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Quilomicrones

Quilomicrones remanentes
Resistencia a la insulina

Especies reactivas de oxigeno
Sindrome metabdlico

Sistema nervioso central
Superdxido dismutasa

Proteinas de muy baja densidad
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1. Envejecimiento

El envejecimiento es un fendmeno propio de los organismos pluricelulares, caracterizado por un
declive progresivo de la eficacia de los procesos fisioldgicos (Quiles Morales y cols., 2010). El
envejecimiento tiene una gran importancia social ya que la esperanza de vida de los paises desarrollados
ha aumentado mucho en el dltimo siglo y es muy elevado el nimero de personas que tienen actualmente
maés de 65 afios o incluso de 80 afios. El principal problema del envejecimiento de la poblacion es que la
edad es el un importante factor de riesgo de las enfermedades cronico-degenerativas mas comunes: las
metabolicas, cardiovasculares, neurodegenerativas y tumorales (Patridge, 2014). Por todo ello la biologia
del envejecimiento es una de las areas de investigacion mas importante (Cencioni y cols., 2013). Una
limitacion en el estudio y comprension de las caracteristicas fisiologicas del proceso de envejecimiento es
precisamente la dificultad para separar el propio proceso de las enfermedades que derivan del mismo.
Ademas, el envejecimiento estd condicionado tanto por el entorno como por el estilo de vida, y esto hace

gue varie mucho de unos individuos a otros, incluso dentro de la misma especie.

Con la edad se producen una serie de cambios graduales, progresivos y de velocidad variable que
provocan diferentes grados de afectacion sobre la funcionalidad normal. Las teorias sobre el
envejecimiento, son muchas y se clasifican en dos grandes grupos. EI primero de ellos engloba las teorias
genético-evolucionistas que definen el envejecimiento como un fendmeno de desarrollo continuo,
controlado y programado genéticamente. El segundo es el de las teorias estocasticas que se basan en
dafios al azar en diferentes moléculas biolégicas que se van acumulando hasta producir el declive
biolégico. Dentro de las teorias estocasticas, la mas importante es la que se basa en el estrés oxidativo y el
dafio mitocondrial. Ambas alteraciones estan muy relacionadas entre si ya que la mitocondria es la
principal fuente de especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés reactive oxygen species) de la célula, y
por ello es ademas la que mas sufre sus efectos nocivos (Quiles Morales y cols., 2010). La acumulacion
de radicales libres y la disfuncién mitocondrial seria responsable tanto del proceso fisiologico de
envejecimiento como de las alteraciones que dan lugar posteriormente a las patologias crénico-

degenerativas asociadas al mismo (Cencioni y cols., 2013).

El envejecimiento y la longevidad se ven afectados mayoritariamente por los genes. No obstante,
debemos sefialar que los seres vivos estamos programados para sobrevivir durante un periodo de tiempo
préximo a los 100 afios, aunque esta programacion no es perfecta. Se han definido distintas vias e
interacciones con genes que regulan diferentes aspectos del envejecimiento. Entre ellos destacan los
habitos de vida y las influencias epigendmicas. Por ello se buscan sustancias que retrasen la aparicion del
envejecimiento o frenen sus efectos deletéreos. Entre estos genoprotectores se hallan ciertos nutrientes,
aunqgue a veces el exceso de los mismos, en particular de grasa, se considera clave para acelerar el
envejecimiento (Quiles Morales y cols., 2010). No obstante, aungue en esta tesis se han utilizado animales

adultos, maduros, con una edad extrapolable a un ser humano de 65 afios, y se ha estudiado algunos
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mecanismos mediante los que actan los ingredientes funcionales como amortiguadores de los efecto
lesivos de los ROS, el objetivo de esta Tesis Doctoral no es estudiar el envejecimiento o los mecanismos
gue conducen a él, sino investigar los mecanismos protectores de ciertos compuestos nutricionales o
ingredientes de los mismos, en animales proclives al dafio mitocondrial. Por ello no insistiremos mas en

este apartado.

2. Enfermedades neurodegenerativas

El término enfermedades neurodegenerativas engloba a un grupo de patologias cronicas con
afectacion neuronal que estén relacionadas con el envejecimiento y pueden ser de diversa etiologia e
importancia clinica (Rao y Balachandan, 2002). Todas ellas cursan con un deterioro progresivo a nivel de
sistema nervioso central (SNC). Algunos de los trastornos neurodegenerativos mas prevalentes son la
enfermedad de Alzheimer (EA), la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Huntington y la esclerosis
lateral amiotrofica (Velazquez 2014). En las dos Gltimas décadas se han llevado a cabo numerosos
estudios bioquimicos, histoldgicos y de caracterizacion de proteinas y genes con el objetivo de identificar
el factor desencadenante de estas patologias (Golde, 2009). En general, las enfermedades
neurodegenerativas comienzan con una fase inicial o prodromica en la que aparecen afectados algunos
biomarcadores propios de la enfermedad, pero el paciente se encuentra asintomatico. Esta fase puede
durar afios o incluso décadas. Cuando los sintomas se manifiestan, el dafio producido es elevado con
distrofia y pérdida masiva de neuronas. Por ello, los tratamientos empleados mejoran los sintomas de
dichas patologias, aunque su eficacia frente la progresion de la enfermedad es limitada, ya que cuando se
inician, el tejido esta demasiado dafiado (Golde, 2009). Para cada enfermedad neurodegenerativa existen
diferentes hipotesis en relacion a los mecanismos que conducen a la disfuncién y muerte neuronal. En
muchos casos dichos mecanismos son comunes a muchas de estas patologias y estan relacionados con
procesos de inflamacidn, disfuncién mitocondrial, déficits en el transporte axonal y estrés oxidativo
(Golde, 2009).

2.1. Enfermedad de Alzheimer (EA)

La EA es una patologia multifactorial que se caracteriza por una pérdida progresiva de memoria 'y
funciones cognitivas acompafiadas de un deterioro emocional y social y finalmente la muerte (Rao y
Balachandran, 2002). La prevalencia de EA a nivel mundial ha aumentado a nivel exponencial en las
Gltimas décadas (Ballenger, 2006) siendo la principal causa de demencia en personas adultas (Kumar y
Singh, 2015). Por ello existe la necesidad creciente de encontrar un tratamiento efectivo para prevenir,

paliar o curar estas patologias.
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Los principales signos histopatol6gicos son: a) pérdida de sinapsis; b) pérdida de neuronas sobre
todo en la corteza cerebral, hipocampo y amigdala; ¢) depositos extracelulares del péptido p-amieloide
(AP) con la consiguiente formacion de placas seniles; y d) precipitacion intracelular de proteina Tau

hiperfosforilada adoptando forma de ovillo (Behl, 2000).

El mecanismo exacto de esta patogénesis no se ha descrito todavia, aunque para desarrollar nuevos
tratamientos se tienen en cuenta varias hipétesis. A continuacion, se van a explicar los tres factores

implicados en la EA que estan relacionados con la presente tesis.

2.1.1. Estrés oxidativo y defensas antioxidantes en la Enfermedad de Alzheimer

El estrés oxidativo es una alteracion metabolica en la que se produce un desequilibrio entre los
ROS y los mecanismos antioxidantes presentes en el organismo. La acumulacion de ROS puede dar lugar
a la oxidacién de enzimas, proteinas y lipidos de membrana y del &cido desoxirribonucleico (ADN),

generando toxicidad y dafio tisular (Yuan y Kitts, 1997; Mataix y cols., 2001; Martinez Cayuela, 2010).

Las células regulan la respuesta al estrés oxidativo en funcion de la intensidad del desequilibrio y
de su duracion. En la activacion de los genes implicados participan muchos factores de transcripcion que
responden a cambios en el estado redox. Entre ellos destaca el factor nuclear eritroide 2 (Nrf2) cuya
funcion se basa en proteger a las células frente a la carcinogénesis asociada al estrés oxidativo y la
inflamacion (Surh y cols., 2008; Acharya y cols., 2010). En presencia de estrés oxidativo el Nrf2 se
transloca al ndcleo y se une a secuencias del ADN que codifican para enzimas con funciones
antioxidantes y detoxificantes. Ademas, favorece un aumento de la sintesis y regeneracion del glutation y
puede ejercer un efecto anti inflamatorio. El sistema antioxidante endégeno esta formado por enzimas que
neutralizan los diferentes ROS como por ejemplo la superdxido dismutasa (SOD) o la catalasa (CAT).
Participan también en los mecanismos de defensa intracelulares algunas moléculas con capacidad
antioxidante como el sistema de glutation. La Figura 1 muestra un esquema de los principales

mecanismos del sistema antioxidante endogeno.

O,
SOD
H,0, GPx H,O
CAT (GSSG ]
H,0

Figura 1. Sistema antioxidante enddgeno. CAT, Catalasa; GSH, glutation reducido; GSSG, glutation oxidado; GR,

glutation reductasa; GPx, glutation peroxidasa; SOD, Superéxido dismutasa.
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El estrés oxidativo se considera crucial en el desarrollo de la EA (Christen, 2000). La llamada
“hipotesis alternativa” defiende que, si bien el péptido AP esta relacionado con la patogénesis de la EA,
no es el primer evento sino mas bien secundario (Pimplikar, 2009; Jomova y cols., 2010). Si bien en un
principio se pensaba que el estrés oxidativo era una consecuencia de la acumulacion de AP, existen cada
vez mas evidencias de que acta como precursor de la enfermedad. En la etapa prodromica se produciria
una acumulacion gradual de ROS que precede al resto de alteraciones y que conduce hacia la etapa
patoldgica del EA con sus sintomas caracteristicos (Bonda y cols., 2010).

El cerebro es un 6rgano especialmente vulnerable al estrés oxidativo (Andersen, 2004). Algunas de
las caracteristicas que explican esa mayor susceptibilidad (Fig. 2) son: el elevado consumo de oxigeno,
contenido alto de hierro que participa en muchas reacciones que generan ROS, proporcién de acidos
grasos insaturados facilmente oxidables, y produccién de ROS por la microglia entre otras. Ademas, las
defensas antioxidantes del cerebro son bajas en comparacion con otros 6rganos, especialmente la

actividad catalasa y glutation peroxidasa (Mariani y cols., 2005).

A

Figura 2. Vulnerabilidad del cerebro al dafio oxidativo. Adaptada de Floyd y Hensley (2002).

Dado que el estrés oxidativo puede ser la primera alteracion en los pacientes de EA (Zhu y cols.,
2004, 2007), cada vez mas estudios defienden que los antioxidantes pueden ser efectivos en la prevencién

y tratamiento temprano de la EA (Bonday cols., 2010).

2.1.2. Mecanismos de muerte celular y su implicacién en la enfermedad de Alzheimer

Existen dos mecanismos de muerte celular bien diferenciados tanto por aspectos morfoldgicos
como biogquimicos. Son la apoptosis y la necrosis (Fig. 3). Aungue normalmente suelen ser procesos
divergentes en ocasiones pueden solaparse, y una célula que habia iniciado la cascada de la apoptosis

acaba finalmente destruyéndose con rasgos necraticos tipicos (Behl, 2000).
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Figura 3. Mecanismos de muerte celular. Adaptado de Kumar y cols. (2014).

2.1.2.1. Apoptosis

La apoptosis, también denominada muerte celular programada, es un proceso fisioldgico bien
regulado, fundamental durante el desarrollo y necesario posteriormente para mantener el equilibrio entre
la division y muerte celular y controlar el nimero de células que hay en los diferentes tejidos. Es un
proceso que comienza con la activacidn de una serie de genes a causa de estimulos externos de diferente
naturaleza y que da lugar a una cascada ordenada de sefiales. Las células durante el proceso de apoptosis
van perdiendo tamafio y forman los llamados cuerpos apoptéticos que son fagocitados por células vecinas

y macrofagos, evitando asi una respuesta inflamatoria mayor.

El proceso de apoptosis se divide en dos tipos (Wang, 2013; Flores Balcézar, 2015): caspasa-

dependiente y caspasa independiente (Fig. 4).
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Figura 4. Rutas de apoptosis. Casp-9, caspasa 9; AlF, factor inductor de apoptosis; ROS, especies reactivas de

oxigeno.

La via independiente de caspasa tiene sus principales reguladores en la membrana mitocondrial.
Una de las principales moléculas efectoras es el AIF, apoptosis inducing factor. En la figura 4 se detalla
el mecanismo. Por otra parte, el mecanismo dependiente de caspasa se subdivide en dos vias: la via
intrinseca o mitocondrial y la via extrinseca también conocida como via de los receptores de muerte (Fig.
4). Existen fundamentalmente dos caspasas iniciadoras, caspasa -8 y -9, de la via extrinseca e intrinseca

respectivamente. Ambas vias convergen en la activacion de la caspasa-3 que es la caspasa efectora.

2.1.2.2. Necrosis

La necrosis se caracteriza por la parada del metabolismo celular y la rapida desintegracion de la
célula. En este caso no hay activacion de genes especificos que desencadenen el proceso, sino que se trata
de un evento pasivo y patolégico normalmente debido a la presencia de tdxicos o eventos traumaticos que
producen la muerte celular de forma rapida (Wang, 2013). Se produce un hinchamiento masivo de las
mitocondrias y la membrana plasmatica que provoca la lisis de la célula'y como consecuencia de ello se

desencadena una respuesta inflamatoria masiva.

2.1.2.3. Muerte celular en la Enfermedad de Alzheimer

Como se ha comentado anteriormente, la EA se caracteriza por una pérdida de neuronas
principalmente a nivel de corteza, hipocampo y amigdala (Rao y Balachandran, 2002). Las neuronas
afectadas son sobre todo colinérgicas, noradrenérgicas y dopaminérgicas. Si bien muchos estudios in vivo
e in vitro sugieren que la pérdida de neuronas se debe principalmente a procesos de apoptosis, hay
evidencias de que es una mezcla de ambos mecanismos ya que en pacientes de EA se observan tanto

celulas apoptoticas como necraticas (Behl, 2000).
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El conocimiento de los mecanismos que provocan la muerte neuronal en pacientes de EA es crucial
para buscar nuevos tratamientos farmacoldgicos eficaces. En esta linea, algunos autores destacan la
importancia de encontrar nuevas terapias para prevenir la muerte neuronal y evitar asi la evolucion de la
enfermedad (Golde, 2009). Estas terapias se consideran principalmente preventivas ya que son eficaces
Unicamente en la fase prodrémica de la enfermedad, en la que se produce la pérdida masiva de neuronas;
no obstante, esta fase es asintomatica (Golde, 2009). EI conocimiento de las vias de apoptosis permite el
disefio de diferentes farmacos dirigidos a dianas terapéuticas variadas. La combinacion de varios de estos
farmacos puede ofrecer beneficios terapéuticos adicionales. (Sureda y cols., 2011). También es muy
activa la busqueda de compuestos bioactivos que modulen la respuesta apoptética de forma especifica
(Flores Balcazar, 2015).

2.1.3. Sistema colinérgico y su importancia en la enfermedad de Alzheimer

La denominada hipétesis colinérgica defiende que la deficiencia del neurotransmisor acetilcolina es
critica en la aparicién de la sintomatologia clinica asociada a la EA, especialmente la pérdida de
funciones cognitivas (Schliebs y Arendt, 2006). EIl deterioro progresivo de la capacidad de memoria y
aprendizaje se ha atribuido a las alteraciones del sistema colinérgico con una disminucion de los niveles
de acetilcolina en Neocorteza, Hipocampo, y Nucleo Basal de Meynert; ademas de una reduccién en la
recaptacion de colina, y una disminucion en los niveles de la colin-acetiltransferasa (ChAT) enzima que
se encarga de la sintesis de la acetilcolina. Por ello, la principal estrategia terapéutica empleada en clinica
se basa en una inhibicién de la enzima acetilcolinesterasa (AChE), responsable de la degradacion de
acetilcolina, con el objetivo de aumentar los niveles de este neurotransmisor en las sinapsis (Sanchez-
Chavez y Salceda, 2008). Los farmacos mas efectivos son Donepecilo, Galantamina y Rivastigmina,
todos ellos inhibidores reversibles de la AChE. No debemos olvidar que en la EA el déficit de

neurotransmisores es bastante complejo y afecta a otros sistemas.

2.1.3.1 Acetilcolinesterasa

La AChE pertenece junto con la butirilcolinesterasa a un grupo de enzimas esterasas denominadas
colinesterasas encargadas de hidrolizar los esteres de colina. La AChE degrada la acetilcolina en acetato y
colina para regular la concentracion de este neurotransmisor en la sinapsis (Massoulié y cols., 1993).
Desde su descubrimiento ha sido una de las enzimas mas estudiadas en relacion a su mecanismo de

accion, su centro activo, asi como su distribucion y localizacion en los diferentes tejidos.

La AChE es una proteina codificada por un solo gen situado en el cromosoma 7 (Getman y cols.,
1992) formado por 4 exones y 3 regiones de codificacion adicionales. Sufre procesos de splicing
alternativo en el extremo 3’ y modificaciones post-traduccionales que dan lugar a tres isoformas de la
proteina que difieren en su extremo carboxilo, laforma R, la Sy la E (Fig. 5) (Sanchez-Chaves y Salceda,
2008).
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e AChE-R: en inglés readthrough, es la isoforma de traduccion completa que contiene ademas de
los 4 exones las tres secuencias adicionales. Se encuentra principalmente como una forma

monomeérica y soluble, y parece estar asociada a condiciones de estrés.

e AChE-E: es la forma presente en los eritrocitos. También se conoce como AChE-H de
hidrofébica. Esta formada por las regiones 5 y 6 ademas de los 4 exones. Codifica dimeros

anfifilicos muy abundantes en la membrana de los eritrocitos.

e AChE-S: de sinaptica, también denominada forma T (de tail en inglés). Contiene la region 6. Esta
forma da lugar a una subunidad catalitica monomeérica (G1) de unos 70- kDa que puede asociarse
por puentes disulfuro para formar dimeros (G2) o tetrameros (G4). Ademas, en funcién de la
estructura cuaternaria las diferentes formas se clasifican en asimétricas o globulares. Los péptidos
se sintetizan en el reticulo endoplasmico rugoso dénde son glicosilados. Una vez ensamblados los
dimeros y tetrdmeros ya son estables. Al pasar por el aparato de Golgi pueden adquirir
adicionalmente residuos de oligosacaridos. Las moléculas que van a permanecer ancladas a la
membrana incorporan glicofosfolipidos u otra cadena polipeptidica hidrofébica. El resto de
moléculas son secretadas al medio extracelular.

Gen de AChE A ]
| 2 s J[L4 [R][H] 7] )

Transcritos de mRNA

AChE-R === 2 [ s [ 4 TRI[H] [T] |
AChEH === 2 [ 3 |4 [H] [T] |
AChET == 2 | [4 [T] ]

Figura 5. Gen de la acetilcolinesterasa (AChE) y las tres isoformas producto del proceso de splicing alternativo.
Tomada de Sanchez-Chaves y Salceda (2008).

