfa-cetoglutarato, succinil-CoA, fumarato,
u oxalacetato se denominan glucogénicos, de los veinte aminoacidos basicos,
solamente la leucina y la lisina son puramente cetogénicas®.
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CAPITULO 2
Alanina
Glicina
Cisteina
Serina Leucina
Treonina Lisina
Glucosa Triptéfano " Fenilalanina
Isoleucina Tirosina
Leucina .
\ l Thptbfano Triptéfano
Fosfoenolpiruvato Piruvato l l
\A Aceti-CoA g—#  Acetacelil-CoA
Asparagina
Aspartato
T Oxalacetato
Tirosina r
Fenilalanina
Aspartato —® Fumarato Citrato
Isoleucina J
Metionina |—————p» Succinil-CoA a-Cetoglutarato
Valina

Figura 2.1. Destinos de los esqueletos carbonados de los aminoacidos.
Strier Bioquimica 3* edicion

De los estudios realizados con respecto al metabolismo de cada grupo de
aminoacidos, se mostré gran interés en el metabolismo de la leucina, el cual se

revisa a continuacion.

Metabolismo de la leucina

Como ya se ha mencionado, la leucina y la lisina son los Unicos aminoacidos,
de los 20 habituales, que son cetogénicos puros. En primer lugar, la leucina se
transamina al correspondiente a-cetoacido, el acido a-cetoisocaproico KIC (del inglés

a-ketoisocaproic).
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Este a-cetoacido se degrada a través de reacciones analogas a las que tienen
lugar en el ciclo del acido citrico y en la oxidacién de los acidos grasos. El acido
a-cetoisocaproico sufre una descarboxilacién oxidativa convirtiéndose en
isovaleri-CoA, esta reaccién es irreversible, después el isovaleril-CoA se
deshidrogena hasta p-metilcrotonil-CoA y por medio de una carboxiicécién a expensas
del consumo de una molécula de ATP, se forma la B-metilgluconil-CoA y luego se
hidrata a la forma B-hidroxi-B-metilglutaril-CoA y finalmente se escinde en acetil-CoA
y acetoacetato® (vease figura 2.2).

Una via metabélica alternativa de la leucina/KIC fue sugerida en 1981 por
Sanbourin®. Consiste en que el acido a-cetoisocaproico es oxidado a HIV en el
citosol de las células hepaticas y posiblemente en otros tejidos, por la enzima
KIC-dioxigenasa, formandose el 3-hidroxi-isovalerato el cual se carboxila para formar
el p-hidroxi-p-metilglutaril-CoA y de este surge el mevalonato, colesterol, acetacetit-
CoA y acetil-CoA (vease figura 2.2). El HIV demostrd gran interés ya que interviene
en la sintesis de colesterol asi como en la formaciéon de metabolitos que son muy
importantes en el ciclo del acido citrico®.

26




CAPITULO 2 ANTECEDENTES Q

LEUCINA

a-Cetoglutamatoj : alanina

Cadena ramificada/ami id, f

. glutamato piruvato
a-Cetoisocaproato L—V glutamina

(KIC)
l Cadena ramificada a-ceto-acido
KIC deshidrogenasa-mitocondria
» Isovaleri-CoA
KIC- citosol-dioxigenasa (higado) \
(5-10% del metabolismo de leucina) 2

Cf
0 Isovaleril-CoA
deshidrogenasa

Enol-CoA nhidrasa
B hidroxi [3 metilbutirato HMB (sclo cuando la biotina es deficiente)

B-metil-crotonil-CoA
(3-hidroxi-isovalerato HIV) \ (MC-CoA)
H.,0 co,
l | > Orina MC-CoA carboxilasa t/ .
(10-40%) Biotina
HMB-CoA «—» MC-CoA B-metil-gluconil-CoA
+ ° (MG-CoA)
/ MG-CoA MG-CoA hidrasa L/ H:0
HMG-CoA
) B-hidroxi-g-metilglutaril-CoA
HMG-CoA sintetasa (HMG-C o A) :
Mevalonato Aceto;cftil-CoA “M‘(?;‘gggo')'a“l
l Acetil-CoA Acetoacetato
Colesterol +
Acetil-CoA

Figura 2.2. Via metabélica de la leucina

Nissen, S., Abumrad, N. Nutritional role of the leucin r ite p-hydroxy-pmethylbuty . Nutritional Biochemistry 8:300-311,
1997. Elsevier Science Inc. 1997,
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Efectos fisiolégicos

Los estudios realizados con el HIV-Ca, han mostrado diversos efectos
fisioloégicos, entre los que destacan, el fortalecimiento del sistema inmune,
disminucién en los riesgos de padecimientos cardiovasculares, asi como,
disminucion de la proteofisis y toxicidad muscular (miopatia), los mecanismos por los
que el HIV-Ca influye en estos sistemas, aun no estan completamente definidos,
pero se sabe que el punto de donde parten es en la influencia que tiene el HIV-Ca en
la sintesis de! colesterol, otro efecto muy evidente es el aumento de la masa corporal
debido a que también influye en el aprovechamiento de energia por medio de la
acetil-CoA y del metabolismo de aminoacidos.

El efecto mostrado en el sistema inmune se ha evidenciado debido a los
aumentos significativos de los niveles de las diferentes células linfaticas, debido
ciertamente a que el colesterol proporciona la fuente para la sintesis de nuevas
membranas celulares, la promocion de la sintesis de organelos y diferenciacion
celular asi como la regeneracion de membranas dafadas.

El efecto antes mencionado es también observado en el tejido muscular, pero
la influencia del HIV-Ca en la sintesis del colesterol en el musculo que aunque
aparenta ser mayor no es exclusiva, esto se puede explicar porque ciertamente
existen inhibidores de la sintesis de colesterol los cuales pueden causar severa
toxicidad muscular,

Otro efecto también observado, es en el estimulo de las glandulas mamarias
en donde se incrementa la sintesis de grasa en la leche materna durante la lactancia.
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La manera en que se puede determinar, si existe un efecto en el riesgo de
padecer alteraciones cardiovasculares, es midiendo los niveles de colesterol total y
LDL, en donde al suministrarse el HIV-Ca, el efecto observado es la disminucion de
colesterol cuando este se encuentra en niveles muy altos, un segundo factor de
riesgo cardiovascular afectado por el HIV-Ca, es la presion sanguinea en la que al
suministrarse el HIV-Ca, se presenta un decremento en la presidon sanguinea
sistdlica, estos cambios en la presion se pueden atribuir al calcio que forma parte de
la molécula, esto muestra que un suplemento con calcio, puede afectar la presion
sanguinea y sugiere que el HIV-Ca, es una fuente de calcio biolégicamente mas
disponible, o que el HIV esta teniendo un efecto directo sobre la funciones

cardiovasculares y no solo el calcio.

El mayor beneficio del HiV-Ca aparece en la reduccién del dafio muscular, ya
que, reduce el catabolismo proteinico el cual resulta en el mejoramiento y ganancia
en el tamaiio del musculo y fuerza cuando es combinado con ejercicio (en

condiciones adecuadas)®.
Aplicaciones

E! HIV-Ca ha demostrado tener efectos importantes en los sistemas antes
mencionados, lo cual sugiri6 su aplicacion en diversas areas de tipo medico, asi
como deportivas y veterinarias las cuales se mencionan a continuacién.

Maedicina

& Cancer

-3 SIDA

<R Disminucion de padecimientos cardiovasculares
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Actividades deportivas
o Atletismo

o Fisicoculturismo

Veterinaria
o Crianza de animales

@ Competencias con animales

A continuacién se ampliaran los usos del HIV-Ca en todas las areas mencionadas:

Cancer

E! paciente que padece cancer y presenta caquexia, ha sido citado como la
mas frecuente causa de mortalidad, debido a que es un estado de mal nutricién y
desgaste fisico, se presenta como un decremento en el peso corporal que es
caracterizado por la significativa perdida de tejido adiposo y musculo, lo cual es
atribuido a los desérdenes provocados por los tratamientos quimicos tan severos,
debido a esto existe una gran importancia de prevenir la perdida de peso en
pacientes con cancer.

