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RESUMEN

La biocatalisis es el empleo de enzimas para la sintesis de diversas sustancias, se trata de una
técnica de elevado rendimiento y con un menor contaminacién comparado con la sintesis
quimica tradicional. Por lo cual esta técnica de biocatalisis ha sido empleada en la sintesis de
silibina y sus derivados.

La silibina es una de los muchos compuestos que forma parte de la silimarina que es el extracto
de la semilla del cardo mariano Silybum marianum. Por sus propiedades hepatoprotectoras,
quimioprotectoras, antioxidantes entre otras muchas caracteristicas ha sido actualmente
estudiados y empleados en el tratamientos de algunos enfermedades, como cirrosis hepatica,
cancer, etc.

En las dltimas decadas han habido grandes avances en la forma de sintesis de silibina para
facilitar su obtencién y descubrir al mismo tiempo de nuevos derivados de silibinas con nuevos
y mejores propiedades terapeuticas.

Palabras claves: silibina, biocatalisis, derivados silibina

ABSTRACT

Biocatalysis is the use of enzymes for the synthesis of various substances, it is a high
performance technique and with a lower contamination compared to the traditional chemical
synthesis. Therefore, this technique of biocatalysis has been used in the synthesis of silybin
and its derivatives.

Silybin is one of the many compounds that is part of the silymarin that is the extract of the
seed of the milk thistle Silybum marianum. Due to its hepatoprotective, chemoprotective and
antioxidant properties, among many other characteristics, it has been studied and used in the
treatment of some diseases, such as liver cirrhosis, cancer, etc.

In the last decades there have been great advances in the form of synthesis of silybin to
facilitate its obtaining and at the same time to discover new derivatives of silybins with new
and better therapeutic properties.
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1. INTRODUCCION

1.1. EL COMIENZO DE BIOCATALISIS

En la industria farmacéutica, gran parte de las actividades de descubrimiento de p.a. es
encontrar fdrmacos mas potentes, mas selectivos y menos téxicos que los p.a. de los afos
anteriores. Por lo que cada vez las estructuras de los nuevos p.a. son mas complicado, con
mas de un C quiral, junto con que cada vez hay mds preocupacién ambiental sobre las
contaminaciones producidos por las diferentes industrias, especialmente la farmacéutica ya
que es una de las mds contaminantes. Esto conlleva a que la sintesis de los p.a. necesitan
técnicas mads innovadoras, competitivas y econdmicas y que sea una “Quimica verde”.[2]

Entre ellas se encuentra la biocatalisis que es una de las técnicas favoritas en las nuevas
sintesis de p.a. utilizando enzimas como catalizadores.

Las enzimas son unas catalizadores buenas por ser capaces de catalizar una amplia gama de
sustratos, y en el proceso no necesitan reacciones de proteccién y desprotecciéon muy comun
en reacciones orgdanicas tradicionales. Ademas son reacciones muy eficaces que generan muy
pocos residuos por lo que es una alternativa ecolégica comparado con catalizadores quimicos
tradicionales.[2]

Aunque en el mercado actual hay una gran cantidad de enzimas comercializadas pero solo un
pequeiio grupos de ellos son utilizadas en biocatdlisis, ya que existe otras industrias que los
utilizan.

1.1. ENZIMAY PRINCIPIO ACTIVO

Las enzimas son potentes maquinas moleculares que han evolucionado millones de afios
mediante la seleccién natural para catalizar miles de reacciones bioquimicas de toda la vida
en el Tierra. Son catalizadores de los procesos bioldgicos en condiciones fisioldgicas, pueden
acelerar las reacciones de hasta 10 veces mayor comparada con las reacciones no catalizadas.
Sin embargo debido a que su actividad depende mucho de las condiciones que la rodea, es
decir puede ser afectado por el pH, la temperatura, los solventes, los sustratos y productos
gue generan, su aplicacién industrial en muy complicada.[4] Por lo tanto, las enzimas
naturales requieren cierto grado de optimizacién para que puedan funcionar adecuadamente
como biocatalizadores industriales.

La fuente de la enzima que se emplea puede ser cualquier célula viva. Entre ellos los
microorganismos destacan por ser relativamente faciles de cultivar. Pero también existen
enzimas de origen vegetal o animal que se emplean para la biocatalisis.[2]

Los tipos de enzimas mas utilizados actualmente en la biocatdlisis de p.a. son las enzimas de:
hidrdlisis, esterificacién, transesterificacion y amidaciéon de éster, amida, alcohol, acido;
reduccién de la cetona al alcohol; conversidn de cetodcido a aminodcido; reaccidn de
hidroxilacién; reaccién de formacion de enlaces C-C.[12]



El principio activo (PA o API) es el componente responsable de la actividad farmacolégica de
un medicamento.

La sintesis de un PA generalmente estd formada generalmente por varios reacciones de
diferentes tipos, que parten de sustratos disponible en el mercado, y el biocatalizador se
puede utilizar en uno o mas pasos de la ruta sintética del PA. El hecho de que la sintesis de PA
sea un proceso de multiples etapas y la biocatdlisis puede formar parte de estos pasos son
factores importante para recordar durante el disefio y la ejecucién del proceso. Los pasos del
proceso que utilizan biocatdlisis a menudo requieren consideraciones y tacticas diferentes
frente a la sintesis quimica tradicional.

La selectividad de las reacciones enzimadticas es una de sus caracteristicas mas importantes
para su aplicacidn a la sintesis del p.a. Esta selectividad es una selectividad de grupo que es
cuando la reaccidn solo ocurre en un grupo especifico sin afectar a un grupo quimicamente
similar o igual y se puede diferenciar en:
e La regioselectividad: la reaccidn ocurre Unicamente en una posicion especifica del
sustrato entre multiples sitios posibles que existe.[12]
e Laestereoselectividad: el producto formado solo es de un Unico esterecisémero entre
varios estereoisdbmeros posibles, porque la reaccion ocurre con un Unico
estereoisdmero del sustrato.[12]

Esto es muy importante en los farmacos debido a que en muchos casos los distintos
enantidmeros de un Unico compuesto pueden tener o no actividad, que uno es mas activo o
incluso que tiene actividades totalmente distintas.