Todas las isoformas de AChE son cataliticamente activas. Sin embargo, en la tltima década se han
estudiado otras funciones adicionales de esta proteina no relacionadas con su accion enzimatica. Algunas
de ellas son: capacidad trofica relacionada con la formacion de neuritas, adhesion celular durante el
desarrollo, interacciones neurona-glia, diferenciacion neuronal, maduracion de la sinapsis, activacion de
neuronas dopaminérgicas, agregacion de AP, hematopoyesis y trombopoyesis (Soreq y Seidman, 2001).
Recientemente se ha descrito la participacién de la AChE en los procesos de muerte celular por apoptosis
(Xie y cols., 2011), incluso algunos estudios sugieren la posible implicacion de AChE en la formacion del
apoptosoma (Park y cols., 2004).

2.1.3.2 Alteraciones de la acetilcolinesterasa en la Enfermedad de Alzheimer
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El anélisis post mortem del cerebro de pacientes con EA revelé actividad AChE en las placas de
Ap. En ellas la actividad de AChE no se inhibe por sustrato y muestra una sensibilidad menor a firmacos
anticolinesterasicos (Sanchez-Chaves y Salceda, 2008). Aunque en las placas, depdsitos extracelulares de
AP, la actividad de AChE en particular es alta, en general en el cerebro de pacientes de EA la actividad de
AChE es menor (Campanari y cols., 2014). Ademas, se ha observado un aumento de la forma AChE-R,
aunque no se ha demostrado una relacion causa efecto con la enfermedad. También se han realizado
algunos estudios para evaluar los niveles de las isoformas AChE-R y AChE-S en el cerebro y liquido
cefalorraquideo de pacientes de EA respecto a los de individuos sanos (Darreh-Shori y cols., 2004; Saez-
Valero y cols., 1999). En tales pacientes existen alteraciones en los niveles de las diferentes isoformas

tanto en el cerebro como en el liquido cefalorraquideo.

3. Sindrome metabdlico

El sindrome metabdlico (SM) se define como la asociacion de factores de riesgo vascular y
alteraciones metabdlicas que aumentan el riesgo individual de enfermedad cardiovascular (ECV) a través
del desarrollo de arteriosclerosis y diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (Hanley y cols., 2005; Garcia-
Quismondo Fernandez, 2016); Sanchez-Muniz, 2016).

Se trata de una afeccion ampliamente extendida por todo el mundo y con un gran impacto
socioecondmico. Entre los parametros gque se tienen en cuenta a la hora de valorar el SM (Fig. 6) se
encuentran la obesidad central, la hipertension arterial (HTA), la presencia de hiperglucemia en ayunas,
hipertrigliceridemia y niveles bajos de colesterol transportado por las lipoproteinas de alta densidad
(HDL) (Alberti y cols., 2006; Zimmet y cols., 2001; Zimmet y cols., 2005). Desde 1923 que fue descrito
por primera vez, hasta la actualidad se han ido modificando los diferentes criterios para el diagndstico del
SM y han dado lugar a consensos como el de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS, 1999),
European Group for the Study of Insulin Resistance (EGIR, Balkau y Charles, 1999), National
Cholesterol Education Program’s Adult Treatment Panel II1 (NCEP ATPIII, 2002) e Internacional
Diabetes Federation (IDF, 2005) (Alberti y cols., 2006). En los criterios del NCEP ATPIII no se incluye
la resistencia a la insulina (RI) como variable de diagnéstico. A pesar de ser una caracteristica inherente
del SM la RI se eliminé de la lista por la dificultad que supone el medirla en la practica clinica diaria. Se

incluyo la obesidad central como marcador subrogado.
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DMZ2, Diabetes Mellitus tipo 2; ECV, enfermedad cardiovascular; HDLcol, colesterol transportado por lipoproteinas

de alta densidad; HTA, hipertension arterial; RI, resistencia a la insulina; SM, sindrome metabdlico.

Hasta el momento no se conocen con exactitud las causas que provocan la aparicion del SM, si bien
existen diversas teorias sobre el posible factor desencadenante. Algunos autores destacan la importancia
de la predisposicion genética, el aumento del indice de masa corporal (IMC) por inactividad fisica y mal
habito alimentario, y la Rl. Més recientemente se ha sugerido un importante papel de la obesidad
abdominal, demostrandose la relacion entre ésta, la DM2 y ECV. La Gltima hipotesis sobre la etiologia
del SM esté basada en la cronificacion de un patrén inflamatorio. Ciertos marcadores inflamatorios
aumentan en pacientes obesos, y estan a su vez relacionados con marcadores de Rl 0 ECV (De la Torre,
2004; Serrano-Rios y Cascales, 2015).

A continuacién, se van a tratar brevemente algunas de las alteraciones asociadas con el SM.

3.1. Sindrome Metabolico y Obesidad

La obesidad es una enfermedad metabdlica crénica con gran trascendencia econémica y socio-
sanitaria considerada por la OMS la pandemia del sigo XXI (Ogden y cols., 2014; Serrano-Rios y
Gutiérrez Fuentes, 2011). Se estima que afectara a un 10% de la poblacion a nivel mundial en el afio 2030
si se mantiene la tendencia actual (Webber y cols., 2014). Se caracteriza por la acumulacion excesiva de
masa grasa (>25% en hombres y >33% en mujeres) que conlleva un aumento de peso corporal. ElI IMC es
el método estandarizado para definir la obesidad en adultos. Se estima que la mortalidad aumenta
aproximadamente un 30% por cada incremento de 5 kg/m? del IMC (Hennekens y Andreotti, 2013). Uno
de los aspectos mas importantes de esta patologia es la distribucion de la grasa, distinguiéndose dos
patrones de obesidad: a) abdominal, también denominada androide, visceral o central, en la que la grasa
se localiza a nivel abdominal; y b) periférica o de tipo ginoide, con un almacenamiento extra-abdominal.
En relacion a esta clasificacion el perimetro de cintura es ampliamente utilizado en la préctica clinica 'y se

considera factor de riesgo de obesidad abdominal. Segin un meta-analisis realizado por Carmienke y cols.
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(2013), la obesidad abdominal esta directamente relacionada con la mortalidad y con otros estados
patoldgicos. La obesidad aumenta el riesgo de padecer DM2 y ECV, disminuyendo la calidad y la
esperanza de vida de quien la padece (Finelli y cols., 2014; Friedman, 2003). Por todo ello el gasto
sanitario atribuible a esta patologia en nuestro pais, se sitla entre el 2 y el 8% del gasto total (Villagran-
Pérez y cols., 2010).

La obesidad se caracteriza por un desbalance cronico entre ingesta y gasto de energia, pero los
mecanismos exactos implicados en su desarrollo no se conocen con exactitud. Se sabe sin embargo que
participan factores genéticos, ambientales, neuroldgicos, psicoldgicos, socioldgicos, microbioldgicos y
endocrinos (Villagran-Pérez y cols., 2010; Cascales-Angosto, 2015; Sanchez-Muniz, 2016). Ademas, la
obesidad es considerada un estado de inflamacion cronica leve, caracterizado por una elevada produccion
de citoquinas y adipoquinas pro-inflamatorias, que contribuyen a las alteraciones metabolicas que pueden

sufrir estos individuos de forma permanente (Cascales-Angosto, 2015).

La prevencidn de esta patologia es muy dificil, ya que se basa en la divulgacion de habitos
saludables y en el cambio de patrones erraticos de dieta y ejercicio muy arraigados en la sociedad, asi

como en las intervenciones psicoldgicas en centros de trabajo o ensefianza (Sanchez-Muniz, 2016).

3.2. Sindrome metabdlico (SM) y Diabetes Mellitus tipo 2

La DM es una patologia caracterizada por una hiperglucemia prolongada (glucemia basal
>126mg/dL en plasma venoso). Dependiendo del origen de la enfermedad, se han descrito clasicamente
dos tipos de diabetes: Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1), causada por un proceso autoinmune que destruye
las células beta del pancreas e impide la sintesis y secrecion de la insulinay DM2, caracterizada por
deficiencias en el mecanismo de transduccion de sefiales de la hormona que causan una menor respuesta a

la misma en las células diana, conocido como RI (American Diabetes Association, 2014).

El 90% de pacientes con DM padecen DM2 que estad muy relacionada con el SM y supone un
problema grave y creciente de salud publica que demanda un control urgente. Ademas de los factores
genéticos, los factores ambientales, el sedentarismo y la dieta juegan un papel relevante en la aparicion y
desarrollo de DM2 (Rahati y cols., 2014)

3.2.1. Importancia de la hiperglucemia postprandial

La DM2 se caracteriza por un rapido y marcado aumento de la glucemia durante la fase

postprandial como consecuencia de la resistencia en los tejidos periféricos, particularmente masculo
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esquelético e higado, lo cual se considera un importante factor de riesgo para el desarrollo de ECV a largo

plazo (Yamagishi y cols., 2016).

El aumento de glucosa en sangre en el periodo postprandial se considera un factor de riesgo
independiente y conlleva un aumento de glucosa en células insulinodependientes (Yamagishi y cols.,
2016). Las altas concentraciones de glucosa en el citoplasma provocan entre otros un descenso de los
niveles de NADPH y como consecuencia de ello una menor cantidad de glutation reducido (GSH)
disponible (Fig. 7) (Faure-Nogueras, 2006). En esta situacién se produce también una glicosilacion
proteica que afecta entre otras moléculas a la hemoglobina, relacionada con muchas de las
complicaciones asociadas a la hiperglucemia postprandial; y a la apolipoproteina (Apo) B100 de las LDL
disminuyendo la afinidad por el receptor de LDL (LDLr). Asi mismo, los procesos de glicosilacién
suponen una mayor produccién de ROS, que junto con la menor cantidad de GSH en la célula favorecen

la aparicion de estrés oxidativo (Ceriello, 2005).
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Figura 7. Consecuencias de la hiperglucemia postprandial a nivel de metabolismo celular. Hb, hemoglobina; GSH,
glutation reducido; LDL, lipoproteinas de baja densidad; NADPH, nicotinamida adenina dinucledtido fosfato; ROS,

especies reactivas de oxigeno.

Entre las complicaciones clinicas que se asocian a la hiperglucemia postprandial, encontramos las
de origen microvascular (retinopatias, nefropatias y neuropatias) y macrovascular (enfermedad coronaria,

enfermedades cerebrovasculares y arteriopatias periféricas) (Ceriello, 2005).

3.2.2. Tratamiento no farmacolégico de la DM2

La intervencién del estilo de vida con un aumento de ejercicio fisico y una dieta adecuada es
fundamental para la atencion y prevencion de la DM2. Una dieta de bajo indice glucémico promueve la
pérdida de peso y ha demostrado mejorar el control de la glucemia. Entre las pautas recomendadas se
encuentran la sustitucion de hidratos de carbono simples por hidratos de carbono complejos de menor
indice glucémico y fibra principalmente soluble y fermentable (Sanchez-Muniz y Sanz-Pérez, 2016); asi
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como el reparto de hidratos de carbono en varias comidas (cinco minimas) a lo largo del dia (Valero
Zanuy y Ledn Sanz, 2010). Es muy importante adecuar la ingesta al gasto calérico del paciente. Si los
cambios en el estilo de vida en la DM2 leve no resultaran en una mejor glucemia pasadas seis semanas,
debe considerarse el uso de medicamentos, sin olvidar mantener una dieta correcta y personalizada a la

problemética metabdlica del paciente.

3.3. Sindrome Metabolico (SM) y Dislipemias

Como ya se ha comentado, entre los pardmetros que se tienen en cuenta para diagnosticar el SM se
encuentran tantos los niveles altos de triglicéridos como niveles bajos de HDL, lo que sugiere un
importante papel del metabolismo lipoproteico en esta patologia (Sanchez-Muniz, 2016). Los lipidos, por
su insolubilidad en medio acuoso, son transportados en sangre principalmente incorporados en
lipoproteinas. Son particulas esféricas con una parte central o “core” formada por triglicéridos y colesterol
esterificado y una parte periférica con fosfolipidos, colesterol libre y Apo. Ademas, en la parte periférica
de las lipoproteinas se encuentran hidratos de carbono que favorecen el reconocimiento por los receptores
de las diferentes lipoproteinas. Aunque las lipoproteinas pueden clasificarse de distintas formas (p.ej.
atendiendo a su contenido y variedad en Apo), la forma mas extendida de clasificarlas es en funcion de su
densidad, que es inversamente proporcional a su tamafio, y que viene determinada por su composicion
(Sanchez Pozo y Gil Hernandez, 2010). Asi, las lipoproteinas mas ricas en proteinas, con forma discoidal,
presentan una mayor densidad mientras aquellas con una mayor proporcion de lipidos se caracterizan por

una menor densidad y forma més esférica. Tipos de lipoproteinas en orden creciente de densidad:

e Quilomicrones (QM): en términos didacticos puede decirse que empaquetan los lipidos
procedentes de la dieta (triglicéridos, colesterol y fosfolipidos) para transportarlos hasta el
higado. A medida que pasan por el musculo y tejido adiposo van siendo atacados por diferentes
enzimas (lipoprotein lipasa, colesterol ester transfer protein), cediendo triglicéridos y van
perdiendo tamafio. Los QM de menor tamaiio se conocen como QM remanentes (QMr) que son
captados por el higado por el receptor de lipoproteinas (LRP) que reconoce a la ApoE de los QM.

e VLDL, very low density lipoproteins: formadas por el higado para vehiculizar triglicéridos y
colesterol. Ceden triglicéridos a los tejidos periféricos. De forma similar a lo sefialado para los
QM, son atacadas por la lipoprotein lipasa e intercambian componentes con las HDL,
participando es este proceso diferentes sistemas enzimaticos entre los que resaltan la lecitin
colesterol acil transferasa y el CETP (del inglés cholesterol ester transfer protein),
transformandose en IDL. Parte de las particulas vuelven a ser captadas por el higado como VLDL

remanentes al unirse al LDLr.
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IDL, intermedium density lipoproteins: se forman a partir de las VLDL una vez que han perdido
la mayor parte de sus triglicéridos. Este proceso tiene lugar en el higado por accién conjunta de
lipasas (lipasa endotelial, lipasa hepéatica). Son reconocidas por receptores ApoE/ApoB100 del
higado. Tienen una vida media muy corta.

LDL, low density lipoproteins: procedentes de las IDL, presentan mayor contenido de colesterol y
menor contenido de triglicéridos. Se encargan de transportar el colesterol a los tejidos. Son
reconocidas por receptores ApoE/ApoB100, especialmente de las células hormonales y
regenerativas.

HDL, high density lipoproteins: se encargan del transporte reverso de colesterol, desde los tejidos
periféricos al higado donde es eliminado a través de la bilis 0 empaquetado de nuevo en las
VLDL. Existen varias subpoblaciones con composicidn y caracteristicas diferentes. Se ha
demostrado que casi todas las células del organismo son capaces de sintetizarlas (Lee y Parks,
2005).

Existe un intercambio de componentes entre las diferentes lipoproteinas tanto de la fraccién

lipidica como de las Apo (Sanchez Pozo y Gil Hernanez, 2010). El higado es el érgano principal a nivel

de metabolismo del colesterol y se encarga de captar QMr, VLDL, IDL, LDL y HDL (Stein y cols.,

1983). El metabolismo lipoproteico se resume en la Figura 8.

LPL

Bag —24 cere /CA B

AGL
Ilcerol Musculo
Tejido Adiposo
AGL

Lipidos
Dieta

Q linfatico

/As E

C
—pb O SR-B1
<+ ABCA
I
| Células
AE | Corporales
Acidos biliares | Proliferativas
(ciclo enterohepatico) v (Otras células)
B100
B100, Receptor
LCAT CL —1 O B/E
r
CETP \ B100 \ O SRA
c \
E @

Musculo
Tejido Adiposo

Q
5>
)
5 -
=X

Figura 8. Principales rutas del metabolismo lipoproteico. ABC, transportador “ATP” binding cassette; AE,

arilesterasa; AGL, acidos grasos libres; apo, apolipoproteina; CE, colesterol esterificado; CETP, complejo de

transferencia de ésteres de colesterol; CL, colesterol libre; HDL, lipoproteinas de alta densidad; IDL, lipoproteinas
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LDL oxidadas; LH, lipasa hepatica; LPL, lipoprotein lipasa; LRP, proteina receptora de quilomicrones parecida a
LDL; Q, quilomicrones; Qr, quilomicrones remanentes; SRA, receptor scavenger tipo A; SR-B1, receptor scavenger
tipo B1; VLDL, lipoproteinas de muy baja densidad. Tomada de Gesteiro Alejos (2015).

Uno de los aspectos mas importantes de la fraccién HDL es la presencia de la enzima paraoxonasa
1 (PONL1) que protege de la oxidacion a las HDL y a otras fracciones lipoproteicas especialmente LDL y
VLDL (Canales y Sanchez-Muniz, 2003). La PON1 es una glicoproteina Ca?*-dependiente de 44- kDa
con tres actividades principales: arilesterasa, paraoxonasa y lactonasa. Su sintesis, almacenamiento y
secrecion se lleva a cabo principalmente en el higado (Mackness y cols., 1998). Numerosos estudios
atribuyen a la PON1 propiedades antiaterogénicas. Entre sus funciones destaca: proteccion frente al dafio
oxidativo de LDL, HDL y macr6fagos (Rozenberg y cols., 2003a); inhibicién de moléculas que facilitan
la adhesion de monocitos a la pared vascular (Mackness y cols., 2004); disminucidn de la captacion de
LDL oxidadas por los macrofagos (Fuhrman y cols., 2002) e inhibicion de la sintesis de colesterol en

macrofagos (Rozenberg y cols., 2003b).

Las ratas son el modelo animal mas empleado para estudiar el metabolismo lipoproteico junto con
el conejo. Sin embargo, se deben tener en cuenta algunas peculiaridades que presenta el metabolismo
lipoproteico de las ratas respecto a los humanos. La rata es un animal HDL (Cava, 1986; Sanchez-Muniz
y Bastida, 2008) ya que practicamente el 80% de las lipoproteinas que presentan son HDL, existiendo
niveles muy reducidos de LDL. Esto contrasta con lo observado en humanos adultos, donde otras
lipoproteinas son mayoritarias. Otro de los aspectos que mas diferencia a la rata es la proporcion de LDL
gue procede de las VLDL. Mientras en los humanos la mayoria de las VLDL son convertidas en LDL
(Smith y cols., 1978), en las ratas se reduce a solo un 10% del total de VLDL, lo que se traduce en unos
niveles muy bajos de LDL (Bilheimer y cols., 1972). Los niveles normales de colesterol en la rata son
<100 mg/dL, con una relacion colesterol/fosfolipidos <1 (Sanchez-Muniz y Bastida, 2008). Se considera
hipercolesterolemia moderada en ratas cuando el colesterol del plasma se encuentra entre 100 y 200
mg/dL o cuando el cociente colesterol/fosfolipidos >1; e hipercolesterolemia severa con niveles de

colesterol plasméatico >200mg/mL y cociente colesterol/fosfolipidos >2.

En situaciones patoldgicas el metabolismo lipoproteico puede alterarse, afectando tanto a la
proporcidn de las diferentes fracciones de lipoproteinas como a la composicion caracteristica de cada una
de ellas (Terpstra y cols., 1981; Carmena, 2010). La hiperlipemia se define como niveles anormalmente
elevados de colesterol, triglicéridos 0 ambos, y en general es asintomatica. Hay algunos factores que se
relacionan con la hiperlipidemia como antecedentes familiares, sedentarismo, consumo de alcohol,
tabaquismo o hipertiroidismo; aungue con frecuencia aparece por desequilibrios en el consumo de los

macronutrientes de la dieta, especialmente un exceso de hidratos de carbono refinados y/o grasa saturada.