Se realizé un estudio en donde se suministraba e! 3-hidroxi-isovalerato de
calcio con arginina y glutamina los cuales fueron probados en 49 pacientes de los
cuales 32 completaron las cuatro semanas con el producto como suplemento
nutricional, en donde la cantidad de masa muscular fue medida a las 0, 4 y 8
semanas utilizando un analisis bioeléctrico de impedancia (BIA).

Los datos del anadlisis mostraron que a los pacientes a los que se les
administré el suplemento habian ganado 3.3. libras de masa corporal, mientras a los
que se les administro el placebo habian perdido un promedio de 2.4 libras durante
las 8 semanas de duracién del tratamiento.
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Este estudio clinico preliminar sugiere que el 3-hidroxiisovalerato de calcio fue
efectivo en el incremento de la cantidad de masa corporal en pacientes con cancer
avanzado, sugiriendo que las causas de la perdida de musculo y peso asociadas con
la caquexia fueron particularmente corregidas®.

SIDA

Esta enfermedad se asocia con perdida importante de masa corporal y grasa,
en muchos casos la perdida del escaso tejido muscular es desproporcionada con
respecto a la perdida de la grasa corporal. En avances recientes en terapias con
antirretrovirales altamente activos (HAART) los pacientes pueden ganar peso, pero
seguir perdiendo musculo, el peso ganado es predominantemente grasa que puede
en muchos casos ser anormalmente redistribuida en la region abdominal y cueilo, por
lo que es necesario un suplemento alimenticio que prevenga la perdida de proteinas,
por lo que se recurrid a fa administracién de HIV-Ca que demostré que previene la
proteolisis del musculo minimizando la degradacién y proporcionando una alternativa
nutricional hasta el final del tratamiento de este desgastante sindrome’.

Cabe mencionar que en los dos padecimientos antes mencionados, el HIV-Ca
también fortalece el sistema inmune de los pacientes haciendo mas soportable el
tratamiento con los medicamentos que en la mayoria de los casos resultan muy
agresivos para este sistema en particular.

Disminucién de Padecimientos Cardiovasculares

El colesterol esta presente en musculos, eritrocitos y membranas celulares y
se utiliza por el organismo para formar hormonas esteroideas, acidos biliares y mas
en membranas celulares. Quimicamente, el colesterol existe tanto en estado libre
como esterificado (60 a 75%) en el organismo.
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Gran parte del colesterol que se ingiere es esterificado en el intestino, pero
también lo es en el higado; la concentracién de colesterol a menudo se utiliza como
una indicacién de la funcion hepatica. El colesterol es transportado en la sangre por
las lipoproteinas de baja densidad (LDL —60 a 75%) y por las lipoproteinas de alta
densidad (HDL —15 a 35%).

Las cifras elevadas de colesterol estan relacionadas con aterosclerosis y el
riesgo aumentado de alguna coronariopatia, esto es causado por la obesidad, estos
padecimientos tienen como consecuencia en muchos de los casos un dafo
irreversible al corazon®.

Exactamente no se sabe como el HIV-Ca disminuye los niveles de colesterol
en el organismo, pero estudios realizados en personas con padecimientos
cardiovasculares, como hipertension, aterosclerosis, niveles elevados de colesterol,
al haberse suministrado HIV-Ca, presentaron mejoras progresivas de sus
enfermedades, claro que también es importante mencionar que se cambio la dieta y

se aplicd un programa de ejercicios®.

Actividades Deportivas

En el area deportiva el HIV-Ca, se ha empleado para, disminuir la proteolisis
muscular debida a la practica de ejercicio exhaustivo, ya sea en las competencias
deportivas, asi como en los entrenamientos, también ayuda a la reproduccion de
metabolitos importantes para la produccion de energia, otro de los efectos que tiene
es que ayuda a incrementar la masa muscular debido a que promueve la sintesis de

proteinas. Este suplemento es muy utilizado en atletismo y en fisico-culturismo'®'"

12
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Veterinaria

Se ha encontrado gran utilidad en el area veterinaria, en donde se ha
empleado en animales de competencia (caballos de carreras principalmente) los
cuales en un esfuerzo excesivo de sus musculos pierden proteinas (proteolisis) por o
que necesitan prevenir la perdida para un mejor rendimiento en la competencia, en
estudios recientes se ha comprobado que con la ayuda del HIV-Ca, se disminuye y
se repone la perdida de proteinas, asi como el aumento del musculo esquelético.

Otra aplicacion encontrada es en animales de granja, en donde se ha
observado que hay un incremento considerable en el peso, disminuciéon de la
mortalidad por enfermedades, debido a que ayuda a fortalecer el sistema inmune y
en el ganado vacuno se ha visto que se produce carne de alta calidad y baja en
grasa, asi como un aumento en la sintesis de grasa de la leche materna durante la
lactancia ©.

V. EFECTOS FISIOLOGICOS DEL CINC

Como se menciond, uno de los objetivos de la tesis es desarrollar la sintesis y
caracterizacion del 3-hidroxi-isovalerato de cinc (HIV-Zn), que presenta propiedades
estructurales equivalentes a la sal de calcio, existiendo la posibilidad de una
proyeccion hacia la evaluacion de las propiedades fisiologicas de la estructura
carbonada asi como del ion cinc, por lo que mencionaremos los efectos fisiolégicos
del ion cinc:

El cinc posee un sd6lo estado de oxidacién y es un buen aceptor de electrones,
por lo que posee una alta capacidad para formar complejos estables con el azufre y
nitrégeno. Esto se traduce en unas propiedades generales irremplazables desde un
punto de vista bioquimico, por lo que resulta esencial para:
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< La funcion de mas de 300 metaloenzimas.

o2 Regula la expresion de genes, por afectar la estabilidad del mRNA.

@ Participa en el control y en la integracion de sistemas intracelulares.

& Interviene en las vias metabdlicas principales de las proteinas, hidratos de
carbono, lipidos, energia y acidos nucleicos. €

ot Participa en la sintesis del grupo hemo.

&2 Interviene en el recambio del tejido conjuntivo, la sintesis tisular y la

embriogénesis.

El déficit de cinc incrementa la susceptibilidad de las infecciones causadas por
bacterias, virus, parasitos y hongos, pues: todas las subpoblaciones celulares de la
respuesta inmune estan influenciadas por el cinc.

<’ La apoptosis celular esta potenciada en e! déficit de cinc.
® Es un importante antioxidante y estabiliza las membranas.
& Es esencial para el efecto barrera de la piel.

La expresion clinica del déficit de cinc se traduce en una depresion de la
funcion inmune, pérdida del gusto y offato, episodios de ceguera nocturna, pérdida
de memoria y disminucion de la espermatogénesis, en la deficiencia leve de cinc. En
el déficit severo, la inmunodeficiencia se intensifica, las infecciones son frecuentes,
con dermatitis pustular, diarrea, alopecia y desdrdenes mentales en el area de la
memoria, aprendizaje espacial y alteraciones del comportamiento. La Acrodermatitis
enteropatica es una enfermedad genética, autosémica recesiva, en la que se halla
una disminucion de la absorcion intestinal de cinc, y que se manifiesta por unas
lesiones cutaneas hiperpigmentadas.

Respecto a la influencia del cinc sobre las enfermedades infecciosas, diversos
estudios clinicos han demostrado los siguientes beneficios de la suplementacion de

cinc en:
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2 8

2 2

B 2

El cinc reduce la incidencia de la diarrea aguda y crénica infantil en un 25-20%.
El cinc reduce la incidencia de infecciones infantiles respiratorias de vias bajas en
un 45%.