1.2. MEJORA Y OPTIMIZACION DE ENZIMAS

Una de las razones para mejorar enzimas es para que adaptese mejor a los sustratos no
naturales. Algunos enzimas de determinadas rutas como las lipasas son capaz de catalizar
reacciones de sustratos muy distintos del natural. Al contrario, las enzimas del metabolismo
primario, como las del glucdlisis, su rango de sustrato es estrecho.[12] La amplificacién del
rango de sustratos de muchas enzimas es muy importante para su utilidad porque permite su
uso en una gran cantidad de reacciones distintas a la del natural.

Otra razén es para aumentar su estabilidad en las condiciones de reaccion, debido a que estas
puedes ser muy distintas de las condiciones de las células, pudiendo haber altas temperaturas,
pH extremos, elevado [c] de sustrato y producto, el medio de reaccién, etc.[12] Por lo tanto
la enzima debe ser capaz de funcionar correctamente en estas condiciones durante todo el
proceso de reaccion.

Una tercera razén para mejorar enzimas es que al modificar las enzimas es capaz de formar
parte de nuevas reacciones que sintetice un nuevo producto.

Una vez que ya se ha disefa toda la ruta sintética y determinado los biocatalizadores que se
va a utiliza, a menudo es necesario la optimizacion de todos los pasos de la reaccion, donde la
reactividad, la selectividad, la inhibicion y la desactivacion se estudia de forma
minuciosamente. Algunas optimizaciones que se realizan son:
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e Cambio del sustrato: se modifican los sustratos en el caso de que no son ideales para la
biocatalisis porque afecta a la eficacia de la reaccidn.[2] Esto se puede deber que hay un
grupo protector en el sustrato que dificulta la actuacién de la enzima y su modificacién
podria cambiar significativamente la eficacia de la reaccién.

e Purificacidon de disolventes: Para las reacciones enzimaticas, los medios de reaccién que
incluyen pH, tipos y contenidos de disolventes y otros componentes, tienen una gran
importancia en la conformacién que va a tener las enzimas debido a que son proteinas.[2]
Por lo tanto, tener un disolvente puro también es muy importante.

e Inhibicién o saturaciéon de enzimas: Las enzimas en una situacién con una elevada
cantidad de sustrato o producto, pueden inhibirse o saturarse bajando su eficacia. Para
evitar esta situacion lo mejor es que el proceso sea continuo,[8] entonces no habra
producto que lo sature o sino habra que extraer el producto en cada determinado tiempo
para evitar la saturacion o inhibicion de la enzima

e Evolucion dirigida: La evolucidn dirigida actualmente es una técnica muy importante para
mejorar enzimas silvestres que tras procesos de optimizacién no se consigue mejorar la
eficacia de la ruta sintética.[2] Esta técnica a menudo puede lograr una mejora de mas de
10 a 30 veces en la reactividad y enantioselectividad de la enzima en un plazo de 6 a 12
meses.

e Ingenieria genética: Los avances de la ingenieria genética permite ahora crear enzimas
segun las necesidades del proceso (enzimas a la carta), o introducir el gen de la enzima
en un microorganismo que se ha estudiado mucho su empleo industrial como es el caso
de Escherichia coli.[2]

1.3. DESARROLLO DEL BIOCATALISIS

La biocatalisis se diferencia de las reacciones quimicas tradicionales principalmente en que se
debe tener en cuenta la cinética de las enzimas, la estabilidad de las proteinas en condiciones
de la reaccién y las caracteristicas del biocatalizador por su funcién en la célula, como el
crecimiento, la induccidn de actividades enzimaticas o la participacién en vias metabdlicas.[2]

El punto de partida del desarrollo de un proceso biocatalitico generalmente es el producto,
gue deber ser posible producirlo por una reaccién biocatalitica. Posteriormente uno o mas
biocatalizadores deben ser identificado, desarrollado y establecido en un proceso, en ultima
instancia, la biocatdlisis tendrd que ser econdmicamente. Los aspectos limitantes del proceso
biocatalitico se va mejorando, llegando finalmente a un proceso industrial eficiente.[2]

La viabilidad econémica del proceso biocatalitico depende de varios factores: el tipo de
biocatalizador utilizado, la necesidad de reactores y equipos especializados, parecido a los
procesos quimicos.[8] La mayoria de los biocatalizadores utilizados son en formas
inmovilizadas que pueden ser recuperadas y reutilizadas posteriormente. Sin embargo,
también hay procesos basados en células o enzimas en suspensién homogénea, que son lo
suficientemente econdmicos para permitir un solo uso, sin recuperaciones ni reutilizaciones.



1.3.1. INICIO DEL PROCESO

El desarrollo de nuevos procesos se basa normalmente en que hay una nueva enzima de
interés o que se ha encontrado unos productos deseados, que luego mediante el empleo de
un biocatalizador se pueden sintetizar.

Las enzimas que se van a utilizar pueden estar disponible comercialmente, o pueden haber
sido descrita en libros o revistas cientificas. O sino es necesario detectarlos en los organismos
o se desarrollan actividades enzimaticas completamente nuevas de antiguas enzimas
mediante el disefio de proteinas o la evolucidn dirigida.[8]

En caso de reacciones que no necesita regeneraciones de coenzimas, como las reacciones de
isomerizacién o hidrélisis, se puede elegir en este caso tanto enzimas como células enteras.
Pero cuando se requieren cofactores, las células enteras son mejores porque permiten la
regeneracion del cofactor.[8]

Las condiciones de reaccién para el funcionamiento enzimatica éptima, una alta reactividad y
una larga vida util de la enzima se seleccionan en funcién de las caracteristicas de la enzima.[8]
El medio de reaccién puede tratarse de una fase acuosa, una fase organica o un sistema de
dos fases liquidas, se optimiza para disolver los sustratos y productos manteniendo la
actividad enzimdtica.[8]

El biocatalizador y el proceso biocatalitico seran disefiados para obtener el mejor rendimiento
posible, al nivel de la enzima, la célula huésped y el proceso.