Uno de los primeros sintomas de la R1 es el incremento de VLDL en sangre que provoca
hipertrigliceridemia. EI aumento en la sintesis de VLDL se debe al exceso de acidos grasos libres (AGL)
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que llegan al higado. En la situacién de Rl las particulas ricas en triglicéridos permanecen mas tiempo en
sangre lo que tiene una serie de consecuencias que se detallan a continuacion y que determinan en cierta
manera el progreso del SM. Al estar mas tiempo circulando, las VLDL quedan mas expuestas a la CETP,
favoreciendo el intercambio de lipidos con otras lipoproteinas. Las VLDL se cargan progresivamente de
colesterol procedente de las LDL y las HDL; y a su vez las VLDL ceden sus triglicéridos. Este proceso da
paso a LDL pequefias y densas, y VLDL enriquecidas en colesterol ambas con perfil aterogénico y
caracteristicas del SM (Bays, 2009) (Fig. 9). Por ultimo, las HDL ricas en triglicéridos y pobres en
colesterol son particulas pequefias y densas, con escaso poder antioxidante y vida media méas corta. Como
ya se ha comentado, el descenso de colesterol transportado por las HDL es uno de los parametros que se

tienen en cuenta para el diagnostico del SM (Reaven, 2005).

Ademas de estas alteraciones, en el musculo y tejido adiposo disminuye la actividad de la
lipoprotein lipasa como consecuencia de la RI. Las VLDL no pueden ceder los triglicéridos a los tejidos,

volviendo al higado y agravando la situacion de hiperlipemia hepatica.

TA alterado
.'{ )
‘v' 2 _ *.’_ TG
N .
‘ B o
s ’ ‘... ;—’
HDL
Colesterol pequeias
Aclaramiento
TG renal
Lipasas / J ’:
e Gam
Lipasas VLDL
g remanentes
G &
".. e
NAFLD . ’s,‘ Thanins pequeias
gLy
; 'lﬁ‘.\\‘ L

Figura 9: Consecuencias de la Rl y la obesidad en el perfil lipidico de los pacientes con sindrome metabdlico:
hipertrigliceridemia, disminucién de niveles de colesterol transportado por HDL vy particulas LDL pequefias y
densas. AGL, acidos grasos libres; CEPT, proteina transportadora de ésteres de colesterol; TG, triglicéridos.
Adaptada de Bays (2009).
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3.4. Higado graso no alcoholico

El higado graso no alcohdlico, siglas procedentes del nombre en inglés non alcoholic fatty liver
disease (NAFLD), suele identificarse como la manifestacion hepéatica del SM (Asrih y Jornayvaz, 2015;
Thany cols., 2015). EI NAFLD se define como la acumulacion de grasa en forma de triglicéridos en mas
de un 5% de los hepatocitos en ausencia de inflamacion o fibrosis y no asociada a un consumo elevado de
alcohol (<30g en hombres y <20g en mujeres) (Castro y Silva, 2015; Chalasani y cols., 2012). Su
prevalencia ha aumentado rapidamente en las Ultimas décadas debido a la incidencia de obesidad en los
paises desarrollados. EI NAFLD esta muy influido por factores como la edad, el sexo, dislipemia, DM2,
obesidad central y algunos polimorfismos genéticos (Than y Newsome, 2015). La RI se considera el nexo
de union entre el SM y el NAFLD incluso en ausencia de obesidad (Asrih y Jornayvaz, 2015). Ademas, el
NAFLD es un factor de riesgo de ECV que permite predecir futuros eventos independientemente del
estado de otros factores de riesgo (Ahmed y cols., 2012; Brea y Puzo, 2013). En los Gltimos afios algunos
estudios proponen que no sélo es el NAFLD el que precede al SM sino que es un factor necesario para la

progresion del SM (Asrih y Jornayvaz, 2015; Lonardo y cols., 2015).

La esteatohepatitis no alcohdlica, en inglés non alcoholic steatohepatitis (NASH), es la forma
progresiva del NAFLD en la que ademas de esteatosis aparece inflamacion y balonizacién con o sin
fibrosis. La inflamacion es consecuencia de la liberacion de citoquinas pro-inflamatorias como el TNF-a
o interleuquina 6 (IL-6) producidas principalmente por el tejido adiposo o por el propio higado. La
progresion a NASH ocurre en un 20-25% de los pacientes con NAFLD, y de los pacientes con NASH el
20% desarrollara fibrosis y cirrosis (Angulo, 2010).

3.4.1 Prevalencia de NAFLD

Los estudios de prevalencia de NAFLD y NASH son relativamente recientes y bastante
inespecificos ya que se trata de una patologia asintomatica y de dificil diagndstico. A pesar de ello, el
NAFLD es la causa mas frecuente de enfermedad hepatica cronica en paises occidentales (Asrih y

Jornayvaz, 2015)

La prevalencia se estima entre el 20-30% de la poblacion (Williams y cols., 2011; Zelber-Sagi y
cols., 2006); llegando al 50% si solo se tiene en cuenta poblacion con sobrepeso o pacientes con
dislipemia, a un 70% en diabéticos y hasta un 95% en obesos (Castro y Silva, 2015), lo que pone de
manifiesto la relacién de las diferentes patologias con el NAFLD. Parece que la progresion a NASH y
fibrosis es mas frecuente en hombres que en mujeres (Than y Newsome, 2015). La mortalidad se
incrementa en pacientes con NAFLD un 35-85% comparado con poblacién de la misma edad y sexo sin
NAFLD (Castro y Silva, 2015) y es mayor en pacientes con NASH vy fibrosis asociada a eventos

cardiovasculares (Perazzo y cols., 2014).
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3.4.2. Mecanismos implicados en NAFLD y NASH

El desarrollo de NAFLD parece deberse al aumento de AGL liberados en pacientes con obesidad
central y RI (Stankovi y cols., 2014). Como ya se ha comentado anteriormente la RI parece el factor que
relaciona el SM y el NAFLD. A pesar de que la obesidad es un factor predictivo importante se han
detectado pacientes no obesos con NAFLD (Kim y cols., 2004; Musso y cols., 2008; Sinn y cols., 2012),

lo que demuestra que no es un factor imprescindible para su desarrollo.

Los mecanismos implicados en la progresion del NAFLD a NASH no se conocen por completo
todavia. En el afio 1998, Day y James postularon la denominada hipotesis de los dos eventos o del “doble
impacto”, en inglés two hit hypothesis. El primer evento, relacionado con la aparicion de NAFLD,
provoca la acumulacion de triglicéridos en los hepatocitos. En una situacion de resistencia a insulina se
produce un aumento de la actividad lipolitica en el tejido adiposo, y como consecuencia de ello una
mayor llegada de AGL al higado que provoca lipotoxicidad (Castro y Silva, 2015). La aparicion de
esteatosis hepatica se produce por una alteracion en el balance entre el aporte de lipidos (captacién de
AGL circulantes y los sintetizados de novo), y el catabolismo de los mismos (B-oxidacién de acidos

grasos (AG) y/o la secrecién de triglicéridos en forma de VLDL (Farrel y Larter, 2006).

El segundo evento provoca la progresion de NAFLD a NASH. Algunos de los factores propuestos
como desencadenantes son la peroxidacion lipidica, la disfuncién mitocondrial, estrés oxidativo, la
disminucién de la capacidad de defensa antioxidante, apoptosis y la respuesta inflamatoria promovida por

el dafio de los hepatocitos (Than y Newsome, 2015).

En los altimos afios ha surgido una nueva hipdtesis denominada multiples eventos paralelos,
multiple parallel hits hypothesis, en la que se describe que todos los posibles determinantes metaboélicos e
inflamatorios del NASH no actlan por separado, sino gque son interactivos y colaboran en la progresion
del dafio tisular. Destaca el papel de las alteraciones en el tejido adiposo y la microbiota intestinal. Por lo
tanto, la Rl y la inflamaci6n estarian aconteciendo simultaneamente sin que una sea necesariamente
producto de la otra (Trauner y cols., 2010). Ademas, dado que s6lo un 20% de casos de NAFLD derivan a
NASH, sugieren que ambas patologias tengas un origen diferente. En esta linea, esta teoria defiende que
mientras el NAFLD es producto de la esteatosis, en el NASH debe producirse la inflamacién antes que la
esteatosis, explicando la diferente progresion de la enfermedad. En cualquier caso, la identificacion de los
eventos que provocan la progresion de esta patologia es de vital importancia para poder identificar nuevas

dianas terapéuticas y un tratamiento efectivo de la enfermedad (Fig. 10) (Feldstein and Gores, 2005).
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lipoproteinas de muy baja densidad. Modificada de Lépez-Oliva y Mufioz Martinez (2014).

3.4.3. Lipotoxicidad y lipoapoptosis como aspectos importantes del higado graso no
alcohdlico

La lipotoxicidad se define como la toxicidad celular observada en presencia de cantidades
anormales de grasa (Unger, 2003). Se ha demostrado que la acumulacion de triglicéridos en el higado no
es un proceso perjudicial en si mismo, sino que aungue provoca esteatosis supone un mecanismo
protector para evitar la acumulacién de otras sustancias como acidos grasos saturados (AGS) o colesterol
gue si provocan lipotoxicidad (Alkhouri y cols., 2009). La lipoapoptosis hace referencia a la muerte
celular provocada por el exceso de grasa lipotoxica y parece tener un papel crucial en la progresion del
NAFLD (Feldstein y cols., 2003), participando activamente en el segundo evento de la enfermedad

(Feldstein y Gores, 2005). El grado de apoptosis en pacientes con NAFLD/NASH correlaciona con el
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grado de inflamacién y fibrosis y puede ser por tanto un buen indicativo del estado de la enfermedad. De
hecho, ya se emplean en la préactica clinica algunos marcadores especificos de apoptosis como métodos

predictivos no invasivos en el diagndstico de NAFLD (Than y Newsome, 2015).

En cuanto a los mecanismos de lipoapoptosis, el exceso de AGL, principalmente AGS, provocan
un aumento en los niveles de ROS y en la permeabilizacion de la membrana mitocondrial activando la
cascada caracteristica de la via intrinseca de la apoptosis (Malhi y Gores., 2008). Por otra parte, los AGL
pueden inducir también un aumento de los niveles de receptores de muerte provocando también la
activacion de la via extrinseca de la apoptosis (Malhi y Gores., 2008). Esta via también se ve favorecida

por los niveles elevados de TNF-a liberado por células inflamatorias (Alkhouri y cols., 2009).

3.4.4. Higado graso no alcohdlico, estrés oxidativo y estado antioxidante

El estrés oxidativo parece uno de los mecanismos mas importantes implicados en el dafio hepético
en el NAFLD, jugando un papel fundamental en la progresion de NAFLD a NASH (Polimeni y cols.,
2015). Los ROS formados pueden agotar la accién de las enzimas antioxidantes haciendo que el higado
sea susceptible al dafio oxidativo. El incremento en el higado de los niveles de ROS vy lipidos oxidados (p.
ej. oxisteroles procedentes del colesterol) en pacientes con NAFLD/NASH acompafiado de un descenso
en los niveles de SOD y catalasa sugiere que existe una relacién entre los biomarcadores de estrés
oxidativo y el estado del NAFLD/NASH (Sumida y cols., 2013).

El aumento de los niveles de ROS en el higado se ha relacionado con la peroxidacion lipidica, la
fibrogénesis y la disminucion de la secrecion de VLDL favoreciendo la esteatosis hepatica (Day, 2002).
Ademas, el estrés oxidativo promueve RI, necroinflamacion, y activacion de la via intrinseca de la

apoptosis (Gambino y cols., 2011).

3.4.5. Higado graso no alcoholico y colesterol

Dentro de los tipos de lipidos, algunas especies quimicas estan mas relacionadas con la
lipotoxicidad y son capaces de provocar muerte celular y desencadenar la respuesta inflamatoria y
fibrética. La acumulacion de colesterol en el higado se ha relacionado con la infiltracion inflamatoria y
balonizacion de los hepatocitos, factores muy relacionados con el NASH (Farrell, y VVan Rooyen, 2012).
De hecho, el uso de dietas hipercolesterolémicas en modelos animales provoca la progresion de NAFLD a
NASH (Wouters y cols., 2008). Se ha observado ademas que el higado de pacientes con NASH presenta
mayor contenido de colesterol que los pacientes con NAFLD (Puri y cols., 2007). Este aspecto es
relevante ya que, aunque los AGS, como ya se ha mencionado, también tienen un perfil lipotdxico, su

contenido en pacientes con NAFLD y NASH fue muy similar.
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3.4.6. Metabolismo lipoproteico e higado graso no alcohodlico

El contenido en lipidos del higado estd en gran medida regulado por la captacion, sintesis y
secrecion de lipoproteinas, y su desequilibrio puede influir en el desarrollo de NAFLD (Garcia y cols.,
2015). Los pacientes con NAFLD presentan un perfil lipoproteico modificado tipico, con mayores
cantidades de VLDL y LDL, y menores niveles de HDL (Garcia y cols., 2015). Ademas, el tamafio de las
diferentes particulas no es el que se observa en situaciones fisioldgicas (Cohen y Fisher, 2013; Chany
cols., 2010; DeFilippis y cols, 2013). Debe tenerse en cuenta que estas alteraciones pueden estar influidas
por el género y la etnia (Garcia y cols., 2015). Otra alteracién importante asociada al NAFLD es la menor
expresion del LDLr (Nakamuta y cols., 2009), que provoca que las VLDL y LDL permanezcan mas
tiempo en sangre, favoreciendo su oxidacién (Toyota y cols., 1999). Las LDL oxidadas son capaces de
activar células estrelladas cruciales en la progresion de NAFLD a NASH (Kang y Chen, 2009). Las
VLDL son la fraccion lipoproteica més ligada al SM (Cali y cols., 2007), observandose una correlacion
positiva entre ambos. Por Gltimo, los cambios en el metabolismo lipoproteico de pacientes con NASH son
todavia contradictorios, ya que se basan en niveles de LDL colesterol y no en la aterogenicidad y
oxidabilidad de dichas particulas LDL.

3.4.7. Modelos de NAFLD/NASH

Se han desarrollado numerosos modelos animales de NAFLD, principalmente murinos, para el
estudio de los mecanismos moleculares involucrados en el inicio del NAFLD y su progresion a NASH. El
modelo ideal deberia reflejar la histopatologia y fisiopatologia de la enfermedad en humanos. Los rasgos
mas importantes son la esteatosis, inflamacion y balonizacién hepatocelular. En algunos casos puede
valorarse la aparicion de fibrosis y en Gltimo término cirrosis. Ademas de los rasgos histoldgicos deben
emularse las alteraciones metabélicas tipicas como la obesidad, RI, hiperglucemia y dislipemia. Los
modelos animales se clasifican en modelos genéticos, nutricionales o la combinacién de ambos. Ninguno
de ellos consigue recrear exactamente la patologia en humanos y por tanto se debe seleccionar
cuidadosamente el modelo en funcién de las caracteristicas y objetivos a estudiar (Takahashi y cols.,
2012).

Dentro de los modelos con modificaciones genéticas destacan los ratones obesos ob/ob y db/db y la
rata obesa fa/fa, con una alteracion en el gen de la leptina y el receptor de leptina respectivamente. Como
consecuencia de la pérdida de funcidn de la leptina, estos animales presentan hiperfagia, hiperglicemia,
hiperinsulinemia, RI e hipertrofia del tejido adiposo (Aleixandre y Miguel, 2008). La principal limitacion

del modelo es que de forma espontanea no hay progresiéon a NASH y no presentan fibrosis.
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En el grupo de modelos nutricionales se distinguen de igual manera diferentes estrategias. Son muy
empleadas las dietas ricas en grasa que pretenden emular los habitos alimentarios adoptados
recientemente en la sociedad occidental. EI consumo continuado de dietas con un alto contenido graso
(40-50%) provoca el desarrollo de obesidad, R1'y dislipemia en ratas y ratones. La patologia suele
aparecer a partir de los 2 6 3 meses del inicio de la dieta (Akagiri y cols., 2008). Ademas de las dietas
ricas en grasa, aquellas con un alto contenido en colesterol representan también un modelo interesante. El
colesterol dietético, como se ha comentado anteriormente, es considerado un factor importante en el
desarrollo de inflamacion hepatica y la progresion de las esteatosis (Wouters y cols., 2008). Las dietas
hipercolesterolémicas provocan todas las alteraciones tipicas del NAFLD/NSH excepto la obesidad, ya

que lejos de engordar es frecuente detectar pérdidas de peso en estos animales (Takahashi y cols., 2012).

Una gran cantidad de procesos endocrinos y metabo6licos participan en el proceso de
envejecimiento. En particular, los mecanismos relacionados con la sensibilidad a insulina y la funcién
mitocondrial son los mas estudiados y dependen en gran medida del estado nutricional. Ademas, la edad
se considera factor de riesgo en el NAFLD, ya que se observa un aumento de la prevalencia asociada al
envejecimiento (Floreani, 2007). Por ello, muchos estudios combinan las estrategias descritas con el uso
de animales adultos o viejos. Fontana y cols. (2013) afirman que la edad no influye en el desarrollo de
esteatosis hepatica pero favorece el incremento de inflamacion, apoptosis y dafio hepatocelular que
provoca la progresion de la patologia.

3.4.8. Métodos de diagndstico

Al tratarse de una enfermedad normalmente asintomatica su diagnéstico no es muy frecuente
(Armstrong y cols., 2012). Los clinicos suelen realizar las pruebas diagndsticas en pacientes con test
hepaticos alterados, o en aquellos que presentan varios de los factores del SM (Wong y cols., 2012). Los
métodos de diagnéstico mas empleados son la ecografia abdominal, espectroscopia por resonancia
magnética, fibroscan, ultrasonografia, la tomografia computada, y niveles de transaminasas en sangre,
aunque sin duda el gold standard continta siendo la biopsia hepatica (Bugianesi y cols., 2002). Los
niveles de transaminasas, alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST), parecen
no ser buenos marcadores de NAFLD ya que en muchos estudios no se corresponden con el dafio
hepatico real en esta patologia (Dyson y cols., 2014; Verma y cols., 2013). En la actualidad dentro de los
métodos predictivos no invasivos se emplea un score que incluye edad, sexo, talla, peso, alfa-
macroglobulina, haptoglobina, apo Al, bilirrubina total, (gamma glutamil transpeptidasa (GGT), ALT,
AST, triglicéridos, colesterol y glucemia (Castro y Silva, 2015).
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3.4.9. Biopsia hepatica

La biopsia es el Unico método que permite diferenciar NAFLD de NASH; sin embargo, dado su
carécter invasivo, s6lo se emplea en casos de alto riesgo de fibrosis avanzada, de enfermedad hepética
concomitante, pacientes que se van a someter a algun proceso quirdrgico abdominal o en estudios clinicos
controlados con el consentimiento previo del paciente (Chalasani y cols., 2012; Nascimbeni y cols.,
2013). La utilidad del diagnéstico exacto de la patologia ha sido cuestionada ya que no se conoce un
tratamiento que haya demostrado su eficacia. No obstante, los pacientes suelen cambiar sus habitos
alimentarios después de conocer el diagnostico (Santos y cols. 2010). No puede ser considerada en ningun
caso una herramienta de muestreo en estudios poblacionales; sin embargo, es la Gnica prueba diagndstica

con la que deben validarse otras nuevas que vayan surgiendo (Brunt y Tiniakos, 2010).