Suplementos en cinc estan asociados a un descenso en la duracion del resfriado
comun.

El cinc reduce la intensidad y reinfeccion por Schistosoma mansoni.
Suplementos en cinc disminuyen en nimero total de infecciones en el curso de la
Acrodermatitis enteropatica.

La forma lepromatosa de la lepra esta asociada a niveles inferiores de cinc.

En pacientes VIH+ la suplementacién oral de cinc induce un incremento de
linfocitos T CD4+ y una menor incidencia de infecciones bacterianas, no a dosis
altas de cinc, en la que sucede una rapida progresion de la enfermedad; en nifios
afectados por el VIH-1, el suplemento de cinc produce un incremento de peso.

Por todo lo anterior se puede concluir que el cinc ejerce efectos muy predominantes

en la funcién inmune, la resistencia a las enfermedades y la salud en general %,
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VL. SINTESIS DEL ACIDO 3-HIDROXI-ISOVALERICO

Es importante hacer mencién, que para poder obtener el HIV-Ca, hay varias
opciones, por lo se revisaran los diferentes tipos de sintesis para obtener e! acido
3-hidroxi-isovalerico. Se destacan dos tipos de sintesis.

Reaccion de Reformatskii

Consiste en la condensacion de compuestos carbonilicos con derivados
organicos bromados y como catalizador cinc metalico produciendo B-hidroxi-esteres
de estos por hidrélisis se forma el B-hidroxi-acido, al cual se le adiciona una base la
cual da como resultado una sal'>,

o R' R
L . Zn H>O
RCR'+ CH; — COOEt——»R—— CCH;COOEt—=——» R——CCH,COOH

Br OH OH
Reaccién de Reformatskii

Reaccion del Haloformo o Reaccién de Hipohaluro de Sodio

Esta reaccion generalmente recibe el nombre de prueba del haloformo y es
una prueba cualitativa especifica para el grupo metil-cetona. Se emplea el término
haloformo debido a que el haloformo es uno de los productos. Una aplicacion
importante de los compuestos carbonilicos en disolucién basica se presenta cuando
un grupo metilo esta unido al doble enlace carbono-oxigeno. En donde se rompe un
enlace carbono-carbono y se produce una sal de un acido carboxilico'®.
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I i I
R—— C(—— CH3 —XZ-@; R—C—X3| — 2 m R——C—0 + CHX3
H20 H20

Reaccion del haloformo

En forma alternativa, esta misma reaccién suele conocerse como reacciéon de
hipohaluro de sodio, ya que los haldgenos reaccionan (desproporcién) en disolucion
basica para producir el ion haluro (X) y el ion hipohaluro (OX’) en el que, el haldgeno
tiene un estado de oxidacion de 1+; la reaccidon se muestra a continuacion:

X2+ 2 OH —> X + OX + H0

De acuerdo con lo anterior se sustituye el halégeno por el hipohalégeno en la
reaccion quedando como sigue:

o

I ] I
R— C—CH, O g—C—o0+ CHX,

Al adicionar e! hipohaluro se produce la sal correspondiente y otros
contaminates dependiendo del hipohaluro utilizado, la sal es extraida con un
disolvente (metil-etilcetona), y se destila este a presidn reducida, los rendimientos
son de alrededor det 70 %'®

Conociendo lo anterior para sintetizar el B-hidroxi-acido de interés, se
selecciona un derivado con el grupo-metilcetona, el cual debe incluir en su estructura
un grupo hidroxilo en la posicidon 3 con respecto al carbonilo, estas caracteristicas las
presenta un producto conocido comercialmente como diacetona alcohol
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(4-hidroxi-4-metil-2-pentanona). Esta cetona es sintetizada a partir de 2 moléculas de
acetona (propanona).

g
—_—
2 H20

Esta reaccion se explica por el mecanismo conocido como condensacion

OH

alddlica, el cual se describira a continuacién:
Condensacién aldélica

El término condensacién alddlica se emplea ampliamente para las reacciones
de condensacién de los aldehidos y cetonas que tienen hidrogeno en el carbono alfa
en disolucién basica.

Los hidrégenos unidos al atomo de carbono adyacente ai doble enlace
carbono-oxigeno son acidos y pueden eliminarse con una base, formado el
carbanién, luego hay una reaccion de ataque a una segunda molécula de un
compuesto carbonilico. Cuando se tiene una sola molécula se habla de una
condensacion (dimerizacion), si la segunda molécula es diferente se habla de
condensacion cruzada. El producto es un B-oxialdehido cuando se emplea un

aldehido, o una B-oxicetona cuando el compuesto carbonilico es una cetona'*.
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Mecanismo de formacion del diacetona alcohol:

< Formacion del carbanion:

« Adicion nucleodfilica del carbanioén al grupo carbonilo:
( )
/ﬁ\ 0~
e — A
)0—\

\ J

= Sustraccion de un proton del agua para formar la diacetona alcohol

o 0 ‘0 OH
/l\/}\ + H_C}OH /l\/*\ + HO-
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Para seleccionar cualquiera de las sintesis antes mencionadas, hay que tomar
en cuenta factores tales como: disponibilidad de las materias primas, toxicidad,
equipo a emplear, condiciones de reaccién, solo por mencionar algunos.

Pors otro lado, si se revisa la reaccién de Reformatskii, presenta algunos
inconvenientes importantes, por la disponiblidad de materias primas como el
bromoacetato de etilo, el cual no es un producto que se encuentre a la venta en
escala comercial, por lo que seria necesario sintetizarlo, 1o que implica adicionar
costos y tiempo por reactivos, ademas es una sustancia toxica, lo que representa un
peligro si se descuida su manejo.

Referente a la sintesis del &cido por la reaccién del haloformo, la
disponibilidad de las materias primas en el pais es un factor importante, ya que, si el
producto no se fabrica en el pais, se tendria que solicitar el producto al extranjero y
esto aumentaria de manera significativa los costos de produccion y por lo tanto los
costos de venta al publico, en el caso de la diacetona alcohol es un producto que se
consigue en México con facilidad, el costo por litro es de $ 18.17 pesos y el
hipohalogeno [Ca(ClO),], que es una materia prima muy econémica (50 kg $ 29.64
pesos al 65 %), facilmente disponible y no es una sustancia que represente un
peligro, lo que disminuye considerablemente los costos de manejo, produccién y
tiempo.

Un inconveniente posible de la sintesis del HIV-Ca, es que la diacetona
alcohol, puede en condiciones &cidas o basicas, deéhidratarse obteniéndose una
enona conjugada, que en este caso particular es el 6xido de mesitilo, el cual es un
contaminante en la produccién de la diacetona alcohol y por lo tanto también de la
reaccion del haloformo y el cuat interfiere en la sintesis del HIV-Ca, contaminandolo.
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CAPITULO 3 RESULTADOS Y DISCUSION Q

El 3-hidroxi-isovalerato de calcio ha tomado particular importancia en los
ultimos tiempos por la demanda creciente, esto ha hecho que se apliquen mas
recursos a la investigacién del proceso, asi como, a la preocupaciéon de tener un
producto de calidad farmacéutica y a un costo accesible.

Los primeros reportes que se encuentran en la literatura sefalan la reaccién
de cloracion y clivaje (ruptura) del grupo metilcetona en especifico, de la molécula de
diacetona alcchol (4-hidroxi-4-metil-2-pentanona) de la cual se parte para la
obtencién del acido que origina la sal.

0

OH

Diacetona atcohol (4-hidroxi-4-metil-2-pentanona)

Se informé originalmente la obtencion del acido libre por reaccién del alcohol-
diacetona con disolucién de hipoclorito de sodio al 13 % (reaccién del haloformo),
dando rendimientos muy bajos de la sal de sodio. Después se acidifica y el acido
resultante se extrae con metil-etil-cetona, eter o etanol, una vez obtenido el acido
libre se hace reaccionar con el hidréxido respectivo para obtener el producto
deseado.

