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RESUMEN

En este trabajo se estudiaron las moléculas silibina, 2,3-dehidrosilibina y seis de sus
derivados. Se analizaron aspectos estructurales ligados a la estabilidad, y se compararon los
espectros de caracterizacion teoricos de UV-visible y Raman con el objetivo de poder
seguir analiticamente la oxidacion de silibina a 2,3-dehidrosilibina, y de diferenciar la
presencia de los diferentes sustituyentes. También se analizo la capacidad antirradicalica de
estos sistemas a pH fisioldgico.

Se optimizaron las geometrias de la silibina y la 2,3-dehidrosilibina. De cada una estas
moléculas se optimizaron cinco derivados monometilados y una molécula sin grupos
metoxi (-OCHpg). Para la silibina y la 2,3-dehidrosilibina se llevo a cabo un estudio que
muestra la importancia de los puentes de hidrégeno intramoleculares.

Para estudiar la capacidad antirradicalica de la silibina, la 2,3-dehidrosilbina y sus
derivados se llevo a cabo un analisis sobre la abundancia relativa de las especies a pH=7.4
en el que se concluy6 que cerca de 70% de la silibina se encuentra sin desprotonar, pero
alrededor de 60% de la 2,3-dehidrosilibina se encuentra desprotonada, por lo que las
propiedades antirradicélicas de estas moléculas cambian con el pH. Se construyé el mapa
donador-aceptor de electrones en el que se compard la capacidad de aceptar y donar
electrones de las especies neutras, desprotonadas y doblemente desprotonadas con el
objetivo de analizar si podian reaccionar con los radicales libres *OOH, NO,* y DPPHe.
Por ultimo, se realizd el estudio de la formacion de aductos como mecanismo para
estabilizar al radical libre «OOH.

Se estudid la interaccion de cumulos metalicos formados por cuatro &tomos de Cu, Agy Au
(neutros y globalmente cargados de acuerdo con los estados de oxidacion mas comunes). Se
propone que la presencia de los metales aumenta la intensidad de las sefiales Raman y UV-
visible. Esto se sugiere para aumentar la sensibilidad de los métodos de deteccion. Ademas,
se estudié cémo la presencia de estos metales mejora la capacidad antirradicalica de la
silibina.

Por dltimo, se llevé a cabo el estudio de la interaccién de cimulos mixtos binarios y
ternarios y se observd que debido a la naturaleza de los cimulos existian cambios en los

espectros de caracterizacion que permiten detectar silibina de una forma mas sensible,



ademas de que estos sistemas pueden modular incrementando la capacidad antirradicélica

de la silibina.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1. CARDO MARIANO: UNA PLANTA MEDICINAL

o TAXONOMIA Y CATEGORIA TAXONOMICA DEL CARDO MARIANO

El cardo mariano o Silybum marianum es una planta que pertenece a la extensa familia
Asteraceae, que retine aproximadamente 23 500 especies en 1 600 géneros y se caracteriza
por su inflorescencia en forma de estrella’. De hecho, el nombre Asteraceae proviene del
término aster, “aotfp”, que en griego significa estrella.

El cardo mariano es una planta anual o en algunos casos bienal dependiendo de la latitud a
la que se encuentre. Puede crecer entre 30 y 200 centimetros, tiene un tallo largo y hueco
que desemboca en la flor compuesta, de forma conica, de aproximadamente ocho
centimetros de diametro de color rojizo o purpura. Las hojas de la planta son oblongas o
lanceoladas, dentelladas y con extremidades filosas y espinosas de color verde palido y con
venas blancas. Generalmente florea de junio a agosto en el hemisferio norte y de diciembre

a febrero en latitudes australes (Figura 1).

Figura 1. Imagen y diferentes ilustraciones del cardo mariano.



Aunque el nombre cientifico m&s comun es Silybum marianum, existen otros como
Mariana lactea Hill, Carduus marianus o Silybum mariae’. Ademés, se conoce por su
nombre comdn como cardo mariano, cardo blanco, cardo lechero o cardo santo, y en
algunos otros idiomas como blessed milk thistle en inglés, chardon argente en francés,
cardo-leteiro en portugués o cardo di Maria en italiano por mencionar sélo algunos.

El cardo mariano se reproduce en suelos ricos en nitratos y con altos niveles de nitrogeno y
temperaturas promedio anuales mayores de 10 °C. Al término de su ciclo biolégico (uno o
dos afios) y la muerte de la planta, las semillas se depositan en el suelo y ahi se nace una
nueva planta, con lo que la probabilidad de auto-perpetuarse y volverse una plaga es
bastante alta. Asi lo relata Charles Darwin durante su travesia de cinco afios alrededor del
mundo a bordo de The Beagle. En 1837 describe la invasion de cardo mariano de la
siguiente forma: “very many (probably several hundred) square miles are covered by one
mass of these prickly plants, and are impenetrable to man or beast. Over the undulating

plains, where these great beds occur, nothing else can now live”.

Figura 2. Semillas de cardo mariano en una planta muerta.

Su hébitat es bastante variado pero sobre todo se encuentra en zonas cercanas a accesos
fluviales donde la humedad es elevada y en zonas de llanuras y tierras de pastoreo.

Aunque originaria de la peninsula Arabiga, el sur de Europa, algunas regiones de la India 'y
el norte de Africa, el cardo mariano fue introducido como planta medicinal en América,

Africa subsahariana, Japon y Oceania por lo que se encuentra hoy ampliamente repartido



por el mundo (Figura 3). En México, se encuentra en los estados de México e Hidalgo y el

Distrito Federal. Se le considera una planta exética en probable expansion.

Figura 3. Distribucion del cardo mariano en el mundo.

o EL CARDO MARIANO, UNA PLANTA MEDICINAL

Se tienen referencias del cardo mariano desde la Antigiiedad aunque sin hacer referencia a
sus propiedades medicinales®. El fil6sofo griego Teofrasto de Ereso (371-287 a.C.),
considerado el padre de la botanica por sus obras De historia plantarum (Historia de las
plantas) y De causis plantarum (Sobre las causas de las plantas) menciona el cardo mariano
describiéndolo como un matorral espinoso pero sin hacer referencia alguna a sus
propiedades medicinales®.

En el Renacimiento, botanicos, médicos y boticarios europeos hacen alusion a las
propiedades curativas de la planta. Dos de los mas importantes fueron Pietro Andrea
Mattioli, que explica que las semillas molidas servian para aliviar dolores de costado, pero
sobre todo Hieronimus Block, que describe textualmente en su libro Kreutterbuch: “Das
gebrandt wasser ist gut zu der enziindten lebern”, refiriéndose probablemente a que una
extraccion alcohélica caliente de cardo mariano es buena para el higado®. A partir de ese
momento, el cardo mariano se menciona recurrentemente como una planta benéfica para
tratar enfermedades y afecciones del higado™”.

Actualmente, el cardo mariano es una planta de importancia terapéutica para tratamiento de
problemas hepéticos*®, envenenamiento por hongos®; por sus potentes propiedades

antiinflamatorias’ y aplicaciones anticancerigenas en prostata y ovarios®. EI componente



activo del cardo mariano es la silimarina, que es una mezcla de muchas sustancias. Las

910 & incluso se

propiedades antioxidantes de la silimarina se han probado in vitro e in vivo
conoce que protege contra la citotoxicidad inducida de la nicotina™. Su extraccion se lleva
a cabo en enormes cantidades por la industria farmacéutica. Las semillas de la flor se
muelen 0 se maceran y después se hacen extracciones sucesivas con disolventes organicos
polares como metanol, etanol o acetona y luego con disolventes de polaridad media como
acetato de etilo. Los lipidos e impurezas polares se remueven y la mezcla resultante se

conoce como silimarina. Esta es una mezcla compleja de sustancias llamadas flavonoides™?.

2. FLAVONOIDES Y SILIMARINA
o FLAVONOIDES

Los flavonoides son metabolitos secundarios que a su vez son compuestos 0organicos
producidos por los organismos; no tienen relevancia en el crecimiento y reproduccion de
los mismos, estan presentes en las plantas y son responsables del color amarillo, rojo o azul
de las flores®. Estos pigmentos naturales son igualmente los metabolitos secundarios méas
importantes en la dieta humana. Se encuentran presentes en cantidades apreciables en
perejil, cebollas, moras, arandanos y otras bayas, ademas de encontrarse en citricos,
platanos y en chocolate amargo™.

La estructura quimica de los flavonoides tiene dos anillos aromaticos y un anillo
heterociclico. Se trata de un esqueleto basico de 17 atomos que se conoce como estructuras

C6-C3-C6 por la disposicién de los atomos de carbono (Figura 4).

@)

Figura 4. Esqueleto de la estructura quimica de la flavona.



Los flavonoides presentan todo de tipo de actividad bioldgica y farmacéutica de interés
general para la salud humana, por lo que su estudio se ha acrecentado en los ultimos 60
afios. Estos compuestos presentan respuestas bioldgicas satisfactorias in vitro de tipo
hepatoprotectivas™, antimicéticas®®, antibacteriales®, antivirales' y antirradicélicas'®*"*®

entre otras.
o SILIMARINA
La silimarina es la mezcla de flavonoides extraidos del cardo mariano®® cuyo componente

mas estudiado es la silibina*? (Figura 5).

OH
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Figura 5. Estructura molecular de la silibina.

La silibina es a su vez una mezcla equimolar de diasteroisémeros, silibina A v silibina B®
(Figura 6).

OH O

Figura 6. Silibina Ay Silibina B respectivamente.

Aunque la silibina es el componente mayoritario de la silimarina®, existen otros
compuestos que se han extraido a lo largo de los afios, entre los que destacan cinco
principales: taxifolina, isosilibina A, isosilibina B, silicristina A y silidianina. Ademas, en
la variedad de flor blanca de silybum marianum se han extraido otros compuestos como

silandrina?, isosilandrina®, silimonina® y siliamandina®. La silimarina contiene ademés



un porcentaje variable, que oscila entre 10% y 30%, de compuestos polifenolicos

desconocidos o no identificados. A esta fraccion se le conoce como “fraccion polimérica”.

3. ELUCIDACION DE LA ESTRUCTURA DE SILIBINA

La silibina fue aislada de la silimarina por primera vez en 1959 por Méschlin®. En 1960
Janiak y Hénsel fueron los primeros en publicar la purificacion de algunos flavonoides de la
planta Silybum marianum, donde exponen las constantes fisicoquimicas bésicas, asi como
la formula empirica®. Cinco afios mas tarde, Wagner et al. nombraron a este compuesto,
silibina y encontraron que disponia de cinco grupos hidroxilo; estos grupos podian ser
acetilados y metilados®. Sin embargo, la determinacién de la formula molecular exacta, asi
como de la estructura completa no fue establecida hasta 1975.

El problema de la elucidacion completa de la silibina sélo se habia resuelto parcialmente
porque la configuracion absoluta de los centros quirales quedaba sin conocerse. La
molécula de silibina presenta cuatro centros quirales (Figura 7). Pelter y Hansel?
propusieron atinadamente las configuraciones para los carbonos C-2 y C-3, y sugirieron
igualmente las configuraciones para los carbonos C-10 y C-11, sin tener en cuenta que la
silibina es en realidad una mezcla racémica de diasteroisomeros. En 1979, Arnone et al.

publicaron la estructura completa de la silibina®.

OH O

Figura 7. Centros quirales en la silibina.



4. COMPONENTES MAYORITARIOS DE SILIMARINA

Se desconoce con exactitud la proporcidn de los componentes mayoritarios en la silimarina,
lo que constituye una dificultad en el trabajo sistemético con este tipo de compuestos®*3*!,
Esta reportado que la concentracion de silibina y demas componentes mayoritarios varia
dependiendo del origen del cardo mariano®. Los diasteroisémeros de silibina A y B, que en
muchos casos son los componentes flavonoides mayoritarios y por lo tanto méas estudiados,
resultan ser componentes menores en algunas muestras, mientras que la silicristina,
componente apenas apreciable en un buen nimero de plantas, resulta ser es el mas
abundante en otras.

Aunque la composicion de los cuatro componentes principales (silibina, isosilibina,
silicristina y silidianina) pueda variar de forma notable, resulta clara la relacion de

concentraciones entre pares de diasteroisémeros. Se conoce que®:

Silibina A < Silibina B
Isosilibina A > Isosilibina B
Silicristina A >> Silicristina B

Silidianina (s6lo un diasteroisomero reportado)

La falta de homogeneidad en la proporcion de los componentes mayoritarios de silimarina
supone un problema para fines practicos de tipo médico, pues no se tiene la certeza de la
composicion de las muestras y se pone en riesgo la consistencia terapéutica de los
flavonoides de la silimarina ya que cada componente tiene una actividad distinta®. Para
fines médicos, las muestras con mayor proporcién de silibina e isosilibina son las
seleccionadas para trabajar pues son las que exhiben en mayor medida la actividad

hepatoprotectiva.



5. PROPIEDADES QUIMICAS DE SILIBINA

La Figura 8 presenta la silibina con la humeracion sistematica de los anillos y los grupos

funcionales mas importantes.

HO @)
RO
OH OH

OH o 20

Figura 8. Estructura de la silibina con la numeracion sistematica.

La silibina es una molécula pequefia que consta de 57 &tomos (PM=482g/mol), pero con
una riqueza y diversidad quimica muy interesantes, ya que tiene los anillos aromaticos y
heterociclicos alternados, y tiene cinco grupos hidroxilo que se encuentran repartidos
alrededor de la molécula.

De estos cinco grupos —OH, hay tres de tipo fendlico en las posiciones R; Rs y Ry, uno
secundario en la posicion Rz y otro primario en la posicion Ry3. Cada uno de ellos presenta
distintas propiedades de reactividad quimica.

El grupo —OH fendlico en posicion Rs es sin duda el mas importante para explicar algunas
de las propiedades quimicas de la molécula, puesto que se encuentra unido por un puente de
hidrégeno al carbonilo del anillo C. Esto implica que el grupo oxo se encuentre en
conjugacion con el anillo aromatico A y confiera a la molécula mayor estabilidad®*°.

Los otros grupos hidroxilos fendlicos presentan pequefias pero importantes diferencias. El
grupo situado en R; es mas reactivo que el que se encuentra en Ry por la ausencia de
impedimentos estéricos y porque no presenta interaccion con otros grupos, como lo hace el
grupo —OH en Ry con el grupo metoxi situado en Rig 0 el grupo —OH en R3 con el grupo
cetona del anillo C%.

En cuanto a los otros dos grupos hidroxilo, los situados en R3 y R,z pueden ser facilmente
oxidados®*?. El grupo —OH en R3 puede oxidarse incluso con el oxigeno atmosférico y dar
origen al derivado 2,3-dehidrosilibina (Figura 9); que es un importante derivado de la

silibina®.
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Figura 9. Conversion de silibina en el derivado 2,3-dehidrosilibina.

La conversion de silibina en el derivado 2,3-dehidrosilibina es un proceso muy estudiado.
No se tiene muy claro si la 2,3-dehidrosilibina es un componente nativo de la silimarina o si
se produce —en muy pequefias cantidades— por reacciones de silibina con oxigeno®.
Ademas, el derivado 2,3-dehidrosilibina presenta propiedades fisicoquimicas distintas y
una actividad bioldgica diferente de su analogo hidrogenado, gracias a una deslocalizacion
electronica mucho mas eficiente e importante y a la formacion de una estructura plana entre
los anillos A, B, C y D. El doble enlace modifica el angulo diedro que une el grupo
benzodioxano con los anillos C y D, lo cual modifica sustancialmente las propiedades
electrénicas de la silibina®,

En la Figura 10 se presenta el mecanismo de reaccién por el cual la silibina se oxida para
formar el derivado 2,3-dehidrosilibina. De manera general, y bajo condiciones basicas, el
oxigeno atmosférico oxida el grupo hidroxilo en posicion Rz para formar la cetona

correspondiente, que a su vez sufre una condensacion aldélica.

‘Nu

o o o( o.. 0 0
s —2 [ | — | — [ | ——[ |
on MU 0 o OH
© © o © LH-NU ©

Figura 10. Mecanismo de reaccion enfocado en el anillo C de la silibina mostrando la formacidn del
doble enlace en la posicion C2 y C3.

En la Figura 10, la nomenclatura :Nu, corresponde a un nucleofilo, es decir una especie
quimica rica en electrones y con facilidad para enlazarse a un nacleo; esto es por definicion

una base de Lewis.



Pese a tener cinco grupos hidroxilo que son grupos polares, la molécula globalmente es
hidrofobica. La silibina es poco soluble en agua y en disolventes polares como metanol o
etanol, sin embargo es soluble en disolventes polares aproticos como DMF, THF o acetona
e insoluble en disolventes no polares como cloroformo o éter de petréleo®. Esto puede
explicarse porque de los cinco grupos —OH que se encuentran en la molécula, tres de ellos
participan en puentes de hidrégeno intramoleculares®®. El grupo —OH en Rs forma un
puente de hidrogeno intramolecular con el carbonilo adyacente. Este puente de hidrégeno
es el mas importante para entender la estabilidad quimica de la molécula. EI grupo —OH en
R3 forma otro puente de hidrégeno con el C=0, y la interaccion del grupo —OH en Ry con
el oxigeno del grupo —OCH3; en Ry forma el tercer puente de hidrégeno intramolecular.
Los tres puentes de hidrogeno intramoleculares disminuyen el caréacter hidrosoluble de la
silibina®. Sélo los grupos —OH en Ry y en R,z podrian aportar un caréacter hidrosoluble a la
molécula.

La solubilidad es sin duda un pardmetro importante para las aplicaciones médicas y se han
llevado a cabo numerosos estudios para conocer mas acerca de esta variable. Se tienen
indicios sélidos de que la solubilidad aumenta como funcion del pH, y que aumenta
igualmente como funcién de la temperatura®*,

Otro aspecto interesante de la silibina y de la mezcla compleja de la silimarina tanto en el
aspecto médico como en el bioquimico es conocer qué especies se encuentran presentes a
pH fisioldgico y sobre todo en qué cantidad. Esto cobra especial interés sabiendo que a
medida que se incrementa el pH de una disolucién acuosa, la solubilidad de la silibina
aumenta. Asi, en disolucion acuosa, la silibina se comporta como un &cido débil cuyo
protén més &cido tiene un pKa igual a 7.7%°. El protén més 4cido es aquel en posicién Ry
(Figura 11). Esto se puede explicar gracias a que la carga negativa primero situada sobre el
oxigeno es capaz de estabilizarse sobre todo el anillo A. Los demés pKa de la silibina
reportados son pKa=11.0 para el grupo —OH en posicién 20%.0Otros valores de pKa
reportados para la silibina son 7.0, 8.7, 9.57 y 11.66 para los grupos Rz, Rs, R3 ¥ Ry
respectivamente®. A pH fisiolégico, es decir pH=7.4, una parte de la silibina se encontrara

sin desprotonar.
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Figura 11. Reaccion de desprotonacion del proton mas acido de la silibina.

o DERIVADOS METILADOS DE SILIBINA

Numerosos derivados de silibina se han sintetizado a lo largo de los afios con un objetivo
fundamental: explorar su capacidad como agentes biol6gicos. Se ha intentado aumentar la
solubilidad en agua para hacerlos mas efectivos para pruebas in vitro. También se han
sintetizado derivados de silibina por cuestiones historicas con el afan de conocer con
precision la estructura de la silibina.

En este proyecto se presentaran los derivados metilados de la silibina pues son con los que
se trabajo. Como se sabe la silibina tiene tres grupos hidroxilos fendlicos (Rs, R7 ¥ Rx) ¥
otros dos grupos —OH.

Experimentalmente®, las metilaciones se han llevado a cabo en las posiciones R7, Rao Y Rs
en ese orden, mientras que hay muy poca informacion sobre este tipo de reacciones en las
posiciones Rs 0 Ry3, por lo que resulta interesante esterificar sistematicamente los grupos

hidroxilo y analizar cuestiones de estabilidad y reactividad.

6. PROPIEDADES ANTIOXIDANTES DE LA SILIBINA

Las propiedades antioxidantes de la silibina se han comparado sistematicamente con el
derivado 2,3-dehidrosilibina pues se pueden llevar a cabo estudios de estructura-
reactividad. La diferencia estructural y electronica que supone el doble enlace en los
carbonos C2 y C3 tiene consecuencias a la hora inhibir procesos en donde se involucran
radicales libres. El doble enlace provoca que la molécula sea practicamente plana por lo

que la deslocalizacién electronica es mas eficiente que en la silibina®®. La 2,3-

11



dehidrosilibina tiene una capacidad mucho mayor para estabilizar radicales®®. La
estructura es capaz de modular, incrementar y favorecer un proceso antioxidante.

El derivado 2,3-dehidrosilibina es mucho mejor especie quimica antirradical que la silibina
en los experimentos de estabilizacion del radical DPPHe, la inhibicion de la peroxidacion
de lipidos microsomales o la inhibicién de especies reactivas de oxigeno®.

Trouillas et al. reportaron que el mecanismo principal de inhibicién de radicales libres para
la silibina es el mecanismo de transferencia electronica, mientras que la transferencia de
4tomo de hidrégeno es predominante en el compuesto 2,3-dehidrosilibina®®. Sin embargo
no hay reportes experimentales o tedricos que tomen en cuenta la influencia del pH como
un factor determinante, ni hay datos sobre el mecanismo de formacion de aductos para estas

sustancias.

En resumen, la actividad antioxidante de la silibina y de sus compuestos derivados esta
sujeta a parametros estructurales como los grupos hidroxilo o la presencia del doble enlace
en la molécula. Con base en esta informacion, aqui se presenta el estudio teorico de la
silibina, la 2,3-dehidrosilibina y algunos de sus derivados metilados y no metilados con la

idea de analizar sus propiedades estructurales y antirradicélicas.

7. INTERACCION DE LA SILIBINA CON CUMULOS METALICOS

La interaccion de biomoléculas con cumulos metélicos para aumentar las sefiales de los
espectros de caracterizacion es una idea desarrollada con éxito en los Gltimos afios>",

En el caso de la silibina hay indicios experimentales que muestran un aumento en las
sefiales del espectro Raman debido a la presencia de plata. En la Figura 12 se presenta el
espectro UV-Visible experimental de la silibina con nanoparticulas de plata. Se observa que
la intensidad asociada con la aparicion del plasmon de plata va en aumento (417 nm), lo
que parece indicar que hay una interaccion de la silibina con iones plata que produce la
formacion de nanoparticulas de plata. Las bandas asociadas a la silibina (283 y 320 nm)
disminuyen mientras que la banda asociada con el plasmon (417 nm) aumenta conforme

pasa el tiempo.
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Figura 12. Espectro experimental UV-Visible de la silibina con y sin plata. Datos del Dr. Saniger
(CCADET).

En el espectro Raman experimental de la silibina y el de silibina con nanoparticulas de
plata, parece que existe un incremento en las sefiales por la presencia de plata y se detecta
una nueva sefial alrededor de 600 cm™ (informacion personal del Dr. Saniger). Estos
resultados se asocian empiricamente con la presencia de nanoparticulas de plata que son las
que se quieren estudiar tericamente.

Con base en los resultados experimentales, aqui se presenta un estudio de la interaccion de
silibina con cimulos neutros de cuatro atomos de Cu, Ag y Au. EI motivo de esta eleccion
es que se tiene conocimiento de que a partir de un pequefio conjunto de cuatro atomos de
plata se puede formar la imagen latente de una fotografia®. Esto quiere decir que a partir de
ese sistema, la plata interactta con la region visible del espectro de UV-visible.

Para el Cu y el Au no se tienen resultados experimentales pero se incluyen en este trabajo
porque pertenecen al mismo grupo que la Ag, y porque el Cu y el Au tienen caracteristicas
particulares, como una baja toxicidad y efectos relativistas, respectivamente.

De esta forma se estudia cuél de los tres metales del grupo 11 puede modificar en mayor
medida los espectros Raman y UV-visible, y se investiga la capacidad antirradicalica de la

silibina al interaccionar con estos tres metales.
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La principal razon para estudiar la interaccion de cumulos de Cu con silibina es la de
ofrecer una alternativa valida, con informacion teorica, donde se puede sustituir la plata por
el cobre para disminuir la toxicidad del metal de interaccion. El cobre es uno de los 26
metales esenciales para el ser humano® y aunque se encuentra en trazas en el cuerpo
algunas de sus funciones son cruciales. Por otra parte, el oro siempre presenta
comportamientos particulares de interés por sus efectos relativistas.