Una de sus principales ventajas es la posibilidad de analizar e incluso evaluar semi-
cuantitativamente las lesiones. Para poder estandarizar los criterios a la hora de diagnosticar la
enfermedad y su progreso o no a NASH se han ido creando una seria de escalas de puntuacion con los
rasgos histoldgicos mas importantes de la enfermedad. La mas empleada en la actualidad es la propuesta
por el NASH Clinical Research Network que incluye la esteatosis, inflamacién lobular y balonizacion para
formar un marcador de actividad NAFLD (NAS), por sus siglas en inglés de NAFLD activity score, con
una maxima puntuacion de 8. Un valor de NAS superior a 4 se diagnostica como NASH; menos de 3
como NAFLD, y un score de 3-4 se considera valor limite, ya que pueden progresar a NASH o remitir
hacia NAFLD. Ademas del NAS, estos autores aportan un sistema para cuantificacion de la fibrosis
(Kleiner y cols., 2005).

3.4.10. Tratamiento del higado graso no alcohdlico

En general se acepta que el NAFLD, en la etapa inicial es reversible si se modifica o interrumpe la
causa primaria, que probablemente sea aquella que provoca el desarrollo del SM (Santos y cols., 2010).
Ya en etapas mas avanzadas de la enfermedad, y especialmente cuando progresa a NASH, el dafio
hepético se hace mas evidente y aumenta considerablemente la posibilidad de progresién hacia cirrosis
hepética. A pesar de la gran cantidad de estudios sobre NAFLD y NASH realizados en la Gltima década
por su elevada prevalencia no se ha definido ningln tratamiento especifico para paliarlo. Los posibles
objetivos terapéuticos del NAFLD son multiples ya que, aunque la R1 es el principal factor patogénico,
otros muchos influyen en su desarrollo. Algunas de las actuaciones comparten la mejoria de las

alteraciones histoldgicas hepaticas con la disminucidn del riesgo vascular.

La primera medida a tener en cuenta y la mas efectiva en el tratamiento de NAFLD es el cambio de
los hébitos de vida, dando especial énfasis a la intervencion dietética, la abolicion del consumo de

alcohol y la préactica de ejercicio (Castro y Silva., 2015; Asrih y Jornayvaz, 2015; Park y cols., 2004). Las
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modificaciones del estilo de vida se aceptan universalmente para paliar las manifestaciones de la Rl
(Bettermann y cols., 2014). Como consecuencia de la intervencién nutricional y el abandono de la vida
sedentaria se consigue una disminucién del peso corporal, junto con una mejora de la RI (Castro y Silva,
2015). Ademas, el consumo de una dieta saludable promueve el desarrollo de una microbiota beneficiosa
(Wuy cols., 2011; Exteberria y cols., 2016).

Cuando la situacidn se agrava es necesario pautar una terapia farmacoldgica. Parecen Utiles
aquellos farmacos empleados para tratar los factores que intervienen en la patologia de NAFLD/NASH.
Existen hasta ahora multiples propuestas como los medicamentos utilizados para bajar de peso (Orlistat),
medicamentos que intentan bloguear la Rl (Metformina, Glitazonas, Glinidase Incretinas), agentes
hipolipemiantes (Estatinas, Fibratos, Ezetimiba), antioxidantes (Vitamina E) y citoprotectores (Betaina,

Acido ursodeoxicolico (AUDC) y Silimarina) (Cariou y cols., 2012).

Ninguno de estos ha sido aprobado por la FDA como tratamiento especifico del NAFLD, por lo
que se considera un campo de busqueda continua con nuevas propuestas muy interesantes. Algunas de
estas nuevas alternativas son: Losartan, que bloquea el sistema renina-angiotensina, controlando la
presion arterial y evitando la fibrosis; los probidticos que inhiben la sobrepoblacion bacteriana 'y la
induccion de citoquinas responsables de inflamacion; la Pentoxifilina que inhibe directamente al TNFa.
gue promueve la inflamacion; y los &cidos grasos omega-3 que en modelos animales han mostrado
capacidad para mejorar la RI, reducir la hiperlipemia, la esteatosis y la inflamacion (Bettermann y cols.,

2014). Ademas, se propone la aplicacion de terapias para combatir la apoptosis (Syn y cols., 2009).

4. Silicio

El silicio fue descubierto en 1824 por el quimico suizo Jons Jacob Berzelius. Es el segundo
elemento mas abundante de la tierra, supone el 27% de la masa total de la misma, sélo por detras del
oxigeno que supone aproximadamente el 45% (Greenwood y Earnshaw, 2012; Sahebi y cols., 2015). Su
contribucién se eleva hasta el 60% atendiendo a los componentes del suelo ya que se encuentra en casi
todos los minerales, rocas, arcillas y arenas; en forma de cuarzo, esmeralda, feldespato, serpentina, mica,
talco, asbestos y cristal. En el agua se encuentra en disolucién a concentraciones de 0,07 a 2 mM (Ehrlich,
1996; Treguer y cols., 1995). Su disolucion en agua es el resultado de la erosion de rocas que contienen
silicatos, un proceso que es mediado por microorganismos, liquenes y por el agua de la lluvia (Bennett y
cols. 2001). Dada su reactividad y abundancia existen innumerables formas quimicas con diferentes
estructuras y propiedades, siendo algunas de ellas toxicas y otras aparentemente criticas para la salud.
Existen evidencias de que el silicio es esencial para el crecimiento y la funcion biolégica de diversos

microorganismos, plantas y animales (Bendz, 2013).
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Teniendo en cuenta su abundancia en la naturaleza no es extrafio pensar que el silicio desempefie
alguna funcién importante en los seres vivos. Sin embargo, durante afios la investigacion relacionada con
el silicio ha ido encaminada fundamentalmente al estudio de sus efectos toxicos producidos por la
inhalacion de silice cristalina (Merget y cols., 2002). Actualmente el silicio es reconocido como un
micronutriente esencial para mamiferos, aunque tal observacion ha sido objeto de controversia durante
décadas. Sus efectos nocivos, sumados a la falta de comprension de sus maltiples formas quimicas,
explican que no se hayan estudiado de forma detallada sus posibles efectos beneficiosos sobre la salud.
En la actualidad sin embargo existe un interés creciente por conocer los efectos del silicio sobre la salud,

asi como sus mecanismos de accion (Martin, 2007; 2013).

En las siguientes paginas describiremos con detalle las propiedades y caracteristicas mas relevantes

de este elemento quimico.

4.1. Caracteristicas generales

4.1.1. Distribucion y prevalencia en la naturaleza

El silicio es un elemento de peso atdmico 28 situado en el grupo XIV de la tabla periddica junto al
carbono, germanio, estafio y plomo (Fig. 11). Es un atomo estructuralmente rigido, con cuatro electrones
de valencia, y es incluido en el grupo de los llamados metaloides por sus caracteristicas intermedias entre

los metales y los no metales.
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Figura 11: Posicion del silicio en la tabla periddica.

A simple vista, el silicio puede parecer una alternativa a la base del carbono porgue es muy
abundante en el universo y, al igual que éste, pertenece al grupo XIV en la tabla periddica y su quimica es

muy similar. Por ejemplo, el silicio al igual que el carbono se combina con cuatro atomos de hidrdégeno

43



para forma silanos (SiHa), equivalentes a alcanos o hidrocarburos (CH4) formados por carbono.
Asimismo, existen numerosas formas de silanos como acetoxi-silanos, alcosi silanos, aminosilamos etc,
con estructuras quimicas analogas a las del carbono. Ademas, el silicio es capaz de formar compuestos

con carbono, oxigeno, nitrégeno e hidrégeno como el 3-amino-propil-trietoxi-silano de formula:

/\CHg

Hsc/“o—$i—\/\NH2
HsC._O

Los compuestos organicos de silicio son compuestos que contienen enlaces covalentes entre
atomos de silicio y carbono (Si-C). Por tanto, la rama de la quimica que estudia las propiedades y
reactividad de estos compuestos se denomina quimica de organosilicio. EI primer compuesto descrito fue
el tetraetilsilano, descubierto por Charles Friedel y James Crafts en 1863 por reaccion de tetraclorosilano
con dietilzinc. Generalmente, los enlaces Si-C no participan en procesos bioguimicos. Las grandes
diferencias entre la quimica del silicio y la del carbono se deben fundamentalmente a la menor
electronegatividad del silicio y su mayor peso atomico. Por ello, los enlaces Si-Si, a diferencia de los
enlaces C-C, son muy débiles e inestables en presencia de agua.

El silicio en su forma elemental aparece raramente en la naturaleza debido a su elevada propension
a reaccionar con el oxigeno y el agua. En las combinaciones con oxigeno forma uniones tipo siloxano (Si-
O-Si) con gran estabilidad (Martin, 2007), y se encuentra fundamentalmente como silice y silicatos muy
extendidos en formaciones geoldgicas de rocas. Generalmente se considera silicato a cualquier compuesto
que contenga silicio y oxigeno como anidn. El anién SiO.* es el 6xido méas extendido. Quimicamente, los
aniones silicato pueden formar compuestos con muchos cationes diferentes siendo las combinaciones con
aluminio las més prevalentes (p.e aluminosilicatos o zeolitas) (Willhite y cols., 2012). Su elevada
reactividad y abundancia le permiten dar lugar a gran cantidad de estructuras con propiedades fisico-
guimicas diferentes. La formacion de unas estructuras u otras depende de las condiciones ambientales de
temperatura y pH, presencia de otros iones asi como el tiempo de exposicion a los mismos (Perry y
Keeling-Tucker, 2000).

La silice se define quimicamente como éxido de silicio, y engloba a todas las formas tanto
reactivas (solubles) como no reactivas (coloidales). El didxido de silicio (SiO2) es un acido silicico
anhidro del acido ortosilicico (H4SiO4) que forma parte de la arena y es el compuesto mas abundante de la
naturaleza. El SiO; es capaz de formar a su vez estructuras cristalinas (ej. cuarzo o cristobalita) y formas
amorfas. Por Gltimo, debido a su bajo peso molecular, el SiO, puede hidratarse y disolverse en agua

parcialmente formando acido silicico.

Las formas en las que se encuentra el silicio, asi como los pesos moleculares de las mismas,

dependen del pH y de la concentracion en la que se encuentra en matrices acuosas. Asi, a bajas
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concentraciones (<2 mM) el silicio se encuentra en su forma monomeérica acida (pKa: 9,6) denominado
acido ortosilicico (H4SiO4) (Martin, 2013). Cuando el pH es mayor de 8, los protones se disocian para
formar aniones bisilicatos como H3SiOs y H,SiO4>. Esta ionizacion y su consiguiente interaccion con
moléculas de agua mejoran la solubilidad del SiO, permitiendo que permanezca en solucién a
concentraciones mas altas de las habituales (Martin, 2007). Cuando la concentracion de acido ortosilicico
supera los 200 ppm éste va polimerizando a oligémeros o coloides menos biodisponibles, llegando a
formar agregados y precipitados sélidos amorfos. Con el aumento de peso molecular y complejidad
estructural disminuye la solubilidad en agua (Martin, 2013). Si bien el silicio se encuentra en la Tierra
fundamentalmente formando parte de la arena y las rocas, también se encuentra en los organismos Vvivos,
formando parte de estructuras como el esqueleto de las diatomeas (organismos unicelulares) y esponjas
silicicas (organismos pluricelulares primitivos) asi como los huesos de los animales superiores. Este
silicio contenido en los seres vivos proviene de su absorcion del componente terrestre y su mayor o menor

absorcion depende de la biodisponibilidad del mismo.

Uno de los aspectos de mayor controversia continta siendo la biodisponibilidad de las diferentes
formas de silicio. El acido ortosilicico es la forma mas biodisponible por su solubilidad y estabilidad en
agua. Las formas hidratadas del &cido ortosilicico son el &cido metasilicico (H2SiOs), oligémeros como el
acido disilicico (H2Si2Os) y el &cido trisilicico (H2Siz0v), y las correspondientes formas hidratadas es
estas Ultimas, los acidos pentahidrosilicico y pirosilicico (Jurkic y cols., 2013), todos ellos de bajo peso
molecular. Por otra parte, se ha descrito que ciertas formas insolubles como el &cido silicico coloidal,
silica gel y zeolitas pueden liberar pequefias cantidades de silicio soluble en los compartimentos
bioldgicos aunque depende de las caracteristicas fisicoquimicas especificas de cada molécula (Martin,
2013).

En conjunto puede afirmarse que debido a la gran variedad de estructuras que puede formar el
silicio, existe todavia un elevado desconocimiento de su solubilidad en agua y por tanto de su
biodisponibilidad para los seres vivos, lo que ha retrasado enormemente la investigacion de sus efectos

beneficiosos para la salud.

4.1.2. Ciclo biogeoquimico del Silicio

El ciclo biogeoquimico de un elemento es el proceso que asegura el recambio del mismo,
haciéndole asequible en diferentes estados (s6lido, liquido o gas) y formas. Entre otras, dicho ciclo
describe los mecanismos por los que las formas biodisponibles de ese elemento son incorporadas a la
biosfera y por tanto a los seres vivos. En relacion a esa etapa, se ha observado que los ciclos méas
eficientes suelen ser aquellos que tienen una alta representacion en la biosfera. Ejemplos de ello son el

oxigeno, con un 24,9% en la biosfera 'y un 47,4% en la litosfera; o el carbono, nitrégeno y azufre, con
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ciclos biogeoquimicos cortos con una mayor proporcién en la biosfera que en la litosfera (Smil, 1997). El
silicio, al contrario que los elementos citados, se encuentra en tan sélo un 0,03% en la biosfera, cantidad
muy inferior al 27,7% presente en la litosfera. La consecuencia de este desbalance es un ciclo

biogeoquimico muy largo con un recambio que se produce después de miles de millones de afios.

El ciclo del silicio se divide en dos etapas claramente diferenciadas. La primera etapa
correspondiente al ciclo terrestre incluye la fraccion terrestre y las aguas continentales. En la litosfera el
silicio principalmente se encuentra en forma de 6xidos en combinacion con otros metales, se encuentra
embebido en formaciones de rocas geoldgicas de las que Unicamente se libera por un proceso de erosion a
partir del cual llega a las aguas continentales. Esta fase concluye con la llegada del silicio a la fraccion
marina comenzando con ello la segunda etapa o ciclo marino. En esta segunda etapa las diatomeas y las
esponjas siliceas tienen un papel muy relevante e interesante. Cuando el silicio llega en forma de 4cido
silicico soluble al agua marina procedente de la erosion de las rocas es absorbido por las diatoméaceas para
formar su citoesqueleto (frastula). La absorcion se realiza a través de un transportador silicio/sodio de
estequiometria 1:1 (Fig. 12) (Thamatrakoln y Hildebrand , 2005; Curnow y cols., 2012).
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Figura 12. Transportador de silicio en diatomaceas adaptada de Curnow y cols. (2012).

Una vez absorbido, el silicio es procesado por estos organismos para formar su citoesqueleto
mediante un proceso denominado biosilificacion (del inglés biosilification) (Reincke y Barthel, 1997).
Para poderse llevar a cabo es necesaria la participacion de unas enzimas denominadas silicateinas
responsables de la transformacion de silicio inorganico en biosilica (Schréder y cols., 2012). Una vez que
el organismo muere, la frastula sedimenta en el fondo marino. La nueva reposicion del silicio procedente
del fondo marino a la fraccion terrestre sélo acontece con la elevacion de montafias del fondo marino o
por un proceso de subduccion, hecho que implica normalmente millones de afios hasta que el silicio se
reincorpora de nuevo a la etapa terrestre (Exley, 1998). Ademas del proceso de biosilificacion de
diatomeas y esponjas silicicas ya comentado, las plantas y los animales superiores también han
desarrollado sus propios sistemas para incorporar silicio, aunque no han sido todavia totalmente
dilucidados. Las plantas toman el silicio del suelo en forma de silicato de aluminio (Dahlgren, 1993). El

silicio suele representar el 1% del peso seco de la planta, aunque en algunos casos alcanza el 10% del
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peso seco. Los animales superiores toman el silicio del agua y de los alimentos principalmente los de

origen vegetal.

Como consecuencia del ciclo biogeoquimico las fuentes terrestres de silicio son hoy mucho
menores de lo que eran en el origen de la Tierra, y van a seguir reduciéndose a lo largo de los afios. Hay
otro factor que también ha contribuido al marcado descenso del silicio en aguas continentales. Antes de la
aparicion de los seres vivos en la Tierra la transformacién de &cido silicico en silice amorfa era minima.
Por ello, la concentracion de &cido silicico en el agua era alta, del orden de milimolar, y se mantenia
gracias a la erosion de las rocas terrestres. A partir de la aparicién de los seres vivos y muy especialmente
de las diatomeas, el &cido silicico comenzé a convertirse en silice amorfo. Este proceso de condensacién
y polimerizacion del acido silicico supone por tanto una pérdida neta de silicio disponible para la biosfera
(Exley, 1998).

Dentro de las formas de silicio de la fraccion terrestre el cuarzo es la més abundante. Se trata de
una estructura cuyo proceso de erosion por reaccion con el diéxido de carbono (CO;) es muy lento.
Parece que los fitolitos participan de forma muy activa en su intemperizacion (Meunier, 2003). Las
reacciones de erosion de los minerales son dependientes de la concentracion del producto de la reaccion,
en este caso el acido silicico. Debido a la disminucion de la concentracion de acido silicico por la
transformacién a silice amorfa por los organismos vivos y su acumulacion en la fraccion marina, el
proceso de erosion aumenta (Exley, 1998). Por todas estas causas, el ciclo biogeoquimico del silicio
implica una deficiencia progresiva de silicio que conlleva grandes variaciones de la concentracién de
silicio en las aguas continentales a nivel global. Ademas, la concentracion del silicio en el agua es
también muy diferente entre unas zonas y otras ya que ésta depende de los procesos de erosion de las

rocas que se encuentran en cada area (Birchall y Exley, 1992).

4.1.3. Consumo de Silicio

Existe evidencia de que la ingesta de silicio puede ejercer efectos beneficiosos sobre la salud,
aungue adn no se han definido las ingestas de referencia. De hecho, muchos todavia no reconocen al
silicio como un micronutriente esencial a pesar de que se encuentra a una concentracion de 1-2 g en el
cuerpo humano y no somos capaces de sintetizarlo (EFSA, 2004; Commission of the European
Community, 1993). Se ha sugerido una dosis diaria mayor de 20-30 mg para un adulto de 70 kg
(Boguszewska-Czubara y Pasternak, 2011). El comité de expertos en vitaminas y minerales estima un
consumo maximo de 560 mg/dia considerando como fuentes de silicio los alimentos, los suplementos y el
agua de bebida (Expert group on vitamins and minerals, 2003). Asimismo, dicho Comité a partir de
estudios de toxicidad realizados en animales, establece una ingesta maxima tolerable (UL) de 700 mg/dia

de silicio que equivale a 1500 mg/dia de SiO; (EFSA, 2009). La dosis sin efecto adverso observado
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(NOAEL) se sitla, sin embargo, por encima de los 5000 mg/kg p.c. en humanos (Expert group on
vitamins and minerals, 2003), de 2500 mg/kg p.c. en ratas y de 7500 mg/kg p.c. en ratones (Takizawa y
cols., 1988).