El problema de la reaccién, es que, al pensar en un escalamiento la
concentraciéon de la disolucion de hipoclorito de sodio es baja (el 13 % p/v es la
mayor concentracién disponible en el mercado) lo que implica el uso de grandes
reactores, lo que incrementa los costos de produccién. Algunos autores sefalan la
posibilidad de preparar in-situ el hipoclorito, considerando la reaccion de hidréxido de
sodio con cloro gas, sin embargo esta reaccidén presenta inconvenientes al proyectar
la produccion industrial porque el cloro gas se maneja en cilindros a baja presion, al
dosificarlo en gran escala la demanda de gas crea en el cilindro un descenso de la
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temperatura y por lo tanto disminuye el flujo de salida, la solucién que se aplica es
calentar e! cilindro en bafio de agua o invertirlo, para que salga e! producto en fase
liquida, luego se conduce a un evaporador y de alli al reactor, lo anterior incrementa

costos y consume tiempo.

Una mejor opcioén disponible es utilizar hipoclorito de calcio, que se encuentra
disponible en forma sdlida con concentraciones del 65% y 90% siendo esta dGltima
mas costosa.

. OBTENCION DE UNA MUESTRA REPRESENTATIVA

El HIV-Ca es un producto comercial, que se encuentra en el mercado en forma
de capsulas, a partir de estas se sacé una muestra representativa del producto por
extraccion con etanol, al producto obtenido se le realizé una espectroscopia de tipo
infrarrojo y se tomé como referencia para los otros productos sintetizados.

Muestra 1 HIV-Ca comercial

3351.95 cm™ banda de alargamiento del anién carboxilato ~COO"

2972.85 cm™ banda de! hidroxilo sustituyente en la posicion 3 de la sal

1562.70 cm’' banda de alargamiento asimétrico intensa por el -COO"

1410.26 cm™ banda de alargamiento simétrico mas débil por el ~COO"

Estas bandas corresponden a la sal de calcio, la cual fue producida por el fabricante
comercial.

(Ver espectro en el anexo)
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ll. Resultados de los ensayos de la sintesis del 3-hidroxi-isovalerato de calcio
Para obtener la sal de calcio se ensayaron las siguientes condiciones:

a) Se puso alcohol-diacetona en un‘matraz y se le adicioné hipoclorito de calcio
al 65% en forma sdlida y en pequefias porciones cada vez, el Unico
inconveniente que presentd esta reaccion es la presencia de! hidroxido de
calcio formado como subproducto, al ser un polvo fino muy poco soluble en
agua, genero espuma y arrastre a fa trampa de Dean-Stark, por lo que fue
necesario controlar el espaciamiento de la adicion de la sal.

b) Se puso el hipoclorito de calcio suspendido en agua, y a través de un embudo
de adicion se agregé alcohol-diacetona, en esta reaccion también se presentd
el problema del hidréxido de calcio, aunque en menor magnitud que el
sefialado en el inciso (a).

A los productos obtenidos, se les verifico que no tuvieran productos de oxidacion
(ClO") esto se hizo por medio de una prueba con yoduro de sodio, véase la reaccién
3.2., si la prueba resuitaba positiva, se adicionaba un reductor como es el tiosulfato
de sodio'S véase reaccion 3.3.

Esta es la reaccion que describe los procesos antes mencionados:

0 0
| I
2 + 3Ca(CIO),——pCa o-| + 2CHCI; + 2Ca(OH),

OH OH
2

Reaccién 3.1 Obtencion del HIV-Ca
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Ca(ClO)2 + 4 Nal + 2H,O ——» 21> + 2 NaCl + Ca(OH); + 2 NaOH
Reaccién 3.2 Prueba con yoduro de sodio

2 Ca(ClO)2 + NayS,0; + Ca(OH), ——» 2 CaS0Q4 + CaCl, + 2 NaCl + HxO
Reaccion 3.3 Eliminacion de oxidantes

El inconveniente de estas reacciones es que se forman sales e hidroxidos,
como son NaCl, CaCl;, CaSO,4 y Ca(OH)2, los cuales contaminan el producto.

De los dos productos obtenidos de los ensayos anteriores, solo se trabajé con
el segundo, para intentar su purificacion por extraccion con etanol, una vez obtenida
la muestra (muestra 2) se hizo una descripcion fisica y se le determiné IR, RMN C'3,
Absorcién Atémica y Analisis Elemental.

Caracteristicas Fisicas del 3-hidroxi-isovalerato de calcio
Peso molecular: 274.34 g/moi

Solido blanco

100% Soluble en agua, etanol, metil-etil-cetona y eter.
Presenta olor caracteristico

Es un sdlido higroscépico

2 223 822

Punto de fusion: no aplica

Espectroscopia Infrarroja Muestra 2

3376.34 cm’' banda de alargamiento de! anién carboxilato ~COO"
2975.01 cm™ banda correspondiente a la union C-H

1562.37 cm™ banda de alargamiento asimétrico intensa por el -COO"
1451.47 cm™' banda de alargamiento simétrico mas débil por el ~COO"
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Si se observan los grupos funcionales a los cuales pertenecen las bandas
antes descritas, se nota que presentan las caracteristicas correspondientes a una sal
originada por un acido carboxilico, muchas de las bandas no son finas, si lo fueran
indicaria que la muestra es pura, su impureza posiblemente se debe a que la
muestra esta contaminada, ya §ea, por los subproductos producidos de la sintesis o
por que la muestra se encontraba himeda, recordemos que el HIV-Ca es una
sustancia muy higroscopica y que es un poco dificil mantenerla totalmente seca.

(Ver espectro en el anexo).

Resonancia Magnética Nuclear C'> Muestra 2

29.384 ppm |Correspondientes a los C4 y C5. s T ﬁ

50.557 ppm |Correspondiente al C2. c C ¢ C 0-
72.835 ppm [Correspondiente al C3. 4 3 2 1

182.27 ppm |Correspondiente al C1. (l)H

Tabla 3.1

Esta técnica, lo que nos describe es el numero y tipo de carbonos que se
encuentran en una muestra, la determinacién se hizo con la muestra en forma sélida,
en este caso cada una de las bandas corresponden a cada uno de los carbonos de la
estructura del HIV-Ca.

Es importante mencionar que en la banda de los C4 y C5, se asigné asi,
debido a que presenta un doblete muy pequefo en la misma, esto es un indicador de
que la muestra estaba contaminada y por esa razén no se obtuvo una resolucién de
las bandas adecuada, si se observa el espectro se vé que las bandas no estan lo
suficientemente finas, esto también es un indicador de contaminacion, véase tabla
3.1.
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Absorcion Atémica

Esta prueba se realizoé con la finalidad de obtener un valor aproximado de la
pureza de ia sal obtenida, sabiendo que esta técnica solo mide los iones calcio que
contiene la molécula de HIV-Ca.

La absorcién atomica para el Ca?* se realizd de la siguiente manera:

Fue necesario preparar una curva estandar con una sal de calcio, en la

literatura*®'?

. se reporta que el CaCO; es la sal adecuada para este fin. Se prepard
la curva estandar a partir de 0.6245 g de CaCO; y 5 mL de HCl en 25 mL de agua
desionizada esta disolucion se llevé a un aforo de 250 mL, quedando una
concentracion final de 1 mg/mL de Ca?*. De la disolucién anterior, se tomaron 2 mL
los cuales se llevaron a un aforo de 100 mL quedando una concentracion final de
20 ppm, para la disolucion de 40 ppm se tomaron 4 mL y asi sucesivamente hasta
obtener 5§ disoluciones con concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100 ppm, se
selecciond este intervalo debido a que, para la medicion de la muestra problema es
recomendable que {a concentracién a la que se prepare sea un punto intermedio de
la curva estandar, por lo que la muestra se prepard con una concentracién de 50
ppm, esto se hizo de la forma siguiente:

Se pesaron 34.22 mg de HIV-Ca y se llevaron a un aforo de 10 mL con agua
desionizada, de esta disolucién se tomé 1 mL y se llevé a un aforo de 10 mL con
agua desionizada.