Ademaés de estudiar la interaccion de la silibina con estos cimulos metélicos, se analizo la
interaccion de esta molécula con cimulos mixtos binarios y ternarios para estudiar el efecto
de la naturaleza y el tamafio del cimulo tanto en los espectros de caracterizacion como en
la actividad antirradicalica. Los resultados de este trabajo podrian tener aplicacién en un

futuro cercano.

14



BIBLIOGRAFIA

Morazzoni, P.; Bombardelli, E. Silybum marianum (Carduus marianus). Fitoterapia
1995, LXVI, 3-42.

. Schuppan, D.; Jia, J.D.; Brinkhaus, B.; Hahn, E.G. Herbal products for liver
diseases: A therapeutic challenge for the new millennium. Hepatology 1999, 30,
1099-1104.

Biedermann, D.; Vavrikova, E.; Cvak, L.; Kren, V.; Chemistry of silybin. Nat.
Prod. Rep., 2014, 31, 1077-1232.

. Saller, R.; Meier, R.; Brignoli, R. The use of silymarin in the treatment of liver
diseases. Drugs 2001, 61, 2035-2063.

Loguercio, C.; Festi, D. Silybin and the liver: From basic research to clinical
practice, World J. Gastroenterol., 2011, 17, 2288-2301.

. Wellington, K.; Jarvis, B. Silymarin: A Review of its Clinical Properties in the
Management of Hepatic Disorders. BioDrugs, 2001, 15, 465-489.

Balian, S.; Ahmad, S.; Zafar, R. Antiinflammatory activity of leaf and leaf callus of
Silybum marianum (L.) Gaertn. in albino rats. Indian J. Pharmacology, 2006, 38,
213-214.

. Agarwal, R.; Agarwal, C.; Ichikawa, H.; Singh, R.P.; Aggarwal, B.H. Anticancer
Potential of Silymarin: From Bench to Bed Side. Antican. Res. 2006, 26, 4457-

4498.

Mira, L.; Silva, M.; Manso, C.F. Scavenging of reactive oxygen species by silibinin
dihemisuccinate. Biochem. Pharmacol. 1994, 48, 753-759.

15



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Gazak, R.; Svobodova, A.; Psotova, J.; Sedmera, P.; Prikrylova, V.; Walterov4, D.;
Kren, V. Oxidised derivatives of silybin and their antiradical and antioxidant
activity. Bioorg. Med. Chem. 2004, 12, 5677-5687.

Jain, A.; Dwivedi, N.; Bhargava, R.; Flora, S.J.S. Silymarin and naringenin protects
nicotine induced oxidative stress in young rats. Oxidants and Antioxidants in
Medical Science, 2012; 1, 41-49.

Simanek, V.; Kren, V.; Ulrichova, J.; Vicar, J.; Cvak, L. Silymarin: what is in the
name...? An appeal for a change of editorial policy, Hepathology, 2000, 32, 442-
444,

Herrmann, K., Flavonols and flavones in food plants: a review. International
Journal of Food Science & Technology, 1976, 11, 433-448

Hyuncheol, O.; Do-Hoon, K.; Jung-Hee, C.; Youn-Chul, K. Hepatoprotective and
free radical scavenging activities of phenolic petrosins and flavonoids isolated from

Equisetum arvense, J. Ethnopharmacology, 2004, 95, 421-424.

Orhan, D.D.; Ozcelik, B.; Ozgen, S.; Ergun, F. Antibacterial, antifungal and
antiviral activities of some flavonoids. Microbiological Res., 2010, 165, 496-504

Rice-Evans, C. A.; Miller, N. J.; Paganga, G. Antioxidant properties of phenolic
compounds. Trends in Plants Science, 1997, 2, 152-159.

Martinez, A. Donator Acceptor Map of Psittacofulvins and Anthocyanins: are they
good antioxidant substances? J. Phys. Chem. B. 2009, 113, 4915-4921.

Heim, K.E.; Tagliaferro, A.R.; Bobilya, D.J. Flavonoid antioxidants: chemistry,
metabolism and structure-activity relationship. J. Nutr. Biochem. 2002, 13, 572-584.

16



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Wagner, H.; Hérhammer, L.; Minster, R. On the chemistry of silymarin (silybin),
the active principle of the fruits of Silybum marianumv(L) Gaertn. (Carduus
marianus L.) Arzneimittelforschung, 1968, 18, 688-696.

Trouillas, P.; Marsal, P.; Svobodova, A.; Vostalova, J.; Gazak, R.; Hrbac, J.;
Sedmera, P.; Kren, V.; Lazzaroni, R.; Duroux, J.L.; et al. Mechanism of the
antioxidant action of silybin and 2,3-dehydrosilybin flavonolignans: A joint
experimental and theoretical study. J. Phys. Chem. A 2008, 112, 1054-1063.

Szilagi, I.; Tetenyi, P.; Antus, S.; Seligmann, O.; Chari, V.M.; Seitz, M.; Wagner,
H. Structure of silandrin and silymonin, two new flavonolignans from a White
blooming silybum marianum variety, Planta Med., 1981, 43, 121-127.

Samu, Z.; Nyiredy, S.; Baitz-Gacs, E.; Varga, Z.; Kurtan, T.; Dinya, Z.; Antus, S.
Structure elucidation and antioxidant activity of (-)-isosilandrin isolated from
silybum marianum, Chem. Biodiversity., 2004, 1, 1668-1677.

MacKinnon, S.L.; Hodder, M.; Craft, C.; Simmons-Boyce, J. Silyamandin, a new
flavonolignan isolated from milk thistle tinctures, Planta Med., 2007, 73, 1214-
1216.

Moschlin, G. PhD Thesis, Karlsruhe University, 1959.

Janiak, B.; Hansel, R. Phytochemisch-pharmakognostische untersuchungen uber
fructus cardui Mariae, Planta Med., 1960, 8, 71-84.

Wagner, H.; Horhamme, L.; Munster, R. Naturwissenschaften, 1965, 52, 305.

Pelter, A; Hansel, R. The structure of silybin (silybum substance Eg), the first
flavonolignan, Tetrahedron Lett, 1968, 9, 2911-2916.

17



28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Arnone, A.; Merlini, L.; Zanarotti, A. Constituents of silybum marianum. Structure
of isosilybin and stereochemistry of silybin, J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1979,
696-697.

Smith, W.A.; Lauren, D.R.; Burguess, E.J.; Perry, N.B.; Martin, R.J. A silychristin
isomer and variation of flavonolignan levels in milk thistle (silybum marianum)
fruits, Planta Med., 2005, 71, 877-880.

Mahady, G.B.; Fong, H.H.S.; Farnsworth, N.R. Botanical dietary supplements:
quality, safety and efficacy. Lisse and zeitlinger, 2001.

Kvaniscka, F.; Biba, B.; Sevcik, R.; Voldrich, M.; Kratka, J. Analysis of the active
components of silymarin, J.Chromatogr. A, 2003, 990, 239-245.

Dvorak, Z.; Kosina, P.; Walterova, D.; Simanek, V.; Backhleda, P.; Ulrichova, J.
Primary cultures of human hepatocytes as a tool in citotoxicity studies: cell
protection against model toxins by flavonolignans obtained from silybum
marianum. Toxicol. Lett., 2003, 137, 201-212.

Bai, T.C.; Zhu, J.J.; Hu, J.; Zhang, H.L.; Huang, C.G. Solubility of silybin in
aqueous poly(ethylene glycol) solution, Fluid Phase Equil., 2007, 254, 204-210.

Koch, H.; Zinsberger, G. Loslichkeitsparameter von Silybin, Silydianin und
Silychristin, Arch. Pharm., 1980, 313, 526-533.

Van Wenum, E.; Jurczakowski, R.; Litwinienko, G. Media effects on the

mechanism of antioxidant action of silybin and 2,3-dehydrosilybin: role of enol
groups. J. Org. Chem., 2013, 78, 9102-9112.

18



36.

37.

38.

39.

40.

Meloun, M.; Burkonova, D.; Syrovy, T.; Vrana, A. Thermodynamic dissociation
constants of silychristin, silybinin, silydianin and mycophenolate by the regression

analysis of spectrophotometric data. Analytica Chimica Acta, 2003, 486, 125-141.

Tabarin T.; Kulesza, A.; Antoine, R.; Mitri¢, R.; Broyer, M.; Dugourd, P.; Bonaci¢-
Koutecky, V. Absorption Enhancement and Conformational Control of Peptides by
Small Silver Clusters, Phys. Rev. Lett. , 2008, 101 , 213001.

Compagnon, I.; Tabarin, T.; Antoine, R.; Broyer, M.; Dugourd, P.; Mitric, R.;
Petersen, J.; Bonaci¢-Koutecky, V. Spectroscopy of isolated, mass-selected
tryptophan-Ags complexes: A model for photoabsorption enhancement in

nanoparticle-biomolecule hybrid systems, J. Chem. Phys., 2006, 125, 164326

Leisner, T.; Rosche, C.; Wolf, S.; Granzer, F.; Woste, L. The catalytic role of small
coinage-metal clusters in photography, Surf. Rev. Lett., 1996, 3,1105.

Lippard, S.J. Bioinorganic chemistry: a maturing frontier, Science, 1993,
261(5122), 699-700.

REFERENCIAS IMAGENES

Figura 1 a. http://www.salus.de/heilpflanzen-

lexikon/details/pflanze/ansicht/mariendistel.html, visitado por ultima vez 17/09/15.

Figura 1 b. http://imageenvision.com/illustration/14213-picture-of-blessed-milk-

thistle-silybum-marianum-by-jvpd, visitado por ultima vez 17/09/15.

Figura 2 http://www.discoverlife.org/mp/20p?see=1_HLV344&res=640, visitado
por ultimo vez 17/09/15.

Figura 3 http://www.discoverlife.org/20/q?search=Silybum+marianum, visitado
ultima vez 17/09/15

19


http://www.salus.de/heilpflanzen-lexikon/details/pflanze/ansicht/mariendistel.html
http://www.salus.de/heilpflanzen-lexikon/details/pflanze/ansicht/mariendistel.html
http://imageenvision.com/illustration/14213-picture-of-blessed-milk-thistle-silybum-marianum-by-jvpd
http://imageenvision.com/illustration/14213-picture-of-blessed-milk-thistle-silybum-marianum-by-jvpd
http://www.discoverlife.org/mp/20p?see=I_HLV344&res=640
http://www.discoverlife.org/20/q?search=Silybum+marianum

CAPITULO 2: OBJETIVOS

R/
A X4

K/

R/
A X4

Comparar la silibina y la 2,3-dehidrosilibina en términos de sus diferencias
estructurales, electrénicas y espectroscopicas para proponer un método analitico
de seguimiento de la oxidacion de silibina a 2,3-dehidrosilibina.

Estudiar la capacidad para atrapar radicales libres de la silibina, la 2,3-
dehidrosilibina y algunos de sus derivados a pH=7.4 en términos de los

mecanismos de transferencia electronica y de formacién de aductos.

Analizar las interacciones de los cimulos de cuatro atomos de Cu, Ag y Au con
la silibina cuando se encuentran neutros o cargados con los estados de oxidacién
mas representativos de cada metal y determinar los efectos de los cumulos de

Cu, Ag y Au en los en los espectros de caracterizacion Raman y UV-visible.

Estudiar como una serie de cumulos mixtos binarios y ternarios de Cu, Ag y Au
al interaccionar con la silibina pueden modular las propiedades antirradicélicas y
determinar como la naturaleza, y el tamafio de los cimulos afectan los espectros

de caracterizacioén de la silibina.
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CAPITULO 3: MARCO TEORICO

1. TEORIA DE FUNCIONALES DE LA DENSIDAD

La Teoria de Funcionales de la Densidad se basa en los trabajos de Thomas y Fermi
realizados en 1927. El modelo de Thomas-Fermi utiliza la densidad electronica para
encontrar la energia del estado basal del sistema. Este modelo toma en cuenta la energia
cinética del sistema como la de un gas uniforme de electrones y considera de manera
clasica las interacciones nucleo-electréon y electron-electron. Sin embargo, para que la
Teoria de Funcionales de la Densidad tomara forma hubo que esperar hasta 1964 cuando
Hohenberg y Kohn' postularon los dos teoremas fundamentales de esta teoria que
demuestran que el modelo de Thomas-Fermi puede ser considerado como una

aproximacion de una teoria exacta Illamada la Teoria de Funcionales de la Densidad.

El primer teorema de Pierre Hohenberg y Walter Kohn establece que la energia de un

sistema de N electrones es un funcional de su densidad electrénica.

Ey = jpo(r)v(r)dr + Fyklpol (1)

Donde Fyklpo] es el funcional universal de Hohenberg-Kohn que no depende
explicitamente del potencial externo y es valido para atomos, moléculas y sistemas

expandidos. Este funcional se define como

Fuk[pol = Tlpol + Veelpol (2)

Para un sistema basal no degenerado, la energia y todas las propiedades que se pueden

conocer pueden ser descritas por la densidad electronica, po(X,Y,2).
El segundo teorema se relaciona con el principio variacional:

Para una densidad de prueba g(r) tal que 5(r) =0y [ p(r)dr=N debe cumplirse
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Ey < Ey, ., [7]

Esto quiere decir que si y sélo si se introduce la densidad electronica exacta del estado
basal se encontrara la energia del estado basal.

Para calcular la energia total de un sistema a partir de la densidad electrénica Kohn y
Sham?® propusieron una aproximacion que permite desarrollar de forma préctica estos
teoremas. Esta aproximacion se puede resumir en tres puntos principales:

1. Se supone un sistema de N electrones no interactuantes; con lo cual cada electron se

puede representar con una funcién ¢;(7) (orbitales de Kohn y Sham). Asi, la

energia cinética T corresponde a la suma de energias cinéticas individuales
— VN e 12 >
Ts = S, [ dig; () (—3V2) () 3)

y la densidad electronica es la suma de las densidades orbitales.
N N
p() =) P = ) $i() $i(P) @
i=1 i=1

Los orbitales de Kohn y Sham son aquellos que satisfacen las ecuaciones

integrodiferenciales de Kohn y Sham.

1

2. Se establece que la interaccion entre electrones puede ser descrita por dos términos:
uno clasico que se refiere a la interaccion repulsiva entre electrones y el otro no

clasico, segun la forma:

Vee[po] :][Po] + Exc[po] (6)
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donde

J1pol :ff%dﬁdrz 7

y r1, es la distancia entre electrones y Ey. el funcional de intercambio
y correlacién, el término no clasico. Con esto el funcional universal

Fyklpo] esta descrito como

Fuklpol = Tlpol + Veelpol = Tslpol + J[pol + Exclpol €]

donde el funcional de intercambio y correlacion tiene la forma:

Exclpol = Tlpol — Tslpol + Veelpol — J1po] 9)

3. Se propone un potencial en el sistema que genere la densidad electronica del estado
basal, el potencial de Kohn'y Sham V. (7) que incorpora los efectos de interaccion
entre los electrones y también los de un posible potencial externo V,,.(r). El

potencial de Kohn y Sham se define como:

o[ P SEy[p(P)]
Vs = | ar o] oo

+ Vex (1) (10)

(s SExc[p(P)]
El n rmino —==—=
segundo té 0 50

correlacion, V,.[p] , y es por el que se emplean expresiones aproximadas.

se conoce como el potencial de intercambio y

El mayor problema de la Teoria de Funcionales de la Densidad es que no se conoce con
exactitud el término de energia de intercambio y correlacion, por lo que se utilizan diversas

aproximaciones para su determinacion.
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o ENERGIA DE INTERCAMBIO Y CORRELACION

Entre de los métodos para describir el funcional de intercambio y correlacién, Ey se
encuentran la aproximacion de la densidad local (LDA), la aproximacion de la densidad de
spin local (LSDA), la aproximacion de gradiente corregido (GGA), los funcionales hibridos
y los meta-GGA.

Las aproximaciones de LDA y LSDA se basan en el modelo del gas de electrones
uniformes donde se concibe que la densidad electrénica varia muy lentamente con respecto
a la posicion. Mientras que el funcional LDA es s6lo funcion de la p, el funcional LSDA es
funcion de p® y p#, es decir de las densidades de electrones con espin o y espin B,
respectivamente.

La siguiente aproximacion fue suponer que la densidad electronica del sistema no era un
continuo y que podia mostrar variaciones. Se toma en cuenta el gradiente de la densidad
electronica de spines. A estos métodos se les conoce como aproximacion del gradiente
generalizado (GGA) y se utilizan algunas veces para modelar cumulos pequefios. Los
funcionales hibridos como el B3LYP consideran el intercambio exacto Hartree-Fock, y los
meta-GGA como el MO06 consideran con méas detalle la variacion de la densidad

electrénica.

o FUNCIONALES

En este trabajo se utilizaron dos funcionales, el funcional de Truhlar M06 y el funcional

hibrido B3LYP. A continuacién se detalla la forma explicita de cada uno.

e FUNCIONAL MO6
El funcional M06 es un funcional meta-GGA que se caracterizan por tomar en cuenta
explicitamente la dependencia de la densidad de espin en la energia cinética®.

El intercambio en este funcional esta dado en términos de las densidades del intercambio

eFBE el intercambio exacto ££5P4, y funciones de peso f(w,), hy (x4, z,) parametrizadas.
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El término f(w,) es justamente el que toma en cuenta la densidad de espin en la energia

cinética.
EY%° = Z f dr [FE5E (05, Vpo) f(wg) + €554 hy (X4, 25)] (11)
g

La correlacion esta dada de diferente forma segun la alineacion paralela o antiparalela de

los espines.

Ega = fegc]rsc[gcm(xa) + hcrcr(xmzcr)] Dsdr (12)

B = [ U5 [0up(tor ) + a2 (13

e FUNCIONAL B3LYP

Los funcionales hibridos como B3LYP mezclan el intercambio exacto de Hartree-Fock con
los funcionales de gradiente corregido. El funcional B3LYP es un funcional hibrido*®

definido por
EZZMP = aEgf + (1 — a)EgP* + DAER®® + EFP4 + cAEEW™! (14)

En esta mezcla de funcionales, se toman las partes GGA de los funcionales de intercambio
de Becke88, y de correlacién PW91; ademas, la parte mas importante del funcional B3LYP
son los términos de ajuste empiricos a, b y ¢ que se fijaron al tratar de reproducir lo mejor
posible valores experimentales. El funcional B3LYP se utiliza ampliamente por su calidad

en la prediccion de geometrias del estado base.
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o BASES Y PSEUDOPOTENCIAL

Un conjunto de funciones base son las funciones matematicas a partir de las cuales se
puede obtener una representacion de los orbitales. Los orbitales atdbmicos se representan

matematicamente por expresiones del tipo

Anlm (r,0, ¢) = Rn,l(r)yl,m(e; ¢) (15)

Donde el término R, (r) corresponde a la parte radial y Yn(6,4) a la parte angular
expresada en funcién de los arménicos esféricos.

Los dos tipos de funciones mas utilizadas para obtener la parte radial son las funciones tipo
Slater y las funciones Gaussianas. Estos dos tipos de funciones difieren en la forma de
expresar la parte radial de la funcion de onda. Para las funciones tipo Slater se tiene

Xnim(r,0,¢) = Nr*"'e Y, ,,(6, ¢) (16)

mientras que para las funciones Gaussianas, la parte radial se expresa como

Xm0, ) = Nr*=te=Sr%y, . (6, ¢) (17)

donde C es el exponente orbital, N la constante de normalizacion y n el nimero cuantico
principal. La Unica diferencia es el exponente cuadratico asociado al exponente orbital en

las funciones Gaussianas, que no existe en las funciones tipo Slater.

La eleccion de la base de célculo es un parametro de suma importancia en quimica
computacional y por ello existen distintos conjuntos de funciones base, cada uno de ellos
destinado a resolver un problema especifico. A continuacion se presenta la clasificacion del

tipo de bases que se utilizaron en este trabajo.
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e BASE 6-31+G(d)

La base utilizada para llevar a cabo los calculos en este trabajo es la base 6-31+G(d). Esta
base utiliza una funcion contraida, combinacién lineal de seis funciones primitivas
gaussianas para describir la capa interna, mientras que la capa de valencia utiliza dos
funciones, una interna formada por la combinacion lineal de tres funciones primitivas y otra
externa descrita por una funcion primitiva.

La base 6-31+G(d) cuenta con polarizacion lo que quiere decir que se le adicionaron
orbitales con mayor momento angular respecto al requerido para el estado basal de cada
atomo. De esta forma los orbitales d pueden afiadir polarizacién a los orbitales p. Ademas,
es una base con funciones difusas que sirven para mejorar la descripcion de los electrones
mas alejados del nucleo. Estas bases se construyen afiadiendo a cada &tomo un conjunto de
funciones con coeficientes orbitales muy pequefios (s, px, Py, Pz) que sirven para que los
orbitales ocupen un espacio mayor y asi se describan mejor las regiones mas alejadas de los

centros nucleares.

e BASE6-311+G(d,p)

Con la base 6-311+G(d,p) se llevaron a cabo los céalculos single point de las geometrias
optimizadas para refinar aspectos electrdnicos en los sistemas estudiados.

Al igual que la base 6-31+G(d), esta base es de valencia desdoblada, donde se adicionaron
un par de términos. Se aumento el namero de funciones utilizadas para describir la capa de
valencia. La base 6-311+G(d,p) cuenta con una funcion externa adicional descrita por una
funcion primitiva, y se le afiadio también a cada atomo de hidrdégeno un conjunto de

orbitales 2p para describir con mayor precision las especies anionicas.
e PSEUDOPOTENCIAL LANL2DZ
Los pseudopotenciales son funciones de base que se utilizan generalmente para la

descripcién de &tomos pesados, elementos a partir del cuarto periodo de la Tabla Periddica,

y se caracterizan por separar la descripcion electronica de los atomos en dos partes. Se
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consideran los electrones internos y el ndcleo como una unidad con una carga especifica y
los electrones de valencia se tratan por separado. La utilizacion de pseudopotenciales hace
mas eficientes los calculos computacionales ya que se reduce el tamafio de las funciones
base y permite un tratamiento adecuado de los efectos relativistas.

En este trabajo se utilizd el pseudopotencial LanL2DZ desarrollado por Hay y Wadt en el
Laboratorio Nacional de Los Alamos®. Este pseudopotencial ha sido ampliamente utilizado
en guimica cuantica, particularmente en el estudio de compuestos o cimulos que contienen
elementos pesados (Z>38).

Las funciones bases LanL2DZ son comunmente empleadas en célculos de DFT, donde
predicen correctamente los estados atdbmicos para metales de transicion, debido a que se
ajusta para elementos después del tercer periodo (n>3) y con orbitales de valencia nd,
(n+1)s y (n+1)p. Este pseudopotencial toma 19 electrones de valencia para describir los

atomos del grupo 11 (Cu, Ag y Au).

2. MECANISMOS DE REACTIVIDAD

Uno de los aspectos mas importantes de este proyecto es el analisis de la capacidad
antirradicalica de los sistemas de estudio utilizando parametros electronicos a partir de la
Teoria de Funcionales de la Densidad. En esta seccién se presentaran dos mecanismos de
reaccion ampliamente trabajados y reportados en la bibliografia: el mecanismo de

transferencia electrénica y el de formacion de aductos.

o TRANSFERENCIA ELECTRONICA

En este trabajo el mecanismo de transferencia electronica se investiga en dos direcciones:
como la capacidad que tiene una sustancia para donar electrones y la capacidad para
aceptarlos. Este analisis se puede estudiar a partir de la energia de ionizacion (E.l.) y
afinidad electronica (A.E.) verticales de los sistemas.

La energia de ionizacion se define como la energia requerida para quitar un electrén de un

sistema aislado en fase gas. Valores bajos de energia de ionizacién indican que serd poco
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costoso energéticamente que el sistema se desprenda de un electrén y por lo tanto sera
capaz de donar electrones con un costo de energia bajo. Aquellas sustancias con bajas
energias de ionizacién seran buenos donadores electronicos.