1.3.2. ENZIMAS EN DISOLVENTES ORGANICOS

Gracias a los avances en la protedmica y la ingenieria enzimatica ahora es bien sabido que las
enzimas funcionan en los solventes organicos y en muchos solventes puros, incluso en fluidos
supercriticos en ausencia de agua agregada. Dichos entornos producen muchas ventajas,
incluida una mayor solubilidad del sustrato, la reversién de las reacciones hidroliticas y la
especificidad enzimatica se modifica dan como resultado nuevas actividades enzimaticas que
antes solo eran posibles usando modificaciones genéticas o vias complejas de multiples etapas
dentro de células completas. Como resultado, las aplicaciones de la biocatalisis en solventes
organicos van desde la resolucién quiral de principios activos, productos quimicos y sus
productos intermedios hasta la polimerizacidon enantio y regioselectiva.[4,8]

Pero a pesar de las ventajas de los medios no acuosas para la biocatalisis, las enzimas suelen
presentar una actividad baja en estos medios comparado con el medio acuoso. Aunque
desarrollos recientes han demostrado que los biocatalizadores pueden disefiarse para que
funcionen en solventes organicos puros con actividades y selectividades similares que en el
medio acuoso, ya que en presencia de bajas concentraciones de un surfactante adecuado, las
enzimas son capaces de disolverse en disolventes orgdnicos hidréfobos, donde permanecen
activas y con estructuras secundarias y terciarias casi idénticas a las del medio acuoso.[8] Estas
enzimas solubilizadas se han utilizado para generar plasticos biocataliticos, donde las enzimas
se incorporan a polimeros vinilicos en crecimiento para obtener al final enzimas inmovilizadas
homogéneas.



1.3.3. ENZIMAS EN SUSTANCIAS TOXICAS

Actualmente también se han estado investigando reacciones biocataliticas que contengan
sustratos y productos apolares, como compuestos alifaticos, aromaticos y heterociclicos.
Estos compuestos son generalmente insolubles en agua y, a menudo, muy tdxicos para las
células,[8] Por lo tanto, no pueden simplemente afadirse a un medio acuoso para que
reaccionen.

Un enfoque prometedor es utilizar medios de dos fases liquidas (emulsidn): una fase acuosa
que contiene las células en crecimiento, otra fase del disolvente apolar que contiene el
sustrato y el producto recién formado. Esta biocatalisis en emulsiones que se ha estudiado en
los laboratorios de investigacidon y se espera que sea igualmente aplicable en escalas mas
grandes.[8]

Otro enfoque para reacciones multifasicas es la biocatdlisis en fase gaseosa. Las enzimas o las
células forman una fase sdlida y los reactivos se disuelven en la fase gaseosa en este caso. Este
concepto es bueno en casos de que el reactivo se puede disolver en fase gaseosa en
condiciones de reaccion y tiene la ventaja de que el procesamiento posterior es simple y la
transferencia de masa es eficiente, y se puede evitar el uso de solventes tdxicos o
inhibidores.[8]

Un tercer enfoque para el manejo de compuestos toxicos es alimentarlos en el biorreactor a
velocidades limitadas,[8] de modo que dichos sustratos se transformen sin acumularse
primero, manteniendo asi concentraciones de sustrato muy bajas y a niveles no téxicas. Los
productos se pueden eliminar de forma continuo mediante técnicas de extraccién continua.

1.3.4. EXTRACCION Y PURIFICACION DE PRODUCTOS

Hoy en dia la mayoria de las reacciones biocataliticos todavia se realizan en medios acuosos y
con bajas concentraciones de producto, esto requiere el desarrollo de métodos especiales
para la extraccién de productos. La recuperacidon del producto del medio de reaccién es
generalmente después de la etapa de biotransformacidn y la separacidn de la biomasa de la
mezcla de reaccién por centrifugacién o filtraciéon.[8]

Existe numerosos técnicas de separacion, incluso técnicas tan simples como la precipitacién
de productos de reaccién insolubles se han utilizado en la separacién de productos. También
existe procesos de recuperaciéon de productos in situ, en los que el producto se separa de la
mezcla de reaccion durante la biotransformacion.[8] Estas técnicas de recuperacion de
productos in situ se basan en parametros fisicoquimicos de los reactivos y van desde la
cristalizacidn hasta la destilacidn y un posterior extraccion en fase sélida o en fase liquida. En
general, la recuperacién in situ del producto evita las limitaciones tradicionales de los
procesos biocataliticos, como la inhibicidon de sustrato o producto y la descomposicion del
producto en mezclas de reaccidn acuosas.