Las mediciones se hicieron en un espectrofotometro de llama en donde se
midieron primero las disoluciones de la curva estandar y por Gltimo la muestra
problema. Arrojando los siguientes resuitados (véase tabla 3.2.)
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Curva estandar
Conc.
Ca2¢- ppm Abs
0 0
20 0.1
40 0.199
60 0.303
80 0.41
100 0.516
r=0.99986
Muestra 2 HIV-Ca
61.1591 ] 0.312

Tabla 3.2

A través de una interpolacion en la curva estandar de la absorbencia obtenida,
se pudo determinar la concentracién de iones calcio contenidos en la muestra (véase
el anexo). Como se observa en los resultados hay un exceso del 22.32% de ion
calcio, esto es debido a la presencia de sales involucradas en el proceso de sintesis.

Analisis Elemental

Esta prueba se realizé6 para determinar la cantidad de carbono e hidrogeno
presente en la muestra 2 de HIV-Ca, esta prueba complementa los resultados de la
absorcidn atomica en lo que respecta a la pureza de la muestra y da un indicio de si
la muestra esta contaminada, y si es asi, de que tipo de contaminante se trata es
decir si contiene carbono e hidrégeno. Se hizo el calculo de los porcentajes tedricos
que debia contener la muestra, y se compararon con los resultados experimentales
obteniéndose lo siguiente: véase tabla 3.3.
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Muestra 2
HIV-Ca PM: 274.34 g/mol
Teo. Exp.
% C 43.77 31.57 v
% H 6.56 52735 )
% O 34.99 -
% Ca 14.16 -
Tabla 3.3

El porciento de carbono contenido en la muestra es menor al esperado, lo cuatl
indica que la muestra esta contaminada por una sustancia que no contiene carbono,
y lo mismo es para el hidrogeno donde también se observa un porciento menor,
aungue no es tan significativo como lo es en el caso del porciento de carbono, en el
analisis elemental no se determina la cantidad de oxigeno, debido a que esta prueba
consiste en la combustion de la muestra en un rango de temperatura muy elevado
(950-1100 °C) y para la combustiéon hay que suministrar mas oxigeno del que esta en
la muestra.

lil. Obtencion del acido 3-hidroxi-isovalerico

Debido a que se determind que por medio de recristalizacion no era posible
obtener una sal c0|:\ la pureza que se deseaba, se decidio, obtener el acido a partir
de la sal de calcio, esto se logré pensando en que la acidificacion se realizara con un
acido que tuviera un grupo adecuado para formar una sal insoluble de calcio. E!
primer acido ensayado fue el acido sulfurico (ver reaccion 3.4) en base a la sal de
calcio (muestra 2), se considerd la cantidad de calcio encontrado en la absorcion
atémica, lo que indicd que existia la presencia de otras sales de calcio, al precipitar
todo el calcio quedaba un exceso de acidez que al trabajar la reaccion: filtrar, lavar e
intentar destilar se observé un color amarilio café y un olor acre, evidencias claras de
descomposicion, lo que condujo a revisar la posibilidad de uso de otro acido, con
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caracteristicas equivalentes y fue el acido oxalico (véase reacciéon 3.5) con las

siguientes caracteristicas:

Sélido blanco cristalino

Pf: 101-102 °C dihidrato; anhidro 189.5 °C se descompone, pero sublima a 157 °C.
Solubilidad: 1 g se disuelve en 7 ml de agua fria, en 2 m! agua hirviendo, 2.5 ml de
etanol, en 100 ml de eter y es insoluble en benceno, cloroformo y eter de petroleo.
LDso: 1g/kg prueba hecha en perros.

0

i |
Ca /'\/I\o' + H,80y ——p 2 MOH + CaSO.
(o]
H 5 OH
Reaccion 3.4. Acidificacién con acido sulfarico
Solubilidad del sulfato de calcio:
CaS04: 0.20 g en 100 mL de agua fria
0 0
| |
Ca 0.| *+ (COOH) ——p 2 on * Ca(coo)
OH OH

2

Reacci6n 3.5 Acidificacion con acido oxalico
Solubilidad del oxalato de calcio:
0.0006 g en 100 mL de agua fria

50




CAPITULO 3 RESULTADOS Y DISCUSION Q

Con el acido oxalico, se obtuvieron muy buenos resultados, ya que, permite
una mejor separacion y no se tiene descomposicién importante, despues de acidificar
se filtr6 el precipitado y 1a disolucién primero se le evapor6 el agua y luego se destild
el acido a presidn reducida a 92 °C a 1 mmHg.

De acuerdo con los antecedentes experimentales de la sa! de Calcio para !a
obtencion de la sal de cinc, se ensay6 una primera reaccion que permitiera modificar
la presencia de contaminantes debido a las caracteristicas observadas del HIV-Ca

Resultados de los ensayos de la sintesis del 3-hidroxi-isovalerato de cinc.

Como ya se mencionod en los resultados de la obtencion del HIV-Ca el mejor
rendimiento se presenta a partir del acido HIV, por lo que se ensayé bajo las
siguientes condiciones:

a) Partiendo de una disolucion de la sal de calcio y acidificando con acido sulfurico,
se forma un precipitado (véase reaccion 3.4)el cual es filtrado y a éste se le
adiciond una disolucion de éxido de cinc, en donde se observa una suspension se
agité y se dejd reposar por 1 hora, esta se filtra y se evapora a sequedad, el
sélido obtenido present6 caracteristicas muy diferentes a las sales predecesoras
ademas del fuerte olor acre, o que indica que el producto obtenido no es el que
se esperaba, esto posiblemente se debié a que el acido sulfurico degrado a la sai
de calcio, ademas de que el éxido utilizado como base para obtener el HIV-Zn, no
era lo suficientemente basico, ya que en ningin momento se observdé que se
disolviera en la disolucién, solo se observd una suspensién, por lo que el producto
de esta reaccién fue descartado.
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b)

E! segundo ensayo se hizo adicionando una disolucién de acido oxalico a una
disolucién de HIV-Ca, en donde se observé ia formacién de un precipitado siendo
este el oxalato de calcio el cual es muy poco soluble en agua (véanse reacciones
3.6) 0.00067g en 100 mL a 13 °C, este se filtré y al filtrado el cual se esperaba
que fuera el acido HIV se agregé in situ el ZnCO; el cual es mucho mas basico
que el oxido de cinc, la disolucidon se agitd y se dejo reposar también por una
hora, se evaporé6 a sequedad, el soélido obtenido presentdé las mismas
caracteristicas fisicas que las sales de calcio, por lo que se consider$ esta sal, la
cual se recristalizé con etanol, una vez obtenida la muestra (muestra 3) se

revisaron las caracteristicas fisicas y se le determino IR.

o o]
| |
Ca o | * (COOH); —m—p 2 OH + Ca(COO0),

OH
2 OH
o]
| I
2 OH + ZnCO; ~———Pp Zn /‘\/Ko. + CO, + H0
OH oH

2

Reacciones 3.6. Obtencion del HIV-Zn in situ

Caracteristicas Fisicas del 3-hidroxi-isovalerato de cinc

22282 2R

Peso molecular: 299.64 g/mol

Sélido ligeramente café

100% Soluble en agua, etanol, metil-etil-cetona y éter.
Presenta olor caracteristico

Es un solido higroscépico

Punto de fusion: no aplica
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Espectroscopia Infrarroja Muestra 3

3364.86 cm™ banda de alargamiento del ani6n carboxilato ~COO"

2978.42 cm™ banda del hidroxito sustituyente en la posicion 3 de la sal.