Por otro lado, la afinidad electronica es la energia de ionizacion del anion. Este fendmeno

se representa mediante la ecuacion quimica siguiente

A DA+ 1e (18)

Donde A representa la especie anionica y A° la especie neutra oxidada por la transferencia
de un electron.

Valores altos de afinidad electrénica indican que sera una situacion favorecida
termodinamicamente que el sistema acepte un electrén y por lo tanto, aquellos sistemas con

altos valores de afinidad electrdnica serdn buenos aceptores electronicos.

Los valores de energia de ionizacion y afinidad electronica proveen informacion importante
sobre cOmo se comporta una sustancia en términos de donacién y acepcion de electrones,
sin embargo resulta mas interesante comparar estos valores para distintas sustancias. Para
ello, se utiliz6 el FEDAM, Figura 1, (Full electron donator-acceptor map) o mapa
donador-aceptor de electrones”®. Este mapa es una herramienta gréafica muy atil que
permite comparar facil y cuantitativamente los sistemas en funcion de su capacidad para

donar y aceptar electrones.

El mapa se construye con la energia de ionizacién en el eje de las ordenadas y la afinidad
electronica en el eje de las abscisas. Un sistema ubicado abajo a la izquierda sera un buen
donador de electrones, mientras que uno que se encuentre arriba a la derecha sera un buen
aceptor de electrones. Las especies que se sitlen en estas dos regiones del mapa serén
buenos donadores y aceptores de electrones respectivamente. La transferencia de carga
podra entonces llevarse a cabo; ésta sera en el sentido de la region de buenos donadores

hacia los buenos aceptores.
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Figura 1. Regiones del FEDAM (Full electron donor-acceptor map).

o FORMACION DE ADUCTOS

La formacidn del aducto radical es un mecanismo que estabiliza un radical libre mediante la
unién a una molécula antirradicalica. En este trabajo se estudio la disociacion del aducto

radical, es decir

[R-anti] ¢ = R+ anti (19)

Donde [R-anti] e representa el producto de adicion, aducto, constituido por la union de
molécula antirradicalica y el radical libre, Re es el radical libre, y anti, la molécula

antirradicéalica.

La manera cuantitativa de medir qué tan eficaz puede ser una sistema antirradicalico para
estabilizar un radical libre es obteniendo la energia de disociacion del aducto. Para el
estudio de la disociacion de los aductos de los derivados de silibina y 2,3-dehidrosilibina

con el radical libre *«OOH se utilizaron las diferencias totales de energias.
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CAPITULO 4: RESULTADOS Y DISCUSION

1. ESTUDIO DE SILIBINA, 2,3-DEHIDROSILIBINA Y SUS DERIVADOS METILADOS

La molécula de silibina, con sus propiedades electronicas, fisicoquimicas y antirradicélicas,
constituye el punto de inicio de este trabajo tedrico. Ademas, el estudio contempla a la 2,3-
dehidrosilibina, derivado deshidrogenado de la silibina. Esto es importante pues se conoce
que en condiciones normales de presion y temperatura puede darse la transformacion por
oxidacién de silibina en su derivado deshidrogenado'. Desde el punto de vista
experimental, se puede seguir analiticamente la evolucion de la silibina a 2,3-
dehidrosilibina y descartar o saber en qué medida se ha llevado a cabo la oxidacion.

Se estudio también una serie de seis compuestos monometilados derivados de la silibina y
la 2,3-dehidrosilibina (Figuras 1y 2) para analizar sus propiedades antirradicalicas teniendo
en cuenta su abundancia a pH fisioldgico.

o METODOLOGIA

Para realizar este trabajo, todos los calculos fueron efectuados utilizando la Teoria de

Funcionales de la Densidad y el c6digo Gaussian09°.

Para el estudio de reactividad y caracterizacion espectroscopica de silibina, 2,3-
dehidrosilibina y sus derivados se utilizo el funcional M06 y la base 6-31+G(d) para los
calculos de geometrias y estructura electrénica. Para cada geometria optimizada se hizo un
analisis de frecuencias y se descartd la existencia de frecuencias imaginarias para
corroborar que las geometrias obtenidas del calculo correspondieran a un minimo de
energia y aseverar que la estructura obtenida fuera la més estable. Todos los calculos fueron

realizados en fase gas.
Se obtuvieron los espectros Raman al realizar un analisis de las frecuencias relacionado con

los sistemas. Los espectros de absorcion UV-visible se calcularon mediante la Teoria de

Funcionales de la Densidad dependiente del tiempo con el nivel de teoria M06/6-31+G(d).
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El mecanismo de transferencia electrénica implicé la obtencién de las energias de
ionizacion y afinidades electrénicas verticales de cada sistema. Para ello se partio de la
estructura optimizada que fue mejorada con el funcional M06 y con la base 6-311+G(d,p).
A partir del resultado de la estructura neutra mejorada se calcularon las especies anionicas y
catidnicas considerando la geometria fija. Después se construyeron los distintos FEDAM
que se presentan en este trabajo. Los efectos del disolvente se calcularon con el modelo de

solvatacién SMD?® con agua y DMSO como disolventes polar y no polar.

El pardmetro quimico que se utilizd para determinar la capacidad antirradicalica de la
silibina, la 2,3-dehidrosilibina y los diferentes derivados estudiados fue la energia de
disociacion del aducto del radical libre, AE4. Se llevo a cabo la adicion del radical libre
*OOH en todos los C-C de doble enlace y los atomos de oxigeno que al adicionarse el
radical libre superdxido pudieran formar puentes de hidrégeno. La energia de disociacion

se determiné mediante la siguiente ecuacion

AEq= {[E(“OOH) + E(anti)] - E[OOH-anti] %

donde OOH ¢ es el radical libre superdxido, anti, la molécula antirradicalica y [OOH-anti] ¢,
el producto de adicién, aducto, constituido por la union de la molécula antirradicalica y el
radical libre. Para concluir el estudio de disociacion del aducto *OOH se realiz6 un analisis
de los valores de AE4en relacion con los atomos de adicion. Dependiendo de la cantidad de
valores positivos, es decir de las reacciones termodindmicamente favorecidas a la
formacion del aducto, y la magnitud de esos valores se determind cual de las moléculas

estudiadas tenia, segun este mecanismo, una mejor capacidad antirradicalica.

El mecanismo de transferencia de atomo de hidrogeno se ha utilizado sistematicamente
para estudiar los compuestos de tipo flavonoide y su capacidad para inhibir radicales libres.
En el Apéndice B se presenta este estudio para las moléculas de silibina y 2,3-

dehidrosilibina, asi como un breve analisis de los resultados obtenidos.

o OPTIMIZACION DE GEOMETRIAS
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En la Figura 1 se presentan las representaciones moleculares de silibina y 2,3-

dehidrosilibina con la numeracion sistematica.

23 23

@)
D ! @ D 19
HO o @ o O HO o) o O
7 C 7 C|
OH OH OH OH

OH O ° 20 OH O 3 20
5 5

Nl

Figura 1. Representacion molecular de silibina y 2,3-dehidrosilibina.

En la Figuras 2 y 3 se presentan las representaciones moleculares de las estructuras asi
como las imagenes de las geometrias optimizadas de la silibina, la 2,3-dehidrosilibina, los
derivados monometilados y las estructuras sin grupos metoxi (nor-silibina y nor-2,3-
dehidrosilibina). Ademas, para los isdbmeros monometilados se presenta la diferencia de
energia que existe entre ellos. En las Figuras 2 y 3 estan enmarcados con una linea
punteada.

El aspecto estructural que diferencia estas dos familias de moléculas es el doble enlace en
los carbonos C2-C3 que presentan la 2,3-dehidrosilibina y sus derivados. Este doble enlace
es responsable de la planaridad y deslocalizacion electronica en la 2,3-dehidrosilibina, que

no existe en la silibina, y que modifica sus propiedades quimicas®.
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Figura 2. Representacion molecular de las estructuras estudiadas y diferencia de energia entre
distintos isdmeros monometilados de la silibina.
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Molécula Geometria optimizada Estructura
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Figura 3. Representacion molecular de las estructuras estudiadas y diferencia de energia entre
distintos isémeros monometilados de la 2,3-dehidrosilibina.
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Para la silibina y sus derivados, Figura 2, las estructuras con los grupos metoxi en posicion
Rs, R7 Y Ry son similares a las antes reportadas®. Hay tres isémeros monometilados con
estabilidad similar, con diferencias de energia menores a 5 Kcal/mol, por lo que podrian
coexistir en un experimento. Dos de ellos presentan tres puentes de hidrogeno
intramoleculares: grupos metilos en las posiciones R; y Rz3 respectivamente (AE=1.8
Kcal/mol), mientras que el tercer isomero tiene sélo dos puentes de hidrogeno por la
presencia del grupo metilo en posicion R; (AE=3.7 Kcal/mol). Para los otros dos isomeros
se observan mayores diferencias energéticas debido a la posicion del grupo metilo:
posiciones Ry (AE=6.0 Kcal/mol) y Rs (AE=14.0 Kcal/mol). Aparentemente, el puente de
hidrégeno mas importante para la estabilizacion de la molécula de silibina es aquel que se
sitla en posicion Rs, seguido del que estd en Ry y por Gltimo el que se encuentra en Rs. El
compuesto metilado en Rs es de especial interés pues no se encuentra reportado en la
bibliografia y demuestra la importancia del puente de hidrégeno intramolecular entre el
grupo —OH en Rs y el grupo carbonilo.

En la Figura 2 se presenta también la estructura de la nor-silibina, compuesto sin grupos
metoxi y de gran interés pues se puede, por comparacion, estudiar el papel de los grupos —

OH en términos de la capacidad antirradicalica.

El andlisis conformacional de las moléculas silibina, 2,3-dehidrosilibina y sus derivados
monometilados ya se encuentra reportado en la bibliografia®. Se destaca la importancia de
los puentes de hidrogeno y su relevancia en la estabilizacion de las moléculas estudiadas.
En este trabajo se afiade el analisis cuantitativo de la influencia de los puentes de hidrégeno
intramoleculares en términos de la estabilidad de la silibina y la 2,3-dehidrosilibina. En las
Figuras 4 y 5 se reportan esquemas con las moléculas que contienen diferentes puentes de
hidrégeno intramoleculares. Se reporta también la diferencia de la energia entre ellas, con
respecto a la méas estable.

37



DE (Kcal/mol)

o)
oH (M
HO o) o 0, 21
0.0 O H
| 21o o~
O ‘\O'Hlu;n }L
oo
HY 1.8
4.5
N \
C)\ \\\\‘\\O"“";"H H
1.8
)
o)
L’-z. OH |CH3
HO o 0, 21
13.0
H
| 21(|3 o~
0] Ormm.u,
H” H
26.5
Y

Figura 4. Representacion esquematica de la silibina indicando las distancias en los puentes de
hidrégeno (A).
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Figura 5. Representacion esquematica de la 2,3-dehidrosilibina indicando las distancias en los

puentes de hidrégeno (A).
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Para ambas moléculas, la estructura mas estable es aquella que presenta tres puentes de
hidrogeno y la menos estable aquella en la que no hay ningun puente de hidrégeno.

Para la silibina, Figura 4, hay ademas de la estructura mas estable, otras dos que podrian
coexistir en un experimento (AE=4.5 Kcal/mol). Estas dos estructuras tienen dos puentes de
hidrogeno intramoleculares, uno situado entre el H en posicion Rs y el O del carbonilo, y
los otros entre el H en posicion Ry y el O del grupo metoxi en Rig, y entre el Hen Rz y el
O del carbonilo respectivamente. La estructura donde se gira el grupo —OH en posicién Rs
pero mantiene dos puentes de hidrégeno es menos estable (AE=13.0 Kcal/mol), lo cual

indica la importancia para la estabilidad que representa el puente de hidrogeno en Rs.

Para la 2,3-dehidrosilibina, Figura 5, se observa que para las dos estructuras con dos
puentes de hidrégeno, uno de ellos en Rs, hay diferencias de estabilidad notables. La
estructura con el puente de hidrégeno entre el H en R; y el O del carbonilo (AE=4.5
Kcal/mol) es mucho mas estable que aquella en la que el segundo puente de hidrogeno se
encuentra entre el H en Ry y el O del metoxi en Ry (AE=9.1 Kcal/mol). Esto se debe a la
diferencia estructural entre la silibina y la 2,3-dehidrosilibina. EI doble enlace en la
posicion C2-C3 de la 2,3-dehidrosilibina provoca estas diferencias energéticas. El puente
de hidrdgeno en posicion Rs que interactta con el grupo carbonilo cobra una importancia
particular. Cuando se gira ese puente de hidrogeno se rompe la planaridad de la molécula.
El angulo diedro pasa de 175° a 140°. Esta distorsion provoca una eficiencia menor en la
deslocalizacion electronica entre los anillos A, C, By D y por lo tanto un aumento en la
energia. El puente de hidrogeno R3 en la 2,3-dehidrosilibina es el segundo mas importante,
mientras que en la silibina, al no existir ese doble enlace en los carbonos C2 y C3, el giro

del grupo —OH en R3 es una situacion energetica menos importante.
Esta informacién no so6lo corrobora la importancia de los puentes de hidrégeno en ambas

moléculas. También es relevante si se quiere estudiar la interaccion de silibina y 2,3-

dehidrosilibina con ctimulos metalicos®.
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o ESPECTROS RAMAN Y UV-VISIBLE

La caracterizacion estructural por medio de la obtencidn de los espectros tedricos Raman y
los maximos de absorcion del espectro UV-visible de la silibina, la 2,3-dehidrosilibina, sus
derivados monometilados mas estables, la nor-silibina y la nor-2,3-dehidrosilibina, se

presenta a continuacion.

En la Figura 6 se muestran los espectros Raman de la silibina y de la 2,3-dehidrosilibina
tedricos en donde se aprecian diferencias importantes indicadas con estrellas (*). Estas
diferencias indican que es posible detectar la oxidacion de silibina a 2,3-dehidrosilibina por
espectroscopia Raman. Estos espectros tedricos pueden servir de referencia para futuros

experimentos.

Espectros®Raman@eilibina®®,3-dehidrosilibinal
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Figura 6. Espectros Raman tedricos para la silibina y sus estructuras derivadas.

En las Figuras 7 y 8 se presentan los espectros Raman de la silibina y la 2,3-dehidrosilibina,
sus derivados monometilados més estables y la molécula sin grupos metoxi
respectivamente. El punto mas importante de estos espectros es la presencia de los grupos —

OCHgs en los derivados monometilados de silibina y de 2,3-dehidrosilibina.
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Espectros Raman para silibina, metil-silibina y nor-silibina
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Figura 7. Espectros Raman teoricos para la silibina y sus estructuras derivadas.

Espectros Raman para 2,3-dehidrosilibina, metil-dehidrosilibina
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Figura 8. Espectros Raman tedricos para la 2,3-dehidrosilibina y sus estructuras derivadas.

La conclusion mas importante de estos espectros es que se puede seguir por espectroscopia

Raman la oxidacién de silibina a 2,3-dehidrosilibina.
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En la Tabla 1 se presentan las longitudes de onda de los mé&ximos de absorcion de los
espectros tedricos de UV-visible. Para los compuestos con el doble enlace en la posicion
C2-C3 los maximos de absorcidn se ven desplazados a valores mayores de longitud de
onda.

Los méximos de absorcion, Ams, permiten diferenciar entre la silibina y la 2,3-
dehidrosilibina, lo que posibilita el seguimiento de la oxidacion de silibina en su derivado
deshidrogenado mediante esta técnica. Estos espectros pueden servir de referencia para

futuros experimentos.

Tabla 1. Maximos de absorcion en los espectros tedricos de UV-visible para las estructuras

estudiadas.
Silibina y sus derivados Amax 2,3-dehidroilibina y sus derivados Amax
(nm) (nm)
OH OH
o)
HO O 0 O o oL 269 oL 362
OH OH OH
OH O
OH OH
o) 0
| g
0 O O O o oL 2714 O O O| o) 0L 365
OH OH OH OH
OH O OH O
OH OH
o)
HO O o O o OH 270 OH 362
OH OH OH

OH O

En el Apéndice C se llevd a cabo una comparacion de los espectros tedricos de UV-visible
y de los méximos de absorcion para la molécula de silibina empleando dos diferentes

metodologias.
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o CAPACIDAD DE SILIBINA, 2,3-DEHIDROSILIBINA Y SUS DERIVADOS PARA ATRAPAR

RADICALES LIBRES

Uno de los principales aspectos del estudio de la silibina y sus derivados es investigar por
distintos mecanismos de transferencia qué tan buena es su capacidad para atrapar radicales
libres. Para este trabajo se reporta el estudio de los mecanismos de transferencia electrénica
y de formacién de aductos como funcion del pH. En el Apéndice B se reporta de igual
manera el mecanismo de transferencia de &tomo de hidrdgeno para las moléculas de silibina
y 2,3-dehidrosilibina.

En el mecanismo de transferencia electronica se analiza, a partir de los parametros
electronicos de energia de ionizacion y afinidad electronica verticales, qué tan facilmente
una especie puede ceder o aceptar electrones con el propoésito de estabilizar un radical libre.
Se empled la herramienta grafica del FEDAM (Full Electron Donor-Aceptor Map)®’ que
resulta muy util por la visualizacion de los diferentes fendmenos de donacidn-aceptacion de
electrones.

En el mecanismo de formacion de aductos se estudi6 qué tan favorecida
termodindmicamente se encuentra la disociacion del radical libre *«OOH de las moléculas

de estudio.

e DESPROTONACION DE SILIBINA, 2,3-DEHIDROSILIBINA Y SUS

DERIVADOS

El aspecto mas importante y original del estudio de los derivados de silibina y 2,3-
dehidrosilibina presentado en este trabajo es la modelizacidn de las especies presentes a pH
fisioldgico que se apoya en resultados experimentales previos®®.

A pH = 7.4 no todas las especies se encuentran sin desprotonar, por lo que tener en cuenta
esta variable podria ser interesante en la posible actividad antirradicalica.

En la Tabla 2 se presenta la abundancia relativa de las especies estudiadas. A pH=7.4,
existe 69.08% de silibina sin desprotonar, pero solo 6.92% de 2,3-dehidrosilibina. En

cambio a pH=7.4, hay 61.51% de 2,3-dehidrosilibina desprotonada. Este estudio cobra
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especial interés cuando se trata de identificar la capacidad antirradicélica de los derivados

de silibina y de 2,3-dehidrosilibina a pH fisioldgico.

Tabla 2. Abundancias relativas de las especies estudiadas a pH=7.4.

Molécula Abundancia relativa a pH = 7.4 (en %)
Silibina 69.08
Silibina® 26.30
Silibina® 0.31
Metil-silibina 93.31
Metil-silibina’ 6.37
Metil-silibina® 0.02
Nor-silibina 69.24
Nor-silibina 25.98
Nor-silibina® 0.31
2,3-dehidrosilibina 6.92
2,3-dehidrosilibina 61.51
2,3-dehidrosilibina® 18.89
2,3-dehidrosilibina® 0.15
Metil-dehidrosilibina 35.35
Metil-dehidrosilibina 61.47
Metil-dehidrosilibina® 1.08
Nor-dehidrosilibina 6.84
Nor-dehidrosilibina 60.76
Nor-dehidrosilibina® 18.66
Nor-dehidrosilibina® 0.15

e MECANISMO DE TRANSFERENCIA ELECTRONICA

En las Figuras 9 y 10, se presentan los mapas donador-aceptor para los sistemas estudiados
como funcion del pH (pH=7.4); se incluyen tres radicales libres DPPHe, «OOH y NO,°* y
las moléculas de astaxantina (Asta) y resveratrol (Resve) conocidas por su buena capacidad
antirradicalica. Se utilizaron los disolventes agua y DMSO para modelar un medio polar y
no polar, respectivamente.

Del mapa donador-aceptor se puede afirmar que la 2,3-dehidrosilibina y sus derivados son
mejores donadores y aceptores que la silibina y sus derivados. Esto se debe a que tienen

menores valores de energia de ionizacion y mayores valores de afinidad electrénica.
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Ninguno de los sistemas estudiados en estado neutro puede donar o aceptar electrones para
estabilizar el DPPHe, sin embargo si puede existir la estabilizacion de los radicales libres
*OOH y NO,* por el mecanismo de donacion de electrones.

Si se toman en cuenta las especies desprotonadas (Sily(-), DeSily(-) y DeSily(2-)), se
aprecia que éstas son mejores donadoras y peores aceptoras de electrones que las no
desprotonadas, y que la 2,3-dehidrosilibina y sus derivados desprotonados son mejores
donadores que aquellos de silibina desprotonados. Este hecho tiene consecuencias
importantes en la capacidad antirradicalica pues las especies desprotonadas de la 2,3-
dehidrosilibina son capaces de donar electrones al radical libre DPPHe para estabilizarlo.
Este fenOmeno es importante porque en condiciones fisioldgicas, la 2,3-dehidrosilibina se
encontrard desprotonada, por lo que su capacidad para donar y aceptar electrones se

incrementa significativamente y por lo tanto su capacidad antirradicélica.

Mapa@onador-AceptoriparadosBistemas@studiados@@nf
E.l.HeV)d unBnedio@olardH,O)&
9@
# ooHE
8@ #® no,,
70
Sily@

6@ . '

S"Ym‘) esva . DeSIIy . DPPHR

- |
2 n DeSiVA-)Z @ Astar)
a3 F DeSilyd2-)&
A.EQeV)d
3 1 1 1 1 1 1 1 J
1 1.50 20 2.50 3@ 3.50 47 4,50 50

Figura 9. Mapa donador-aceptor para los sistemas estudiados en un medio polar (H,0).
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50 n [ | DeSily® ® At
w W DeSilyd-)2
DeSilyd2-)& A.EqeV)R
3 1 1 1 1 1 J
13 1.50 20 2.50 3@ 3.50 43 4,50

Figura 10. Mapa donador-aceptor para los sistemas estudiados en un medio no polar (DMSO).

e MECANISMO DE FORMACION DE ADUCTOS

De la bibliografia se sabe que la silibina es menos efectiva para estabilizar el radical libre
superéxido (*OOH) que la 2,3-dehidrosilibina®. Considerando que el mecanismo de
transferencia electronica solo explica parcialmente este fenOmeno es necesario buscar otras
posibilidades. Para ello se estudio la formacién de aductos con el radical libre *OOH vy las
moléculas silibina, 2,3-dehidrosilibina y nor-2,3-dehidrosilibina, estas tltimas dos tomando
en cuenta las especies desprotonadas que existen a pH fisioldgico. Se afadio el radical libre
*OOH a cada doble enlace C-C y a los atomos que participan en puentes de hidrogeno. En
las Tablas 3 a 7 se presentan los valores de AE en Kcal/mol para la reaccion de disociacion
del aducto. En cada esquema se encuentran numerados los atomos de carbono y oxigeno a
los que se les afadid el radical libre superdxido, *OOH.

Valores positivos de AE corresponden a situaciones energéticas favorecidas, es decir que la
formacion del aducto en un atomo especifico es termodindmicamente mas estable que su
disociacion. En este trabajo, a estos atomos se les nombrara como atomos reactivos y en las
Tablas 3 a 7 se pueden distinguir por estar en negritas. Un valor mayor de AE indica un
enlace mas fuerte entre el radical libre «<OOH y el &tomo de la molécula organica.

Para todos los compuestos presentados, en los atomos 031 y O51, la adicion del radical

libre *«OOH forma sistemas estables (>8Kcal/mol), y comparando estos dos &tomos
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reactivos, O51 presenta valores méas positivos que O31 por lo que la adicion de *OOH se va
a realizar preferentemente en ese atomo.