No se han encontrado datos publicados sobre el consumo de silicio en Espafia, pero existen algunos
estudios en diferentes paises que permiten extrapolar una ingesta aproximada. La ingesta media de silicio
de la poblacion finesa es de 29 mg/dia y la de la poblacion belga de 19 mg/dia (Van Dyck y cols., 1999).
Hay que destacar que en Inglaterra se han llevado a cabo numerosos estudios no solo sobre la ingesta de
silicio, sino también sobre la cantidad y biodisponibilidad de silicio de los diferentes alimentos
(Jugdaohsingh y cols., 2002; McNaughton y cols., 2005; Powell y cols., 2005). Consumiendo una dieta
tipica inglesa, la ingesta se encuentra entre 20 y 50 mg/dia, lo que corresponde a 0,3-0,8 mg/kg de
peso/dia (Pennington, 1991; Bowen y Peggs, 1984). En Estados Unidos la ingesta es de 24 a 33 mg/dia
(Jugdaohsingh y cols., 2002). Aunqgue el consumo de silicio en los diferentes paises, o incluso en distintas
zonas de un mismo pais, es muy variable, se ha estimado que en general en la sociedad occidental la
ingesta de silicio es aproximadamente de 20-50 mg/dia (Aguirre y cols., 2007). EI consumo de silicio es
mayor en hombre que en mujeres y que en ambos sexos disminuye con la edad (Jugdaohsingh y cols.,
2002). En paises orientales como India y China, donde la dieta esta basada en productos vegetales, la
ingesta puede llegar hasta 200 mg de silicio al dia (Jugdaohsingh y cols., 2002).

4.1.4. La dieta como fuente de silicio

El aporte de silicio a través de la dieta se puede dividir en dos grandes bloques: el que aportan los
alimentos, y el que aportan las bebidas. Por Gltimo, también deben considerarse como fuente de silicio los

aditivos alimentarios y suplementos que se describirdn también en este apartado.

El silicio se encuentra en mayor concentracion en los alimentos de origen vegetal que en los de
origen animal (Powell y cols., 2005). Dentro de los primeros el silicio se encuentra mayoritariamente en
los cereales integrales, hortalizas como las judias verdes y frutas como el platano. Aunque el contenido de
silicio en este tipo de alimentos es alto, su biodisponibilidad en la mayoria de ellos es muy baja. Esto se
debe a que el silicio suele estar en forma de polimeros o especies coloidales que tienen que convertirse en
las formas monoméricas para poder absorberse (Robberecht y cols., 2009). Por ello y de forma didactica,
se ha establecido que generalmente la biodisponibilidad del silicio procedente de los alimentos es
inversamente proporcional a la concentracion a la que se encuentra en los mismos. No obstante, son
precisamente los alimentos con mayor contenido de silicio los que mas contribuyen al aporte de silicio, a
pesar de que su grado de absorcion sea reducido (Robberecht y cols., 2009). EI consumo de productos
derivados de granos incluyendo cereales, harinas, pastas, masas, hojaldres y arroz (no integral)

contribuyen en un 14% a la ingesta total de silicio, mientras las hortalizas contribuyen un 8%
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(Pennington, 1991). Si nos centramos en la dieta tipo occidental, la mayor fuente de silicio son los
cereales (30%), seguidos de frutas, y hortalizas (Mancinella, 1991). Sin embargo, el aporte de silicio de
una dieta rica en fibra es aproximadamente el doble que el de una dieta pobre en fibra (Robberecht y cols.,
2009). Se debe tener en cuenta que, durante el procesamiento y refinado de los granos, parte del silicio es

eliminado y por tanto suponen un aporte menor.

Respecto a las bebidas, el silicio se encuentra en el agua, café y cerveza. El consumo de estas
bebidas supone méas de un 55% de la ingesta total de silicio (Pennington, 1991). La cerveza por su
contenido en cebada y llpulo, es la fuente mayoritaria de silicio con concentraciones entre 9 y 39mg/L
(Bellia 'y cols., 1994; Sripanyakorn y cols., 2004). El contenido de silicio en el agua de abastecimiento
varia desde 1 hasta 100mg/L en funcién de la presencia de silicio en el terreno por el que discurre dicha
agua. Son especialmente ricas las aguas minerales procedentes de manantiales y pozos situados en zonas
geograficas con abundante silicio (Barnett y cols., 1969). En el Reino Unido las concentraciones de silicio
son menores de 2,5 mg/L en el norte y en el oeste, pero superan los 14 mg/L en el sur y en el este del pais
(Dobbie y Smith, 1982; Taylor y cols., 1995). En las principales ciudades de Francia la concentracion de
silicio se encuentra entre 4 y 11mg/L. En Estados Unidos la cantidad esta entre 18 y 20 mg/L. En el caso
de las aguas embotelladas la cantidad de silicio varia de 8 a 36 mg/L. Sin embargo, en algunos casos
como en aguas embotelladas procedentes de Malasia o Islas Fiyi, debido principalmente a la abundancia
de rocas volcanicas en dichos paises, el silicio se encuentra en concentraciones de 40 mg/L y 85 mg/L,

respectivamente (Martin, 2013).

El silicio también se emplea como aditivo alimentario en la industria alimentaria. Suele afiadirse al
alimento durante las etapas de procesamiento, manufacturado o distribucion formando parte de agentes
antiaglomerantes, espesantes, estabilizantes y clarificantes (Villota y cols., 1986). Sin embargo, en estos
aditivos el silicio se encuentra en forma de silicatos considerados muchos de ellos de dificil absorcidn,
especialmente las formas poliméricas o el SiO, amorfo. Por ello, la biodisponibilidad de estos aditivos es
muy limitada. Por Gltimo, los suplementos de silicio constituyen una fuente alternativa ya que contienen
acido ortosilicico u otras formas facilmente solubles en agua y por tanto de mas facil absorcion (Van Dick
y cols., 1999; Barel y cols., 2005).

4.1.5. Biodisponibilidad de las diferentes formas de Silicio

La concentracién de silicio en los diferentes alimentos, bebidas o suplementos reviste importancia
y ha sido ampliamente estudiada. Sin embargo, la cantidad de silicio de los alimentos no siempre se
corresponde con la cantidad absorbida ya que la biodisponibilidad del silicio depende de la forma quimica

en la que se encuentre. Por ello se han llevado a cabo estudios que determinan la cantidad de silicio
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absorbida en funcién de la fuente de silicio que se consuma. El silicio en forma de &cido silicico se

absorbe entre un 20 y un 75% (Burns y cols., 2003).

Sripanyakorn y cols. (2009) compararon la absorcion y excrecion de las principales formas de
silicio que se aportan a los organismos vivos bien a través de la dieta 0 como suplementos. Incluyeron
acido ortosilicico, monometilsilanotriol, cerveza sin alcohol, platanos, judias verdes, acido ortosilicico
estabilizado con colina, silice coloidal y un silicato de magnesio. El porcentaje de la dosis ingerida de
silicio que es excretada en orina fue muy elevado en el caso de la cerveza sin alcohol y el
monometilsilanotriol (64%) seguido del de las judias verdes (44%), acido ortosilicico (43%), &cido
ortosilicico estabilizado con colina (17%), platanos y silicato de magnesio (4%) y por Gltimo de la silice
coloidal (1%). Los platanos y el silicato de magnesio fueron los que provocaron menores aumentos de

silicio en sangre después de su ingestion.

Para conocer si existen otros factores, ademés de la forma de silicio consumida, que influyan
potencialmente en la absorcion y excrecion de silicio procedente de la dieta, se ha Ilevado a cabo un
estudio con 26 pacientes. Jugdaohsingh y cols. (2013) concluyeron que ni la edad, ni el sexo, ni el nivel
de estrdgenos afectaban la absorcion y excrecion del mineral. Segin Popplewell y cols. (1998),
aproximadamente, el 75% del silicio plasmaético es eliminado por la orina en un periodo de 3 a 8h desde

la ingestion.

4.1.6. Niveles de Silicio en los tejidos

El silicio es el tercer elemento traza mas abundante en el cuerpo humano después del hierro y el
zinc (Bisse y cols., 2005; Sripanyakorn y cols., 2005) y esta presente en todos los tejidos (Jugdachsingh y
cols., 2013). En algunos estados patoldgicos se ha observado un descenso en los niveles de silicio en los
tejidos (Bisse y cols., 2005). En mamiferos, la concentracion de silicio varia entre 1-10 ug/g, por tanto,
asumiendo una distribucidon similar en todos los tejidos se puede extrapolar que el contenido total de
silicio en un adulto de 70 kg puede variar entre los 70 y los 700 mg (Carlisle, 1984). Se ha observado
también que la cantidad de silicio en los tejidos aumenta cuando se consumen suplementos (Pruksa y
cols., 2014). La concentracién mas alta de silicio se ha encontrado en estructuras ricas en tejido
conectivo, como la arteria aorta, pero también en la traquea, huesos y piel (Popplewell y cols., 1998;
Jugdaohsingh, 2007; Jugdaohsingh y cols., 2008). La cantidad de silicio en higado, corazén, musculo y

pulmones es de cuatro a cinco veces mas baja (Boguszewska-Czubara y Pasternak, 2011).

Los niveles séricos de silicio son similares a los de otros elementos traza y parecen dependientes de
la edad y el sexo. Con las primeras técnicas analiticas se describieron concentraciones plasmaticas de
silicio del orden de 50-60 pg/dL (Dobbie y Smith, 1982; Carlisle, 1984). Mas recientemente,

dependiendo de la poblacion estudiada y el método analitico utilizado, se han definido niveles entre 11y
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31 pg/dL (Bisse y cols., 2005). Se han realizado numerosos estudios para establecer valores de referencia
de silicio plasmatico. Bisse y cols. (2005) en poblacién alemana sana observaron que las concentraciones
plasmaticas de silicio varian en funcion de la edad y el sexo. Destacan especialmente el descenso de las
concentraciones de silicio observados en mujeres post-menopadsicas respecto a pre-menopadusicas, por lo
que la disminucidn de estos niveles parece estar relacionada con mecanismos hormonales. Van Dyck y
cols. (2000) analizaron concentraciones plasmaticas de silicio en la poblacion belga. Los nifios menores
de un afio presentaron unas concentraciones de silicio mas altas que los adultos. De nuevo se observa la
pérdida de silicio con la edad. También es destacable la baja concentracion de silicio en mujeres
embarazadas en comparacion con mujeres no gestantes de la misma edad. Una posible explicacion a estos
resultados es la transferencia materno-fetal de grandes cantidades de silicio para garantizar el desarrollo
de tejidos. Estos autores realizaron una comparacion entre sus resultados y los obtenidos en otros estudios
llevados a cabo en diferentes paises. Las concentraciones de silicio encontradas fueron similares en todos
los estudios. Llama especialmente la atencién que en un estudio realizado por Huang (1995) en la
poblacién china, los niveles de silicio no fueran significativamente mas elevados que los encontrados en
la poblacién occidental, a pesar de que la ingesta diaria de silicio fuera casi diez veces mas alta entre los

orientales.

4.1.7. Efectos toxicos

Los efectos tdxicos del silicio, aparecen como consecuencia a una exposicion ambiental
normalmente involuntaria, y son generalmente provocados por la inhalacion de silice cristalina y asbestos
de silice procedente de fabricas donde se procesa este elemento. El silicio es reconocido como
carcindgeno pulmonar por silicosis y ashestosis después de una exposicion prolongada a material en

suspension (Mossman y Churg, 1998; Freire y cols., 2013)

Entre las enfermedades relacionadas con el silicio destaca la silicosis, una enfermedad pulmonar
causada por la inhalacién continua de polvo de minerales que contienen silice. Se caracteriza por fibrosis
progresiva y reduccién crénica de la capacidad pulmonar. La asbestosis tiene una etiologia y patologia

similares a la silicosis, pero se diferencia de ella en el tipo y tiempo de exposicion (Pollard, 2016).

Ademas de los efectos debidos a la inhalacion de particulas de silicio se han descrito algunos
efectos toxicos debidos a nanoparticulas de silicio. En estos casos el tamafio de las nanoparticulas parece
un factor crucial en el proceso de toxicidad. Shim y cols. (2014) observaron que las nanoparticulas de
SiO; eran capaces de unirse a proteinas de la sangre y de un homogenado de cerebro provocando la

pérdida de su funcionalidad.
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4.2. El silicio y sus beneficios potenciales sobre la salud

Considerando su abundancia en la naturaleza, se ha especulado que el silicio presenta beneficios
para la salud. Se piensa que tiene funciones especificas tanto bioquimicas como bioldgicas, aunque ain
no se han encontrado evidencias determinantes (Martin, 2013), desconociéndose todavia muchos de los
mecanismos que pueden estar implicados en tales efectos (Birchall, 1995). Por todo ello en las dltimas
décadas se ha observado un creciente interés sobre los efectos a nivel de salud y el potencial terapéutico
de las diferentes formas biodisponibles de silicio.

Los principales efectos contrastados del silicio estan relacionados con la mineralizacién 6sea,
disminucidn del riesgo de CVD y de enfermedades neurodegenerativas (Jurkic y cols., 2013). Ademas, se
ha descrito la implicacion activa del silicio en la prevencion del envejecimiento de la piel. Barel y cols.
(2005) llevaron a cabo un estudio aleatorizado en mujeres entre 40 y 65 afios con claros sintomas de
envejecimiento. El tratamiento oral durante 20 semanas con acido ortosilicico estabilizado con colina
produjo frente a placebo una mejoria significativa de la epidermis y de sus propiedades mecéanicas. Se
observaron también efectos en el pelo y las ufias de las pacientes. Entre los mecanismos responsables de
tales efectos se propuso la estimulacién en la produccién de colageno y glucosaminoglicanos promovida

por el consumo oral de &cido ortosilicico.

La habilidad del silicio para actuar como inmunomodulador ha sido demostrada por varios autores
(Antonini y cols., 2000; Koo y cols., 2006; Yoo y cols., 2001). La exposicién subcrdnica a silice cristalina
estimula la respuesta inmune en los pulmones. Provoca un aumento de neutréfilos, células natural killer
(NK) y linfocitos T (Antonini y cols., 2000). En otros estudios se ha empleado un agua mineral aniénica
basica denominada Borodon® en caballos (Koo y cols., 2006) y cerdos (Yoo y cols., 2001). Se detectd un
aumento de linfocitos T en sangre y 6rganos linfaticos secundarios de estos animales. Aunque no se
conoce el mecanismo concreto, el efecto ha sido directamente atribuido al contenido en silicato de sodio

(60% del contenido total) del agua mineral.

4.2.1. Mineralizacion y salud 0sea

Sin duda una de las funciones potenciales del silicio, estudiada desde la década de los setenta, es la
mineralizacion Osea. Este aspecto ha sido la principal causa para que comenzara el debate sobre si el
silicio debia considerarse un micronutriente esencial 0 no. Existen hasta la fecha un gran nimero de
articulos en relacion a los efectos tanto de la deprivacion (Schwarz y Milne, 1972; Carlisle, 1972) como
de la suplementacion de silicio (Schiano y cols., 1979) a nivel 6seo. Incluso se encuentran en la literatura
importantes revisiones donde se trata Gnicamente este aspecto del silicio (Jugdaohsignh, 2007; Rodella y
cols., 2014). Sin embargo, dado que la mineralizacién y salud 6sea no son objeto de estudio en la presente

tesis, s6lo se comentaran brevemente los principales descubrimientos.
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Los primeros estudios de deprivacion de silicio llevados a cabo en animales pusieron de manifiesto
la aparicion de alteraciones 6seas y disfuncion del tejido conectivo (Schwarz y Milne, 1972; Carlisle,
1972; Carlisle, 1976; Carlisle, 1980). Por otra parte, la suplementacion con silicio redujo el riesgo de
osteoporosis, aumentando la densidad mineral 6sea (Schiano y cols., 1979; Eisinger y Clairet, 1993).
Ademas, el silicio mejoré las propiedades mecénicas del hueso al compensar el balance entre aparicion y
resorcion dsea (Maehira y cols., 2009). El silicio es capaz de inducir la sintesis de osteocalcina y la
actividad fosfatasa alcalina en osteoblastos, lo que se traduce en formacion 6sea (Reffitt y cols., 2003). Al
parecer en las mujeres existe una interaccion entre los estrégenos y el silicio para proteger la salud ésea
(Macdonald y cols., 2012). Ademas, se cree que el silicio necesita la presencia de vitamina K como
cofactor nutricional adicional para poder llevar a cabo sus efectos beneficiosos (Jugdaohsingh y cols.,
2008).

Ademas, en estudios de cohortes en Estados Unidos y en Inglaterra se observé una relacion entre el
consumo de silicio y la densidad mineral ésea, poniendo de manifiesto la importancia de una dieta rica en
silicio (Jugdaohsingh y cols., 2004). Por todo ello, se considera que el silicio, como suplemento o
procedente de la dieta, puede garantizar el balance 6seo y como consecuencia reducir el riesgo de
osteoporosis (Landis y cols., 1986). De hecho, un estudio de Jugdaohsingh y cols. (2013) ha demostrado

que la concentracion de silicio en los huesos esta relacionada con el consumo de silicio de la dieta.

4.2.2. Neuroproteccion con especial implicacion en la Enfermedad de Alzheimer

El efecto neuroprotector del silicio ha sido ampliamente estudiado, pero siempre ligado a su
capacidad para disminuir los niveles de aluminio en el organismo (Martin, 2013). La idea de que el silicio
pudiera afectar a los niveles de aluminio en el organismo surgié a partir de las interacciones silicio -
aluminio observadas en las reacciones inorganicas (Boguszewska-Czubara y Pasternak, 2011). Por otra
parte, un estudio realizado por Rondeau y cols. (2009) analizd en 1925 pacientes ancianos la asociacion
entre la exposicién a aluminio o silicio del agua y el riesgo de pérdida cognitiva, demenciay EA. Un

aumento de 10 mg de silicio al dia redujo significativamente el riesgo de demencia.