1636.01 cm™' banda de alargamiento asimétrico intensa por el -COO"

1405.87 cm™' banda de alargamiento simétrico mas débil por el —-COO"

1567.72, 1440.04 y 1383.34 cm™', estas bandas posiblemente son de contaminacién
de la muestra.

Observandose las bandas antes descritas vemos que caen en los intervalos
asignados a las sales de los acidos carboxilicos, existen tres bandas que destacan
por que no se encuentran definidas, lo que indica que la muestra no se encuentra
pura, ademas de que presenta humedad, recordemos que una de las caracteristicas
de la sal es ser muy higroscopica (véase espectro en el anexo), por esta razén a esta
muestra no se le practicaron los analisis de RMN C'3, analisis elemental y absorcion

atémica.
El HIV-Zn a partir del ac. 3-hidroxi-isovalerico

Se hizo otro ensayo para obtener la sal de cinc, en donde de la muestra de
HIV-Ca (muestra 2) tratada con acido oxalico para obtener el acido HIV (véase parte
experimental), se tomo una cantidad, Ia cual se disolvi6 en agua y se le agreg6 el
carbonato de cinc también previamente disuelto en agua, ya que, de alguna manera
este procedimiento ayuda a que se lleve a cabo mejor la reaccion, se agité para
incorporar las disoluciones, observandose esta completamente transparente, se dejé
reposar por alrededor de una hora, se le evaporé el agua, observandose un soélido de
un ligero color café, (a esta muestra se le asigné el numero 4) y que presentaba el
mismo olor y caracteristicas fisicas a las de las sales calcio previamente
identificadas, lo cual mostré un indicio de que la sal obtenida era el HIV-Zn, por lo
que se le realizaron las siguientes pruebas: descripcion fisica de la sal las cuales son
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iguales a las observadas en la muestra 3, ademas se le hizo: IR, RMN C*3, Absorcién

Atomica y Analisis Elemental.
Espectroscopia Infrarroja

3114.14 cm™ banda de alargamiento del anién carboxilato —-COO"
2976.15 cm™ banda del hidroxilo sustituyente en la posicién 3 de la sal
1637.15 cm™ banda de alargamiento asimétrico intensa por el -COO"
1465.24 cm™ banda de alargamiento simétrico mas débil por el —COO"

Como vemos este espectro, presenta como en todos los casos bandas
caracteristicas de una sal proveniente de un acido carboxilico, pero lo mas
importante de este espectro es que muestra las bandas perfectamente definidas,
aunque también se observa humedad, recordemos que el producto es higroscopico y
que al momento de hacer el analisis no estaba los suficientemente seco. A esta
muestra si se le hicieron las demas pruebas debido a que en este espectro se
observd sin impurezas importantes (ver anexo).

Resonancia Magnética Nuclear C'?

29.251 ppm | Correspondiente al C5 5€ 0

32.724 ppm Correspondiente al C4. | ||

52,302 ppm Correspondiente al C2. C C C C 0-
72.993 ppm Correspondiente al C3. 4 | 3 2 1
179.850 ppm | Correspondiente al C1. OH

Tabla 3.4

Las bandas correspondientes a este espectro, muestran que e! producto
obtenido tiene pocas impurezas debido a que se observan cinco bandas finas
(singuletes) lo cual no sucedié con el HIV-Ca (muestra 2), ademas de que este
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espectro nos muestra que banda corresponde a cada carbono de la molécula, lo cual
también nos da informacion acerca de la estructura y nos confirma que la muestra
analizada corresponde a la cadena de carbonos del 3-hidroxi-isovalerato (véase

espectro).
Absorcion Atémica

Para poder saber si el ion que acompania a la sal es el ion cinc, se le hizo una
prueba de absorciéon atémica a la muestra 4, ademas de que este analisis también
nos da una aproximacién de que tan pura se encuentra la sal.

Las mediciones del ion Zn?* se hicieron de la siguiente forma:

Como en el caso de la medicion del ion calcio fue necesario preparar una
curva estandar de cinc, por lo que en la literatura'® '7, se reporta que para poder
hacerla se utiliza cinc metalico. Al cinc metalico se le hizo un previo tratamiento con
acido clorhidrico concentrado, debido a que el cinc es oxidado por el oxigeno del
medio ambiente, después de agregar el acido se deja reaccionar, hasta que el cinc
cambia de un color negro a un color gris metalico a continuacion se lava con agua
desionizada hasta un pH neutro y se seca en desecador, al cual previamente se le
puso ambiente de nitrogeno, esto es para asegurar que la muestra que se va a
utilizar para hacer la curva sea totalmente cinc y no otros derivados de este metal, lo

cual cambiaria las concentraciones de las disoluciones que componen la curva.

Se pesaron 0.25 g de cinc metalico, llevandose a un aforo de 250 mL con una
disolucién de HCI al 1% (preparada con agua desionizada), quedando una

concentracion final de 1 mg/mL de Zn?'.
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De la disolucion anterior se tomaron 2 mL y se llevaron a un aforo de 100 mb
con agua desionizada, quedando una concentracion final de 20 ppm (20 mg/L), para
la disolucion de 40 ppm se tomaron 4 mL, lo mismo se hace para los demas puntos
en donde se tomaron 6, 8 y 10 mL, hasta obtener cinco concentraciones de 20, 40,
60, 80 y 100 ppm. €

La preparacion de la muestra problema consisti6 en pesar 22.91 mg de
HIV-Zn y se llevaron a un aforo de 10 mL con agua desionizada, de esta disolucion
se tomé 1 mL y se llevéo a un aforo de 10 mL con agua desionizada, quedando
finalmente una concentracién de 50 mg/L o 50 ppm, esto se hace para que el valor
experimental de la muestra problema caiga en un punto intermedio de la curva
estandar.

Las mediciones se hicieron en un espectrofotometro de llama, en donde se
midieron primero las disoluciones de la curva estandar y por ultimo la muestra
problema. Arrojando los siguientes resultados (véase la tabla 3.5.)

Curva estandar
Conc.
Zn20- ppm Abs
0 0
20 0.181
40 0.35
60 0.52
80 0.691
100 0.85
r=0.99985
Muestra 4 HIV-Zn
49.2941 [ 0.426
Tabla 3.5
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Por medio de una interpolacion en la curva estandar de la absorbencia
obtenida con la concentracion, se pudo determinar la concentracion de iones cinc

contenidos en la muestra (véase el anexo).

Analizando los resultados, vemos que existe una diferencia del 1.41 % con
respecto a la concentracion a la que fue preparada, lo que indica que esta muestra

es de una pureza del 98.58 %.
Analisis Elemental

Esta prueba complementa los resultados de la absorcién atémica, ya que, nos
permite determinar la cantidad de carbono e hidrogeno presente en la muestra 4 de
HIV-Zn, y si estos concuerdan con los resultados tedricos, quiere decir que la
muestra se encuentra con una pureza adecuada, y si resulta un exceso o
disminucién, se puede pensar en un contaminante, ya sea, organico o inorganico.
Los resultados de esta prueba son los siguientes:

Muestra 4
HIV-Zn std PM: 299.64 g/mol
Teo. Exp.
% C 40.08 40.33
% H 6.00 6.06
% O 32.03 -
% Zn 21.81 -
Tabla 3.6
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El porciento de carbono determinado en la muestra es muy similar al tedrico,
lo que nos indica que el porciento de carbono corresponde al HIV-Zn, el porciento de
hidrogeno también presenta una similitud muy alta con porcentaje tetrico, lo que
definitivamente nos confirma que la muestra de HIV-Zn es una muestra con una
pureza muy aita, y el posible‘exceso se debe al acido HIV remanente.