La silibina tiene nueve dtomos reactivos con valores positivos de AE. El sitio reactivo mas
favorecido es en el &omo C10 con un valor de AE=11.7 Kcal/mol. Por otro lado, la 2,3-
dehidrosilibina tiene once atomos reactivos, siendo el a&tomo C2 el que forma el aducto mas
estable con el radical libre *OOH, con un valor de AE=14.1 Kcal/mol. Al analizar el
sistema 2,3-dehidrosilibina desprotonado, la molécula presenta quince atomos reactivos.
Los atomos C2, C3, C6 y O51 son aquellos donde los valores de AE son mayores, siendo
C2 el mas propicio para la formacion del aducto, con un valor de AE=19.2 Kcal/mol. Este
estudio demuestra que la 2,3-dehidrosilibina y mas precisamente la 2,3-dehidrosilibina
desprotonada es mas reactiva que la silibina para formar aductos con *OOH. Ademas de
tener mas atomos reactivos también tiene valores de AE mayores. Esto se encuentra en
congruencia con resultados previos que indican que la 2,3-dehidrosilibina es un mejor

estabilizador de radicales libres”.

Tabla 3. Energias de disociacion (Kcal/mol) correspondientes a la siguiente reaccion:
[Silibina-OOH]e - Silibina +*OOH

Silibina
6 O. _CH,0H
'~ 2
o I
HO 8 O  14s_ 12 18 _OCH
\|7|/ \?/ \T/ \13/ ~o l|7|/ \\IT)/ 3
6. _10 3 2 .20
57N o o oM
OH 051

Atomo Egis Atomo Egs Atomo Eg.
C4 -159 C11 0.5 C18 -1.6
C5 -5.3 C12 8.7 C19 1.7
Cé6 -1.7 C13 0.8 C20 6.8
C7 -6.4 Cl4 9.2 Cc21 -1.9
C8 -3.9 C15 -1.5 C22 -4.2
C9 -2.5 C16 -1.7 031 8.4

C10 11.7 C17 -1.3 051 8.2
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Tabla 4. Energias de disociacion (Kcal/mol) correspondientes a la siguiente reaccion:
[2,3-dehidrosilibina-OOH]e - 2,3-dehidrosilibina +*OOH

2,3-dehidrosilibina

31

6. 0O CH,OH
& I
HO\ /8\9/0\ /14\13/12\ 7/18 /OCH3

| o] 1 *19

|2 |
10 3 22 _20

_ OH O 51 _ _

Atomo Egis,. Atomo Egs Atomo  Egjs
Cc2 141 C9 -6.2 C16 -3.0
C3 8.6 C10 -15.3 C17 -0.6
C4 10.7 C11 4.3 C18 -1.5
C5 -3.5 C12 -0.05 C19 2.7
C6 -0.1 C13 3.4 C20 1.6
Cc7 -4.5 Cl14 -8.7 Cc21 -1.9
C8 0.3 C15 1.8 C22 -4.4

031 8.1 051 12.7

~

(2]

Tabla 5. Energias de disociacion (Kcal/mol) correspondientes a la siguiente reaccion:
[2,3-dehidrosilibina-OOH]* > 2,3-dehidrosilibina” +«OOH

2,3-dehidrosilibina
31
6 O CH,OH
15¢1 ~117 ?

| l
0 8 O lds_ 12 18 _OCH
\|7/ \?/ \|2/ \13/ ~o 1|7|/ \\1?/ 8
6. _10 3
57N S on ~of " SoH

_ OH O 51 _ _

Atomo Egs Atomo Egss Atomo Egis
C2 19.6 C9 2.7 Cle6 -0.3
C3 16.0 C10 -2.2 C17 -0.1
C4 7.3 Cl1 9.3 C18 -0.7
C5 1.0 C12 3.1 C19 3.3
C6 14.6 C13 8.4 C20 2.7
C7 -18.9 Cl4 -9.7 Cc21 -1.8
C8 11.0 C15 6.1 Cc22 -5.3
031 10.2 051 17.3

En las Tablas 6 y 7 se presentan los resultados correspondientes al estudio de la nor-2,3-
dehidrosilibina y la nor-2,3-dehidrosilibina desprotonada. Trabajos anteriores sugieren que

el mejor sistema para estabilizar radicales libres es la nor-2,3-dehidrosilibina®.
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Tabla 6. Energias de disociacion (Kcal/mol) correspondientes a la siguiente reaccion:
[Nor-2,3-dehidrosilibina-OOH]* - Nor-2,3-dehidrosilibina +*OOH

Nor-2,3-dehidrosilibina

31
6 0O CH,0OH
& I
HO\ /8\ /O\ /14\1 /12\ /18\\ /OH

7 9 2 3§ Yo7 Ty
| J | |
3

10
\Té \ﬁ/ \OH ~of ~

OH 0O 51

Atomo Egs Atomo Egs Atomo Egi
C2 14.1 C9 -6.2 Cl6 -3.1
C3 8.5 C10 -15.4 C17 -1.2
C4 10.6 Cl1 4.3 C18 0.9
C5 -35 C12 -0.1 C19 2.0
C6 -0.2 C13 34 C20 0.8
Cc7 -4.6 Cl14 -8.8 C21 -1.6
C8 0.3 C15 1.8 C22 -4.6
031 8.0 051 12.6

6

Tabla 7. Energias de disociacion (Kcal/mol) correspondientes a la siguiente reaccion:
[Nor-2,3-dehidrosilibina-OOH* > Nor-2,3-dehidrosilibina +*OOH

Nor-2,3-dehidrosilibina’

31
6 O CH,OH
lls&l \1“1/ I
OB O /14\13/12\ _18__OH

Atomo Egs Atomo Egs Atomo Egi
Cc2 19.6 C9 2.7 C16 -0.3
C3 15.9 C10 -2.2 C17 -0.5
C4 7.2 Cl1 9.4 C18 19
C5 1.0 C12 3.0 C19 3.0
C6 14.6 C13 8.4 C20 19
Cc7 -19.0 Cl14 -9.7 Cc21 -1.7
C8 11.0 Ci15 6.1 C22 -5.5
031 10.1 051 17.2

Comparando los resultados en las Tablas 4 y 5 correspondientes al estudio de formacion de

aductos para la 2,3-dehidrosilibina y la 2,3-dehidrosilibina” con los de las Tablas 6 y 7, se
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observa que la nor-2,3-dehidrosilibina y su analogo desprotonado tienen un atomo reactivo
mas que la 2,3-dehidrosilibina pero los valores de AE son muy parecidos.

La sustitucion del grupo metoxi, -OCHs; por un grupo hidroxilo, —OH (diferencias
estructurales entre la 2,3-dehidrosilibina y la nor-2,3-dehidrosilibina) no parece afectar la
capacidad antirradicalica de las moléculas para este mecanismo de formacion de aducto.
Esto no concuerda con los resultados experimentales que advierten sobre la mejor
capacidad de la nor-2,3-dehidrosilibina para estabilizar radicales libres. Como se tiene
reportado, quiza el mecanismo principal de transferencia por el cual la molécula de nor-2,3-

dehidrosilibina act(a es la transferencia de 4&tomo de hidrégeno”.
Como complemento a este estudio se llevd a cabo un andlisis de los valores de las
funciones de Fukui para el ataque radicalico de la silibina y la 2,3-dehidrosilibina que se

presenta en el Apéndice D.

o CONCLUSIONES

Para la silibina y la 2,3-dehidrosilibina se encontrd que la estructura mas estable es aquella
que presenta tres puentes de hidrégeno y que el puente de hidrogeno que estabiliza mas los
sistemas es aquel que se forma entre el hidroxilo, -OH, en Rs del anillo A y el carbonilo,
C=0, del anillo C.

Al comparar los espectros tedricos Raman de la silibina y la 2,3-dehidrosilibina, se puede
concluir que es posible detectar analiticamente la oxidacion de silibina a 2,3-
dehidrosilibina. De los espectros tedricos de UV-visible se observo que los maximos de
absorcion, Amax, permiten diferenciar entre la silibina y su derivado deshidrogenado, la 2,3-
dehidrosilibina.

Del mecanismo de transferencia electronica y la construccion del mapa donador-aceptor de
electrones se concluyd que la 2,3-dehidrosilibina es mejor aceptor y donador de electrones
que la silibina y que ninguno puede estabilizar el radical DPPHe. Sin embargo, al tomar en
cuenta las especies desprotonadas de la 2,3-dehidrosilibina éstas si pueden estabilizar el

radical libre DPPHe. Todos los sistemas estudiados estabilizan satisfactoriamente los
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radicales libres *OOH y NO,* pero ninguno mejora las propiedades de aceptar electrones
de la astaxantina.

Para la formacién de aductos con el radical libre ¢ OOH, los resultados muestran que la 2,3-
dehidrosilibina tiene mayor capacidad para estabilizar este radical libre que la silibina, y
que la 2,3-dehidrosilibina desprotonada es todavia una mejor opcion para estabilizar *«OOH.
Por otro lado, el estudio de este mecanismo no demuestra que la nor-2,3-dehidrosilibina y

su analogo desprotonado sean mejores que la 2,3-dehidrosilibina para estabilizar al *OOH.

Los resultados de esta seccion se encuentran en el articulo publicado bajo el titulo Silybin
and 2,3-Dehydrosilybin flavonolignans as free radical scavengers por los autores Miguel
Reina y Ana Martinez en la revista Journal of Physical Chemistry B, volumen 119, paginas
11597-11606 en el afio 2015.
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2. INTERACCION DE CUMULOS DE CUATRO ATOMOS METALICOS CON SILIBINA

o METODOLOGIA

Para realizar este trabajo, todos los calculos fueron efectuados utilizando la Teoria de
Funcionales de la Densidad (DFT) y el cédigo Gaussian09% en fase gas. Se utiliz el
software Multiwfn para realizar un analisis topoldgico de la densidad electrénica a partir de
la teoria de Bader de 4tomos en moléculas, para describir la interaccion entre la silibina y
los cimulos metalicos de Cu, Ag y Au por medio de un andlisis de los puntos criticos de
enlace.

Para modelar la interaccion de cimulos metalicos con silibina se selecciond el funcional
hibrido B3LYP y la base 6-31+G(d) para los atomos de H, C, O, y el pseudopotencial de
Los Alamos LanL2DZ para los a&tomos metalicos Cu, Ag y Au. Se tiene reportado que este
método computacional es adecuado para modelar este tipo de sistemas, ya que los orbitales
hibridos y bases pequefias describen adecuadamente moléculas orgénicasi*®*?. Ademas, el
pseudopotencial LanL2DZ se utiliza para los atomos metalicos y es adecuado pues toma en
cuenta efectos relativistas**'*. En cada caso, se llevé a cabo un analisis de frecuencias y se
descartd la existencia de frecuencias imaginarias para corroborar que las geometrias
obtenidas del calculo correspondieran a un minimo de energia y aseverar que la estructura
obtenida fuera la més estable.

Se obtuvieron los espectros Raman al realizar un analisis de las frecuencias relacionado con
los sistemas y los espectros de absorcion UV-visible se calcularon mediante la Teoria de
Funcionales de la Densidad dependiente del tiempo con el nivel de teoria B3LYP/6-
31+G(d) LanL2DZ.

El mecanismo de transferencia electrénica implic6 la obtencién de las energias de
ionizacion y afinidades electronicas verticales de cada sistema. Para ello se partié de la
estructura optimizada que fue mejorada con el mismo funcional hibrido B3LYP y con la
base 6-311+G(d,p). A partir del resultado de la estructura neutra mejorada se calcularon las
especies anidnicas y catiénicas considerando la geometria fija. Después se construyeron los
distintos FEDAM que se presentan en este trabajo. Los efectos del disolvente se calcularon

con el modelo de solvatacién SMD?® con agua como disolvente polar.
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o OPTIMIZACION DE GEOMETRIAS DE LOS CUMULOS

Antes de afiadir los cimulos a la molécula de silibina se revisaron los trabajos teéricos
concernientes a la geometria y multiplicidad de cimulos metalicos de Cu, Ag y Au para
conocer las geometrias mas estables™>®’. Ademas, se probaron diferentes multiplicidades
(1, 3y 5) para los cumulos de los tres metales.

Para todos los casos, las estructuras mas estables fueron para los cimulos como singuletes,
m=1. En la Figura 11, se presentan las geometrias, las distancias (A) y los angulos de
enlace para las estructuras de los cimulos mas estables.

Cumulo Geometria

Cu

Ag

Au

Figura 11. Geometrias optimizadas para los cimulos de Cu, Ag y Au de cuatro &tomos.
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En el Apéndice F se puede encontrar el calculo del cimulo de Ag para las multiplicidades
1, 3y 5 con el funcional M05-2X, con el fin de demostrar que sin importar el funcional

utilizado, el orden de energia con respecto a la multiplicidad no cambia.

o GEOMETRIAS INICIALES DE ADICION DE CUMULOS METALICOS

Para evaluar los cambios en los espectros de caracterizacion: UV-visible y Raman se
probaron sistematicamente diferentes posiciones de interaccion de los cimulos metalicos en

la silibina como se muestra en la Figura 12.

Las geometrias iniciales se separaron en tres categorias (1, 2 y 3). La categoria 1 se refiere
a las interacciones de cumulos de cuatro atomos (M) efectuadas verticalmente con respecto
a los centroides de los anillos aromaticos A, B y E. La categoria 2 describe la interaccién de
los cimulos en las posiciones quelatantes de la molécula de silibina: R3-CO, Rs-CO y Rig-
Ra0,. Por Gltimo, la categoria 3 representa la interaccion de los cimulos de forma separada,
dos a dos (M,), efectuada igualmente de manera vertical con respecto a los centroides de
los anillos arométicos A, B y E. Todos los sistemas de interaccion se construyeron teniendo

en cuenta la multiplicidad mas favorable del camulo (singulete).
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OH

OH O OH O

OH O OH O 2M
Figura 12. Figuras iniciales de interaccion de los cimulos metéalicos a silibina.
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o INTERACCION DE CUMULOS DE CUATRO ATOMOS METALICOS CON SILIBINA

En la Figura 13 se muestra nuevamente la representacién molecular de la silibina.

23
OH

HO
aoc
OH OH

OH o 3 20

Figura 13. Representacion molecular de la silibina.

En las Figuras 14, 15y 16 se presentan las dos estructuras optimizadas mas estables de los
compuestos Silibina-Cu,, Silibina-Ags, Silibina-Aus. AE en Kkilocalorias por mol

corresponde a las diferencias energéticas entre las estructuras comparadas y la mas estable.

AE (Kcal/mol) Estructura

0.00

0.69

Figura 14. Estructuras optimizadas de Silibina-Cuy.
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AE (Kcal/mol) Estructura

0.00
0.74
Figura 15. Estructuras optimizadas de Silibina-Ag..
AE (Kcal/mol) Estructura
0.00
2.61

Figura 16. Estructuras optimizadas de Silibina-Au,.
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Los cimulos interactdan en el anillo B de la silibina (anillo central de la molécula) y en la
posicion de adicion R3-CO. Los cimulos de Cu, Ag y Au interacttan formando un quelato
con una diferencia energética menor de 5 Kcal/mol con respecto al sistema mas estable, por
lo que ambos sistemas podrian coexistir en un experimento.

Para continuar el estudio detallado de la interaccion de silibina con cimulos metalicos se
escogieron los sistemas de interaccion del cimulo en la posicion R3-CO. Se trata, en todos
los casos, de estructuras estables con respecto al sistema mas estable (AE=0.69 Kcal/mol
para Cu , AE=0.74 Kcal/mol para Ag y AE=0.00 Kcal/mol para Au) con la ventaja de que
forman quelatos y desplazan los puentes de hidrogeno intramoleculares. Existe también el
interés de analizar la competencia energética entre los puentes de hidrogeno y la interaccion

de los distintos cumulos en ese sitio. Estos sistemas son Sily-Cua, Sily-Aga y Sily-Aus.

En el Apéndice G se puede encontrar una validacion metodoldgica para el sistema [Sily-

Cuy4] optimizado tomando en cuenta el disolvente y con el método SMD.

o DESCRIPCION DE LA INTERACCION ENTRE LOS CUMULOS METALICOS Y LA SILIBINA

e GEOMETRIAS DE LAS ESTRUCTURAS SILY-Cuy, SILY-AQ4 , SILY-AuUy

Para las geometrias Sily-Cuy, Sily-Ags y Sily-Aus se encuentran enlaces de puente de
hidrégeno no convencionales'® entre el &tomo de H del grupo hidroxilo, —~OH, situado en R3
y un atomo metélico. Esta interaccion se produce debido a la insercion del camulo en la
posicion R3-CO y el desplazamiento de H del grupo hidroxilo. Un primer atomo metéalico
interactla directamente con los O del C=0 y del -OH mientras que un segundo atomo
metalico interactia con el H del grupo —OH produciendo el puente de hidrégeno no
convencional.

Para los cumulos de los tres metales, las geometrias son similares, y en todas se encuentran
las interacciones no convencionales M-H, que podrian tener un efecto estabilizador en los
sistemas. En la Figura 17 se presentan de manera sucesiva las estructuras Sily-Cuy, Sily-
Ag, y Sily-Au, con las distancias mas importantes Sily-M, y las cargas de Mulliken para

los atomos involucrados en la interaccion.
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Distancias (A)
Cargas de Mulliken

Estructura

do@s)-cus) = 2.02
dogs)-cuss) = 2.79
AHs7)-cue) = 2.45

Cu (58) = 0.100
Cu (59) = -0.178
Cu (60) = -0.010
Cu (61) = 0.168

0(15) = -0.605
0(18) = -0.453
H(57) = 0.485

do15)-ag(57) = 2.38
do(s)-ags7) = 2.81
dHee1)-agEe) = 2.71

Ag (57) = 0.066
Ag (58 = 0.183
Ag (59) = -0.102
Ag (60) = -0.166

0(15) = -0.444
0(18) = -0.573
H(61) = 0.557

dos)-Au(s9) = 2.25
do(i8)-Au(s9) = 2.99
dH(57)-Auss) = 2.61

Au (58) = -0.366
Au (59) = 0.309
Au (60) = -0.283
Au (61) = -0.114

0(15) = -0.627
0(18) = -0.470
H(57) = 0.515

Figura 17. Andlisis geométrico y de las cargas de Mulliken de las estructuras Sily-Cuy, Sily-Ags y
Sily-Aug.
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Preguntarse como interacttan los cumulos metalicos con la silibina es de suma importancia
desde el punto de vista tedrico y experimental. Para que haya una modificacion en los
espectros de caracterizacion se requiere que exista una interaccion entre el cimulo metalico
y la silibina, sin embargo si esta interaccion es de tipo enlazante, las propiedades
electronicas y, por lo tanto, una posible actividad biologica podrian cambiar radicalmente.

Para analizar estos fendmenos se llevo a cabo un estudio geométrico y de las cargas de
Mulliken del sistema, asi como la construccién de mapas de potencial electrostatico y
contornos de densidad electronica para evaluar cualitativamente si las propiedades
electronicas de la silibina se veian afectadas. También se realizd un analisis topolégico de

los sistemas.

En la Figura 17 se observa que todas las distancias reportadas son menores de 3A y por lo
tanto pertenecen al intervalo correspondiente a interacciones fuertes®®. El cimulo metélico
se encuentra cerca de la silibina. Las distancias M-H de los puentes de hidrogeno no
convencionales no son en ningln caso las distancias mas largas. Para todos los cimulos se

observa la misma tendencia con respecto a las distancias de interaccion:

distancia M-O(c-o) < distancia M-H < distancia M-Oon)

Para las cargas de Mulliken se observo gque los &tomos metélicos méas cercanos a la silibina
son Cu(58), Ag(57) y Au(59), todos ellos con carga positiva, mientras que los a&tomos de
oxigeno son todos negativos; situacion esperada en la interaccion de metales con oxigeno.
Ademas, debido a los valores tan pequefios, la interaccion electrostatica que se establece es
débil. Los atomos del cumulo metalico que participan en los puentes de hidrogeno no
convencionales son Cu(59), Ag(59) y Au(58), todos con carga negativa, mientras que los
atomos de hidrdgeno presentan cargas positivas.

Con este primer analisis se puede concluir que los cimulos se encuentran cerca e

interacttan de manera electrostatica con la silibina.
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¢ MAPAS DE POTENCIAL ELECTROSTATICO

Se construy6 el mapa de potencial electrostatico (MPE) para analizar cobmo se distribuye la
carga en el camulo y en sus alrededores y sobre todo, para evaluar si habia cambios
importantes en la molécula organica. La adicion de los cumulos podria modificar
sensiblemente las propiedades de carga en la molécula de silibina y entonces afectar sus
propiedades electrénicas. Como las propiedades electronicas estan estrechamente ligadas a
la reactividad quimica y por lo tanto a la actividad bioldgica, un cambio en las primeras

podria suponer, por ejemplo, la pérdida de la actividad bioldgica deseada.

Este estudio complementa el realizado sobre las cargas, pues ahora se analiza en el sistema
desde un punto de vista global. Podemos observar los cambios de largo alcance producidos

por la interaccion de los distintos camulos metélicos con la silibina.

En la Figura 18 se muestran los MPE de Sily-Cu,, Sily-Ags y Sily-Au,. Se observa que
para todos los casos la distribucion de carga en la molécula es practicamente la misma que
la que se encuentra en la silibina. Las tres zonas deficientes en electrones (regiones azules
del mapa), que corresponden a los grupos hidroxilos en R7 y en Rig y al metoxi en Ry no
presentan mayores cambios cuando cualesquiera de los cimulos metalicos interactian con
la silibina. Sucede lo mismo con las zonas ricas electronicamente, los grupos hidroxilos en
posiciones Rs y Ry3 permanecen invariantes con la interaccion de los cumulos. Sin
embargo, se aprecia que el anillo C se empobrece ligeramente al tiempo que el &tomo de
oxigeno situado en Rz se enriquece electronicamente debido fundamentalmente a la

presencia de los camulos.

Se puede concluir que la adicion de los cumulos altera el ambiente electronico en la
vecindad de la interaccion, pero no modifica significativamente las relaciones de carga de
la molecula de largo alcance. Este resultado podria interpretarse como positivo porque las
propiedades electrénicas y por lo tanto quimicas y de reactividad de la molécula de silibina

no parecen variar con la interaccion de los cimulos en la silibina.
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Escala

Silibina

Sily-Cuy

Sily-Ag,

Sily-Auy

Figura 18. Mapas de potencial electrostatico (MPE) de silibina y de Sily-Cu,, Sily-Ags y Sily-Au,.
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e CONTORNOS DE DENSIDAD

Como parte del estudio de la interaccion de los cimulos metélicos con la silibina, se
obtuvieron los contornos de densidad. En la Figura 19 se presentan los contornos de
densidad electronica para los sistemas Sily-Cu,, Sily-Ags y Siy-Aus. Estos contornos
muestran que existe densidad electronica compartida entre el &tomo de O del C=0 vy el
atomo metalico mas préximo, Cu(58), Ag(57) y Au(59). Podria existir también cierto
porcentaje de caracter covalente en la interaccion Sily-M, que antes se definié como una
interaccion electrostatica.

De los tres sistemas estudiados, los cumulos de Cu y Au son aquellos que muestran mayor
comparticién de densidad electrénica. Para estos dos casos el caracter covalente de la

interaccion seria mayor.

Estructura Contorno de densidad electrénica

5.93 L 0520
-0.455
- 0.390
3.95
) 0.325
Sily-Cuy
0.260
0.195
1.98
0.130
0.065
0.00 ] 0.000
0.00 1.82 3.64 546

Length unit: Angstrom
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Estructura

Sily-Ag,

Sily-Auy

Contorno de densidad electrénica

5.86 L 0520
0.455
- 0.390

3.91
- 0.325
0.260
0.195

1.95
0.130
0.065
0.00 0.000

0.00 1.92 3.84 5.76
Length unit: Angstrom

0.650
0.585
5.95 - 0.520
-0.455

- 0.390

3.97
0.325
- 0.260
0.195

1.98
0.130
0.065
0.00 0.000

0.00 1.88 3.77 5.65

Length unit: Angstrom

Figura 19. Contornos de densidad electronica Sily-Cuy, Sily-Ags y Sily-Aus,.
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e ANALISIS TOPOLOGICO

En las Figuras 20, 21 y 22 se presentan los resultados del andlisis topoldgico para las
estructuras Sily-Cug, Sily-Ags y Sily-Aus, mientras que en la Tabla 8 se presentan los
valores del Laplaciano de la densidad electrénica, V?p, para los puntos criticos de enlace

entre el oxigeno, O15 y los diferentes metales, Cu(58), Ag(57) y Au (59).