La patogénesis molecular de la EA incluye muchos factores de riesgo entre los que destacan la
deposicion extracelular de -amiloide, la acumulacidn intracelular de ovillos neurofibrilares, dafio por
estrés oxidativo, y activacion de la cascada inflamatoria (Chopra y cols., 2011). Aungue continuda siendo
objeto de debate, el aluminio parece jugar un papel crucial en la oligomerizacion del f-amiloide y su
concentracién aumenta en el cerebro de pacientes con EA y enfermedad de Parkinson (Kawahara y
Negishi, 2011). Ademas, se ha demostrado que el aluminio, a pesar de ser un metal activo no formador de
radicales libres, contribuye al estrés oxidativo al aumentar la generacion de ROS. En conjunto los

estudios claramente indican que el aluminio promueve el estrés oxidativo provocando la muerte neuronal
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(Gupta y cols., 2005). Algunos estudios epidemioldgicos sugieren que el silicio puede tener un papel
protector contra el dafio del aluminio reduciendo la absorcion intestinal del aluminio y/o aumentando su
excrecion (Gillette-Guyonnet y cols., 2007; Edwardson y cols., 1993), evitando asi su deposicion y
acumulacion dentro del cerebro. Segln estos estudios solo la forma oligomérica de silicio, no la
monomérica, puede prevenir la absorcion de aluminio a nivel gastrointestinal. Esta hipétesis refuerza la
importancia de la forma quimica en la que se administra el silicio (Jugdaohsingh y cols., 2000). Este
elemento traza reacciona con el aluminio formando complejos; de hecho, los aluminosilicatos son los

silicatos mas prevalentes en la naturaleza.

La concentracion relativa de aluminio y silicio en el agua de bebida es importante para determinar
el beneficio o detrimento en relacién al riesgo de EA (Seaborn y Nielsen, 1994). Asi se observan grandes
diferencias entre las aguas blandas, pobres en silicio y con mayor contenido de aluminio, y las aguas
duras, con mayor contenido en silicio y menor en aluminio (Taylor y cols., 1995). Exley y cols. (2006)
demostraron que el consumo durante 5 dias de un agua mineral rica en silicio redujo significativamente
los niveles generales de aluminio en el organismo, presumiblemente por una reduccidn en la absorcién de
aluminio como apoyan las menores concentraciones de aluminio en orina. Estos autores proponen
basandose en estos resultados el uso de suplementos de silicio como terapia no invasiva para reducir los
depositos de aluminio en pacientes de EA. Davenward y cols. (2013) observaron que el consumo de al
menos 1 L/dia de agua mineral rica en silicio durante 12 semanas promovid la excrecion urinaria de

aluminio sin aumentar la excrecioén de micronutrientes como cobre y hierro (Davenward y cols., 2013).

En un estudio con ratones intoxicados con aluminio, Gonzélez-Mufioz y cols. (2008a) observaron
que el consumo de cerveza y de acido ortosilicico redujo no s6lo los niveles de aluminio en el cerebro,
sino también el estrés oxidativo cerebral causado por la toxicidad del aluminio, a través de modular la
expresion de genes pro-inflamatorios y enzimas antioxidantes (Gonzalez-Mufioz y cols., 2008b). En otro
estudio realizado con cerveza se encontrd un aumento en la excrecién urinaria de aluminio. Bellia y cols.
(1996) atribuyeron este resultado a la interaccion entre aluminio y silicio formando
hidroxialuminosilicatos y evitando con ello la reabsorcion de aluminio y por tanto la toxicidad potencial

de este mineral.

La habilidad del silicio para disminuir la toxicidad del aluminio ha sido, sin embargo, objeto de
amplia controversia (Drleke y cols., 1997; King y cols., 1997). Una posible razén es que el acido
ortosilicico, empleado en dichos estudios, tiene baja afinidad por el AI** como demostraron
posteriormente Farmer y Lumsdon (1994). Jugdaohsingh y cols. (2002) concluyeron que para que el
aluminio y el silicio se unan formando complejos es necesario que al menos uno de los dos elementos se

encuentre en forma polimérica.
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4.2.3. Reduccion del riesgo de aterosclerosis, enfermedades vasculares y Diabetes Mellitus

También se ha reconocido por estudios tanto biogquimicos como epidemioldgicos al silicio como
elemento traza protector de ateroesclerosis. El envejecimiento es uno de los factores de riesgo mas
importantes de las ECV. Como se ha discutido, con la edad acontecen reducciones en la concentracién de
silicio, lo cual parece a su vez contribuir a enfermedades crénicas como la ateroesclerosis. Como se ha
indicado anteriormente, la mayor concentracion de silicio en el organismo se encuentra en el tejido
conectivo y elastico, especialmente en la aorta y otras grandes arterias, donde acta como un agente
estabilizador del colageno fortaleciendo la vasculatura (Schwarz, 1977; Schwarz y cols., 1977). En la
génesis de la aterosclerosis se ha detectado un descenso de los niveles de silicio en la pared arterial
(Loeper y Lemaire, 1966; Loeper y cols., 1977), especialmente acusado en la fase inicial del desarrollo de
la placa de ateroma, lo cual podria indicar que la deficiencia de silicio causa un debilitamiento inherente
de las paredes de los vasos sanguineos. Con el fin de comprobar este efecto y evaluar el mecanismo se
han llevado estudios en varios modelos animales, algunos de los cuales comentaremos de forma resumida
a continuacion.

Trinca y cols. (1999) evaluaron el efecto antiateromatoso del silicio en conejos alimentados con
dieta aterogénica suplementada o no con silicato de sodio. En el grupo con silicio los niveles de lipidos
totales, colesterol, triglicéridos, acidos grasos libres y fosfolipidos permanecieron en valores normales. En
un estudio posterior la administracion de silicio en conejos, tanto por via oral como intravenosa inhibi6 la
aparicion de placas de ateroma inducida por una dieta aterogénica, descendiendo el nimero de placas y
los lipidos en ellas depositados. EI mecanismo propuesto esta relacionado con la preservacion de la
arquitectura elastica de los vasos, y la menor acumulacién de lipidos en la intima (Loeper y cols., 1979).

Oner y cols. (2006) demostraron en ratas que el silicio de la dieta modifica la dilatacion endotelial
de anillos de aorta ejercida por relajantes endoteliales y atenua la respuesta del madsculo liso al 6xido
nitrico.

En relacion a la prevencién de ECV, hay evidencias de que el silicio es capaz de disminuir los
niveles plasmaticos de colesterol debido principalmente a un descenso en las fracciones de VLDL y LDL
(Wachter y cols., 1998; Peluso y Schneemanz, 1994). Maehira y cols. (2011) compararon los efectos del
silicio soluble e insoluble en ratas hipertensas. Después de 8 semanas de tratamiento observaron un
descenso de la presion sistdlica con las dos formas de silicio.

Por altimo, la relacién silicio y ECV ha sido demostrada en estudios epidemioldgicos. En Estados
Unidos se observo una elevada incidencia de muertes subitas, enfermedades cerebrovasculares,
hipertension arterial y enfermedad coronaria en zonas de consumo de aguas blandas. Se investigo el
posible efecto protector del calcio, magnesio, manganeso y silicio presentes en aguas duras (Tubek,
2006).

El silicio también parece tener efectos beneficiosos en relacion a la DM. Se ha observado que los

micronutrientes pueden regular el metabolismo y la expresidn de genes asociados con la glucemia
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influyendo asi al desarrollo y progresion de la DM (O’Connell, 2001). Oschilewski y cols. (1985)
observaron en un estudio en ratas BB propensas a sindrome metabélico que la administracion de silicio
inhibid casi por completo el desarrollo de diabetes. Atribuyeron dicho efecto a un descenso en la
infiltracion de macrdfagos en los islotes de Langerhans. En otro estudio con ratones susceptibles a
hiperleptinemia, hiperinsulinemia e hiperlipemia, la administracion de silicio mostro efectos
antidiabéticos promoviendo reduccion de la glucosa en sangre, aumento de sensibilidad a la insulina,
ademas de una mejora en la respuesta a leptina y adiponectina (Maehira y cols., 2011).

Todos estos resultados tan prometedores sugieren la clara necesidad de investigar los efectos de las

diferentes aplicaciones terapéuticas del silicio para la prevencion y manejo de la DM (Martin, 2013).

4.2.4. Efecto antioxidante del Silicio

Las propiedades antioxidantes del silicio han sido estudiadas de forma detallada en gran variedad
de especies vegetales sometidas a diferentes situaciones de estrés. Por ejemplo, se ha estudiado el efecto
de la suplementacion de silicio en situaciones de exceso de sal en cebada (Liang, 1999; Liang y cols.,
2003) y pepino (Zhu y cols., 2004). Otros estudios se han centrado en el efecto antioxidante del silicio en
trigo en situaciones de sequia (Gong y cols., 2005; Tale Ahmad y Haddad, 2011). Todos estos autores
atribuyen los beneficios del silicio al aumento en la actividad de algunas de las enzimas antioxidantes
estudiadas. Ademas, algunos detectan una disminucion en los niveles de lipoperoxidos (LPO) y peroxido
de hidrégeno (H205).

Estos estudios sobre la actividad antioxidante del silicio, tan frecuentes en plantas, son mucho mas
escasos en mamiferos. Gonzalez-Mufioz y cols. (2008b) demostraron un aumento de la expresién de
enzimas antioxidantes cerebrales en ratas tratadas con aluminio y silicio, aunque estos autores lo
atribuyen en parte a la disminucion del contenido en aluminio. En otro estudio realizado en células
sanguineas de voluntarios sanos se describe la capacidad del tratamiento con cerveza no sélo para reducir
la toxicidad debida a los ROS, sino también para reducir su formacion. Sin embargo, los autores no
relacionan el contenido de silicio con este efecto (Winkler y cols., 2006). Por dltimo, Kim y cols. (2013)
observaron una gran capacidad antioxidante del silicio que evaluaron in vitro mediante la técnica del 2,2
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).

5. Importancia de la dieta en las enfermedades crénicas

Los estudios epidemioldgicos sobre la relacion entre los habitos alimentarios y el riesgo de padecer
una enfermedad han demostrado que la dieta tiene un impacto importante sobre la salud (Cilla y cols.,

2013). Asi mismo una dieta desbalanceada se considera un factor de riesgo clave de las enfermedades
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crénicas relacionadas con la edad. En particular la dieta occidental rica en AGS y pobre en fibra se asocia

con un mayor riesgo de patologias crénicas (Cilla y cols., 2013).

En las recomendaciones para la prevencion de la mayoria de enfermedades cronico-degenerativas
destaca la importancia de la calidad de la dieta y de un estilo de vida saludable, que contribuyen
claramente a una disminucion de la prevalencia de este tipo de patologias (Sanchez-Muniz y cols., 2013;
Sanchez-Muniz y Sanz-Pérez, 2015, 2016). Desafortunadamente los habitos alimentarios son muy
dificiles de modificar ya que afectan a costumbres muy afianzadas tanto a nivel individual como
poblacional. Los alimentos funcionales constituyen una estrategia eficaz en la prevencién y tratamiento
de las enfermedades degenerativas ya que permiten mejorar la calidad de la dieta sin necesidad
tedricamente de modificar los habitos alimentarios en gran medida. Los consumidores se inclinan
actualmente por las versiones mas saludables de sus productos favoritos en vez de disminuir el consumo

de los mismos para cumplir lo aconsejado en las guias nutricionales (Canham, 2014).

5.1. Alimentos funcionales

Los alimentos funcionales se encuentran dentro de la categoria de nuevos alimentos y se disefian
especificamente para producir efectos beneficiosos para la salud. Se consideran alimentos funcionales
todos aquellos que demuestren cientificamente un efecto positivo sobre una o mas funciones selectivas
del organismo, ademas de sus efectos nutritivos intrinsecos, de modo tal que resulte apropiado para
mejorar el estado de salud y bienestar, reducir el riesgo de enfermedad, o ambas cosas (Ashwell, 2002).
Dichos efectos beneficiosos se deben conseguir con un consumo normal de ese alimento dentro de una
dieta equilibrada (Diplock y cols., 1999).

Existen diferentes estrategias a la hora de disefiar un alimento funcional. Las principales quedan

recogidas en la figura 13.
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— “Per Natura™: el alimento tiene propiedades sin necesidad de modificarse

— Aumento de un componente ya presente en el alimento

— Adicién de un componente que no estaba presente en el alimento

—— Eliminacién de un componente nocivo del alimento

ALIMENTOS
FUNCIONALES
I

—— Sustitucion de un componente nocivo por otro saludable que no tenia

—— Cambios en la biodisponibilidad de sus componentes

Figura 13. Estrategias disponibles a la hora de disefiar un alimento funcional. Modificado de Sdnchez-Muniz,
(2004, 2005).

La buena aceptacion de los alimentos funcionales por parte de los consumidores se debe en gran
medida a la evolucion del concepto de nutricién a lo largo del tiempo. En las dos Gltimas décadas hemos
pasado de una nutricién adecuada, aquella que primaba el abastecimiento suficiente y seguro de alimentos
para sobrevivir, a una nutricion dptima dirigida a mejorar el bienestar fisico y mental y reducir factores de
riesgo de patologias cronicas. En este sentido, la calidad de la ingesta viene determinada tanto por los
nutrientes de los alimentos como por los compuestos no nutrientes que tienen impacto sobre la salud
(Sanchez-Muniz, 2005).

5.2. La carne como matriz para el disefio de alimentos funcionales

El consumo de carne y derivados ha sufrido un destacado aumento, paralelo al grado de desarrollo
de nuestro pais. Este hecho conlleva repercusiones tanto culturales como nutricionales (Carbajal-Azcona,
2004; Estudio ENIDE, 2011; Celada y cols., 2016a; Celada y Sanchez-Muniz, 2016). La carne esta
constituida mayoritariamente por agua (65-80%), proteinas (16-22%), en su mayoria de alto valor
biolégico, y pequefas cantidades de otros compuestos nitrogenados, grasas (2-13%), hidratos de carbono,
minerales y vitaminas. Como en otros alimentos existen diversos compuestos que, en determinadas
circunstancias y en proporciones inadecuadas, pueden afectar negativamente a la salud humana (Jiménez-
Colmenero y cols., 2010; Sanchez-Muniz, 2004; Sanchez-Muniz, 2005).

La ingesta excesiva de carne se ha relacionado con un aumento del riesgo cardiovascular y otras
enfermedades degenerativas debido principalmente al contenido en AGS (Celada y cols., 2016a; Celada y

Sanchez-Muniz, 2016). Por ello, los objetivos nutricionales recomiendan un menor consumo de carnicos
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con alta proporcion de materia grasa. Sin embargo, estas recomendaciones podrian modificarse si se
potencian las cualidades positivas de la carne, y se disminuyeran las negativas, lo que podria relacionarse
con el concepto de alimento funcional (Sanchez-Muniz, 2005). Debido a la diversidad de productos
carnicos que existen en la actualidad, los carnicos “funcionales” estan muy presentes en un mercado
emergente de alimentos con “valor afiadido” (Jiménez-Colmenero y cols., 2007; Jiménez-Colmenero y
cols., 2010; Olmedillay cols., 2013).

De las diferentes estrategias que se pueden emplear en la obtencion de un carnico funcional
destacan las modificaciones cualitativas y cuantitativas, con las que se pretende sustituir componentes
enddgenos de la carne por ingredientes exdgenos, limitando la concentracién de compuestos con efectos
fisioldgicos adversos e incrementando a su vez la concentracion de aquellos con efectos beneficiosos
(Jiménez-Colmenero, 2000; Jiménez-Colmenero y cols., 2001; Jiménez-Colmenero, 2007; Sanchez-
Muniz, 2004; Jiménez-Colmenero y cols., 2010). Nuestro grupo de investigacion lleva tiempo realizando
estudios con diferentes productos carnicos funcionales con el objetivo de demostrar sus posibles efectos
beneficiosos sobre la salud tanto en modelos animales como en individuos sanos. Los principales

ingredientes funcionales incluidos han sido: nuez, algas, glucomanano y espirulina, y antioxidantes.

Entre las ventajas de la carne como matriz para disefiar alimentos funcionales se encuentra en
primer lugar el elevado consumo de este alimento, muy por encima de los objetivos nutricionales. Debido
a la dificultad que entrafia el cambiar los hébitos alimenticios la obtencion de céarnicos funcionales
permitiria contrarrestar los efectos negativos derivados del elevado consumo de carne. Ademas, en el
mercado se ofertan muchos tipos diferentes de productos carnicos y derivados carnicos gque facilitan el
disefio de alimentos funcionales a partir de las diferentes estrategias. Por todo ello ya contamos
actualmente con numerosos productos carnicos reformulados en los que se ha modificado
considerablemente su composicion para optimizar la presencia de ciertos componentes. Asimismo, en
muchos de ellos se ha introducido un ingrediente funcional no carnico con una actividad bioldgica
demostrada (Jiménez-Colmenero y cols., 2010; Sanchez-Muniz y cols., 2012; Schultz y cols., 2013;
Delgado-Pando y cols., 2014; Gonzalez-Torres y cols., 2015; Celada y cols., 2015; Celada y cols., 2016b).

5.3. Evaluacion de los alimentos funcionales

Para que un alimento pueda considerarse funcional y se puedan incluir alegaciones en su etiquetado
es necesario demostrar cientificamente y de manera objetiva las propiedades sobre la reduccién del riesgo
de padecer una enfermedad o sobre la mejora de la salud. Para poder llevar a cabo dicha investigacion
cientifica es muy importante seleccionar parametros biol6gicos que permitan valorar adecuadamente los
cambios potenciales producidos por el alimento. Generalmente son marcadores que aparecen modificados

en una situacion patoldgica respecto a sus niveles fisioldgicos (Olmedilla-Alonso y cols., 2013).
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5.4. El silicio como ingrediente funcional

Las caracteristicas del silicio y sus diferentes formas, asi como sus efectos han sido previamente
descritos en el bloque 1 de la presente introduccion. El silicio es ya reconocido por la comunidad
cientifica como micronutriente esencial y si finalmente se fija sus ingestas de referencia, es previsible que
en los proximos afios aumente la comercializacion de suplementos de silicio (Anderson y cols., 2003). La
inclusién de silicio en diferentes alimentos como ingrediente funcional puede ser, por tanto, una estrategia
interesante y eficaz para conferir sus propiedades a matrices que no las presentan, y asegurar el nivel

Optimo de consumo de este elemento traza.

Uno de los aspectos mas importantes para emplear una sustancia como ingrediente funcional es
demostrar su perfil de seguridad. Ya que el silicio ha sido ingerido como aditivo alimentario durante
décadas (Canham, 2014) por su uso como agente antiaglomerante, espesante, estabilizante y clarificante
en la industria alimentaria (Villota y cols., 1986), su seguridad esta garantizada. El silicio amorfo de
calidad alimentaria (E551) en sus diferentes presentaciones (micronizado, precipitado, gel o silice
coloidal) tiene el estado GRAS (generally recognized as safe) de la Food and Drug Administration (FDA)
(Canham, 2014).

Otra caracteristica a tener en cuenta a la hora de seleccionar un ingrediente funcional es su color y
caracteristicas organolépticas, asi como la posibilidad de modificar las de la matriz en la que se va a
incluir. El silicio se solubiliza en mayor medida en el intestino que en el estomago, lo que evita que
confiera un sabor desagradable al alimento (Canham, 2014). No obstante, los efectos que impliquen
cambios en neurotransmisores y otras sustancias como cannabinoides y endorfinas son desconocidos.
Ademas, el aditivo E551 micronizado es de color blanco lo que facilita su enmascaramiento en la matriz
sin apenas modificar el color de la misma. Shabir y cols. (2012) concluyen que desde un punto de vista
organoléptico el silicio es aceptado a concentraciones moderadas cuando se afiade en forma de

microparticulas a diferentes alimentos.