IV. Ensayo de la obtencién del HIV-Fe(ll)

Debido a la posibilidad de extrapolar la sintesis a la obtencion de otras sales,
se realizé un ensayo de la obtencion del HIV-Fe(ll), pensando en que ésta sal
presentaria notables ventajas para la biodisponibilidad de Fe (ll), en el combate de
deficiencias con este elemento (anemias).

Aunque se intentd ia obtencién de la sal a partir del acido HIV, se tuvieron
serios problemas para tener un hidréxido ferroso o un carbonato ferroso, con !a
pureza y disponibilidad confiables, en especial si se piensa a gran escala.

Una opcion que dio muy buenos resultados fue la mezcla de dos sales
solubles en agua, de tal manera que como resultado se obtuviera una sal insoluble y
otra soluble, esta fue el sulfato ferroso heptahidratado, que es soluble en agua y que
por interaccion con una sal de calcio genera sulfato de calcio insoluble y el catién
hierro (If) disponible. Una valoracién del contenido de hierro Il dio excelentes

resultados.

0o

0
| |
Ca o-| + FeSO4 ——p Fe o-| * CaSO,

OH OH
2 2

Reaccién 3.7. Obtencién del HIV-Fe(ll)
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CAPITULO 4 PARTE EXPERIMENTAL g

I. DESCRIPCION DE LAS SINTESIS DE LAS SALES DE CALCIO Y CINC.
{.1 Preparacion de HIV-Ca
1. - Extraccién de la sal de calcio de un producto comercial

A 8 capsulas de un producto comercial (cada capsula con 0.25 g de principio
activo) lo que equivale a 2 g de HIV-Ca, se disuelven en 20 mL de alcohol etilico a
+ 50°C, la mezcla resultante se filtra en papel filtro de poro fino, al filtrado se le
evapora el disolvente a sequedad y el producto que queda se guarda en un frasco
seco con tapa; al sélido retenido en el papel filtro se extrae nuevamente con etanol
caliente y se filtra, con la finalidad de obtener la mayor cantidad de producto puro (se
hicieron 4 extracciones).

RENDIMIENTO DE LA EXTRACCION
Muestra 1| HIV-Ca comercial 1.243 g r 62.15 %

El producto se caracterizd por espectroscopia infrarroja:
IR: 3351.95 cm™, 2972.85 cm™, 1562.70 cm™, 1410.26 cm™,

2. - Sintesis del 3-hidroxi-isovalerato de calcio.

En un matraz bola de tres bocas de 500 cc, provisto de una trampa de
Dean-Stark, un termometro y un tapén 24/40, todo el equipo es colocado en una
parrilla de agitacién y canasta de calentamiento, se colocan 23.0 g de alcohol-
acetona (4-hidroxi-4-metil-2-pentanona) y 50 ml de agua desionizada, se agita y
calienta a una temperatura de 45-50°C, obtenida esta temperatura, por la boca que
tiene el tapén se adiciona en porciones de 1 g poco a poco los 65.38 g de hipoclorito
de calcio (al 65% p/p), en intervalos de 5 a 10 minutos, al ir adicionando el hipoclorito
se aprovecha el calor generado por la reaccién para aumentar la temperatura hasta
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70°C, se mantiene el sistema en agitacion y cerrado cada vez que se adiciona e!
hipoclorito, al terminar, se deja por un periodo de 1 hora, o cuando ya no se abserve
la separacion y condensacion del cloroformo en la trampa, se deja enfriar. Para
eliminar el exceso de hipoclorito de calcio se adiciona tiosulfato de sodio hasta

prueba negativa con yoduro de potasio.

A la mezcla de reaccidén se le adiciona etanol y se filtra por gravedad hasta,
que el filtrado quede totaimente transparente, a éste se le evapora la mayor cantidad
de disolvente a una temperatura no mayor de 35 °C, y se seca en estufa a igual
temperatura o en desecador hasta obtener un sélido, si es necesario se recristaliza
con etanol caliente con la finalidad de purificar, se muele el sélido obtenido y se

coloca en un recipiente seco con tapa.

RENDIMIENTO DE LA SINTESIS
Muestra 2 HIV-Ca 13.57 g 42.92 %
CHCH, 11.85g 50.08 %

El producto se caracterizé por IR, RMN C'3, Absorcion Atémica y Analisis Elementat.

IR: 3351.95 cm™, 2972.85 cm™, 1562.70 cm™, 1410.26 cm™".

RMN C'3: 29,384 ppm, 50.557 ppm, 72.835 ppm, 182.27 ppm.

Absorcion Atomica: 61.1569 ppm 0.312 Absorbencia. Preparacion de la muestra:
Se tomaron 34.22 mg de la sal y se disolvieron en un matraz aforado de 10 mL,
dando 500 mg de Ca ** por L, de esa disoluciéon se toma 1 mL y se ileva a un aforo
de 10 mL ( 50 ppm de Ca **).

Analisis Elemental: %C 31.57; %H 5.2735.

Pureza: 77.7%
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1.2 Preparaciéon de HIV-Zn
Se realizaron tres formas de obtencién del HIVZn:
1. - A partir del HIV-Ca:

1a. Partiendo de 2 g de HIV de calcio (muestra 2), se disuelven en 20 mL de agua
desionizada, a la disolucién resultante se le agregan 0.5 mL de acido sulftrico
diluido en 10 mL agua fria, hasta precipitacién total det sulfato de calcio (pH 4.0)
se filtra y al filtrado se le agregan 0.4611 g de ZnO hasta un pH 7-8, la
suspension resultante se filtra y se evapora el agua a sequedad.

1b. A partir del HIV-Ca (muestra 2), se pesan 2 g y se disuelven en agua
desionizada (20 mL) a la disolucion resultante se le adiciona una disolucion de
acido oxalico (0.8087 g en 10 mL de agua desionizada) hasta precipitacion total,
esto se comprueba agregando una gota de exceso, dando un volumen final de
30 mL, se filtra y al filtrado se le adicionan 0.7105 g de carbonato de cinc, se
agita por 10 minutos, al terminar se filtra y se evapora el agua a sequedad.

PESOS DE LOS SOLIDOS OBTENIDOS
PREPARACION | g OBTENIDOS | RENDIMIENTO

1a 0.8595¢g 50.62 %
1b 1.0474 g 61.68 %

NOTA.- Se descarta el producto obtenido de la reaccion 1a debido a que éste no
presenta ia misma forma de cristales (fino polvo blanco) y la presencia de un fuerte

olor acre y desagradable.
A la muestra 1b se le asigna el nimero 3 y se le determiné solo espectroscopia de

tipo infrarrojo.
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IR: 3364.86 cm™, 297842 cm™, 1636.01 cm’', 140587 cm’, 1567.72 cm’,
1440.04 cm™, 1383.34 cm™.

2. - A partir del acido 3-hidroxi-isovalérico

Se pesan 2 g de acido 3-hidroxi-isovalérico (este se preparé a partir del
HIV-Ca el cual se acidificé con acido oxalico, se filtra y se lava el precipitado con
etanol, a la disolucion restante se destila a presion reducida y se recoge ta fraccion
que destila a 92 °C a 1 mmHg, se obtiene un sélido con un p.f. de 77-80 °C) se
colocan en un vaso de precipitados de 250 ml con 20 m! de H;O desionizada, en
una parrilla de agitacion magnética, se agita hasta que se disuelva completamente el
acido, luego se adicionan poco a poco 1.0614 g de carbonato de cinc, se agita por 15
min, se filtra y al fitrado se le evapora el disolvente a 37-40 °C, una vez seco se
extrae con etanol, se filtra y se evapora hasta sequedad, el producto se guarda en un

frasco seco con tapa.

RENDIMIENTO DE LA SINTESIS
Muestra 4 HIV-Zn 2.2530¢g 88.82 %

El producto se caracterizé por IR, RMN C'?, Absorcién Atémica y Analisis Elemental.