1.3.5. PROCESAMIENTO DE RESIDUOS

Los principales productos de desecho de biocatalisis en medio acuoso son aguas residuales,
sales y biomasa. Los disolventes organicos representan productos de desecho menores si se
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utilizan en procesos de emulsidn o reacciones en disolventes organicos puros que se pueden
reciclar después, salvo la obtencién una fraccion menor de emulsién insoluble. Los principales
productos de desecho se tratan en sistemas convencionales de tratamiento de aguas
residuales industriales. Para procesos basados en microorganismos recombinantes y viables,
el tratamiento de la biomasa incluye la inactivacién de las células modificadas
genéticamente.[8]

2. OBIETIVOS

Los objetivos de este trabajo son describir:

1) La biocatalisis, sus caracteristicas y uso

2) Caracteristica, uso y propiedades de los derivados de silibina
3) La rutas biocataliticas de la sintesis de silibina

3. METODOLOGIA

Para realizar este trabajo se ha realizado una revision bibliografica utilizando como fuente de
informacién Web of Science, Pubmed, Scopus, Scifinder y la biblioteca online de Facultad de
Farmacia usando el acceso institucional de UCM junto con las distintas revistas cientificas
encontradas utilizando Google Scholar. La busqueda de informacion de se ha basado en las
palabras claves: biocatalysis, synthesis, silybin derivative.



4. RESULTADO Y DISCUSION

4.1. SILIBINAY DERIVIDOS

La silibina o silibinina es un suplemento dietético aislado de las semillas de Silybum marianum
conocido como cardo mariano.

La silibina se encuentra en el extracto de cardo mariano (silimarina) que tiene una larga
historia en la medicina tradicional y ahora se emplea con frecuencia para la prevencién y/o
tratamiento de trastornos hepaticos,[5] incluyendo hepatitis viral, cirrosis hepatica asociada
con abuso de alcohol, dafio hepatico por sustancias toxicas, también es considerado como un
antidoto eficaz contra el envenenamiento por Amanita phalloides. Ademas, la silibina también
es un fuerte antioxidante en la eliminacién de los radicales hidroxilos y la inhibicién de la
peroxidacion lipidica.

En estudios recientes, la silibina también ha mostrado ser un anticontaminante en los cultivo
de células preclinicas y quimiopreventiva en modelos animales de varios canceres epiteliales,
como piel, vejiga, colon, préstata, pulmoén. etc. Sobre estos resultados, la silibina también se
ha hecho ensayos clinicos de fase | y Il en pacientes humanos con cancer, donde se muestra
bien tolerada y con biodisponibilidad en plasma y tejido diana.[5]
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Figura 1. Silibina A

Figura 2. Silibina B

En los dltimos afos, se ha estado estudiando sobre la estructura quimica detallada de la
silibina para identificar y sintetizar sus estereoisémeros, asi como para evaluar su eficacia
bioldgica, y se ha confirmado que silibina en realidad es una mezcla 1:1 de dos isémeros
opticos, silibina A y silibina B.[5] Ademas ha sido posible identificar detalladamente los restos
hidroxilos de la estructura quimica de silibina, esta informacién permite realizar disefio y
sintesis de nuevos derivados de silibina evitando afectar a su actividad.



Con respecto a la farmacocinética, la silibina es un compuesto de baja biodisponibilidad si se
administra por via oral, y con una baja solubilidad en agua. Esto se debe a que casi no se
absorbe en el intestino y al mismo tiempo sufre un elevado efecto del primer paso por el
higado después de su absorcion. Sin embargo, esto se soluciona gracias a la formacion de
complejos con fosfatidilcolina que permite una mejor absorcién y nuevos gluco-conjugados
de silibina (gluco, mano, galacto y lacto-conjugados), que tienen una alta solubilidad en agua
y un fuerte poder antioxidante. Esta absorcién elevada permite al mismo tiempo evaluar la
seguridad de la silibina en su uso terapéutico.[5]

4.1.1. EFECTO ANTICANCERIGENO

El cdncer hoy en dia es una de las principales causas de mortalidad y morbilidad en todo el
mundo. Con los nuevos avances tecnoldgicos, muchos canceres se diagnostican en etapas
tempranas donde los tratamientos son muy limitados con muchos efectos secundarios. En
estos pacientes, la quimioprevencion y/o la intervencion del cancer a través de agentes no
téxicos como la silibina podria ser una alternativa atractiva.[1] Ademas, en la quimioterapia
contra el cdncer a menudo existe una toxicidad aguda, especialmente |la hepatotoxicidad, que
conlleva a una reduccion de dosis y retraso en la terapia, lo que aumenta el riesgo de recaidas.

La silibina presenta efectos hepatoprotectores por lo que permite su uso junto con agentes
quimioterapéuticos. Ademas la silibina también puede aumentar la eficacia de los farmacos
guimioterapéuticos para el cancer, por ejemplo se han demostrado que la silibina produce
una sinergia intensa con la inhibicion del crecimiento inducida por doxorrubicina, cisplatino,
carboplatino y mitoxantrona y la muerte apoptdtica en las células del carcinoma de préstata
humano, esto también se ha visto en otras tipos de cancer.[1,5]

La silibina también se puede emplear como un agente quimioprotector y anticancerigeno
principalmente debido a su actividad frente a los radicales que genera un efecto citoprotector,
antioxidante. Esto es cierto, sin embargo no es el Unico accién que realiza ya que inhiben
también la accién carcinégena de muchos productos quimicos, por ejemple: disminuye
significativamente la incidencia de neoplasias de vejiga urinaria y lesiones preneoplasica en la
fase de inicio y postiniciacion debido a N-butil-N-(4-hidroxibutil)nitrosamina; reducir la
carcinogénesis de colon inducida por azoximetano en ratas y carcinogénesis cutanea inducida
por el perdxido de benzoilo o el 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato[1].

Ademas la silibina actua a nivel de los receptores relacionado con la carcinogénesis y la
evolucidn del cancer.[5] Se ha visto que es capaz de modular varios reguladores mitogénicos,
de sefializacidn y del ciclo celular. Ejemplo en el carcinoma de préstata humano, la silibina
inhibe las vias de sefializacion mitégenas y altera los reguladores del ciclo celular, lo que lleva
a la inhibicidon del crecimiento y la muerte de las células del carcinoma de prdstata
independiente de andrdgenos.