= Puntos criticos de enlace

Figura 20. Andlisis topol6gico para Sily-Cuy.
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= Puntos criticos de enlace

~ Ag 58
Ag 60

Figura 21. Analisis topolégico para Sily-Ag,.

e Puntos criticos de enlace
Au 59 {_

Au 60

Figura 22. Analisis topolégico para Sily-Aug.
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Tabla 8. Andlisis del Laplaciano de la densidad electrénica como descriptor topoldgico

Sistema  Punto critico de enlace analizado  v*p

Sily-Cug Cu(58)-0(15) 0.491
Sily-Agy Ag(57)-0(15) 0.207
Sily-Au, Au(59)-0(15) 0.304

Los valores positivos o negativos del Laplaciano de la densidad electronica indican
concentracion o disminucion de la densidad electronica en un punto critico en particular. Se
estudio el punto critico de enlace que une el cimulo metélico con la silibina. Para todos los
casos, el valor del Laplaciano de la densidad electronica es positivo. De acuerdo con los
criterios topoldgicos generalmente utilizados, para un enlace covalente el Laplaciano de la
densidad electrénica debe ser negativo, V2p < 0. Sin embargo, se ha reportado que al
trabajar con &tomos pesados este criterio falla y no se descarta proponer un enlace
parcialmente covalente.

En la Figura 23 se presenta un analisis particular de las interacciones no convencionales M-
H y M-O para el sistema Sily-Cu, a partir de la visualizacion de las cuencas de superficie
generada a partir de la suma de los caminos de los puntos criticos de enlace. Se puede
observar que el a&tomo metalico Cu(59) interacciona tanto con O(18) como con H(57).

Figura 23. Andlisis topoldgico de las cuencas de superficie para Sily-Ag,.
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En el Apéndice | se puede ver un andlisis sobre las energias libres de Gibbs para las
reacciones de formacion de los sistemas [Sily-M,] y en el Apéndice H un estudio sobre la

interaccion de un cimulo metalico de cuatro atomos de cobre con la silibina desprotonada.

o MAPA DONADOR-ACEPTOR PARA LA INTERACCION DE CUMULOS CON SILIBINA

Uno de los aspectos fundamentales para establecer si las moléculas pueden exhibir
propiedades interesantes en tejidos biolégicos es establecer su capacidad antirradicalica®.
En la Figura 24 se presenta el mapa donador-aceptor con la silibina, los tres sistemas Sily-
M, (M=Cu, Ag, Au) y los radicales libres *OOH, NO,* y DPPHe ademas de las moléculas
de astaxantina (Asta) y Resveratrol (Resve) conocidas por ser buenos estabilizadores de
radicales libres. Se incluye igualmente la especie silibina desprotonada (Sily(-)), pues es
interesante la comparacién que pueda hacerse con los sistemas que incluyen metales. Esto
tiene la finalidad de evaluar si la modificacién del pH a valores basicos podria ser mas
efectiva que la interaccion de metales para la donacion u acepcion de electrones. Se utiliz6

agua como disolvente para modelar un medio polar.

Mapalionador-aceptoriparadaBilibina,Bily-M,,Bstaxantina@dos
radicalesfibres@OH,ENO,FEDPPH.H
E.l.QeV)d
10@ [
o 9 OOH.
8 N0
76 [
Silibina@-)&
6 # Silibina?
sa b Resvel | sily-Au,, ® orrHE
& Asta@
am
W siy-Ag,
30 W siy-cu,
20 : : : : : " AEReV)E
1.5@ 2m 2.50 3@ 3.50 4p 4.50

Figura 24. Mapa donador-aceptor para la interaccion de cimulos metalicos a silibina.

Los sistemas Sily-Cugs, Sily-Ags y Sily-Aus mejoran en todos los casos las propiedades
antirradicalicas (donacion y acepcion de electrones) de la silibina y la silibina
desprotonada, pues tienen menores energias de ionizaciébn y mayores afinidades

electronicas. Todos se situan abajo a la izquierda en el mapa donador-aceptor. Donar
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electrones en los sistemas de cumulos, con respecto a silibina, es siempre una situacion de
menor energia.

Sily-Cu,s y Sily-Ag, tienen menores energias de ionizacién, por lo que son mejores
donadores de electrones que Sily-Aus. Por el contrario, Sily-Aus es mejor aceptor
electronico que Sily-Ag, y que Sily-Cus,.

Con respecto a la astaxantina, se observa que ninguno de los sistemas mejora su capacidad
aceptora de electrones, sin embargo Sily-Ags y Sily-Cus son mejores donadores ya que
tienen menores energias de ionizacion. Los sistemas [Sily-M,] mejoran la capacidad de
donar y aceptar electrones del resveratrol.

Los sistemas Sily-Cuq, Sily-Agas, Sily-Au, y astaxantina son capaces de donar electrones a
los radicales libres DPPHe, «OOH, NO,* porque tienen menores energias de ionizacion.
Por su parte, el radical libre NO* es el mejor aceptor de electrones de todo el mapa.

Del mapa donador-aceptor de electrones se puede concluir que la adicion de cimulos
metalicos a la silibina mejora sustancialmente las propiedades antirradicalicas de ésta, y
que incluso dos de estos sistemas (Sily-Cu,, Sily-Ag,) mejoran la capacidad donadora de la

astaxantina.

o ESPECTROS DE CARACTERIZACION

En la siguiente seccion se presentan los espectros tedricos de UV-visible y Raman de los

sistemas Sily-Cuy, Sily-Aga y Sily-Aus.

e ESPECTROS UV-VISIBLE

En las Tablas 9, 10 y 11 se presentan de manera sucesiva los valores de los maximos
tedricos de absorcion, Amax, Y €n las Figuras 25, 26 y 27, los espectros de UV-visible para
los sistemas Sily-Cuy, Sily-Ags y Sily-Au, respectivamente.

En las figuras se muestran también los espectros para los cimulos de Cu, Ag y Au por
separado, con la intencidn de descartar que se estuviera obteniendo una respuesta debida

Unicamente a la presencia del cimulo y no a las del cumulo interactuando con la silibina.
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Tabla 9. Amax para Silibina, Sily-Cu, y el cimulo Cu,.
Valores Amax de espectros UV-visible para Silibina, Sily-Cu, y Cu,

Estructura Amax (NM)
Silibina 269
Sily-Cu, 398

CU4 410

Espectros@V-visible@paraBilibina,Bily-Cu,F@I@imuloiLu,,

Intensidad®
1

0.98

0.8 Silibinal®

0.7@ \ Sily-Cud

0.68 - = —Cu4m

0.5(@

0.4

0.3@

0.2@

0.1@

oR
2003 3003 4008 5003 6003 7008 | @nm)2 800@

Figura 25. Espectros UV-visible para Sily-Cus,.

El Gnico caso en el que es posible comparar los valores tedricos con un resultado
experimental es en el espectro de UV-visible de Sily-Ag, (Tabla 10). EI maximo de
absorcion experimental de la interaccion de Ag a silibina es de 417 nm, mientras que el
maximo de absorcion para Sily-Ag, es de 435 nm, lo que representa un error menor a 6%

con respecto al valor experimental.

Tabla 10. Amax para Silibina, Sily-Ag, y el cimulo Ag,.
Valores Amax de espectros UV-visible para Silibina, Sily-Ags y Ags

Estructura Amax (NM)
Silibina 269
Sily-plata (exp) 417
Sily-Aga 435
Agy 302/427
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Intensidad®
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Figura 26. Espectros UV-visible para Sily-Ag,.

Tabla 11. Anax para Silibina, Sily-Au, y el cimulo Au,.

Valores Amax de espectros UV-visible para Silibina, Sily-Aus y Auy

Estructura Amax (NM)
Silibina 269
Sily-Auy 405
AUy 416

Intensidad®

1@
0.98
0.8@
0.7@

0.6

Espectros@V-visible@paraBilibina,Bily-Au,F@IRUmulo@u,y

—Silibinal

Sily-Au4pl

= = —Aud@

o
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300 4008 500 6003 7008 | @nm)2 800B

Figura 27. Espectros UV-visible para Sily-Au,.
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En los sistemas Sily-Cuq, Sily-Ags y Sily-Au, se observa un desplazamiento significativo
del maximo de longitud de onda de absorcidn en el espectro tedrico de UV-visible hacia
valores mayores con respecto a la silibina.

Los maximos en los sistemas de estudio corresponden al intervalo de la region visible del
espectro electromagnético, lo que facilitaria la deteccion de silibina.

Con base en estos espectros se establece que hay diferencias significativas entre las
longitudes de onda de maxima absorcion, por lo que la interaccién de cumulos metalicos

podria ayudar a detectar indirectamente silimarina.
e ESPECTROS RAMAN

En las Figuras 28, 29 y 30 se presentan los espectros Raman para los sistemas Sily-Cua,
Sily-Ag, y Sily-Aus. En todos los espectros se muestra ademas el espectro Raman de la
silibina y del cimulo My (M=Cu, Ag, Au) con el objetivo de comparar analiticamente las

diferencias entre cada tipo de espectro.

Espectros Raman comparativos para Silibina, Sily-Cu, y el cimulo Cu,
Intensidad

1 [

\ Silibina
09 ! —— Sily-Cud
0.8 ! = = —Cud

0.7
0.6
0.5
0.4

0.3

0.2

0.1

0 100 200 300 400 500 600 700 v (cm-1) 800

Figura 28. Espectro Raman para Sily-Cu,.
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Espectros Raman comparativos para Silibina, Sily-Ag,y el cimulo Ag,
Intensidad
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Figura 29. Espectro Raman para Sily-Ag,.

Espectros Raman comparativos para Silibina, Sily-Au, y el cimulo Au,
Intensidad
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Figura 30. Espectro Raman para Sily-Au,.

En los sistemas Sily-Cus, Sily-Ags y Sily-Aus, las sefiales de Raman se intensifican
notablemente con respecto a la silibina, por lo que la adicion de cumulos metéalicos, sobre
todo de Cu y Ag, parecen ser un método analitico adecuado para detectar sensiblemente
silibina.

Se observa que hay picos alrededor de 100 cm™ que corresponden tinicamente a frecuencias
de vibracion en el cimulo (espectros punteados); sin embargo, estos picos decrecen en los
sistemas Sily-M.
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El sistema Sily-Cus es el que mas modifica el espectro de la silibina con dos picos

caracteristicos en el intervalo entre 400 y 500 cm™.

De las respuestas espectroscopicas observadas, de los desplazamientos de los méximos de
absorcion en el espectro UV-visible y del incremento en la intensidad de los picos en los
espectros Raman, se puede concluir que la interaccion de los cimulos metalicos con la

silibina se podria facilitar la deteccion de silibina.

3. INTERACCION DE CUMULOS METALICOS DE Cu, Ag Y AU Y CON SILIBINA COMO

SISTEMAS CARGADOS

Se propone el estudio de la interaccion de cimulos metalicos en la posicion R3-CO con la
silibina como sistemas globalmente cargados: 0, +1y +2 para Cu, 0y +1 para Agy 0, +1y
+3 para Au porque se tiene conocimiento de que experimentalmente debe llevarse a cabo la
reduccién de Ag* a Ag’. Esto puede resultar interesante para conocer si a partir de un

cumulo de cuatro atomos los sistemas se encuentran ya reducidos.

o DESCRIPCION DE LA INTERACCION ENTRE LOS CUMULOS METALICOS CARGADOS Y LA

SILIBINA

En las Figuras 31, 32 y 33 se presentan las estructuras optimizadas de los sistemas Sily-M,
y [Sily-M4]*"; donde a=estado de oxidacién mas comin para cada metal; con las distancias
mas importantes y las cargas de Mulliken de los &tomos méas proximos donde se lleva a

cabo la interaccion.
Como uno de los objetivos principales de este trabajo es plantear una mejora de caracter

experimental al pensar en la posible sustitucion de Ag por Cu, se muestra un analisis mas

detallado de las estructuras Sily-Cug, [Sily-Cus]" y [Sily-Cus]*".
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M Q Estructura

Cu +1

+2

Distancias (A)
Cargas de
Mulliken

dogs)-cuss) = 2.02
doqs)-cuis) = 2.79
dHs7)-cue) = 2.45

Cu (58) = 0.100
Cu (59) = -0.178
Cu (60) = -0.010
Cu (61) = 0.168

0(15) = -0.605
0(18) = -0.453
H(57) = 0.485

do15)-cuse)= 2.06
doqs)-cue) = 2.23
do(8)-cuse)= 2.23

Cu (58) = 0.341
Cu (59) = 0.008
Cu (60) = 0.112
Cu (61) = 0.355
0(15) = -0.645
0(18) = -0.464

do(s)-cue)= 2.00
doqs)-cuis) = 2.10
dos)-cuie)= 2.10

Cu (58) = 0.422
Cu (59) = 0.082
Cu (60) = 0.205
Cu (61) = 0.408
0(15) = -0.668
0(18) = -0.461

Figura 31. Estructuras optimizadas de los sistemas Sily-Cuy, [Sily-Cua]* y [Sily-Cus]**.
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M Q Estructura

Ag

+1

Distancias (A)

Ag (57) = 0.066
Ag (58 = 0.183
Ag (59) = -0.102
Ag (60) = -0.166

0(15) = -0.444
0(18) = -0.573
H(61) = 0.557

do@s)-ag(s7)= 2.35
doqs)-ags7)= 2.54

Ag (57) = 0.430
Ag (58 = 0.290
Ag (59) = 0.006
Ag (60) = 0.111
0(15) = -0.642
0(18) = -0.453

Figura 32. Estructuras optimizadas de los sistemas Sily-Ag, y [Sily-Aga]".

Cargas de Mulliken
do@s)-ag7) = 2.38
doqs)-ags7) = 2.81
dhe1)-Age9) = 2.71
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Au

+1

+3

Estructura

Distancias (A)
Cargas de
Mulliken

dos)-Au(s9) = 2.25
dog)-Au(s9) = 2.99
dH(57)-Auss) = 2.61

Au (58) = -0.366
Au (59) = 0.309
Au (60) = -0.283
Au (61) = -0.114

0(15) = -0.627
0(18) = -0.470
H(57) = 0.515

do@s)-Aue)= 2.24
dogs)-auEe)= 3.00
AH(57)-Auss)= 2.87
AH(s7)-AuE1)= 2.82

Au (58) = -0.242
Au (59) = 0.172
Au (60) = -0.089
Au (61) = 0.132

0(15) = -0.697
0(18) = -0.446
H(57) = 0.499

do@s)-Au9)= 2.37
dogs)-auie)= 3.05
AH(57)-Ause)= 2.78

Au (58) = 0.000
Au (59) = 0.133
Au (60) = 0.058
Au (61) = 0.076

0(15) = -0.629
0(18) = -0.447
H(57) = 0.523

Figura 33. Estructuras optimizadas de los sistemas Sily-Aug, [Sily-Aua]* y [Sily-Au,]*".
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La geometria de los cimulos puede variar significativamente o0 muy poco como funcién de
la carga y de la naturaleza del camulo. Para los metales Cu y Ag, Figuras 31 y 32
respectivamente, se observan variaciones en la geometria del cimulo como funcion de la
carga global del sistema. Ningun sistema: [Sily-Cua]*, [Sily-Cus]* ni [Sily-Ags]" presenta
puentes de hidrégeno no convencionales M-H. La interaccion entre el cimulo metélico y la
silibina se lleva a cabo directamente entre el &tomo metalico Cu(58) y Ag(57) y el O del
carbonilo, C=0, de la silibina.

Por el contrario, las geometrias de los cimulos de Au varian muy poco como funcion de la
carga global del sistema, Figura 33. En los tres casos estudiados: [Sily-Aug], [Sily-Aus]”y
[Sily-Aua]** hay puentes de hidrégeno no convencionales M-H.

Las distancias entre O(15) y el los atomos Cu (58), Ag(57) y Au(59) practicamente no
varian como funcion de la carga del sistema, todas se encuentran dentro del intervalo de
interacciones fuertes menores de 2.5 A.

En cuanto a las cargas, se encuentran similitudes marcadas entre las estructuras de
interaccion de Cu y Ag con silibina, mientras que los sistemas de Au con silibina presentan
un comportamiento distinto.

Para los sistemas de Cu 'y Ag, a medida que aumenta la carga global del sistema, los &tomos
Cu(58) y Ag(57) incrementan igualmente sus valores positivos de carga, lo que indica una
interaccion electrostatica cada vez mas fuerte. Por el contrario, en las estructuras de Au, a
medida que la carga del sistema aumenta, los valores de carga decrecen, quiza debido al
aumento en la distancia Au(59)-O(15). En todos los sistemas de Au, la carga del atomo
Au(58) que participa en los puentes de hidrégeno no convencionales es negativa (o cero) lo

que es ldgico pues la carga del H(57) es siempre positiva.
e MAPAS DE POTENCIAL ELECTROSTATICO
En la Figura 34 se presentan los mapas de potencial electrostatico para los sistemas Sily-

Cu4 como funcién de la carga (0, +1 y +2) para analizar como se distribuye la carga en el

cumulo y, sobre todo, para analizar cambios significativos de carga en todo el sistema.
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Escala

Q Mapa de potencial electrostatico

Estructura

Figura 34. MPE para Sily-Cus como sistemas con carga= 0, +1y +2.
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A medida que la carga aumenta, el cimulo se va haciendo cada vez mas positivo y la
vecindad con la silibina cambia progresivamente hasta que toda la distribucion de carga es
distinta. En los sistemas de Cu neutros y con carga +1, los cambios son menores que

cuando el sistema esta cargado +2.

e CONTORNOS DE DENSIDAD

Como parte del estudio de la interaccion de los cimulos metalicos de Cu con la silibina
como funcién de la carga, se obtuvieron los contornos de densidad para cada sistema,
Figura 35.

Q Contornos de densidad electrénica
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Q Contornos de densidad electrénica
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Figura 35. Contornos de densidad para Sily-Cu, como sistemas con carga= 0, +1,+2.

Los contornos de densidad muestran que a medida que la carga del sistema aumenta, la
densidad electronica compartida se incrementa. El caracter covalente de las interacciones
entre Cu(58) y los oxigenos O(15) del C=0 y O(18) del -OH en R3 podria ser cada vez
mayor. Ademds, conforme la carga aumenta, se observan distancias méas cortas entre
Cu(58) y O(18). Esto podria aportar mayor estabilidad en los sistemas pues se observa
aparentemente la incipiente formacion de un anillo de cinco miembros constituido por los
atomos O(15), Cu(58), O(18), C(16) y C(14).

En el Apéndice | puede verse un analisis sobre las energias libres de Gibbs para las

reacciones de formacion de los sistemas [Sily-M4]*".

o MAPA DONADOR-ACEPTOR PARA LA INTERACCION DE CUMULOS METALICOS
CARGADOS A SILIBINA

En la Figura 36, se presenta el mapa donador-aceptor para los sistemas de interaccion de
cumulos metalicos con silibina como funcion de la carga. Para llevar a cabo la comparacién
se incluyeron las moléculas de silibina y silibina desprotonada, astaxantina y resveratrol y
los radicales libres *OOH, NO,* y DPPHe. Se utilizé agua como disolvente para modelar

un medio polar.
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Figura 36. Mapa donador-aceptor para la interaccion de cimulos metélicos con silibina como
sistemas cargados en comparacion con la silibina, la astaxantina y el resveratrol y los radicales
libres «OOH, NO,* y DPPHe.

Todos los sistemas de interaccion de cumulos metalicos con silibina mejoran las
propiedades antirradicalicas de la silibina, salvo el sistema [Sily-Aus]**, que tnicamente es
mejor aceptor de electrones que la silibina. Estos sistemas tienen menores energias de
ionizacion y mayores afinidades electronicas que la silibina, por lo que ceder y aceptar
electrones es una situacion de menor energia comparada con la silibina.

Todos los sistemas cargados son mejores aceptores de electrones que sus homdlogos
neutros y, a medida que aumenta la carga, aumenta la capacidad de aceptar electrones. De
igual forma, conforme aumenta la carga, disminuye la capacidad de los sistemas para donar
electrones. EI mejor aceptor de electrones es [Sily-Au,]**, mientras que los mejores donares
son Sily-Cug y [Sily-Cua]".

Salvo los sistemas cargados de Au, todos los demas pueden donar electrones a los radicales
libres «OOH, NO,* y DPPHe y asi estabilizarlos. Cabe resaltar que el Unico sistema que
mejora las propiedades antirradicélicas de la astaxantina, es decir su facilidad para donar y
aceptar electrones, es [Sily-Ags]”. Su posicion en el mapa esta debajo y a la derecha de la
astaxantina, lo que significa que tiene menor energia de ionizacion y mayor afinidad

electrénica.
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Se puede concluir que las propiedades antirradicalicas de los cumulos metélicos que

interaccionan con silibina dependen de la carga global del sistema.

o ESPECTROS DE CARACTERIZACION

Se presentan los espectros de caracterizacion para los cimulos de cuatro atomos de Cu, Ag

y Au como sistemas cargados interactuando con silibina.

e [ESPECTROS UV-VISIBLE

Se presentan de manera sucesiva las tablas 12, 13 y 14 con los valores de los maximos
teoricos de absorcion, Amax, Y en las Figuras 37, 38 y 39 se muestran los espectros de UV-

visible.

Tabla 12. Anax para silibina y los sistemas Sily-Cu, como funcién de la carga

Valores Amax de espectros UV-visible para la interaccion de cimulos de Cu

Estructura Carga Amax (NM)
Silibina - 269
0 398
Sily-Cus +1 606
+2 1149
Espectros UV-visible de los cimulos de Cu como funcién de la
Intensidad cargaf—(o, +1,+2)
1
0.9
0.8
0.7 —silibina
0.6 g0
0.5
0.4 g=+1
0.3 q=+2
0.2
0.1 }
0
200 400 600 800 1000 1200 1400 A (nm)

Figura 37. Espectro UV-visible para Sily-Cus como funcidn de la carga del sistema.
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Tabla 13. Anax para silibina y los sistemas Sily-Ag, como funcion de la carga

Valores Amax de espectros UV-visible para la interaccion de cimulos de Ag

Estructura Carga Amax (NM)
Silibina - 269
. 0 435
Sily-A
y-Aga +1 638
Espectros UV-visible de los cimulos de Ag como funcién de la
carga =(0, +1
Intensidad & f( )
1
0.9 —Silibina —q=0 g=+1
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0
200 400 600 800 1000 1200 1400 A (nm)

Figura 38. Espectro UV-visible para Sily-Ag, como funcién de la carga del sistema.

Tabla 14. Anax para silibina y los sistemas Sily-Au, como funcion de la carga

Valores Amax de espectros UV-visible para la interaccion de cimulos de Au

Estructura Carga Amax (NM)
Silibina - 269
0 405
Sily-Auy +1 1275
+3 990
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Figura 39. Espectro UV-visible para Sily-Au, como funcion de la carga del sistema.

En los espectros de UV-visible tedricos se observan cambios importantes en cuanto a la

posicion de los maximos de absorcién en los sistemas cargados. El desplazamiento de los

maximos de absorcion hacia longitudes de onda mayores es tan significativo que ni siquiera

se encuentran en la region visible del espectro electromagnético.

El maximo de absorcion para el sistema de Ag cargado +1 difiere considerablemente del

obtenido experimentalmente (Amax=417nm). Esto podria dar indicios sobre a partir de

cuantos atomos se reducen los metales para formar nanoparticulas.

ESPECTROS RAMAN

En las Figuras 40, 41 y 42 se presentan los espectros Raman para los sistemas Sily-Cug,

Sily-Ag, y Sily-Au, como funcion de la carga global de los sistemas.
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Espectros Raman comparativos para la interaccion de Cu con silibina como sistemas

Intensidad con carga=0, +1y +2

: ﬂ
0.9
0.8
0.7

e Silibina

0.6
0.5 a0
04 q=+1
0.3 q=+2

0 100 200 300 400 500 600 700 goo V(em-1)

Figura 40. Espectro Raman para Sily-Cu, como funcién de la carga del sistema.

Espectros Raman comparativos para la interaccidn de Ag con silibina como sistemas
Intensidad con carga=0y +1
1

0.9
0.8
0.7
—Silibina
0.6
0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0 100 200 300 400 500 600 700 goo V(cm-1)

Figura 41. Espectro Raman para Sily-Ag, como funcién de la carga del sistema.