IR: 3114.14 cm™', 2976.15 cm™, 1637.15 cm™, 1465.24 cm™".

RMN C'3: 29.251 ppm, 32.724 ppm, 52.302 ppm, 72.993 ppm, 179.850 ppm.
Absorcion Atémica: 49.2941 ppm y 0.426 Absorbencia. Preparacion de la muestra:
Se tomaron 22.91 mg de la sal y se disolvieron en un matraz aforado de 10 mL,
dando 500 mg de Zn*" por L, de esa disolucién se toma 1 mL y se lleva a un aforo de
10 mL ( 50 ppm de Zn**).

Analisis Elemental: % C 40.33; % H 6.06.

Pureza: 98.6 %.
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Muestras obtenidas de las diferentes reacciones realizadas

MUESTRAS DE LAS REACCIONES

1 |HIV-Ca comercial |Muestra obtenida del producto comercial

2 |HIV-Ca Muestra obtenida a partir de la reaccion con hipoclorito-Ca
3 {HIV-Zn Muestra de la reaccién 1b

4 {HIV-Zn std Muestra de la reaccién a partir del acido HIV

5 |Ac. HIV Muestra estandar preparado a partir del HIV-Ca

Ensayo de obtencién de la sal de hierro |l

En un vaso de precipitados de 100 mL se colocan 1.0130 g de FeSO4*7H20 y
se disuelven con 15 ml. de agua desionizada, en otro vaso de 100 mL. se disuelve 1
g de HIV-Ca en 15 mL de agua desionizada. Se mezclan las disoluciones, con
agitacién, a los 10 minutos aparece un fino precipitado, se filtra y la disolucién
resultante se evapora a sequedad, obteniéndose un sélido pardo, que se caracterizé

determinando hierro |l.

64




TR AT NEL Y S e Y T o W A L TS, T R 2 AT - SEOTLE L g
: EEV DR P 5 ST S S T X RO SR ) IATLOES A
IR A
LR

t

bk

CONCLUSIONES

B

SRR s erien i




CAPITULO 5 CONCLUSIONES Q

1. Se presenta la evaluacion de la sintesis de HIV-Ca. En donde se concluye que la
mejor ruta de obtencion del 3-hidroxi-isovalerato de calcio, es a través del acido
3-hidroxi-isovalerico y una vez obtenido este, se agrega una sal basica de calcio.

2. Se presenta el método de sintesis del HIV-Zn, producto no reportado en la
literatura, el cual se obtiene a partir de la formacion previa del acido
3-hidroxi-isovalerico in-situ y Ila adicién de una base, también se hace a partir de
un acido previamente purificado, al que se le adiciona la misma sal basica y se
obtiene el producto con un rendimiento bastante elevado. El mejor resultado se
obtuvo por acidificaciéon de la sal de calcio y su destilacion.

3. Se presentan los espectros de IR del HIV-Ca, HIV-Zn y ac. HIV, comprobandose
que corresponden a las estructuras que se plante6 obtener.

4. Se presentan los espectros RMN C'** del HIV-Ca y HIV-Zn no informado en la
literatura, concordando con las estructuras quimicas planteadas.

5. Se presentan los resultados del andlisis elemental y absorcion atémica para el
HIV-Ca y HIV-Zn, este ultimo no informado en la literatura, en donde se pudo
hacer una aproximacion de la pureza de los productos sintetizados asi como de
los posibles contaminantes.

6. Se presenta un ensayo de obtencion del 3-hidroxi-isovalerato de hierro 1l a partir
de una sal de hierro |l como un producto nuevo de proyeccién de la sintesis.
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Densidad

Masa Superficie | Volumen | Solubilidad |
Aminodcido Dalton A K| P 2 | ghoogazec py Fémula
cristalino
HOOC
Alanina | ALA A 71.00 115 886 | - |6107| 1665 | 1401 HN—C—CH,
H . N
HOOC 3
HN— C—CH—CH,—CH,—NH«_ _NH
Arginina | ARG [R| 15649 | 225 | 1734 |~12|1076| 15 1.1 ’ ) \il:/ o
H NH;
HOOC\ _ ({0
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H
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9.1- N CH—
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’ H
=
Fenilalanina | PHE |F| 14718 | 210 | 1899 | - | 591 | 2965 . i / i
H




he
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Acido HN
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HOOC 5 P
Gutemina | GLN Q| 128.14 | 180 | 1438 | - | - 25 ) HN—C—CH—CH; C\NH,
2
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Hitidna | HIS [W| 13744 | 195 | 1532 |62 | 764 | 4.9 . H*N’"IC"CH'{\/NH‘ LHisidna
H
HoOC (l:H’
Isoleucina | ILE |1 113.46 175 1667 | - | 6038 4417 . H,N—C—?—CH:—C%
o
HOOC
CH,
e
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H
HOOC
——C— CH— CH,— CH—CH—NH,"
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H
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RMN de Estado Sélido C13 CPMAS a 5 kHz 0

Sonda MAS 400 SB 15N-31P BL4. Equipo BRUKER Avance 400 l
Muestra 4 HIV-Zn std Zn o
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poR 200 150 100 50

Current Data Parameters

NAME . hrbzn
EXPNO ° ]
PROCND 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20020228
Time L .47
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBI 1H-BB
PULPROG 4

10 200
SOLVENT coci3

NS 766

0s 0

SHH 31455.533 H2
FIDRES 71.888832 Hz
AG .0.0064855 sec
A6 9195.2

oy 16.043 usec
DE 6.50 usec
TE 300.0 K

0 5.00000000 sec
wszmasns CHANNEL {1 wesmzess
NUCY 13C

P15 1000.00 uset
PLY 2.55 08
5F08 1006274839 Mz
exxssxxz CHANNEL {2 s==sex=c
NUC2 1H

3 5.00 usec
PL2 -2.00 0B
AL -2.00 0B
SFO2 4004375000 M2
F2 - Processing parameters
s - 4086

L3 100.6345843 Wiz
WO EM

SSB 0

8] 5.00 Kz
B 0

PC 1.00

1D R plot parameters

£X 20.00 cm”
oY 9.00 cm
FiP 250.000 ppR
3] 25153.67 WL
FepP -10.000 ppm
f2 . ~3005.15 H
PPECH 13.0000C ppr/ce
HZCH 1307.92784 Hz/cs
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opm

263.737

233.584

RMN de Estado Solido C13 CPMAS a 5 kMz
Sonda MAS 400 SB 15N-31P BL4, Equipo BRUKER Avance 400
Muestra 2 HIV-Ca

210.715

182.270

132.329
—122.843 .

79.797
72.839

59.316
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Ca
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Current Data Parameters

NAME . trbea
ExPND . 1
PROCND 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20020228
Time 18.45
INSTRUM spect
PROSHD 5 mn BBI 3H-8B
PULPROG ©p

0 400
SOLVENT coei3

NS 649

s 0

SWH 31155.533 Hz
FIORES 77.888832 Hz
AD 0.0064855 sec
i 8395.2

DW 16.049 usec
DE 6.50 usec
T 300.0 k
0 5.00000000 sec

zeseraee CHANNEL {] mrxemass

NUCH 13C

P15 1000.00 usec
Py 2.55 d8
SFOY 100.6274833 Mz
sxszusss CHANNEL {2 mamwzzza
NiC2 1H

] 5.00 usec
PL2 -2.00 0B
PLI2 -2.00 ¢8
SFO2 400.1375000 M4z

F2 - Processing parameters

S1 4096

SF 100.6145843 M4z
WOW EM

558 0

LB 5.00 Hz
68 [}

PC 1.00

10 NA plot parameters

cx 20.00
Ly 9.00 co
F1p 282,040 ppm
F1 28377.40 Kz
FeP -27.612 ppm
F2 -2778.82- W2
PRHCH 35.482E0 oom/ew

1557.7762Z Ha/em
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