4.1.2. MODULACION DE FUNCIONES ENDOCRINAS

La silibina es un compuesto que puede ser eficaz para la prevencion y el tratamiento del dafio
hepatico o el cancer de piel. Sin embargo, existe algunos posibles efectos secundarios, como
la modulacién de las funciones endocrinas a través de la interaccién con el receptor de
estréogeno (ER).[7]
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En estudios recientes se ha estudiado los posibles efectos de la silibina y derivados sobre la
funcién endocrina. Se encontré que varios compuestos comportan como agonistas parciales
o completos de ER, esto provoca la activacién parcial de ER, siendo la silibina B la responsable
de la mayor parte de la actividad mientras que la silibina A y otros flavonolignanos son
inactivos en este aspecto.[7]

La actividad estrogénica de los sibilinas semisintéticos permite llegar a algunas conclusiones
generales con respecto a las relaciones estructura-actividad. Los compuestos en los que se ha
introducido grupos carboxi o acetilo en la posicién 23, no ejerce actividad estrogénica,
mientras que la presencia de pivaloilo en lugar del grupo 23-0O-acetilo conduce a una
activacion significativa del RE. Esto sugiere que es posible desarrollar derivados de silibina
sintéticos sin actividad estrogénica u otros derivados que se quiera potenciar esta
actividad.[7]

4.1.3. EFECTO HEPATOPROTECTOR

La silibina es utilizado tradicionalmente en el tratamiento de distintos trastornos hepaticos,
especialmente en enfermedades hepaticas crdnicas, cirrosis y carcinoma hepatocelular[3].

De hecho, la silibina tiene tres actividades importantes: antiinflamatoria, antioxidante vy
proapoptdtica, que representan una "triada funcional" [3]que permite contrarrestar desde el
principio en los mecanismos de dafio que son los responsables de la progresion de la hepatitis
a la cirrosis y al CHC. En las etapas finales de las patologias hepaticas, la silibina puede actuar
limitando la fibrosis hepatica y antagonizando los mecanismos carcinogénicos que causan el
carcinoma hepatica. Sin embargo, el tratamiento con silibina en la practica clinica es muy
limitado, ya que es necesario obtener mas datos cientificos derivados de ensayos bien
estructurados basados en grandes poblaciones de pacientes y también necesita una
estandarizacion de los métodos utilizados para evaluar la eficacia terapéutica.[3,5]

4.1.4. EFECTO NEUROPROTECTOR

La silibina puede ser dutiles en el tratamiento y prevencién de algunos procesos
neurodegenerativos y neurotdxicos, en parte debido a su actividad antioxidante, pero al
parecer presenta otros mecanismos actualmente desconocidos que le da esta actividad neuro
protectora.[5]

Se ha demostrado que la silimarina proteger eficazmente las neuronas dopaminérgicas contra
la neurotoxicidad inducida por los lipopolisacaridos (LPS) al inhibir la activacién de |la microglia
gue son células cerebrales de tipo macréfago que actia en la defensa y la reparacién del tejido
del SNC[5]. Existe evidencias de que una microglia activada contribuye a los cambios
neuropatolodgicos en varias enfermedades del SNC (esclerosis multiple, enfermedad de
Parkinson, enfermedad de Alzheimer, demencia por SIDA). La silibina también inhibe la
produccién de agentes inflamatorios, como el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) y el 6xido
nitrico y, por lo tanto, reduce el dafio a las neuronas dopaminérgicas.[5]
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4.1.5. MODULACION DE TRANSPORTADORES DE FARMACOS

La resistencia a multiples farmacos (MDR) es un problema importante en la actualidad
especialmente en los tratamiento del cancer e infecciones bacterianas, se caracteriza por una
resistencia a una serie de compuestos no relacionados estructuralmente. A menudo aparece
después de una exposicidén prolongada de las células a un solo farmaco.

Un importante mecanismo de resistencia es la salida del farmaco de la célula diana por
bombas de eflujo, el mas representativo es la glicoproteina P (Pgp).

Pgp es una glicoproteina fosforilada responsable de la distribucién sistémica de numerosos
farmacos lipdfilos y anfipaticos, carcindgenos, toxinas y otros xenobidticos no relacionados
estructural y farmacoldgicamente en muchos érganos, como el intestino, el higado, el rindny
el cerebro.[5]

Se descubre actualmente que la silibina es un inhibidor de la Pgp, se ha visto que la silibina es
capaz de aumentar la concentracion de daunomicina en células Pgp positivas, pero no en
células Pgp negativas, de una manera dependiente de la concentracion de farmaco y de la
expresion de Pgp, ademds de potenciar la citotoxicidad de doxorrubicina en células Pgp
positivas[5]. Estos hallazgos indica que la silibina y sus derivados pueden inhibir el flujo celular
mediado por Pgp, lo que aumenta la posibilidad de interacciones farmacolégicas con los
sustratos de Pgp.

La silibina también interactia con otros transportadores de farmacos, por ejemplo, con la
proteina 1 asociada a la resistencia a multiples farmacos (MRP1).[5]

La silimarina y otros flavonoides se ha visto que también puede tener efectos en los
transportadores, se ha probado en la linea celular de adenocarcinoma pancredatico humano
(Panc-1) en el transporte de daunomicina y vinblastina y se ha encontrado que la silimarina
aumenta significativamente la acumulacién de ambos farmacos en las células, lo que indica la
inhibicidn de MRP1 y parece ser que la regeneracién de GSH estd involucrada en este
proceso.[5]

4.2. BIOCATALISIS DE SILIBINA'Y DERIVADOS

4.2.1. NECESIDAD DE BIOCATALISIS DE SILIBINA

El uso de la silibina como un principio activo tiene el problema de que es un compuesto con
una baja solubilidad tanto en disolventes hidréfilos como lipdfilos, lo que disminuye
significativamente su biodisponibilidad y absorcion después de la administracion oral[6].