Espectros Raman comparativos para la interaccién de Au con silibina como sistemas
Intensidad con carga=0, +1y +3
1

0.9
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—Silibina
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05 a=0
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0.2

0.1

—

0
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Figura 42. Espectro Raman para Sily-Au, como funcién de la carga del sistema.



Para todos los casos estudiados, se observa un incremento considerable en la intensidad de
los picos en los espectros Raman. La cantidad y la distribucion de picos es suficiente en
todos los casos para diferenciar teéricamente el estado de oxidacién de los metales, pero
sobre todo para distinguirlos de la silibina.

A medida que la carga del sistema incrementa, las sefiales mas intensas se recorren a
menores valores de frecuencia. Casi todos los picos que caracterizan los sistemas cargados
+1y +2 de los cimulos de Ag y Cu respectivamente se sittian antes de los 300 cm™.

Sin importar la carga del sistema, los espectros Raman parecen ser una buena herramienta

analitica para detectar con sensibilidad la presencia de silibina.

4. INTERACCION DE CUMULOS MIXTOS BINARIOS Y TERNARIOS EN SILIBINA

Uno de los propdsitos de este trabajo es analizar si la modificacion en la naturaleza de los
cumulos puede modificar los espectros de UV-visible y Raman y modular las propiedades
antirradicélicas de los sistemas de interaccion con la silibina. Para ello se estudié una serie
de cimulos mixtos binarios y ternarios de las combinaciones de Ag,-Au,, Au-Cu, y Ags-
Cu, y finalmente el cimulo ternario Ag-Au-Cu afiadidos en la posicion R3-CO de la
silibina.

Se sabe que la sintesis y produccidn de este tipo de sistemas es posible y se encuentra en
auge precisamente por sus caracteristicas particulares; se obtienen sistemas ad hoc para dar
soluciones muy especificas.

En la Figura 43 se muestran las geometrias optimizadas con las distancias de enlace mas
importantes y las cargas de los &tomos involucrados en la interaccion Sily-[My.-My,] (con x
yy =Cu, Agy Au, x y y diferentes) y Sily-[Cu-Ag-Au].
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o OPTIMIZACION DE LA GEOMETRIA DE LOS CUMULOS MIXTOS MAS ESTABLES

Estructura

2

o

Distancias (A)

Cargas de
Mulliken

dH(s9)-Aue1) = 2.54
do@s)-ag7) = 2.39
do@s)-ags7) = 2.73

Ag(57) = 0.606
Ag(58) = 0.349
Au(60) = -0.488
Au(61) = -0.577

0(15) = -0.580
0(18) = -0.475
H(59) = 0.509

dHEs7)-Ause) = 2.55
dos)-cueo) = 2.06
dos)-cue0) = 2.54

Au(58) = -0.520
Au(59) = -0.671
Cu(60) = 0.579
Cu(61) = 0.445

0(15) = -0.602
0(18) = -0.481
H(57) = 0.501



Estructura Distancias (A)
Cargas de Mulliken

dH(s9)-Ag(s8) = 2.66
do@s)-cuo) = 2.05
do(s)-cu(e0) = 2.53

Ag(57) = 0.157
Ag(58) = -0.123
Cu(60) = -0.078
Cu(61) = -0.001

0(15) = -0.616
0(18) = -0.533
H(59) = 0.479

dH(s7)-cu(ss) = 2.52
dos)-cuse) = 2.04
do(18)-cu(s9) = 2.56

Ag(60) = -0.109
Au(58) = -0.585
Cu(59) = 0.568

0(15) = -0.627
0(18) = -0.494
H(57) = 0.504

Figura 43. Estructuras optimizadas de la interaccion de cimulos binarios y ternarios con silibina.

De las geometrias optimizadas mas estables, los sistemas donde los cimulos son binarios
(cuatro atomos) la multiplicidad del sistema es singulete, mientras que el sistema que
presenta un cumulo ternario (tres &tomos), es doblete. La geometria de los cimulos binarios
es muy parecida a la de los cimulos de un tipo de atomo metalico es decir, romboédrico
distorsionado y con distancias similares entre la parte metélica y la silibina. De nuevo se

observan los puentes de hidrogeno no convencionales M-H que podrian ayudar a la

estabilizacion del sistema.

90



Siempre que participa, el &tomo de Cu es el méas cercano a la silibina, y las cargas de los
atomos mas cercanos a la molécula de silibina son positivas a excepcion de un caso, el

cumulo mixto binario Ag,-Cu,, donde el cobre tiene carga negativa (Cu(60)=-0.078).
En el Apéndice | se puede ver un andlisis sobre las energias libres de Gibbs para las
reacciones de formacion de los sistemas de cumulos mixtos binarios y ternarios con

silibina.

o MAPA DONADOR-ACEPTOR PARA CUMULOS MIXTOS EN SILIBINA

En la Figura 44 se muestra el mapa donador-aceptor para cimulos mixtos con silibina.
Ademas de esos datos se agregaron los sistemas Sily-M,, (M=Cu, Ag, Au) la astaxantina y
los radicales libres *OOH, NO,* y DPPHe. Se utiliz6 agua como disolvente para modelar
un medio polar. En este mapa no se incluyen la silibina desprotonada ni el resveratrol
porgue sus valores de energia de ionizacidn son practicamente iguales a los de la silibina y
sus afinidades electronicas son menores, por lo que el andlisis seria el mismo que el de la

silibina.

Mapa@ionador-aceptor@aradaBilibina,dos@umulosi@nixtos,
ELqeV)D astaxantina@@os@adicalesibresE@DOH,ENO,HEDPPH.E
108
ar ® oorn o
8a 21
76 [
oa # Silibinan
W siva ® orrHE
5@ Iy-Alyg
Agy-Auyy, @ Astal
a7 - Cuy-Auyg .
Sily-Ag,y CUAA
3@ CU.-A u-Ag-Aul
sily-cu, M CUrA8 A.EHeV)D
2 1 1 1 J
20 2.50 3@ 3.5@ 43 4.50

Figura 44. Mapa donador-aceptor para la interaccion de cimulos mixtos con silibina.

Todos los sistemas con metales y silibina mejoran las propiedades antirradicalicas de la

silibina. Ninguno de los sistemas mixtos es mejor donador que el sistema Sily-Cug, ni
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mejor aceptor que el sistema Sily-Aus, por lo que la capacidad antirradicélica para el
mecanismo de transferencia para los sistemas mixtos binarios queda muy acotada.

El sistema mixto ternario Sily-Cu-Ag-Au tiene mayor afinidad electronica que los sistemas
Sily-Ma y Sily-[Mx2-My.], por lo que la capacidad de aceptar electrones se ve incrementada.
También es mejor donador electrénico que todos los sistemas, salvo Sily-Cu,. La naturaleza
y el tamafio del cumulo juegan un papel importante en la modulacion de las propiedades
antirradicalicas de los sistemas de cimulos metalicos con silibina. Sin embargo, el mejor
aceptor de electrones de las moléculas estudiadas para estabilizar los radicales libres
*OOH, NO;* y DPPH?e es la astaxantina.

La silibina es incapaz, por su posicion en el mapa, de donar electrones al radical libre
DPPHe para estabilizarlo, pero todos los sistemas con metales pueden hacerlo. Cualquier

sistema en el mapa donador-aceptor puede estabilizar los radicales libres *OOH y NOge.

Los cimulos binarios ofrecen distintas respuestas en términos de donacion y acepcion de
electrones con respecto a los cumulos de un solo tipo de a&tomos, por lo que se comprueba
que se podria modular la capacidad antirradicalica de los sistemas unidos a silibina. Esto
puede representar un aporte a los datos experimentales, pues se pueden disefiar cimulos
para procesos especificos con propiedades electronicas particulares.

Con los cumulos mixtos se amplia la gama de posibilidades en cuanto al disefio de sistemas

con cumulos y la respuesta antirradicalica que ofrecen.

o ESPECTROS DE CARACTERIZACION

e ESPECTROS UV-VISIBLE

En la Tabla 15, se presentan los espectros teéricos de UV-visible para los cimulos mixtos

binarios y ternarios con silibina.
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Tabla 15. Anax para silibina y los sistemas de cimulos binarios y ternarios

Valores Amax de espectros UV-visible para la interaccion de cimulos mixtos binarios y

ternarios
Estructura Amax (NM)
Silibina 269
Age-Au; 376
Binario Au,-Cuy 371
Agz-CUZ 410
Ternario Ag-Au-Cu 426

Los maximos de absorcion se desplazan a mayores longitudes de onda. La presencia de
nanoparticulas de metales en forma de cumulos mixtos (Cu, Ag, Au) podria tener una
respuesta espectroscépica satisfactoria para detectar adecuadamente silibina.

En la Figura 45 se presentan los espectros tedricos de UV-visible para estos sistemas de

cumulos binarios y ternarios en interaccion con silibina.

EspectrosiV-visible@le@umulosimixtostinariosd4ZEtomos)d@ernarios®@

Intensidad®
ntensida (3E@tomos)&Bilibinal

13

0.98
—Ag2-Au2d
0.88

Au2-Cu2pR

0.7
—Ag2-Cu2f

0.6
—Ag-Au-Cul2

0.58

—Silibinal

0.4@

0.1@
| @nm)E

[l
2008 3008 400 5008 6000 7008 8008

Figura 45. Espectros UV-visible de la interaccion de cimulos binarios y ternarios con silibina.
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e ESPECTROS RAMAN

En la Figura 46 se presentan los espectros Raman para los cimulos mixtos.

Espectro®amanledalnteraccion@e@umulos@nixtosiinariosd4Etomos)FE
Intensidad@ ternarios3@tomos)@nR&ilibinal

1R
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0.68
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0.48
0.3
0.28
0.1@

o

Ag2-Au2l

Au2-Cu2@

Ag2-Cu2f

Ag-Au-Cul2

(0] 1008 2008 3000 400 5008 6008 700 8000

Figura 46. Espectros Raman de la interaccion de cimulos binarios y ternarios con silibina.

Los espectros Raman varian también de forma apreciable. No importa el tipo, la carga o la
naturaleza del cimulo, siempre se intensifican las sefiales y aparecen picos caracteristicos
debido a las diferentes interacciones metal-silibina.

Nuevos picos aparecen cerca de 400 y 460 cm™ propios de la interaccion entre el metal y la
silibina, pero también un aumento importante en la intensidad del pico en 580cm™
caracteristico de silibina, lo que seria conveniente para la identificacion analitica y de
manera sensible de la silibina.

La presencia de cumulos mixtos cambia la forma de los espectros Raman tedricos de la
silibina, lo que supone que experimentalmente se podria esperar una respuesta similar al

hacer interactuar nanoparticulas combinadas.
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o CONCLUSIONES

INTERACCION DE CUMULOS DE CUATRO ATOMOS METALICOS CON SILIBINA

La interaccion de los cumulos con la silibina muestra que las distancias Sily-M (M=Cu, Ag,
Au) se encuentran en el rango de interacciones fuertes que presentan ademas puentes de
hidrégeno no convencionales y que se trata de interacciones electrostaticas con cierto
caracter covalente.

Los sistemas Sily-M4, M=(Cu, Ag, Au) son mejores aceptores y donadores de electrones
que la silibina. Todos los sistemas Sily-M, son capaces de estabilizar los radicales libres
*OOH, NO;* y DPPH?e, pero ninguno mejora la capacidad aceptora de la astaxantina.

Los sistemas de cumulos metalicos con silibina modelados podrian mejorar sensiblemente
las propiedades antirradicalicas de la silibina.

Los maximos de absorcion, Amsx, Se encuentran desplazados hacia mayores longitudes de
onda con respecto a la silibina en el espectro tedrico de UV-visible, lo que podria ser util
para detectar si se ha llevado a cabo la interaccion de los cimulos metélicos con la silibina.
Los espectros tedricos Raman para este tipo de sistemas muestran un incremento en la
intensidad de las sefiales, por lo que este tipo de sistemas podria ser un método analitico

para detectar sensiblemente la silibina.

Para el estudio de la interaccion de la silibina con los cimulos como sistemas cargados se
concluy6 que mientras que las distancias Sily-M cambian muy poco, los valores de las
cargas de Mulliken para el atomo mas cercano a la silibina aumentan conforme se
incrementa la carga total del sistema y la distribucién de carga global presentada en los
mapas de potencial electrostatico se ve progresivamente modificada, lo que sugiere que la
interaccion [Sily-Ms]*" (M=Cu,Ag,Au, x=+1 para Cu, Ag y Au, +2 para Cu 6 +3 para Au)
es de tipo enlazante y que las propiedades electrénicas de la silibina se ven modificadas.

En cuanto a la capacidad antirradicalica analizada con el mecanismo de transferencia
electronica, todos los sistemas cargados [Sily-M4]** mejoran la donacion y acepcion de
electrones de la silibina, y todos mejoran la capacidad de aceptar electrones de sus anélogos

neutros, pero no en todos los casos la capacidad donadora.
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A excepcion de los sistemas [Sily-Aus]* y [Sily-Aus]**, los sistemas cargados pueden
estabilizar *OOH, NO,* y DPPHe. El sistema [Sily-Ags]” mejora tanto la capacidad
donadora como aceptora de la astaxantina, por lo que podria considerarse una buena
especie antirradicélica.

Los sistemas de la interaccion de cdmulos con silibina se diferencian de la silibina y
podrian ser utilizados para detectarla. Sin embargo, Amsx para el sistema [Sily-Ags]" difiere
notablemente del valor experimental, situacion que hace pensar que los cimulos metalicos
de cuatro 4&tomos ya se encuentran reducidos en el experimento.

Para los espectros Raman se observa que hay incrementos en las intensidades de los picos,

por lo que los sistemas cargados podrian detectar sensiblemente silibina.

INTERACCION DE CUMULOS MIXTOS BINARIOS Y TERNARIOS CON SILIBINA

El estudio de las geometrias de este tipo de sistema no difiere en gran medida con respecto
a la de interaccion de cimulos neutros con silibina.

Todos los sistemas mixtos Sily-[My-My,] y Sily-[Cu-Ag-Au] mejoran las propiedades
antirradicalicas de la silibina y pueden estabilizar *OOH, NO,* y DPPHe.

La naturaleza y el tamafio del cimulo podrian jugar un papel importante en la modulacion
de las propiedades antirradicalicas de los sistemas de cimulos metélicos con silibina. Los
cumulos mixtos binarios estudiados en esta seccion podrian modular la capacidad
antirradicalica de los sistemas Sily-M,, aunque en rangos muy acotados, mientras que el
cumulo mixto ternario podria hacerlo en rangos mas amplios.

Para todos los sistemas mixtos, Sily-[My-My2] y Sily-[Cu-Ag-Au], los maximos de
absorcion se ven desplazados con respecto a la silibina, mientras que los espectros teoricos
Raman muestran un incremento en la intensidad de las sefiales, por lo que podrian ser

utilizados para detectar analiticamente y de manera sensible y adecuada la silibina.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

0

X/
L X4

Al comparar los espectros tedricos Raman y de UV-visible de la silibina y la 2,3-
dehidrosilibina se concluy6 que es posible seguir analiticamente la oxidacién de la

silibina a su derivado deshidrogenado, la 2,3-dehidrosilibina.

La influencia del pH es un factor crucial a tener en cuenta para determinar la
capacidad antirradicalica de la silibina, la 2,3-dehidrosilibina y sus derivados pues
la capacidad para estabilizar los radicales libres *OOH, NO,* y DPPHe se ve

modificada.

Sin importar la naturaleza, la carga o el tamafio de los cimulos metalicos estudiados
en interaccién con la silibina, se producen cambios significativos en los espectros
Raman y UV-visible que sugieren que estos sistemas podrian utilizarse para la

deteccion analitica y de manera sensible de silibina.

La gran mayoria de los sistemas de interaccion de cumulos metalicos con silibina
analizados mejoran sus propiedades antirradicalicas considerando el mecanismo de
transferencia electrénica, pues la capacidad para donar y aceptar electrones es

mayor.

Los sistemas formados por cimulos metalicos y silibina atrapan satisfactoriamente
los radicales libres «OOH, NO,* y DPPHe.
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Con base en las discusiones llevadas a cabo con los distintos miembros del jurado, y para
enriquecer este trabajo, se presentan a continuacion los apéndices A a | con el fin de

responder a las diversas inquietudes planteadas.

APENDICE A

ANTECEDENTES DE MECANICA CUANTICA

La quimica cuantica es fundamental para el estudio de la estructura electrénica en dtomos,
moléculas y sistemas en fase condensada. La obtencion de resultados confiables de
parametros geomeétricos, electronicos, cinéticos y de reactividad se debe a las constantes
mejoras en los modelos utilizados para el estudio de los sistemas en cuestion. En esta
seccion se presentan de manera resumida los antecedentes de mecénica cuéntica para
después abordar el modelo de la Teoria de Funcionales de la Densidad utilizado en este

trabajo.

o ECUACION DE SCHRODINGER

La ecuacion matematica de Erwin Schrodinger propuesta en 1926 supone un hito en la
historia de la fisica moderna al describir la evolucion de una particula microscopica a través
del tiempo. La ecuacion de Schrodinger unidimensional dependiente del tiempo tiene la

forma:;

_0Y(x,t) h? 0% (x,t)
T ek S A A

= e V(D) (1)

La funcion de onda, w, no tiene un significado fisico y su valor puede ser complejo o
negativo; sin embargo la interpretacion estadistica de la funcion de onda realizada por Max
Born si tiene un significado fisico. EI término |y es real y positivo y representa la
densidad de probabilidad de encontrar la particula en un espacio determinado. La ecuacion
de Schrodinger puede plantearse como independiente del tiempo de la siguiente manera:
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h? d*y
— otV = Ey (2)
La ecuacion de Schrodinger es una ecuacion diferencial de segundo orden pues se involucra
la funcion de onda, w, y su segunda derivada. En la escritura misma de la ecuacion de
Schradinger se puede apreciar la caracteristica dual de las particulas a nivel microscopico
pues la ecuacion involucra términos asociados a las ondas y a la masa. Ademas, el operador
de energia total o hamiltoniano, H, describe la energia cinética y potencial del sistema

como se indica a continuacion.

2 g2
A= +V 3)

 2madx?

La ecuacion de Schrodinger independiente del tiempo para una particula en una dimension

puede finalmente escribirse como:

HY = EY (4)

De esta forma se hace explicito que la ecuacion de Schrédinger es una ecuacion de valores
propios. La funcion de onda, w, de un sistema es una funcion propia del operador

hamiltoniano, cuyo valor propio E es la energia total.

o APROXIMACION DE BORN-OPPENHEIMER

Para describir las propiedades de una molécula, es necesario considerar la construccién del
hamiltoniano para un sistema poliatomico (varias particulas interactuando). Se consideran
los nucleos y los electrones como particulas puntuales con carga y masa. La ecuacion de

Schrddinger se expresa como:

HY(q1,94) = EY(q1,94) (5)

Con q; y q, como coordenadas electronicas y nucleares respectivamente.
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El hamiltoniano por su parte se escribe como:

h? 1 h? ZyZge? 7, e? e?
LA RORINE D DI N2 e
2 = My 2Tne 7 s Tap = Tia S Tij

a i>j

)

Donde ay S se refieren a los nucleos, mientras que i y j denotan a los electrones. El
hamiltoniano consta de cinco términos, los dos primeros corresponden a la energia cinética
de nucleos y electrones respectivamente. El tercer término corresponde a la energia
potencial de repulsion electrostatica entre los nlcleos con numeros atomicos Z, y Zg y
separados por la distancia r,5. El cuarto término se refiere a la energia potencial de
atraccion electrostatica entre nucleos y electrones separados por una distancia r;,; mientras
que el quinto término corresponde a la energia potencial de repulsién entre electrones
separados por una distancia 7;;.

Debido a que la masa de los nucleos es 1836 veces mayor que la de los electrones
(m,>>>m,), se puede considerar el sistema molecular como constituido por nucleos
estaticos y electrones moviles. De esta forma la energia cinética de los ndcleos (primer
término del hamiltoniano) se puede omitir, a esto se le conoce como la aproximacion de
Born-Oppenheimer. La consecuencia de la aproximacion de Born-Oppenheimer es que se
pueda reescribir el hamiltoniano del sistema como un hamiltoniano electrénico mas una

contribucion de repulsién electrostética de los ndcleos.

N h? 7. e? e? Z.Zpe?
e TR TTETTE 03T
ee Zmei i ~ - Tig i £ rij NN Taﬁ

i i i>j a f>a

De esta forma la ecuacion de Schrédinger ahora se escribe como

(ﬁee + VNN)l/)ee = Uee 9
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Donde U es la suma de la energia electronica y la energia potencial de repulsion
electrostatica entre los nucleos. Si las coordenadas de los ndcleos no varian, las distancias
internucleares tampoco y entonces el término Vy, €s una constante para una configuracion
nuclear dada. De esta forma, con resolver la ecuacion electronica es posible resolver la
conformacién molecular. La ecuacién para calcular la contribucion puramente electronica

se escribe como:

Heewee = Eceee (10)

o PRINCIPIO VARIACIONAL

No hay una solucion analitica de la ecuacion de Schrédinger para el problema de mas de
dos cuerpos, por lo que hay que utilizar soluciones aproximadas. EI método variacional que
se basa en el principio variacional es una buena herramienta para estados estacionarios.

El principio variacional establece que dado un sistema de hamiltoniano, H, si @ es
cualquier funcién normalizada de prueba que se comporte bien y satisfaga las condiciones

limite del problema, entonces:

j ¢*Hpdr > E, (11)

Donde E, es el valor propio mas bajo posible de H. Esto quiere decir que cualquier funcion
normalizada va a proporcionar un valor esperado de la energia mayor o igual que el valor
exacto de la energia del estado fundamental. Esto se demuestra concibiendo un sistema
arbitrario al que al operador H le correspondan funciones propias, ¥;, y valores propios, E;,

tales que:

Hy; = Ejp; (12)
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Ademas, ¢ una funcion normalizada que depende de las variables en las que opera H y que
satisface las mismas condiciones de frontera que ;. De esta forma ¢ se puede expresar

como
= Z ¢y (13)
j
Donde las funciones 1; son ortonormales:
Por lo tanto el valor esperado de A correspondiente a ¢ es:
Ep = f ¢ Hpdr (15)

Al sustituir ¢ = ¥ ; cjpjen Eg = [ ¢*Hepdr se obtiene:

* * 2
J

ij J

Sean E, < E; < E,, donde E, es la energia del estado basal. Por lo tanto, la energia de

prueba es:
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By = lg['E, (17)
J

Y dado que se encuentra normalizada:

Dol =1 (18)
7

Finalmente se obtiene la expresion del principio variacional:

Ey > Eo (19)

Para resolver el problema de mas dos cuerpos se han desarrollado modelos para calcular la
energia electronica, E,,. El primero de estos modelos para el estudio de estructura
electronica es la aproximacion de Hartree-Fock (HF), que se basa en la funcion de onda y
cuya principal virtud es tomar en cuenta el intercambio electronico de manera exacta. Mas
adelante se desarrollaron los métodos post Hartree-Fock, basados también en la funcién de
onda, que ademas de tomar en cuenta el intercambio electronico, consideran también la
energia de correlacion electrénica. La correlacion es el fendmeno debido a la interaccion
entre particulas cargadas al moverse. EI movimiento de cada particula, en este caso de cada
electron, se encuentra correlacionado con todos los demas en el sistema. Todos los métodos
basados en el modelo de Hartree-Fock tienen como variable la funcion de onda, lo que
significa que se describe cada electron.

La Teoria de Funcionales de la Densidad es un método en el que la cantidad fundamental es
la densidad electrdnica. Esto tiene algunas ventajas comparado con la funcion de onda. La
densidad electrénica es un observable experimental y, desde el punto de vista
computacional, la densidad electronica depende de tres coordenadas espaciales, mientras
que la funcion de onda depende de las coordenadas de cada una de las N particulas que

componen el sistema.
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APENDICE B

MECANISMO DE TRANSFERENCIA DE ATOMO DE HIDROGENO PARA LA SILIBINA Y LA
2,3-DEHIDROSILIBINA

Uno de los mecanismos mas importantes para estabilizar radicales libres en los compuestos
flavonoides es la transferencia de atomo de hidrégeno. En este mecanismo, la molécula
antirradicalica dona un atomo de hidrdgeno al radical libre con la finalidad de estabilizarlo,

es decir:
anti + Re =2 RH + anti.y)® (1)

Donde anti es la molécula antirradicalica, R ¢ representa el radical libre, RH el radical libre
unido a un atomo de hidrdgeno y entonces estabilizado y + anti.4ye la molecula
antirradicalica que ha perdido un 4&tomo de hidrégeno.

La manera cuantitativa de medir qué tan eficaz puede ser este mecanismo es analizar la
energia de disociacion de la molécula antirradicalica para un &tomo de hidrégeno, segun el

siguiente esquema
anti 2 H+anticye (2)

La diferencia de energia se calcula como:

AE = |Eqy + Eantig_yp+| — Ecaneo (3)

Trouillas et al.* llevan a cabo este estudio en la silibina y la 2,3-dehidrosilibina Gnicamente
para los cinco grupos hidroxilo y sefialan que para la silibina, el mecanismo de
transferencia de atomo de hidrogeno es secundario para estabilizar radicales libres
comparado con la transferencia electrénica y con la formacion de aductos. También se
afirma que el mecanismo principal para la 2,3-dehidrosilibina es precisamente la

transferencia de &tomo de hidrdgeno.
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En este trabajo se completa el estudio, pues se retiraron de forma sistematica todos los
atomos de hidrégeno que fueran susceptibles de ser estabilizados quimicamente. Para ello
se partio de las estructuras mas estables de silibina y 2,3-dehidrosilibina, se removieron uno
a uno los hidrégenos de cada molécula y se llevd a cabo la optimizacion de los sistemas con
el nivel de teoria M06/6-31+G(d). Se realizd un andlisis de frecuencias y se descartd la
existencia de frecuencias imaginarias para corroborar que las geometrias obtenidas del
calculo correspondieran a un minimo de energia.

En las Figuras 1 y 2 se presentan los resultados del estudio, en negritas se sefiala el &tomo
de hidrégeno cuya energia de disociacion es menor (en eV), lo que significa que ese atomo

de hidrégeno puede disociarse del sistema organico con mayor facilidad.

CH,OH

OCHj

OH| 3.8

3.7

Figura 1. Representacion esquematica de la silibina con las energias de disociacion mas bajas para
el mecanismo de transferencia de atomo de hidrégeno.

O.__-CH,0H

0 |HO o O I OCH

4.0 o N 3
| 2@

OH OH

3.8

OH O 3.8

Figura 2. Representacion esquematica de la 2,3-dehidrosilibina con las energias de disociacion mas
bajas para el mecanismo de transferencia de atomo de hidrégeno.

Los resultados son consistentes numéricamente con respecto a lo anteriormente reportado®,
y se encuentran sitios aun mas reactivos que los sefialados por Trouillas.

Sin embargo, no se puede considerar que el mecanismo de transferencia de atomo de
hidrogeno sea el mecanismo principal para inhibir radicales libres ni para la silibina ni para
la 2,3-dehidrosilibina.
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Los valores en el cambio de energia para la reaccion de transferencia de atomo de
hidrogeno son termodinamicamente no favorecidos. Ademas, son mayores que los que se
encuentran reportados para moléculas que ofrecen buena respuesta antirradicalica como los

sistemas carotenoides?.
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APENDICE C

COMPARACION DE LOS ESPECTROS Y DE LOS MAXIMOS DE ABSORCION DE UV-VISIBLE
PARA LA SILIBINA CON DIFERENTES METODOLOGIAS

Se llevd a cabo la comparacion de los espectros tedricos de UV-visible y de los maximos de
absorcién de la silibina con dos metodologias distintas y se compararon 10s Amax con el
valor experimental.

En la seccion “Estudio de silibina, 2,3-dehidrosilibina y sus derivados metilados” se
presentd el Amax de la silibina utilizando la Teoria de Funcionales de la Densidad
dependiente del tiempo con el nivel de teoria M06/6-31+G(d). Sin embargo, se encuentra
reportado que el funcional CAM-B3LYP es méas adecuado para obtener estados excitados,
por lo que a partir de la estructura optimizada se realizé un calculo a geometria fija
utilizando el funcional CAM-B3LYP para obtener el espectro teérico’.

En la Figura 1 se muestran los espectros tedricos de la silibina y en la Tabla 1 un cuadro

comparativo con los valores Amax tedricos y experimental.

100
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Figura 1. Comparacion de los espectros teoricos de UV-visible para la silibina.

Tabla 1. M&ximos de absorcion en los espectros tedricos de UV-visible para la silibina.

Silibina Amax (NM)
Calculada - M06 269 (5.0 % diferencia)
Calculada - CAM-B3LYP 257 (9.2 % diferencia)
Experimental 283
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De acuerdo con los resultados de la Tabla 1, el funcional CAM-B3LYP no mejora en
mucho la descripcion antes presentada con el funcional M06. Existe una mayor diferencia
con respecto al valor de Amax experimental cuando se utiliza el funcional CAM-B3LYP

(9.2% diferencia) que cuando se utiliza el funcional M06 (5.0% diferencia).
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APENDICE D

ESTUDIO DE LOS VALORES DE LAS FUNCIONES DE FUKUI PARA EL ATAQUE
RADICALICO EN LA SILIBINA

El estudio de reactividad local que puede emplearse para conocer los sitios mas propensos
para que se lleven a cabo ataques radicalicos en una molécula es el andlisis de los valores
de las funciones de Fukui para el ataque radicalico’. La funcién de Fukui para el ataque

radicalico se expresa segun la ecuacion:

o 1
fak = > (CIAk(NA +1) — qa(Ny — 1)) €Y

Donde £, es el valor de la funcién de Fukui del 4tomo Ak, g4, (N, + 1) representa la carga
del &tomo Ak de la especie anionica y g4, (N4 — 1) es la carga del &tomo Ak de la especie
cationica. Para que los valores de las funciones de Fukui tengan un significado fisico deben
ser positivos, y estar comprendidos en el intervalo de 0 a 1'. Cuanto mayor sea el valor de
la funcion de Fukui para un atomo dado, més susceptible sera de llevarse a cabo el ataque
radicélico en ese atomo”.

El interés de obtener los valores de las funciones de Fukui para el ataque radicalico para la
silibina es compararlos con el estudio de la formacion de aductos de la silibina con el
radical superdxido, *OOH.

Para llevar a cabo este analisis se utilizo la misma metodologia que para la primera parte de
este trabajo “Estudio de silibina, 2,3-dehidrosilibina y sus derivados metilados”, es decir el
funcional M06 y la base 6-31+G(d). El estudio se llevé a cabo calculando las especies
catidnicas y anionicas a geometria fija a partir de la estructura optimizada de la silibina y
utilizando las cargas de Mulliken, de Hirshfeld? y de Orbitales Naturales de Enlace®*.

En la Figura 1 se presenta la molécula de silibina numerada, mientras que en la Tabla 1 se
muestran los primeros diez valores de las funciones de Fukui para el ataque radicalico con

cada una de las cargas utilizadas.
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Figura 1. Estructura de la silibina numerada

Tabla 1. Valores de la funcion de Fukui para el ataque radicélico

Mulliken Hirshfeld Orbital Natural de Enlace
Atomo fai Atomo jm Atomo jim
C22 0.127 015 0.062 Cl4 0.097
015 0.091 Ci14 0.059 015 0.073
C2 0.088 C6 0.040 C6 0.050
C41 0.079 09 0.034 C2 0.040
C1 0.071 011 0.031 031 0.039
C44 0.064 C1 0.030 09 0.038
C3 0.064 C2 0.030 C29 0.038
C34 0.063 031 0.030 C4 0.036
C27 0.061 049 0.030 C48 0.033
C24 0.056 C5 0.029 049 0.033

Para los distintos tipos de cargas, los valores de las funciones de Fukui para el ataque
radicalico son muy cercanos a cero. No existe una consistencia entre los valores mas altos
de las funciones de Fukui y el orden de los atomos susceptibles de ser atacados por un
radical libre; ademas, el orden de prediccion para el ataque radicalico cambia segun el tipo
de carga analizada.

Comparando estos resultados con los de la formacion del aducto [Silibina-OOHe], no existe
para ninguno de los tipos de carga analizados una consistencia que permita afirmar que la
obtencidn de los valores de las funciones de Fukui pudiera servir como una herramienta de

prediccion para estos sistemas.

113



BIBLIOGRAFIA

1. Meéndez, F.; Gazquez, J.L. Chemical reactivity of enolate ions: The local hard and
soft acids and bases principle viewpoint. J. Am. Soc. 1994, 116, 9298-9301

2. Hirshfeld, F.L. Bonded-atom fragments for descrbing molecular charge densities,
Theor. Chem. Acc., 1977, 44, 129-138.

3. Foster, J.P.; Weinhold, F. Natural hybrid orbitals. J. Am. Chem. Soc. 1980, 102,
7211-7218.

4. Reed, A.E.; Weinhold, F- Natural bond orbital analysis of near Hartree-Fock water
dimer. J. Chem. Phys. 1983, 78, 4066-4073

114



APENDICE E

TEORIA DE ATOMOS EN MOLECULAS DE RICHARD BADER

En la descripcién de la interaccion de los cumulos metalicos con la silibina se realiza un
andlisis topoldgico y se utiliza el Laplaciano de la densidad electronica sin ahondar en la
parte conceptual de la teoria de &tomos en moléculas de Richard Bader. Este apéndice tiene
la finalidad de presentar muy brevemente los aspectos méas importantes de dicha teoria para
el andlisis que se llevé a cabo.

En el lenguaje del andlisis topoldgico, los puntos en los que la norma del gradiente de la
funcion son cero se llaman puntos criticos. Los puntos criticos se clasifican en cuatro tipos
dependiendo de la cantidad de eigenvalores negativos que aparecen en la matriz Hessiana.

(3,-3). Los tres eigenvalores de la matriz Hessiana son negativos y estos puntos son
maximos locales. Para el andlisis de la densidad electrdnica, los puntos (3,-3) corresponden
a las posiciones nucleares.

(3,-1) Dos de los eigenvalores de la matriz Hessiana son negativos y para el analisis
de la densidad electronica, los puntos criticos (3,-1) corresponden a pares de atomos
atractivos por lo que se conocen como puntos criticos de enlace. El valor de la funcion real
en un punto critico de enlace tiene gran significado fisico. Por ejemplo, el Laplaciano de la
densidad electrénica, V?p, esta relacionado con la fuerza y orden de enlace por lo que se
convierte en un descriptor topoldgico interesante.

(3,+1) Uno de los eigenvalores de la matriz Hessiana es negativo. En el andlisis de
la densidad electrénica este tipo de puntos se encuentra en el centro de un anillo. Los
puntos (3,+1) se conocen como puntos criticos de anillo.

(3,+3) Ninguno de los eigenvalores de la matriz Hessiana es negativo y estos puntos
son minimos locales. Para el analisis de la densidad electrénica, estos puntos aparecen en
los centros de cajas.

En este trabajo se analizaron los puntos criticos de enlace (3,-1) con al Laplaciano de la
densidad electronica.

1. Bader, R.F.W. Atoms in molecules: A Quatum Theory. Clarendon Press Oxford,
1994,
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APENDICE F

CALCULO DEL CUMULO DE Ag PARA LAS MULTIPLICIDADES 1, 3 Y 5 CON EL
FUNCIONAL MO05-2X

Una de las inquietudes planteadas con respecto a la metodologia utilizada para la
interaccion de cimulos de Cu, Ag y Au con silibina es la utilizacion del funcional B3LYP,
pues no toma el caracter multirreferencial de los &tomos metélicos. Una alternativa para
esta situacion es la utilizacion del funcional M05-2X" pues se encuentra parametrizado de
tal manera que resuelve esta situacion. Se llevaron a cabo los célculos de los cumulos de
cuatro atomos de Ag con el funcional M05-2X y el pseudopotencial LanL2DZ, con el
objetivo de verificar el orden energético. Se incluy6 ademas la comparacion de los cimulos
en fase gas y el efecto del agua como disolvente con el método SMD.

En la Figura 1 se presentan los resultados de dicho estudio para el cimulo de cuatro atomos
de Ag.

. Estructura
Multiplicidad Fase gas Agua como disolvente
AE AE )
(Kcal/mol) (Kcal/mol)
1 0.0 0.0
3 19.4 22.4
5 93.1 151.2

Figura 1. Diferencia de energia de los cimulos de cuatro &tomos de Ag con respecto a la
multiplicidad.
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Utilizando el funcional M05-2X se obtiene el mismo orden de energias para los cimulos de
cuatro atomos de Ag que cuando se optimiza con el funcional B3LYP, esto quiere decir que
la estructura mas estable para el cimulo de Ag es cuando la multiplicidad es igual a uno.
Sin importar que la optimizacion del célculo se llevara a cabo en fase gas o simulando un
medio polar como el agua, ni el orden de energias ni las geometrias de los cimulos parecen
variar.

Como conclusion de este estudio se puede afirmar que aunque exista cierto caracter
multiconfiguracional en el funcional B3LYP, éste parece no afectar los resultados de

estabilidad para los cimulos estudiados.
BIBLIOGRAFIA
1. Zhao, Y.; Schultz, N.E.; Truhlar, D.G. Design of density functionals by combining
the method of constraint satisfaction with parametrization for thermochemistry,

thermochemical kinetics, and noncovalent interactions, J. Chem. Theory and
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APENDICE G

COMPARACION DE LAS ENERGIAS DE IONIZACION Y AFINIDADES ELECTRONICAS PARA
EL SISTEMA SILY-CUs4 EN FASE GAS Y UTILIZANDO AGUA COMO DISOLVENTE EN EL
METODO SMD.

Un punto interesante a tener en cuenta es que el mecanismo de transferencia electronica de
la silibina interacciona con cimulos metalicos para estabilizar radicales libres y se piensa
que se lleva a cabo en disolucion acuosa, por lo que podria ser de utilidad estudiar el
comportamiento de dichos sistemas utilizando un método de calculo que tome en cuenta la
presencia del disolvente. Se escogio el sistema Sily-Cu, y se llevo a cabo el célculo de la
optimizacion utilizando el funcional B3LYP, la base 6-31+g(d) para los &tomos de H, C y
O vy el pseudopotencial LanL2DZ para los atomos de cobre, y tomando en cuenta la
presencia de agua gracias al modelo SMD. Después, se llevé a cabo un célculo a geometria
fija con la base expandida 6-311+G(d,p).

En la Tabla 1 se presenta un cuadro comparativo de las energias de ionizacién y afinidades

electronica en eV para el sistema optimizado en fase gas y con el disolvente.

Tabla 1. Energias de ionizacién y afinidades electronicas del sistema Sily-Cu, en fase gas y
tomando en cuenta el disolvente

. Fase gas Disolvente agua
Sistema El AE. El AE.
Sily-Cu, 2.75 237 2.80 244

Las energias de ionizacion y afinidades electronicas presentadas en la Tabla 1 varian poco
de acuerdo con la metodologia utilizada. Para la energia de ionizacion la variacion es de
1.8%, mientras que para la afinidad electronica hay diferencia de 2.9%. Se observa ademas
la misma tendencia, es decir que en ambos casos la energia de ionizacién y la afinidad
electronica son mayores cuando el calculo se optimiz6 tomando en cuenta el agua como
disolvente.

Estos resultados ayudan a validar la metodologia utilizada para el estudio de la interaccion

de la silibina con cumulos metalicos.
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APENDICE H

ESTUDIO DE LA INTERACCION DE UN CUMULO DE CUATRO ATOMOS DE Cu CON
SILIBINA DESPROTONADA

A pH fisioldgico la silibina se encuentra en mayor medida protonada; sin embargo, existe
26.30% de la especie quimica desprotonada. Como se demostr6 en la seccion “Estudio de
silibina, 2,3-dehidrosilibina y sus derivados metilados”, la silibina desprotonada mejora la
capacidad donadora de la silibina para el mecanismo de transferencia electronica. Esto
quiere decir que la silibina desprotonada tiene una menor energia de ionizacion que la
silibina. Ademas en la seccidon “Interaccion de caimulos de cuatro metalicos con silibina” se
analizé que la interaccion de cimulos metalicos mejoraba sensiblemente las capacidades
antirradicalicas de la silibina, y sobre todo se observaba un incremento considerable en la
capacidad donadora del sistema [Sily-Cuy].

De esta forma se explica la necesidad de incluir en este estudio la silibina desprotonada
interactuando con el cimulo metélico de Cu. El sistema [Sily®-Cu,] se optimizé con la
misma metodologia utilizada para estudiar la interaccion de los cimulos metalicos con
silibina, es decir el funcional B3LYP, el pseudopotencial LanL2DZ para los atomos de Cu
y la base 6-31+G(d) para los demés atomos del sistema. A partir de la estructura optimizada
se llevo a cabo el calculo a geometria fija del cation y del anion con la base expandida 6-
311+G(d,p) e incluyendo los efectos del disolvente agua por el método SMD.

En la Figura 1 se presenta la estructura optimizada del sistema [Sily"”-Cu,], mientras que en
la Figura 2 se muestra el mapa donador-aceptor que permite la comparacion entre la
silibina, la silibina desprotonada [Sily-Cuy], [Sily-Cua]*, [Sily-Cus]** v la especie de interés
[Sily"?-Cu,]. Se incluyen ademas el radical libre DPPHe y las moléculas de astaxantina y
resveratrol.

A diferencia de lo que se presenta en el resto de este trabajo de investigacion, la adicion del
cumulo metélico no se llevo a cabo en el sitio entre el grupo hidroxilo R3 y el carbonilo del
anillo C, sino en el lugar donde se lleva a cabo la desprotonacién de la silibina, es decir, en
el grupo hidroxilo R;. Esta eleccion se debe a que se considerd como un sitio de interaccién

posible e interesante.
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Figura 2. Mapa donador-aceptor para el estudio de la especie [Sily®?-Cuy].

La especie de interés [Sily®-Cu,] tiene la menor energia de ionizacién de todos los sistemas
en el mapa donador-aceptor de electrones, en ese sentido mejora la capacidad de donacion
electronica de la silibina y de todas las especies de silibina con cobre hasta ahora
estudiadas. Al mismo tiempo, se puede afirmar que la capacidad de [Sily®-Cu,] para
aceptar electrones es baja puesto que tiene la afinidad electrénica mas pequefia de todos los

sistemas en el mapa. [Sily®-Cu,] es capaz de estabilizar al radical libre *DPPH.
Como perspectiva de este trabajo, seria interesante estudiar el comportamiento de la

capacidad antirradicalica de la 2,3-dehidrosilibina como un sistema desprotonado que

interacciona con cimulos metalicos.
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APENDICE |

ENERGIAS LIBRES DE GIBBS PARA LA REACCION DE FORMACION DE LOS CUMULOS
CON SILIBINA

La manera cuantitativa de conocer qué tan estable es la formacion de los sistemas Sily-My,
[Sily-M4]** (con M=Cu, Ag G Au; y a= 1, 2 y 3 dependiendo del metal), Sily-[My-M,.]
(con xyy =Cu, Agy Au, x yy diferentes) y Sily-[Cu-Ag-Au] es obteniendo la energia de

formacion libre de Gibbs, segun los esquemas,

Sily + M, @ [Sily — M,] 1)

Sily + M{+ = [Sily — M,]** (2)

Sily + My, — My, 2 [Sily — My, — M,, | (3)

Sily + [Cu — Ag — Au] = [Sily — (Cu — Ag — Au)] (4)

Donde el cambio en energia se expresa siempre de la misma manera,

AG = Gproductos) — G(reactivos) (5)

La informacion de este andlisis provee de manera cuantitativa una medida de qué tan
fuertemente enlazados se encuentran los distintos camulos a la silibina. En la Tabla 1 se
presentan estos resultados. Las energias libres de Gibbs se utilizan comunmente para

analizar este tipo de reacciones’.
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Tabla 1. Energias libres de Gibbs para la reaccion de formacion de los cimulos con silibina

Sistema AG (Kcal/mol)
Sily-Cuy 9.45
Sily-Agq 18.77
Sily-Au, 10.36
[Sily-Cu,]” -15.40
[Sily-Cus]** -70.10
[Sily-Aga]” -1.30
[Sily-Aua]* -16.41
[Sily-Au]** -273.47
[Sily-(Cuz-Ag2)] 11.03
[Sily-(Cuz-Auy)] 10.44
[Sily-(Agz-Auy)] 17.37
[Sily-(Cu-Ag-Au)] 8.46

Para los sistemas [Sily-M,] los valores AG de formacién indican que es una situacion de
mayor estabilidad tener por separado el cumulo metélico de la silibina. Los valores
positivos muestran que la formacion es un proceso endergdnico, es decir
termodinamicamente no favorecido y que no se lleva a cabo de manera espontanea. El
equilibrio quimico se encuentra favorecido hacia reactivos. Se podria concluir que el
cumulo no interactGa de manera enlazante con la silibina para este tipo de sistemas.

Para los sistemas [Sily-M4]*", los valores AG de formacion cambian de signo. Se trata ahora
de procesos exergonicos que varian en magnitud directamente con el aumento de la carga.
Para todos los sistemas cargados, las estructuras [Sily-Ms]** se encuentran
termodinamicamente favorecidas. Se podria concluir para estos sistemas que la interaccion
es de tipo enlazante.

Para los cumulos mixtos binarios y ternarios, los valores de AG de formacién son positivos,

con lo que el andlisis es idéntico que para los sistemas [Sily-My].

BIBLIOGRAFIA
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ABSTRACT: The electronic properties of six derivatives of silybin (characterized
by the absence of the 2,3 double bond) and six derivatives of 2,3-dehydrosilybin
(characterized by the presence of the 2,3 double bond) have been studied by
applying density functional theory to fully understand the free radical scavenger’s
mechanism for action and the relationship between reactivity and chemical structure.
Optimized geometries, Raman spectra, and 4, values are reported, enabling us to
characterize the systems. These spectra may be useful for monitoring the oxidation
between silybin and 2,3-dehydrosilybin, thus providing important experimental
information. The relative abundance of deprotonated species under physiological
conditions is also reported. Under physiological conditions (pH 7.4), ~70% of
silybin is protonated, but 60% of 2,3-dehydrosilybin is deprotonated. The free radical
scavenger capacity is analyzed in terms of two mechanisms: electron transfer and
adduct formation. Deprotonated molecules are better electron donors and worse
electron acceptors than non-deprotonated species. The conclusions derived from

this investigation completely concur with previous experimental results. The free radical scavenging activity of 2,3-dehydrosilybin
derivatives is higher than that for silybin derivatives. What was not previously considered was the importance of the deprotonated

species, which is remarkable and may be important for future experiments.

B INTRODUCTION

Herbal drugs have been used for a long time for the treatment
of a number of diseases, especially in Eastern medicine.' One of
these medicinal plants, consumed for decades, is Silybum
marianum (L.) Gaertn. (Asteraceae).” This is due to its capacity
to prevent hepatic disorders’ in the treatment of alcoholic
cirrhosis* because it acts as an antidote to acute mushroom
poisoning” and imposes potent antiinflammatory activity.” The
active component of this plant is extracted from the seeds and
is known as silymarin.’ The antioxidant properties of silymarin
have been reported in vitro and in animal studies.”™® Silymarin
is able to scavenge free radicals and manifests antitumor activity
against human tumors (for example, prostate and ovary)’ and
may also help to protect against nicotine-induced cytotoxicity.'’
Silymarin represents a unique mixture of flavonoids, with
silybin constituting the principal active component (Figure 1)

It is already known that flavonoids and related molecules
represent good free radical scavengers."'~** The relationship
between the structure and the capacity to scavenge free radicals
of several flavonoids has been established. In particular, for
silybin and 2,3-dehydrosilybin (Figure 1), as for some
derivatives, the mechanism to act as radical scavengers has
been extensively studied, both experimentally and theoretically
by Trouillas et al.'* Authors reveal the importance of OH
groups and the differences in free radical scavenger capacity for
silybin and 2,3-dehydrosilybin. They conclude for silybin and its
derivatives that the hydrogen atom transfer mechanism is less

-4 ACS Publications  © 2015 American Chemical Society
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Figure 1. Chemical structures for compounds under study are shown.
Numbers are for further reference of the position of the methoxy
groups. For silybin and 2,3-dehydrosilybin, R;, Rs, Ry, Ry, and R,; are
OH and Ryy is OCHj;. Nor-silybin and nor-dehydrosilybin correspond
to the structures with OH at the positions Ry, R, Ry, Ryg, Ry, and Ry;.

effective and the electron-transfer mechanism is predominant.
Contrarily, the main mechanism for scavenging free radicals in
the case of 2,3-dehydrisilybin and its derivatives is the hydrogen
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Figure 2. Schematic representation and optimized geometries of silybin and its derivatives are reported. Molecules within the dashed square
represent isomers. Labels comply with previous results.'* AE is in kilocalories per mole and corresponds to the energy differences between the

isomers compared to the most stable.

atom transfer. Despite all of these results, there are other
important considerations that have not been taken into
account. The most important is the study of these molecules
under physiological conditions (pH 7.4). The importance of
pK, values and the deprotonated molecules was previously
reportedzo_22 from the experimental point of view, but there
are no theoretical reports, nor do results exist concerning
another important mechanism for scavenging a free radical,
which is adduct formation.