Teniendo en cuenta el potencial terapéutico que tiene la silibina, no es de extrafiar que se ha
intentado utilizar numerosas técnicas con el objetivo de mejorar su disolucidon y la
biodisponibilidad. Dichos técnicas se basan en la preparaciéon del complejo de silibina-
fosfatidilcolina, la incorporacién en sistemas de administracién de farmacos por auto-
microemulsificacién por dispersién sdlida y la modificaciéon de la molécula de silibina.
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La sintesis de silibina y derivados se puede lograr a través de reacciones quimicas; sin
embargo, la reaccién biocatalitica es preferido, ya que requiere condiciones de reaccién mas
suaves, permitiendo un aislamiento mas facil del producto y reduce o elimina el uso vy la
generacion de sustancias peligrosas.

4.2.2. BIOCATALISIS DE SILIBINA

La biocatalisis de silibina se trata principalmente de una oxidacién de un alcohol precursor que
es el alcohol coniferilico por la peroxidasa de ascorbato de cardo mariano (APX1) y un
posterior acoplamiento con taxifolina[6]. Sin embargo debido al elevado coste y limitaciones
de suministro del alcohol coniferilico, la produccion es muy baja. Pero el eugenol se podia usar
como un sustrato sustituto mas barato para la produccion de silibina.

HO
HscO:O\/\/OH
HO

Figura 4. Eugenol

Figura 3. Alcohol coniferilico

OH

OH

Figura 5. Taxifolina
Proceso de sintesis

En el sintesis, el primer paso es la transformacidn del eugenol al alcohol coniferilico. Este paso
se realiza a través del empleo de la enzima vanillil alcohol oxidasa (PsVAQ) de Penicillium
simplicissimum. En este proceso hay una produccién de H202 que inhibe a la propia enzima
PsVAO, pero en el siguiente paso del proceso de sintesis de silibina donde se utiliza Ia
peroxidasa (APX1) para una oxidacién se va a emplear H202 como una aceptor de electrén
para que se forma el radical de alcohol coniferilico que posteriormente se acopla con taxifolina
para formar la silibina.[6]

PsVAO
Eugenol + H,0 + 0, = Alcohol coniferilico + H,0,
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APX1
Alcohol coniferilico + Taxifolina + H,0, — Silibina + 2H,0

PSVAO+APX1
Eugenol + Taxifolina + 0, —— > Silibina + H,0,

Por lo tanto el empleo de dichas enzimas juntas se forma una cascada enzimatica ideal donde
no se produce subproductos téxicos que inhibe o reduce la actividad enzimatica.

Hzc\/\@c’\cH
3 J—
OH

Eugenol Silybin B
or
H
= CH,
_.‘.;\\m\/OH
OH
OH O ‘
Taxifolin Isosilybin A
or

OH O

Isosilybin B
Figura 6. Demostracion de la transformacidn de eugenol y taxifolina en silibina e isosilibina

Caracteristicas importantes de la sintesis de silibina

o El uso especifico de la enzima APX1, ya que es la misma enzima que utiliza la propia planta
para sintetizar la mezcla de silibinas.[6]

e H202 actual como aceptor de electrones en la biocatalisis de la silibina catalizada por la
peroxidasa. Una cantidad insuficiente de H202 disminuye la tasa de produccién, mientras
qgue el exceso de H202 tiene un efecto perjudicial sobre la actividad enzimatica y la viabilidad
celular. Como resultado, la cantidad H202 debe ser controlada con precisién durante toda
la reaccién. Pero esto se ha soluciona gracias al empleo de la cascada enzimatica en la que
la cantidad de H202 consumido es exactamente el mismo que el producido.[6]
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¢ El pH y la temperatura éptimos en la sintesis es 7.0 y 37°C.[6]

e En la cascada se utiliza O2 como el aceptor de electrones por PsVAO para la reaccién de
formacidn de alcohol coniferilico, por lo tanto el oxigeno disuelto es un factor importante.
Esto se controla con la velocidad de rotacion y se ha visto que se alcanza un maximo a 250
rom.[6]

e En cuando la relaciéon molar de eugenol:taxifolina se ha demostrado que a 5: 1 el rendimiento
es 2.65 veces mayor que la obtenida cuando la relacién eugenol:taxifolina es de 1:1,[6] y hay
gue tener en cuenta que un alto nivel de eugenol es inhibidor para PsVAO.

4.2.2. BIOCATALISIS DE DERIVADOS ACILADOS DE SILIBINA

La biocatalisis de derivados acilados de silibina se hace en disolventes organicos o en liquidos
idnicos a base de imidazolio y que contiene los aniones BF~* o PF~°[9], utilizando la lipasa B
de Candida antarctica como biocatalizador y como donantes de grupos acilo son los acidos
monocarboxilicos y sus ésteres. En todo el proceso se ha estudiado los diferentes pardmetros
de reaccién que puede afectar a la sintesis de silibina, como el tipo de disolvente orgdnico y
el donador de acilo utilizado.[10]

Los ésteres sintetizados mantienen la funcién biolégica de la silibina y en algunos casos son
mas efectivos, lo que indica que esta biocatdlisis puede generar nuevos compuestos con
actividades antitumorales y antiangiogénicas mejoradas.[9,10]

En este proceso de sintesis la lipasa que se utiliza es la lipasa B de C. antartica inmovilizada, la
silibina es en una mezcla aproximadamente 1: 1 de los diastereoisomeros A y B, los acidos
dicarboxilicos (hexanodioico, dodecanodioico y hexadecanodioico) y acido protocatéquico
gue se utiliza debe ser de la mas alta pureza, igual que los disolventes utilizados.[10]