To fully understand the mechanism of action implemented
by free radical scavengers and its relationship with the chemical
structure, we report results for six derivatives of silybin
(characterized by the absence of the 2,3 double bond) and
six derivatives of 2,3-dehydrosilybin (characterized by the
presence of the 2,3 double bond). (See Figures 1-3.)

Optimized geometries, Raman spectra, and 4,,,, values enable
characterization and could be very useful for experiments. The
analysis of the intramolecular hydrogen bonds gives us the
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Figure 3. Schematic representation and optimized geometries of 2,3-dehydrosilybin and its derivatives are reported. Molecules within the dashed
square are isomers. Labels comply with previous results."* AE (in kecal/mol) corresponds to the energy differences between the isomers compared

with the most stable.

opportunity to highlight their importance in terms of the
stability and reactivity of these molecules. We also determine
the predominant species under physiological conditions (pH
7.4) and analyze the reactivity of these species. The electron-
transfer mechanism is investigated in two directions: as electron
donors and also as electron acceptors. Finally, we present
results concerning the adduct formation of silybin, 2,3-
dehydrosilybin, and some of the derivatives with ¢ OOH.

1

1599

B COMPUTATIONAL DETAILS

Gaussian 09 implementation™ was used to calculate geometry
optimization and electronic properties of six derivatives of
silybine and six derivatives of 2,3-dehydrosilybin. Initial
geometries were fully optimized at M06/6-31+G(d) level of
theory.”*™*® This methodology was used before to study
organic molecules, the good performance of this functional
even with relative small basis sets was reported.”” ' Harmonic
analyses were performed and local minima were identified (zero
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imaginary frequencies) to verify optimized minima. Marvin
Sketch (version 14.10.27)°* was used to obtain the pK, at 298
K (pK, min: 0; pK, max: 14). The A, values had been
obtained by applying time-dependent density functional theory
(TDDFT) at M06/6-31+G(d) level of theory.

To investigate the single electron-transfer mechanism,
vertical ionization energy (I) and vertical electron affinity (A)
were obtained from single point calculations of cationic and
anionic molecules using the optimized structure of the neutrals
and the 6-311+g(d,p) basis set. Water and DMSO were
included to mimic polar and nonpolar environments. A useful
tool defined previously is the electron full electron donor—
acceptor map (FEDAM).*>** In this map (see Figure 4) I and

Good Electron Acceptor

)

LNY

&
&

Good Electron Donor

A —

Figure 4. Full electron donor—acceptor map.

A are plotted and allow us to classify substances as either
donors or acceptors of electrons. Electrons will be transferred
from molecules located down to the left of the map (good
electron donors) to those molecules that are up to the right
(good electron acceptors).

B RESULTS AND DISCUSSION

Geometry Optimization and Hydrogen Bonds. Figure
2 presents a schematic representation and the optimized
structures of silybin and its derivatives. Structures of silybin (1),
3-O-Me-silybin (1a), 7-O-Me-Silybin (1b), and 20-O-Me-silybin
(1c) are similar to those reported previously.'* Structures
within the dashed square represent the monomethylated
derivatives (isomers). Three of these structures present similar
stability. The two most stable isomers have three intramolecular
hydrogen bonds (dashed lines). The localization of OCH; on
R, or R,; produces structures with practically the same stability
(AE = 1.8 kcal/mol), and it is possible for both to coexist in an
experiment. An energy difference smaller than S kcal/mol
allows us to conclude that two isomers may coexist in an
experiment. For the structure located at 3.7 kcal/mol, R; is
OCHy; therefore, one hydrogen bond is missing. At 6.0 kcal/
mol, there is a structure with OCHj; at R, and also there are
only two hydrogen bonds. Apparently, the hydrogen bond
formed between Ry and Ry is less important for stabilization
than the hydrogen bond on Rs. In the less stable structure
(within the dashed square), Ry is OCH;, and there is no
hydrogen bond at this position. This destabilizes the structure
by 14.0 kcal/mol, indicating that the hydrogen bond at Rg
position is the most important for the stabilization of these

isomers. In Figure 2, it is possible to find another structure, not
previously reported. This molecule, named nor-silybin, does
not contain OCH; and has three intramolecular hydrogen
bonds that stabilize the structure. The three structures
(presented in Figure 2) that were not published previously
and therefore do not have labels, are important for the total
characterization of the derivatives of silybin. The methylation
on Ry indicates the importance of the hydrogen bond formed at
this position, and nor-silybin (the molecule without OCH,)
enables us to investigate the role of the OH groups in terms of
the free radical scavenging capacity of this system.

Figure 3 presents the schematic representation and
optimized structures of 2,3-dehydrosilybin and its derivatives.
Labels concur with previous reports. Results are similar to those
previously reported'* and also to the results for silybin. In this
case, only one structure was not previously reported. It is 1.8
kcal/mol less stable than the ground-state monomethylated
derivative and may therefore coexist in an experiment.

The conformational analysis of silybin and 2,3-dehydrosilybin
derivatives was previously reported'* and indicates the
importance of H bonding. It is clear that for silybin and 2,3-
dehydrosilybin derivatives intramolecular hydrogen bonds are
crucial for stabilization. To add information to that previously
reported and to analyze the influence of the hydrogen bonds in
terms of the stability of these molecules, Figures 5 and 6
present a schematic representation of the optimized structures
of silybin and 2,3-dehydrosilybin, with different hydrogen
bonds as indicated in the Figures. For both molecules, the most
stable structure presents three hydrogen bonds, and the least
stable structure has no intramolecular hydrogen bonds. There
are two structures of silybin that are less stable by 4.5 kcal/mol
than the ground state. Both have two hydrogen bonds, one of
them formed with the H atom of OH on R;. The difference is
the localization of the second hydrogen bond; in one structure
it is between the H atom of the OH (on R;) and the O atom of
C=Q0, and in the other it is between the H atom of OH and
the O atom of OCH; (on Ry;). In this case, the stabilization
due to the presence of this second H bond is the same. For 2,3-
dehydrosilybin, there are two structures with two hydrogen
bonds, one on Ry that presents different stability. One of these
is similar to silybin, with two H bonds connected to C=0. The
other structure is less stable by 9.1 kcal/mol. Because of the 2,3-
double bond, the structure of 2,3-dehydrosilybin is more rigid
than in the case of silybin. This increases the steric impediment
of the hydrogen atom on R; and the B-ring. For this reason, the
structure with the H atom on Ry turned to ring B is less stable
by 9.1 kcal/mol. A stabilizing effect is observed by the hydrogen
bond between the H atom of OH and the O atom of the
methoxy group, but this stabilization is less than that produced
by the stabilization due to the H bonding between the H atom
of the hydroxy groups on R; and R and the O atom of the C=
O group. The hydrogen bond on Ry is missing in the case of
less stable structures. This corroborates the importance of this
hydrogen bond for the stabilization of these systems. This is
important for further investigations, for example, focusing on
silybin as a metal chelating agent.”

The structural characterization of silybin and 2,3-dehydrosi-
lybin derivatives is possible with the Raman spectra and 4,
values. Figure 7 and Table 1 present the Raman spectra and the
Amax Values, respectively, for the optimized structures for silybin,
2,3-dehydrosilybin, the most stable structures of the mono-
methylated derivatives, and those molecules without OCHj
(nor-silybin and nor-dehydrosilybin). We include only the most
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Figure S. Schematic representation of silybin indicating hydrogen
bond lengths (in angstroms).

stable monomethylated derivatives, as the spectra for all of the
isomers are similar. Comparing the Raman spectra of silybin
and 2,3-dehydrosilybin, there are important differences
(indicated by stars). On the basis of this result, the oxidation
of silybin into 2,3-dehydrosilybin may be followed with the
Raman spectra. For the other spectra, the main difference is the
presence of the OCH; signals for the monomethylated
derivatives, as indicated in Figure 7. Therefore, the most
important conclusion, concerning the Raman spectra, is the
difference between silybin and 2,3-dehydrosilybin, as this can be
useful for monitoring the reaction between them. As apparent
in Table 1, A, corresponds to the UV region and is larger for
2,3-dehydrosilybin derivatives than for silybin. The A, values
make it possible to distinguish between both molecules and
may also be useful for following the oxidation between silybin
and 2,3-dehydrosilybin. These spectra are very helpful as a
reference for further experiments. After this structural
characterization, it is possible to analyze the antiradical capacity
of these molecules. The most stable structures will be used in
what follows for this purpose.

11601
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Figure 6. Schematic representation of 2,3-dehydrosilybin. Hydrogen
bond lengths are indicated in angstroms.

Antiradical Capacity. Electron-Transfer Mechanism. The
FEDAMs of the molecules being studied are reported in Figure
8, considering water and DMSO to mimic polar and nonpolar
environment. Astaxanthina (Asta), a well-known antiradical
molecule, is included for comparison. DPPH was used
previously to measure free radical scavenging activity
experimentally,"* and for this reason we include this molecule
on the maps. As previously reported,* I values are lower for the
2,3-dehydrosilybin derivatives than for silybin derivatives, but
for both types of compounds I values are high. Their
localization on the map indicates that these molecules were
unable to transfer electrons to DPPH. As previously
reported,”* for the purpose of scavenging free radicals,
molecules can either donate or accept electrons. Analyzing the
capacity to accept electrons, a factor not previously considered,
the A values indicate that the molecules being studied represent
good electron acceptors and that 2,3-dehydrosilybin derivatives
are better electron acceptors than silybin derivatives; however,
Asta is a better electron acceptor than silybin and 2,3-
dehydrosilybin derivatives, and according to their position on
the map, DPPH is the best electron acceptor. Asta is able to
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Figure 7. Raman spectra of the ground-state structures: silybin, 2,3-dehydrosilybin, the most stable monomethylated derivatives, nor-silybin, and

nor-dehydrosilybin.

donate electrons to DPPH because it is localized down to the
left with respect to DPPH, but silybin and 2,3-dehydrosilybin
can neither accept nor donate electrons to DPPH. Concurring
with previous results,'* we can conclude from these values that
the electron-transfer mechanism between these molecules and
DPPH is not favorable.

It is important to study these molecules under physiological
conditions (pH 7.4) to completely analyze antiradical capacity.
For this purpose, the pK, values for each H atom were
calculated and also the relative abundance of each species (see
Supporting Information, Table 1S). At pH 7.4, ~70% of silybin
is protonated but 60% of 2,3-dehydrosilybin is deprotonated.
This is an important difference between these two molecules

and means that deprotonated 2,3-dehydrosilybin will be present
under physiological conditions and also under the experimental
conditions in previous reports.'* The pK, values suggest that an
important amount of deprotonated species is to be expected in
the experiment. Therefore, it is crucial to analyze the electron
donor—acceptor properties of the deprotonated molecules.
Figure 8 reports results for the deprotonated species (SIL-H
and 2,3-DEHY-H, deprotonated silybin, and 2,3-dehydrosilybin
derivatives, respectively). Deprotonated molecules are better
electron donors and worse electron acceptors than the
nondeprotonated species, and deprotonated 2,3-dehydrosilybin
derivatives are better electron donors than the corresponding
silybin derivatives. The position on the map indicates that 2,3-

DOI: 10.1021/acs.jpcb.5b06448
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Table 1. Values of A,,,, for the Most Stable Structures of Silybin, 2,3-Dehydrosilybin, the Most Stable Structures of the
Monomethylated Derivatives (7-O-Me-Silybin and 7-O-Me-Dehydrosilybin), and Molecules without OCH; (Nor-Silybin and

Nor-Dehydrosilybin)

Silybin and its derivatives Amax (NM)

2,3-dehydrosilybin and its derivatives Amax (NM)

o
OH
HO. o O o.
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Figure 8. Full electron donor—acceptor map for silybin and its
derivatives (SIL), 2,3-dehydrosilybin and its derivatives (2,3-DEHY),
their deprotonated species (SIL-H and 2,3-DEHY-H, respectively),
and DPPH. Astaxanthina (Asta) is also included for comparison.

DEHY-H molecules are down to the left with respect to DPPH,
and they are therefore able to transfer electrons to DPPH. For
SIL-H, the position on the map indicates that they are to the
left of DPPH (are worse electron acceptors than DPPH), but

the values for I are similar, and consequently the electron
transfer will be less effective. Likewise, under experimental
conditions, silybin derivatives are mainly not deprotonated and
2,3-dehydrosilybine are deprotonated. Comparing I values of
silybin (5.91 and 6.18 eV, in water and DMSO, respectively),
they are higher than the corresponding values for deprotonated
2,3-dehydrosilibin (5.20 and 5.00 eV, in water and DMSO,
respectively). The latter is expected to be a better free radical
scavenger than the first, in complete agreement with the
experimental results previously reported that conclude that the
DPPH scavenging activity of 2,3-dehydrosilybin derivatives is
higher than that of the silybin derivatives.'* This is an
important result, as the electron-transfer mechanism is expected
to be the fastest in terms of scavenging free radicals. The
conclusion is thus a little different from that previously
reported,'* as the electron-transfer mechanism is favorable
under physiological conditions, given that 2,3-dehydrosilybin
derivatives are mainly deprotonated.

Adduct Formation Mechanism. Experimental results'*
indicate that silybin is less effective as a superoxide scavenger
than 2,3-dehydrosilybin and nor-dehydrosilybin, with the last of
these being the best scavenger. (See table 1 of ref 14.) The
electron-transfer mechanism provides a partial explanation for
these results, but it is necessary to analyze other possibilities to
fully understand these experiments. To this end, the adduct
formation mechanism is analyzed using ®OOH as free radical
and three molecules as free radical scavengers (those that were
reported previously in ref 14): silybin, 2,3-dehydrosilybin, and
nor-dehydrosilybin. (For the latter two molecules we used both
protonated and deprotonated systems.) The free radical was
added at all C—C double bonds or where hydrogen bonds were
formed with different oxygen atoms. All systems were fully
optimized. Tables 2—6 present the results of the dissociation
energies (AE) for each free radical adduct molecule. Labels on
the schematic representations indicate the position of the
addition. Positive values correspond to adduct products that are
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Table 2. Dissociation Energies (in kcal/mol) Corresponding
to the Following Reaction

31
6 O CH,OH
e
HO 8 o ldg 12 18_ _OCH;
\|7|/ \lg/ \|/ XN >No 1|7|/ \llg/
6 10 3 20
\ls/ \ﬁ/ \OH ~ \OH
OH 05l
Silybin
c4 -15.9 cil 05 c17 -13
cs 53 c12 8.7 cis -1.6
C6 -17 ci3 038 c19 7.7
c7 6.4 Cl4 9.2 €20 6.8
c8 39 cls -5 c21 -1.9
9 2.5 clé -17 2 42
C10 11.7
031 84
| 051 8.2

Table 3. Dissociation Energies (in kcal/mol) Corresponding
to the Following Reaction: [2,3-Dehydrosilybin-OOH]* —
2,3-Dehydrosilybin + *OOH"

Table 4. Dissociation Energies (in kcal/mol) Corresponding
to the Following Reaction: [2,3-Dehydrosilybin-OOH]*~ —
[2,3-Dehydrosilybin]~ + *OOH”

31
A6 0 CH,OH
15 1”1
O. 8 O 14 12 18\ OCHj;

\|7|/ \Ig/ \”2/ \13 ~o 1|7|/ \llg/

6 10 3 20

\|5/ \ﬁ/ \OH ~o \OH

OH O 51
2,3-dehydrosilybin de-protonated

C2 19.6 Cl1 9.3 C17 -0.1
C3 16.0 Ci12 3.1 C18 -0.7
C4 7.3 C13 8.4 C19 33
C5 1.0 Cl4 -9.7 C20 2.7
C6 14.6 C15 6.1 C21 -1.8
Cc7 -18.9 Cl16 -0.3 C22 -5.3
C8 11.0
C9 2.7 031 10.2
cio | 22 051 17.3

“The position where the free radical is bonded is as indicated in the
schematic formula.

31
6 0 CH,OH

o
HO 8 o 14 12 18_ OCH;

\|7|/ \lg/ \ﬁ/ \13 o 1|7|/ \1|9/

6 10 3 2,20

\ls/ \ﬁ/ \OH ~of \OH

OH 0 51
2,3-dehydrosilybin

c2 14.1 Cll 43 c17 0.6
c3 8.6 c12 -0.05 C18 -1.5
c4 10.7 C13 34 C19 2.7
c5 3.5 Cl4 8.7 C20 1.6
C6 -0.1 C15 1.8 c21 -1.9
c7 -4.5 Cl6 3.0 c22 4.4
C8 0.3
c9 62 031 8.1
clo | -153 051 12.7

“The position where the free radical is bonded is as indicated in the
schematic formula.

more stable than the corresponding dissociated molecules. The
atoms with positive AE will be named in this report “reactive
atoms”. Higher positive values indicate a stronger bond
between the free radical scavenger and @ OOH. For all of the
compounds presented in Tables 2—6, on O31 and OSI, the
¢OOH molecule forms hydrogen bonds that stabilize the
products by >8 kcal/mol. Comparing these two reactive atoms,
OS51 presents more positive values than O31; therefore, this
position is more suitable for the reaction. Silybin has nine
reactive atoms that form adducts with positive values for AE.
The most reactive atom is C10 with AE of 11.7 kcal/mol.
Compared with 2,3-dehydrosilybin, this has 11 reactive atoms
that form adducts with positive values for AE. In this case, the
most stable adduct corresponds to ©OOH bonded to C2, with
AE equal to 14.1 kcal/mol. Moreover, we can also analyze the
deprotonated 2,3-dehydrosilybin, considering that its relative
abundance under physiological conditions is 60%. Results for
deprotonated 2,3-dehydrosilybin are presented in Table 4. For

Table 5. Dissociation Energies (in kcal/mol) Corresponding
to the Following Reaction: [Nor-dehydrosilybin-OOH]* —
Nor-dehydrosilybin + *OOH”

31
6, (0] CH,0OH
10 2
=
HO. 8 (0) 14 12 18 OH
\|7|/ \lg/ \ﬁ/ \13 ~o 1|7|/ ST
6 10 3 2,20
\|5/ \ﬁ/ \OH ~of \OH
OH 0O 51
nor-dehydrosilybin
2 14.1 Cl1 43 C17 -12
C3 8.5 Ci12 -0.1 C18 0.9
c4 10.6 C13 3.4 C19 2.0
c5 35 Cl4 -8.8 C20 0.8
C6 0.2 C15 1.8 c21 -1.6
c7 -4.6 C16 3.1 c22 -4.6
C8 0.3
C9 6.2 031 8.0
clo | -154 051 12.6

“The position where the free radical is bonded is as indicated in the
schematic formula.

this molecule there are 15 reactive atoms, with positive values
for AE. The most reactive atoms are C2, C3, C6, and OS51, and
the highest dissociation energy is 19.6 kcal/mol. This
comparison reveals that the reactivity of 2,3-dehydrosilybin
(protonated and deprotonated) is higher than for silybin, as the
latter have more reactive atoms and the dissociation energies
are superior for 2,3-dehydrosilybin (protonated and deproto-
nated) than for silybin. This is in complete agreement with
previous experimental results,'* which conclude that 2,3-
dehydrosilybin is a better free radical scavenger than silybin.
Previous experiments'* suggest that nor-dehydrosilybin is the
best free radical scavenger of all systems being studied.
Comparing the results for protonated and deprotonated 2,3-
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Table 6. Dissociation Energies (in kcal/mol) Corresponding
to the Following Reaction: [Nor-dehydrosilybin-OOH]*~ —
[Nor-dehydrosilybin]~ + *OOH"

31
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o 2
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\|7|/ \lg/ \ﬁ/ \13 ~o 1|7|/ \1?/
6 _10 3 2220
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nor-dehydrosilybin de-protonated
C2 19.6 Cl1 9.4 C17 -0.5
C3 15.9 Cl2 3.0 C18 1.9
C4 72 Cl13 8.4 C19 3.0
C5 1.0 C14 -9.7 C20 1.9
C6 14.6 C15 6.1 C21 -1.7
C7 -19.0 Cl6 -0.3 C22 -5.5
C8 11.0
C9 2.7 031 10.1
clo | 22 051 17.2

“The position where the free radical is bonded is as indicated in the
schematic formula.

dehydrosilybin and nor-dehydrosilybin (Tables 3—6), it is clear
that AE values are very similar. Both nor-dehydrosilybin
molecules have one more reactive atom (C18) than 2,3-
dehydrosilybin molecules, but AE is very small, meaning that
¢OOH is not strongly bonded to that position. The differences
between 2,3-dehydrosilybon and nor-dehydrosilybin are
minimal, and it is evident that the substitution of OCH; by
OH on 2,3-dehydrosilybin does not affect the free radical
scavenger capacity when the adduct formation mechanism is
analyzed. This does not concur with experimental results that
suggest that nor-dehydrosilybin represents the best antiradical.
Probably the main mechanism for action in nor-dehydrosilybin
is the hydrogen atom transfer mechanism, as previously
reported.”* Despite these results, the conclusions reported
here mainly concur with the experiments.

B CONCLUSIONS

For silybin and 2,3-dehydrosilybin derivatives, intramolecular
hydrogen bonds are crucial for stabilization. The most stable
structure presents three hydrogen bonds, and the least stable
structure has no intramolecular hydrogen bonds. Hydrogen
bond on Ry is the most important for stabilizing structures.

Raman spectra are very useful for characterizing these
systems. Moreover, the oxidation of silybin into 2,3-
dehydrosilybin can be followed with the Raman spectra. The
main difference on the spectra, between nonmethylated and
monomethylated derivatives, is the presence of OCHj. The 4,,,,
values allow us to distinguish between both molecules and may
also be useful for monitoring oxidation between silybin and 2,3-
dehydrosilybin. The A, values correspond to the UV region
and are larger in the case of 2,3-dehydrosilybin derivatives than
in the case of silybin.

The electron-transfer mechanism between all molecules
being studied and DPPH is not favorable. Under physiological
conditions (pH 7.4), ~70% of silybin is protonated, but 60% of
2,3-dehydrosilybin is deprotonated. This is an important
difference between these two molecules, implying that

deprotonated 2,3-dehydrosilybin will be present under
physiological conditions and also under the experimental
conditions of previous reports. Deprotonated molecules
represent better electron donors and worse electron acceptors
than the nondeprotonated species, and deprotonated 2,3-
dehydrosilybin derivatives are better electron donors than the
corresponding silybin derivatives. The latter are expected to be
worse free radical scavengers than the first.

Concerning the adduct formation mechanism, the reactivity
of 2,3-dehydrosilybin (protonated and deprotonated) is higher
than that for silybin, as the latter have more reactive atoms.
Dissociation energies are also superior for 2,3-dehydrosilybin
(protonated and deprotonated) than for silybin.

The conclusions reported in this investigation are in
complete agreement with previous experimental results. The
free radical scavenging activity of 2,3-dehydrosilybin derivatives
is higher than that for silybin derivatives. What was not
previously considered was the remarkable importance of the
deprotonated species, which may thus be important for future
experiments.
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