Proceso de sintesis

Esta biocatalisis se trata de una reaccidn de acilacion tipica, primero se disuelve la silibina
mezclada sin separacion de A y B (30-90mM) en 10 ml de disolvente organico (acetona,
acetonitrilo, 2-metil-2-butanol o 2-metil-2-propanol) previamente deshidratado con tamices
moleculares 3A (30g/L durante al menos cinco dias). La relaciéon molar del agente de acilacion
con silibina puede variar de 1 a 15.[10]

Las reacciones de esterificacidn se inician inmediatamente tras la adicién del preparado de la
lipasa (5mg/mL) a la mezcla anterior. Y se utiliza tamices moleculares activados de 3A
(30mg/mL) para eliminar el agua generada de la reaccién de esterificacion. Las mezclas de
reaccion se colocan en matraces de fondo redondo sellados, y se agita en un agitador orbital

(250rpm, 50°C). [10]

OH o]

Figura 7. Sintesis de derivados de silibina con Lipasa B de Candida antartica (CaLB)
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Analisis de muestras

Para la recogida de muestras para andlisis, se extrae en diferentes tiempos de incubacion,
luego se disuelve en 980ml de metanol y se filtra, posteriormente este filtrado se puede
analizar por TLC y HPLC.

Para el analisis de las muestras de reaccién, en el caso de TLC se realiza en Silica gel 60 F254
utilizando cloroformo -tolueno -acetona- acido acético (12:1:2:1, v/v/v/v) como sistema de
revelado. Posteriormente se visualiza pulverizando sobre la placa solucion de etanol y acido

sulfurico (10%, v/v) y se calienta a 100°C durante 10min.[10]

Si el analisis se realiza a través del sistema de HPLC, los ésteres de silibina y silibina se detecta
a 275 nm con detector de UV a temperatura ambiente y la elucidn se realiza con dos sistemas,
el sistema A de acetonitrilo- acido acético- agua (10: 2: 88, v/v/v) y el sistema B de acetonitrilo-
acido acético-agua (90:2:8, v/v/v),[10] con esto también se puede purificar al mismo tiempo
los esteres formados utilizando un sistema de gradientes.[10]

Tabla 1. Conversion total de silibina (%) y la fraccion de éster presente en forma de
monoéster para la acilacion de silibina.

Disolvente Conversion total de silibina (%) — Monoésteres empleados (%)
(o) C12 Cle

Acetona 34,2-31,3 26,7 -23,3 50,1 —-45,5

Acetonitrilo 36,9 -30,9 29,9-22,1 25,8-17,4

2-Metil-2-butanol 23,9-22,4 23,4-19,9 31,2-24,9

2-Metil-2-propanol 14,2-12,9 12,0-10,5 13,8 -12,2

El empleo de la lipasa B de Candida antartica en esta biocatalisis es por su regioselectividad
hacia los grupos hidroxilos primarios, ya que la molécula de silibina presenta cinco grupos
hidroxilo de tres tipos diferentes, tres son fendlicos, uno es alifatico primario y el otro es
alifatico secundario[9]. Y lo que se quiere realizar es Unicamente la esterificacién del grupo
hidroxilo primario en la posicién C23, que es el Unico grupo hidroxilo primario de este
flavonolignano.

Aunque hay una gran cantidad de estudios que demuestran que la lipasa B de C. antartica
muestra selectividad hacia los grupos hidroxilo primarios, pero también hacia los secundarios.
Sin embargo la lipasa B acila el alcohol primario con menos impedimento estérico, y el alcohol
secundario se acila solo cuando no hay alcohol primario disponible.

Como se observa en la tabla el uso de acetona y acetonitrilo condujo a una mayor conversion
total de silibina, mientras que con el 2-metil-2-propanol, la conversidn total de silibina fue
menor en todos los casos. Este alto rendimiento de reaccion observado en los disolventes
organicos mencionados anteriormente esta probablemente relacionado con la solubilidad
relativamente alta de la silibina en estos medios.[9,10]
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Cuando se utiliza acetona como medio de reaccién se observa que el producto mas elevado
de la silibina es cuando se usa acido hexadecanodioico (50,1%) como donador de acilo y en el
caso de acetonitrilo es cuando se utiliza 4cido hexanodioico (36,9%) como donador de acilo,
esto se podria deberse a que la lipasa B de C. antartica adopta una configuracion muy
diferente en presencia de acetonitrilo en comparacion con la acetona, por lo cual actua de
forma diferente a los distintos sustratos[10]. Igual ocurre con el uso de 2-metil-2-butanol que
dio lugar a un aumento del rendimiento de reaccién de 23.9% a 31.2% cuando el nimero de
carbonos aumenta de 6 a 16, mientras que no hubo efecto de la longitud de la cadena del
donante de acilo en el caso de 2-metil-2-propanol.[9,10]

Otro factor importante que afecta el rendimiento de las reacciones enzimaticas es la
concentracion de los sustratos. Se observa que una relacion de concentracién 10:1 de donador
de acilo con silibina incrementa el rendimiento de reaccién comparado con una relacién de 1:
1. Este incremento se debe a un cambio termodinamico del equilibrio a favor de la sintesis del
derivado de silibina debido al exceso de donante de acilo igual que los casos de acilaciéon
enzimatica de azlcares y glucdsidos en medios organicos convencionales.[9,10]

4.2.3. BIOCATALISIS DE DIMEROS DE SILIBINA

Las moléculas dimeros o polimeros de un compuesto a menudo presentan una actividad
biolégica mejorada comparado con los mondmeros. Ademas los parametros farmacocinéticos
también se ven afectados. A veces incluso se genera un compuesto con una actividad
completamente nueva por dimerizacion.[11]

Proceso de sintesis

O  OH
HO. HO,
H3C\O * OD\\\“ oH
0 o} O
o o
o S OM( 3 (dimer 1a-1a, yield 24%)
o O 0 or
22;&?;%:35 Ho. o @[ 4 (dimer 1b-1b, yield 44%)
72 h, 45°C o 0”5 CH,
o OH OH H
O * J23 OH O

Novozym 435

1
S @o * Acetone
3 12 20 o 1b 72 h, 45°C
5 4 OH OH OMI/OV/ 0] H
OH O 5

0 HO. HO,
0. “\\\ o, "y, O\C H \ H SC\O OD\\\“ OH
Mo

OH OH a
Novozym 435 0 2b OW

Acetonitrile O O 5(dimer 1b-1a, yield 26%)
24h, 45°C @:
o HO. O ’”IICEO\CHs
P oA
~ OW OH OH

OH O

Figura 8. Sintesis catalizada por lipasa de dimeros de silibina
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Esta biocatalisis también utiliza a la lipasa B de C. antartica como biocatalizador aprovechando
su selectividad especifica ya que es muy eficaz para la acilacidon selectiva de grupos hidroxilo
primarios en medios no acuosos como visto anteriormente y al mismo tiempo su manejo es
muy sencillo.

En el caso de sintesis de dimeros se utiliza los ésteres divinilicos de los acidos dicarboxilicos
como donantes debido a que la reaccidn catalizada por la lipasa es mas rapida y el equilibrio
de la reaccion esta mas desplazado en favor de la transesterificacion que en las reacciones
con acidos libres, ademas de que lo que se quiere es la dimerizacion de la silibina. En este caso
la lipasa B de Candida antartica se encuentra inmovilizada en una resina acrilica. Las
reacciones se realizan en acetonitrilo seco, en el que la silibina es completamente soluble,
aunque al principio la silibina no se solubiliza completamente, pero a la medida de que se va
avanzando la reaccién se va disolviendo poco a poco.[11]

e La sintesis de los derivados C-23 de los dimeros simétricos de silibina 3 y 4 implica una
acilacién catalizada por lipasa del grupo hidroxilo primario de la silibina. La relacién de los
coeficientes estequiométricos de los reactivos silibina y diviniléster de dcido dodecandioico
es de 2.7: 1. El acido dodecanodioico primero se convierte en su éster divinilico en
presencia de acetato de vinilo y una cantidad catalitica de acetato de mercurio (Il) antes de
la esterificacién y dimerizacién de la silibina.

Proceso de realizacion: lo primero es disolver la silibina (1a 0 1b) y el divinildodecanodioato
(0,230 mmol, 1eq) en acetonitrilo anhidro (9ml). Posteriormente se afade la lipasa B
(150mg) y tamices moleculares de 4A (50mg). La mezcla de reaccién se incuba a 452C, 500
rom. Después de 72 h, la reaccidn se detiene y se filtra la enzima, y se deja evaporar el
disolvente a presidn reducida. El producto crudo se purifica finalmente por filtracién en
gel.[11]

e La sintesis del dimero asimétrico 5 estd compuesta por dos etapas. En primer lugar, la
sintesis del donante de acilo activado (12-vinildodecandioato-23-O-silibina B, 2b) que se
realiza a través de la esterificacion mediada por lipasa del C-23 de 1b. Después de tener el
compuesto 2b preparado ya se puede realizar la dimerizacién del compuesto.

Proceso de realizacidn:

Paso 1. La silibina B (1b, 1 mmol, 1eq.) y el éster divinilico del 4cido dodecanodioico (2,624
mmol, 2.6eq.) se disuelven en acetonitrilo anhidro (15ml). La lipasa B (200mg) y tamices
moleculares de 4A (200mg) se afiade a la solucién. La mezcla de reaccién se incuba a 45°C,
500 rpm. Después de 24 h, la reaccién se termina filtrando la enzima vy el disolvente se
evapora a presion reducida y el producto bruto 2b se purifica por cromatografia en gel de
silice.[11]

Paso 2. Para que ocurra esta dimerizacion es necesario el empleo de éster divinilico de
acido dodecanodioico (C12) en el anterior reaccién ya que otros ésteres divinilicos con el
de 4cido succinico (C4), glutdrico (C5) y 4cido adipico (C6) no se forman dimeros de silibina
porque la cadena alifatica corta no permitié el enlace de dos unidades de silibina, a pesar
de que se formaron ésteres monovinilicos o ésteres hidrolizados de silibina.[11]
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Se disolver la silibina (1a o 1b) y producto 2b obtenido en acetonitrilo anhidro (9ml).
Posteriormente se afiade la lipasa B (150mg) y tamices moleculares de 4A (50mg). La
mezcla de reaccién se incuba a 452C, 500 rpm. Después de 72 h, la reaccion se detiene y se
filtra la enzima, y se deja evaporar el disolvente a presion reducida. El producto crudo se
purifica finalmente por filtracion en gel.[11]

5. CONCLUSIONES

La silibina y sus derivados estdn utilizandose actualmente como medicamentos y productos
dietéticos. Debido a esta demanda su obtencion a través del propio cultivos de cardo mariano
es poco eficiente por lo que se ha recurrido a la sintesis de silibina.

En este trabajo se ha hecho una revisidn bibliografica de la biocatalisis y efectos de silibina y
sus derivados y se ha visto que el motivo del empleo de biocatdlisis es principalmente su alto
rendimiento y menor coste comparado con el empleo de sustancias mas caras en la sintesis
quimicas, ademas de que hay una necesidad de un método de obtencion eficaz de silibina 'y
sus derivados. Esta necesidad se debe principalmente a que la silibina tiene diverso efectos
en el que destaca su efecto hepatoprotector, quimioprotector, anticancerigeno, modulador
hormonal y de transporte de fdrmacos entre muchos otros propiedades.

En la sintesis de silibina y derivados se ha visto que principalmente es en su propio sintesis,
sus derivados acilados y dimeros en el que se realiza principalmente en disolventes organicos
donde la silibina es mas soluble y que su rendimiento es mucho mayor comparado con la
sintesis quimica.
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