Dado que el contenido de silicio en la carne es muy reducido, su inclusion como ingrediente para
formular un carnico funcional podria ser interesante. Las propiedades beneficiosas del silicio a nivel de
ECV y DM2 pueden contrarrestar los efectos nocivos atribuidos a un elevado consumo de carne en esos
pacientes; sobre todo si la carne y derivados carnicos forman parte de una dieta variada y rica a su vez en
productos vegetales con alto contenido en compuestos bioactivos (Celada y Sanchez-Muniz, 2016; Celada
y cols., 2016a).
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INTERES DEL ESTUDIO Y OBJETIVOS
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El silicio es un micronutriente esencial que ha demostrado tener efectos beneficiosos para la
salud. Existen grandes diferencias en su distribucion entre unas zonas geogréaficas y otras, provocando
diferencias en la concentracion de silicio en las aguas de abastecimiento. Este hecho, sumado a los
habitos alimentarios caracteristicos de cada region hace que el consumo de silicio sea muy variable,
especialmente si se compara oriente y occidente. Se han detectado también diferencias en el consumo de
silicio entre ambos sexos. Al no haberse establecido todavia un valor de referencia para el silicio no se
pueden identificar aquellos grupos de poblacion con un consumo que no garantice sus efectos positivos
sobre la salud. Por esta misma causa, actualmente el consumo de suplementos de silicio no es una practica
habitual.

En lineas generales, los habitos alimentarios tipicos de los paises occidentales proporcionan pocos
alimentos de origen vegetal, lo que conlleva una ingesta baja de silicio. Ademas, debido a su ciclo
biogeoquimico las concentraciones de silicio en el agua de abastecimiento y en los alimentos de origen
vegetal van a ser progresivamente menores. Por todo ello, la necesidad de suplementar el silicio en la
dieta parece previsible, particularmente cuando se fije el valor de referencia de este micronutriente. El
disefio de alimentos funcionales que contengan silicio como ingrediente funcional puede ser una
estrategia de gran utilidad para aumentar su consumo sin necesidad de modificar los habitos alimentarios
de la poblacion. El uso extendido de silicio como aditivo alimentario garantiza la seguridad de este
elemento, y facilita su incorporacion en matrices de diferentes caracteristicas. La carne, con un consumo
muy elevado en los paises occidentales, se ha empleado como matriz de alimentos funcionales ya que por
sus caracteristicas permite una facil incorporacion de nuevos ingredientes. Los carnicos funcionales han
demostrado efectos beneficiosos en modelos experimentales de rata al mejorar algunos marcadores
importantes de ECV y DM2.

Por otra parte, la revision bibliografica de los efectos del silicio a nivel de salud demuestra su
participacion activa en las principales enfermedades crénico-degenerativas relacionadas con la edad
(osteoporosis, EA, ECV, y DM2). Es precisamente en los ancianos donde se han registrado las menores
concentraciones plasmaticas de silicio, debido a la disminucion de la concentracion plasmatica de silicio
con la edad, presentando este grupo por ello una menor proteccién ante dichas enfermedades. Los efectos
neuroprotectores del silicio, junto con su papel a nivel de salud dsea, han sido los més estudiados. Sin
embargo, su capacidad para reducir el riesgo de EA se ha atribuido exclusivamente a su habilidad para
limitar la absorcion de Al, y aumentar su excrecion, disminuyendo los niveles de este mineral toxico en el
cerebro. La posibilidad de que existan otros mecanismos que participen en el efecto neuroprotector del

silicio no ha sido estudiada.

El estrés oxidativo se considera un factor implicado tanto en el proceso de envejecimiento como
en las patologias cronicas relacionadas con el mismo. Los antioxidantes han sido propuestos como

alternativa efectiva en la prevencidn y tratamiento temprano de estas enfermedades. Aunque el efecto
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antioxidante del silicio ha sido abundantemente descrito en plantas, no hay datos en mamiferos, y no se ha

estudiado si un posible mecanismo antioxidante podria ser la causa de sus beneficios sobre la salud.

Teniendo en cuenta todos estos aspectos, el objetivo central de este trabajo es evaluar los
posibles mecanismos del silicio responsables de sus efectos protectores tanto a nivel neuronal como

hepatico e intestinal en modelos in vitro e in vivo.
De forma mas concreta se plantean los siguientes objetivos primarios:

1. Caracterizar los mecanismos de proteccion del silicio en células de neuroblastoma humano SH-
SY5Y en ausencia y presencia de estrés oxidativo.

2. Analizar la posibilidad de emplear el silicio como ingrediente funcional incluido en una matriz
carnica. Determinar el impacto del consumo del carnico funcional enriquecido con silicio sobre el
metabolismo lipoproteico y los principales factores del NAFLD (indice NAS, apoptosis y estrés
oxidativo) en ratas alimentadas con una dieta alta en grasa saturada y colesterol.

3. Estudiar el posible efecto del silicio sobre la digestion y absorcién de hidratos de carbono y
grasas. Determinar la capacidad inhibitoria in vitro de la enzima a-glucosidasa. Efectos in vivo
sobre la glucemia y trigliceridemia postprandiales tras una administracién aguda y una

administracion subcronica de silicio en ratas Wistar sanas.
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RESULTADOS
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Expresion de resultados.

Para una lectura més facil de este apartado se ha dividido esta seccion en capitulos 1 a 3

que responden a los objetivos primarios planteados en esta memoria de Tesis Doctoral.

En cada capitulo, a modo de subseccion, se han definido: los articulos integrados en él,
una breve introduccion, objetivos y disefio experimental incidiendo en los detalles
metodologicos mas relevantes. A continuacién, se incluye cada uno de los articulos, con una
pagina a modo de prologo en castellano, finalizando con el articulo respectivo publicado o en

vias de publicacion.

Capitulo 1

Evaluacion de los efectos neuroprotectores del silicio en la linea celular SH-

SY5Y de neuroblastoma humano

Articulos integrados en este capitulo:
BMC Complementary and Alternative Medicine. 14 (1). 384 (2014).
Chemosphere. 135: 217-224 (2015).

PloS one: en fase de revision
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Introduccion

La EA es la principal causa de demencia en personas adultas, con una prevalencia que aumenta
cada afio en paises desarrollados (Kumar y Singh, 2015). Los beneficios del silicio en la prevencién de la
EA han sido descritos tras observarse en aquellos paises un mayor consumo de este mineral. Sin embargo,
el efecto neuroprotector del silicio en la EA s6lo se atribuye a su capacidad para limitar la absorcion de
aluminio a nivel intestinal y aumentar su excrecion en orina, sin que se hayan descrito otros posibles
mecanismos adicionales (ver introduccidn subseccién 4.2.2). Aungue existen estudios in vitro en células
de pulmén y hueso, no hemos encontrado bibliografia sobre la caracterizacion de otros mecanismos

moleculares neuroprotectores en lineas celulares de origen nervioso tratadas con silicio.

Objetivos

® FEstudiar el efecto in vitro del tratamiento con diferentes concentraciones de silicio en la linea

celular de neuroblastoma SH-SY5Y en presencia 0 ausencia de estrés oxidativo

e Determinar el intervalo de dosis efectivas de Si en esta linea celular

Disefio experimental del capitulo 1:

Modelo: los estudios in vitro se han realizado en la linea celular SH-SY5Y (ATCC CRL-2266) de
neuroblastoma humano sin diferenciar. Esta linea es una de las mas empleadas en la actualidad en los
estudios preliminares sobre neuroproteccion y neurotoxicidad mediados por diferentes sustancias.
Ademas esta linea expresa los principales marcadores de neuronas colinérgicas, considerandose por ello
un buen modelo para estudiar alteraciones de las mismas. Todos los experimentos se realizaron entre los

pases 3y 15.

Forma quimica de silicio escogida: el silicio empleado en los estudios con cultivos celulares fue el
silicio G5 de Glycan Group (Geneva, Switzerland). Este laboratorio modificé posteriormente el nombre
del producto a silcio G57, sin variar la formulacion. Se trata de un silicio organico soluble, capaz de
atravesar la membrana celular. Aunque la molécula se encuentra bajo patente, se trata de un metil-

silanotriol en el cudl el grupo metilo ha sido sustituido por un radical mas complejo.

OH
HO.o!

Presenta la ventaja respecto a otras formas solubles de silicio, como el &cido silicico, de ser

estable en solucion incluso a temperatura ambiente.
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Cultivo celular y tratamientos: las células SH-SY5Y se cultivaron en medio DMEM con un 10% de
suero fetal bovino (FBS) y 10% de Penicilina-Estreptomicina. Los tratamientos se realizaron con DMEM

1% FBS, a las 24h de sembrar las células en las placas correspondientes (Figura A).

DMEM 10% FBS DMEM 1% FBS
——— TRATAMIENTO
2 24h

T?*a « Control (DMEM 1%FBS) o
INCI

» Tratamientos (H,0,/Si)

Las soluciones ensayadas de H,O; y silicio se prepararon extemporaneamente (en fresco) para cada
experimento. El H,0- se diluyd en PBS mientras las diluciones de silicio se hicieron directamente en el
DMEM 1% FBS.

e Acrticulo 1: las células se trataron con H20, (400 uM) y con diferentes concentraciones de silicio
en un intervalo de 50 a 2000 ng/mL.
e Articulo 2: se emple6 solo silicio a concentraciones entre 50 y 20000 ng/mL.

e Articulo 3: el tratamiento consisti6 en H20; a diferentes concentraciones (1-1000 pM).

Actividad acetilcolinesterasa en extracto de células control (Articulos 3y 4): uno de los experimentos
de estas publicaciones se realiz6 de forma diferente al resto de tratamiento con H,0; y silicio. El objetivo
del mismo fue estudiar el efecto directo de ambos compuestos (H2O: y silicio) sobre la estructura de la
enzima. Por ello, el tratamiento se realizd en extractos celulares procedentes de células control, evitando
asi la regulacion génica que alterase los niveles de proteinas. El cultivo se realiz6 en todos los casos con
células control que se mantuvieron con medio DMEM 1% FBS durante 24h. Pasado ese tiempo se
recogieron las células y se obtuvo un extracto total de las mismas. Finalmente el H,O, y el silicio se

afladieron a ese extracto y se incubaron a diferentes tiempos antes de medir la actividad AChE.

DMEM 10% FBS DMEM 1% FBS

Q
o= . 24h /
f‘ﬁ‘%"é : : ¥ TRATAMIENTO
s ] 4 H,0,/Si

e Articulo 3: los extractos de células control se trataron con H,O; (1-1000 uM) durante 0, 15y 30

minutos.

® Articulo 4: los extractos de células control se trataron con H.0 (1, 400 y 1000 uM) y silicio (50-
750 ng/mL) durante 0, 15 y 30 minutos.
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Antecedentes: el estrés oxidativo desempefia un papel relevante en la EA (Christen, 2000) vy, por ello, las
sustancias antioxidantes pueden ser (tiles en la prevencion de dicha patologia. La eficacia del silicio en la
EA ha sido demostrada en estudios epidemiolégicos, pero los mecanismos moleculares por los que puede
Ilevar a cabo su funcion neuroprotectora no han sido estudiados de forma detallada. Aunque la funcién
antioxidante del silicio ha sido descrita en ensayos in vitro y sobretodo en vegetales (Zhu y cols., 2004),

su posible implicacién como neuroprotector no ha sido estudiada previamente.

Hipétesis: el silicio tiene una accion neuroprotectora frente al dafio oxidativo causado por el peréxido de

hidrégeno (H20,), a través de la eliminacién de ROS.

Resultados: en primer lugar se caracteriz6 el efecto téxico del H,O; en nuestras condiciones
experimentales. EI H,O, provocé una disminucion de la viabilidad del 40%, detectandose muerte celular
tanto por necrosis como por apoptosis, concretamente a través de la via extrinseca, con activacion de
caspasa-8. Ademas, en las células tratadas con H.O, aumentaron significativamente los niveles
intracelulares de ROS y la peroxidacion lipidica, demostrandose por tanto una situacion de estrés
oxidativo. El tratamiento de las células con silicio (200-1000 ng/mL) previno el descenso de la viabilidad
celular provocado por el H.0,. Asimismo, el silicio evit6 parcialmente la muerte por necrosis (50-500
ng/mL) y por apoptosis, ya que se detecté menor actividad caspasa-8 (50-750 ng/mL) y caspasa-3 (250-
750 ng/mL). Aunque solo la concentracion de 250 ng/mL de silicio redujo la peroxidacion lipidica
provocada por el H,O,, todas las concentraciones de silicio (50-750 ng/mL) evitaron por completo el
aumento de ROS dentro de las células. Por Gltimo la dosis mas alta de silicio (750 ng/mL) aumentd

significativamente la peroxidacion lipidica en comparacion con el control de H,0,.

Conclusiones: los resultados demuestran que el tratamiento con H2O2 (400uM, durante 24h) provoca la
aparicion de estrés oxidativo y muerte neuronal por necrosis y apoptosis, que de una u otra manera se
encuentran implicadas en la EA. El silicio, especialmente a dosis entre 100 y 500 ng/mL, neutraliz6 el
efecto toxico del H,O,, evitando parcialmente la muerte celular y revirtiendo la situacion de estrés
oxidativo. Se confirma la hipoétesis inicial, el silicio mostr6 propiedades antioxidantes en células SH-Y5Y
tratadas con H,0,. Este mecanismo puede estar relacionado con el efecto neuroprotector del silicio escrito

acientes de EA.
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Abstract

processes in H,O, treated cells.

Background: Hydrogen peroxide (H,0,) is a toxic agent that induces oxidative stress and cell death. Silicon (Si) is a
biological element involved in limiting aluminium (Al) absorption with possible preventive effects in Alzheimer's
disease. However, Si has not yet been associated with other neuroprotective mechanisms.

Methods: The present experiments evaluated in the SH-SY5Y human neuroblastoma cell line the possible role of
different Si G5 (50-1000 ng/mL) concentrations in preventing cellular death induced by H,O, (400 uM, 24 hours).
Results: Our findings showed that H,O, promoted cell death in the human SH-SY5Y cell cultures and this could be
prevented by Si treatment. The loss in cell viability mediated by H,0, was due to an apoptotic and necrotic process.
Apoptotic death was incurred by regulating caspase-8 activity in the extrinsic pathway. The apoptotic and necrotic
cell death induced by H,O, was almost totally reversed by Si (50-500 ng/mL), indicating that it down-regulates both

Condusions: According to our data, Si is able to increase SH-SY5Y cell survival throughout partially blocking cellular
damage related to oxidative stress through a mechanism that would affect H,0,/ROS elimination.

Keywords: Silicon, Cellular death, LDH, ROS, Caspase-3,-8-9, Neuroprotection

Background

Silicon (Si) is a biologically important element that is
soluble in water as silicic acid, Si(OH),. It has been re-
ported that Si is a decisive factor in limiting absorption
of dietary Aluminium (Al) [1]. Si administration reduced
Al accumulation in several tissues, including brain areas
of rats orally exposed to Al [2,3]. In the form of silicon
dioxide (Si0O,), Si is the most abundant element on the
Earth’s crust together with oxygen. Nevertheless, its bio-
logical role has not yet been well studied [4]. Si has been
considered an “essential” element since chicks receiving
Si-deprived diet showed poor growth [5], and because it
is also necessary to assure normal growth impairment
[6]. Apart from its physiological role in bone and cartilage
formation, Si has been associated with cardiovascular
protection, immune system enhancement and protective
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effects in the Alzheimer’s disease [7,8]. Despite its numer-
ous properties, its biological function remains unclear. Its
blood concentration is similar to other elements like zinc
[9] and in urine the concentration is like that of calcium,
but contrary to other elements and although it is quite
ubiquitous [10], it does not associate with plasma proteins
[11] and does not have an identified binding site [12].
Finally, Si does not seem to take part in any biochemical
reactions/interactions because it does not have bioorganic-
inorganic chemistry [13]. Ortho-silicic acid, or monomeric
Si(OH),, is water soluble and stable in highly diluted aque-
ous solutions. It plays a crucial role in delivering Si to the
living organisms’ cells. Thus, it represents the major
source of Si for both humans and animals. The recom-
mended daily Si intake (RDI) has not yet been set [14,15].
Some studies suggest that serum Si levels decrease in
pregnancy [16] and with aging, particularly in women
[17]; thus, supplementation with Si in available forms,
such as organic Si, could prevent degenerative processes.
As already commented, Si reduces Al bioavailability,
thereby possibly limiting Al neurotoxicity. Consumption

© 2014 Garcimartin et al; licensee Biohed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the
Creative Commons Attribution License (https//creativecommons.org/licenses/by/4.0), which permits unrestricted use,
distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly credited. The Creative Commons Public

Domain Dedication waiver (http//creativecommons.crg/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this

article, unless otherwise stated.
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Antecedentes: en el primer articulo se puso de manifiesto la capacidad del silicio para revertir el dafio
provocado por el H20,, posiblemente a través de un mecanismo antioxidante. Por otra parte, el silicio a
concentraciones elevadas (2000 ng/mL) no fue capaz de bloquear el efecto lesivo del H20, y a 750
ng/mL aumentd la peroxidacion lipidica respecto al mismo, sugiriendo un posible efecto toxico. En la
bibliografia se encuentran otros trabajos que estudian la toxicidad del silicio, especialmente en forma de
nanoparticulas de silice, pero no existen estudios in vitro que analicen un intervalo amplio de

concentraciones de silicio.

Hipétesis: dependiendo de la concentracion ensayada, el silicio organico, una forma altamente

biodisponible de silicio, puede ejercer efectos neuroprotectores o neurotoxicos.

Resultados: el silicio a bajas concentraciones (100-250 ng/mL) aumento la viabilidad celular debido a un
efecto antiapoptdtico, por inhibicion de la actividad caspasa-8 y caspasa-3, y disminucién de la liberacion
de TNF-a (250 ng/mL). A dosis altas (750-1000 ng/mL) se observé un aumento de la necrosis provocada
probablemente por un aumento en la peroxidacion lipidica (250-750 ng/mL). La peroxidacion lipidica
puede ser consecuencia de un aumento del radical OH®, ya que no se detecté aumento de H,O; en las
células. Ademas, a 500-750 ng/mL el silicio aumento la actividad de caspasa-3, confirmandose la

fragmentacién de ADN a dichas dosis, y la liberacion de TNF-a a 750 ng/mL.

Conclusiones: el efecto del silicio es claramente dosis-dependiente. A dosis bajas se comporta como un
neuroprotector, aumentando la viabilidad celular no por un aumento en la proliferacion, sino por una
disminucidn de la apoptosis basal. A dosis altas provoca neurotoxicidad, aumentando tanto la necrosis por

peroxidacion lipidica, como la apoptosis por aumento de TNF-a.
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Silicon (Si) is a trace element that has been considered to be an environmental contaminant for many
years, although different studies have recently reported it is an essential element for living cells. The pre-
sent study tested the ability of different concentrations of Si G57™ to induce neuroprotection or neuro-
toxicity over 24 h in the SH-SY5Y human neuroblastoma cell line. Cell viability, cellular proliferation, LDH
release, ROS, antioxidant capacity, TBARS, caspase-3, -8 and -9, DNA fragmentation, and TNF-o levels
were evaluated. Low Si doses (50-250 ng mL ') increased the cell viability and reduced caspase-3 and
-8 activities and TNF-o level. The increase in cell viability was independent of any proliferative effect
as there was no variation in cyclin E and PCNA levels. At higher concentrations, Si increased caspase-3,
as well as TBARS, LDH, DNA fragmentation, and TNF-o releases. Altogether, these results suggest that
Si could act either as a neuroprotector or a neurotoxic agent depending on the concentration tested.
This study emphasizes the importance of developing new neuroprotective therapies based on low Si
doses.

© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Abbreviations: AAPH, 2,2'-azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride; AD, Alzheimer's disease; AFC, 7-amino-4-trifluoromethyl-coumarin; Al, aluminium; AMC,
fluorochrome 7-amino-4-methyl-coumarin; BHT, butylated hydroxytoluene; H,DCF-DA, 2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetate; DMEM, Dulbecco's modified Eagle's
medium; DMSO, dimethyl sulfoxide; DTT, dithiothreitol; FBS, foetal bovine serum; LDH, lactate dehydrogenase; MTT, 3-(4,5-dimethyl thiazol-2-yl }-2,5-diphenyltetrazolium
bromide; Si, silicon; PCNA, proliferating cell nuclear antigen; ROS, reactive oxygen species; TBARS, thiobarbituric acid reactive substances.
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Antecedentes: la hipotesis colinérgica de la EA se basa en la disminucidn de la acetilcolina (ACh)
observada en estos pacientes (Schliebs y Arendt, 2006). La actividad de AChE aumenta en presencia de
AP, y asu vez, la AChE acelera la agregacion del AP fibrilar, detectandose altos niveles de ambos en las
placas seniles propias de esta enfermedad. Por ello, las sustancias capaces de inhibir la actividad de AChE
se consideran Utiles para el tratamiento de la EA. En este articulo se plantea evaluar la capacidad del
silicio para inhibir la AChE en nuestro modelo de estrés oxidativo previamente publicado y discutido. Sin
embargo, al realizar la busqueda bibliogréfica del tema no pudimos encontrar informacion sobre el efecto
del H2O; sobre la actividad de AChE. Dada la importancia tanto de la AChE como del estrés oxidativo en
la fisiopatologia de la EA, nos parecio importante establecer, en primer lugar, la posible relacion entre el

silicio y el H20, como paso previo al estudio con silicio.

Hipétesis: el H20; altera especificamente la actividad y los niveles de las diferentes isoformas de AChE
en las células SH-SY5Y.

Resultados: el H,0, desde una concentracion minima de 1 uM aumenta significativamente la actividad
de AChE, provocando cambios en los parametros cinéticos de la misma que sugieren que el H2O; sea un
activador alostérico de la enzima. El aumento de la actividad de AChE fue observado igualmente al poner
en contacto el H20- con extracto de células control, lo que demuestra un efecto directo del mismo sobre la
estructura de la enzima. Por otra parte, el H.O- a altas concentraciones (400-1000 puM) provoca una
disminucidn en los niveles totales de AChE, acompafiada ademas de una alteracion en el perfil de
isoformas caracteristico de esta proteina. Los cambios en las isoformas pueden conllevar, entre otras, un
aumento de apoptosis demostrado con la liberacion de citocromo c. La disminucidn de los niveles de

proteina explica que el aumento de actividad por H,O2 no sea dosis dependiente.

Conclusiones: el H,O; es un potente activador de la enzima AChE desde dosis muy bajas. Este aumento
de actividad en presencia de estrés oxidativo puede agravar el déficit de ACh detectado en la EA. El
tratamiento agudo con dosis altas de H,O, modifica drasticamente el perfil de isoformas de la proteina, y
disminuyen los niveles totales de la misma. Este estudio demuestra el efecto directo del H,O, sobre la
AChE y sugiere un posible nexo de union entre la hipétesis colinérgica y la hipotesis del estrés oxidativo
de la EA. Ademas, abre la puerta al estudio de la posible utilidad de los antioxidantes para el tratamiento

de la EA por su capacidad potencial para evitar la activacion de la AChE.
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Antecedentes: la relacion entre la AChE y el estrés oxidativo pone de manifiesto la posibilidad de
emplear sustancias antioxidantes en el tratamiento de la EA. El H,O, afecta tanto a la capacidad
enzimatica de la AChE como a los niveles y proporcién de isoformas de la proteina. En los primeros
estudios se ha demostrado la capacidad antioxidante del silicio a bajas dosis y su potencial téxico a dosis
mas altas. Ademas, Bluder y cols. (2010) describieron la capacidad de un derivado de metil-silanotriol
para inhibir la actividad AChE. Por ello nos planteamos estudiar el efecto de concentraciones crecientes
de silicio sobre la actividad y niveles de AChE, en ausencia y presencia de H,O..

Hipétesis: el silicio es capaz de contrarrestar la activacién de AChE producida por el H,O; en células
SH-SY5Y.

Resultados: el silicio, a concentraciones > 250 ng/mL, aumento significativamente la actividad de AChE,
modificando su comportamiento enzimatico y pasando de un ajuste sigmoideo a otro parabélico. Los
resultados sugieren que actla como activador alostérico, ya que aumenta la Vmax sin afectar a la Km de
la enzima. A pesar del aumento de actividad, los niveles de proteina y la contribucién de las isoformas no
se modifico. Los experimentos con H,0- se llevaron a cabo con 100 y 250 ng/mL de silicio ya que son las
concentraciones que produjeron un efecto neuroprotector (articulos 1y 2). El silicio en presencia de H20-
se comporta como un inhibidor de la AChE. Desde la concentracion minima ensayada de H.O; (1 uM), el
silicio disminuy0 significativamente la activacion de la enzima, revirtiéndola en muchos casos hasta
niveles del control. A las concentraciones 1 y 400 uM de H20- el silicio disminuyé la Vmax sin afectar a
la Km. A 1000 uM de H20, el silicio ademas de disminuir la Vmax aument6 la Km de la AChE,
reduciendo con ello la afinidad de la acetilcolina por el centro activo de la enzima. El experimento con
extractos de células control reflej6 igualmente que el silicio bloque6 la activacion del H2O. En los
experimentos sobre los niveles y composicién de la proteina el H,O, 1 UM no causé ningln cambio
significativo como ya se demostrd en el articulo 3. EI H0, a 1000 uM maodificé tanto los niveles como la
proporcidn de isoformas de la proteina. El tratamiento conjunto con silicio no provocé ninguna

modificacion en los niveles de AChE respecto al H,O..

Conclusiones: el silicio se comporta de diferente forma en ausencia o en presencia de H20.. En ausencia
de estrés oxidativo, actia como activador alostérico de la AChE a partir de 250 ng/mL, provocando un
aumento de la Vmax sin afectar a la Km. Por otra parte, el silicio evita la activacion de AChE producida
por H20; en células SH-SY5Y al bloquear el efecto de éste sobre la estructura de la enzima. A la
concentracion més alta de H.O- el silicio disminuye la afinidad de la acetilcolina explicando la
disminucidn en la Vmax. La inhibicién de AChE puede contribuir al efecto neuroprotector del silicio

observado en pacientes y modelos animales de EA.
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Introduccion

Este capitulo estd formado por dos partes bien diferenciadas. La primera, compuesta de dos
articulos sobre carnicos funcionales con algas, cuyo objetivo en el marco de esta Tesis Doctoral esta
detallado en el resumen de cada uno de ellos. La otra esta relacionada con el uso de silicio como
ingrediente incluido en un carnico funcional y sus efectos en un modelo de rata de NAFLD, y consta de

tres articulos.

La inclusion de silicio en un alimento de alto consumo para la obtencion de un alimento funcional
podria ser una estrategia interesante para aumentar la concentracion de silicio en la dieta. La carne y sus
derivados han demostrado ser una buena matriz, tanto por la facilidad para incorporar ingredientes
bioactivos como por su elevado consumo en los paises desarrollados que asegura el aporte del ingrediente
funcional sin necesidad de modificar los hébitos alimentarios. En la sociedad actual la prevalencia de SM
es muy elevada (Orgaz Gallego y cols., 2015), afectando fundamentalmente a la poblacion adulta-anciana.
Se plantea en este capitulo el disefio de un céarnico funcional enriquecido en silicio y la evaluacion de su

consumo en un modelo de NAFLD en ratas Wistar de 1 afo.

Objetivos

e Elaboracion de carnicos funcionales por el método de adicion de nuevos componentes; busqueda

de marcadores Utiles para probar su eficacia.

e Determinar la influencia del consumo durante 8 semanas del carnico funcional enriquecido en
silicio sobre el metabolismo lipoproteico y grado de oxidacién de las VLDL en un modelo de
NAFLD con ratas Wistar de 1 afio alimentadas con dieta con alto contenido de grasa saturada y

colesterol

e Conocer el efecto del carnico funcional enriquecido en silicio sobre las defensas antioxidantes en
un modelo de NASH basado en el consumo de una dieta alta en grasa saturada y colesterol en

ratas Wistar de 1 afo.

e Evaluar el impacto del consumo del cérnico funcional enriquecido en silicio sobre marcadores de

NAFLD en un modelo de NASH inducido por dieta en ratas Wistar de 1 afio.
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Disefio experimental del capitulo 2:

Estudio previos con carnicos funcionales con algas: realizacion de experimentos con carnicos
formulados con algas para valorar su efecto in vitro sobre la digestion de hidratos de carbono. Busqueda
bibliogréafica sobre la inclusion de algas en una matriz carnica y sus efectos sobre diferentes marcadores
de CVD, SMy DM2 que ha culminado con la publicacion de un articulo de revision. Estos conocimientos
sobre la elaboracion y manejo de los productos cérnicos, asi como la seleccion de marcadores y su
posterior evaluacién han sido fundamentales para la realizacién del estudio posterior de carnicos con
silicio.

Forma quimica de silicio escogida: para la elaboracion del carnico funcional se emple6 SiO», un silicio
amorfo micronizado (E551) de calidad alimentaria (Merck, Darmstadt, Alemania). Esta presentacion de
silicio es ampliamente utilizada como aditivo alimentario y tiene la calidad GRAS, del inglés generally
recognized as safe, de la FDA, lo que asegura su seguridad a la hora de emplearlo como ingrediente

funcional.

Elaboracidn del carnico funcional enriquecido en silicio: el silicio coloidal (1,3 g) se mezclé con la
manteca de cerdo (190,0 g) para evitar la dispersién y pérdida del silicio durante el proceso. A
continuacion se incorporé a la mezcla la carne magra de cerdo picada (1,0 kg) y se homogenizaron
formando una especie de pasta que recordaba por su aspecto a las salchichas comerciales (reestructurado

carnico, RP). La concentracion final de silicio en el carnico es de aproximadamente 1 g/kg.

Eleccion de la concentracion de silicio en los carnicos: se ha demostrado en estudios previos la
posibilidad de incorporar el silicio como ingrediente en chicles o chocolates hasta en un 10% del peso
final del producto (Canhan, 2014). A esa concentracion de silicio, la aceptacion por parte de los catadores
fue alta. En nuestro experimento el silicio como SiO; se empled a una proporcion aproximada del 0,1% lo
gue en principio garantizaba la aceptacion del carnico y en caso de buenos resultados su posterior

comercializacion.

Dietas empleadas en el estudio in vivo: los marcadores elegidos para evaluar el efecto del carnico
funcional, como se comentara posteriormente, estan relacionados con el SM y por tanto con sus factores
de riesgo (dislipemia, disglicemia, peso corporal, etc.). EI modelo experimental elegido se basa en el
consumo de una dieta con elevado contenido en grasa saturada y colesterol. Se formularon para el estudio
dos dietas: a) dieta control (C), con un contenido relativamente alto de grasa saturada; y b) control alto en
colesterol (Chol-C), que ademas de grasa saturada, contenia una cantidad elevada de colesterol y acido
colico. Las dos dietas control contenian un 20% de reestructurado carnico liofilizado sin silicio para
imitar el elevado consumo de carne en los paises occidentales, asi como su posible participacion en el
aumento de riesgo de enfermedades crdnicas. Ademas, se formul6 una dieta de tratamiento (Chol-Si) con

la dieta rica en colesterol y un 20% del carnico funcional conteniendo silicio (RP-Si). La concentracion de
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Si en la dieta Chol-Si fue menor que la de otros estudios previos realizados con silicio y en los que se

analizaron parametros similares (Peluso y Schneemanz, 1994; Oschilewski y cols., 1985).

Disefio experimental del estudio cronico: el experimento se realizd en ratas Wistar macho de 1 afio, que
extrapoladas al ser humano equivale a aproximadamente 60 afios (Carlson y cols., 1968). Dado que la
edad es un factor de riesgo muy importante en las enfermedades cronico-degenerativas, consideramos que
el uso de ratas de 1 afio aporta valor afiadido al estudio y permite replicar mejor las caracteristicas de la
patologia estudiada. Las ratas se dividieron en tres lotes de ocho ratas cada uno, consumiendo cada lote
una de las dietas experimentales durante ocho semanas. Por tanto, se estudiaron los grupos C, Chol-C y
Chol-Si.

Para los estudios de estatus antioxidantes se introdujo un cuarto grupo de 8 ratas. La dieta de este
grupo (Chol-HTx) contenia colesterol y RP enriquecido en un compuesto con capacidad antioxidante
reconocida, el hidroxitirosol (Cofrades y cols., 2011) a concentracion de 3,6 g de HTx/kg de RP fresco.

La comida y agua de bebida se proporcionaron ad libitum. La cantidad de dieta consumida se
controlé diariamente. Asimismo los animales se pesaron una vez a la semana. Durante la Gltima semana
del estudio se recogieron heces de todos los grupos. Finalmente, pasadas 8 semanas los animales fueron
anestesiados con isoflurano (5%) para proceder a la toma de sangre por puncion intracardiaca, sacrificio y

extraccion del higado.
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Introduccién: este articulo incluye informacidn sobre el efecto antidiabético in vitro de carnicos
funcionales con algas. En un articulo previo del grupo se evalu6 el efecto in vitro de tres especies de
algas, Undaria pinnatifida (Wakame), Himanthalia elongata (Sea spaghetti) y Porphyra umbilicalis
(Nori) sobre la digestion de hidratos de carbono y difusion de glucosa (Schultz-Moreira y cols., 2014). En
el caso de la inhibicion de la a-glucosidasa la mas activa fue Himanthalia elongata, probablemente por su
contenido en polifenoles y fibra soluble. El extracto acuoso de Undaria pinnatifida fue el que mas retrasé
la difusion de glucosa. Se formularon tres carnicos funcionales cada uno con una de estas algas. En
estudios in vivo se habia comprobado (Schultz-Moreira y cols., 2010) que dichos carnicos eran capaces de

ejercer algunas de las actividades propias del alga que contenian.

Hipétesis: los carnicos funcionales formulados con Undaria pinnatifida, Himanthalia elongata y

Porphyra umbilicalis mantienen la actividad observada con las algas aisladas.

Objetivo del estudio en el marco de la tesis: familiarizacion con el manejo de cérnicos funcionales y

con la evaluacién de sus efectos.

Resultados: el reestructurado carnico (RP) empleado como matriz tuvo un efecto activador de la enzima
a-glucosidasa. El carnico funcional con Himanthalia elongata disminuyo significativamente la actividad
de la enzima mostrando un comportamiento tipo inhibidor competitivo. Al igual que en la a-glucosidasa,
el RP aumento la difusion de glucosa respecto al PBS. En este experimento fueron el carnico con Nori
seguido del de Wakame los que contrarrestaron el efecto del RP disminuyendo significativamente la

difusién de glucosa. En este caso podria estar implicado el contenido en sodio de los mismos.

Conclusiones: la inclusion de algas en un carnico funcional aporta a la matriz carnica caracteristicas

propias del ingrediente bioactivo.
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Seaweed antidiabetic properties have been linked to changes in carbohydrate digestion and absorption.
The effect of aqueous extracts and suspensions of restructured pork (RP) with 5 g/100 g of Porphyra
umbilicalis (Nori), Undaria pinnatifida (Wakame) or Himanthalia elongata (Sea spaghetti) on ¢-glucosidase
activity and glucose diffusion were in vitro tested. 2-Glucosidase inhibition type was also assayed. Sea
spaghetti-RP suspensions displayed, through a competitive mechanism, the highest #-glucosidase
inhibitory effects (19.8% vs. control-RP at 45 min). Control-RP extracts vs. blank increased (15.4%) glucose
diffusion while Nori-RP followed by Wakame-RP extracts significantly inhibited glucose diffusion (26.7%
and 20%, respectively) and decreased AUC (18—20%) respect to control-RP counterpart. Stepwise analyses
showed that maltose and polyphenols in the #-glucosidase inhibition- and Na in glucose diffusion-test,
were significantly involved. In conclusion, Sea spaghetti-RP should be selected as «-glucosidase inhibitor
while Nori-RP and Wakame-RP should be used as glucose diffusion reducers. As both hypoglycaemic

Keywords:
Alpha-glucosidase
Glucose diffusion
Restructured pork
Inhibition mechanism

Hypoglycaemic effects

effects were non-concatenated, generalizations about seaweed-RP should be avoided.

© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM) is a lifestyle-related disease
that has been strongly associated with dietary habits. Specifically,
mild T2DM cases are currently increasing due to decreased physical
activity and wrong dietary habits based on diets rich in energy and
saturated fat (e.g. fatty meat based-diets) (Zhou, Tian, & Jia, 2013).
Meat consumption is very high in Westernized countries. However,
some of the potential negative components of meat could be
partially removed in order to obtain potentially healthier functional
meat (Burger, Beulens, Boer, Spijkerman, & Van der, 2011). In fact,

Abbreviations: CVD, cardiovascular disease; CRP, control-RP; GOD, glucose oxi-
dase; Ki, inhibition constant; Km, Michaelis—Menten constant; NRP, restructured
pork containing 5 g/100 g of Nori; RP, restructured pork; SRP, restructured pork
containing 5 g/100 g of Sea spaghetti; T2DM, Type 2 Diabetes Mellitus; Vmax,
maximum velocity; WRP, restructured pork containing 5 g/100 g of Wakame.

* Corresponding author.
E-mail address: frasan@ucm.es (FJ. Sanchez-Muniz).

http://dx.doi.org/10.1016/j.Iwt.2015.06.050
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due to their high acceptability, meat products are an excellent
alternative to include bioactive compounds in the diet without
changing dietary habits. Hence, the design of restructured meat
(e.g. restructured pork, RP) may lead to improve composition and
potential health benefits ascribed to commercially meat products
(Olmedilla-Alonso, Jiménez-Colmenero, & Sanchez-Muniz, 2013).

Seaweeds are a good source of soluble/viscous dietary fibre
(Brownlee et al., 2005), minerals and vitamins, and also have
associated bioactive compounds such as polyphenols (Bocanegra,
Bastida, Rodenas, Benedi, & Sanchez-Muniz, 2009; Jiménez-Escrig
& SanchezMuniz, 2000). They exert variable effects on rat choles-
terolaemia and antioxidant status, which persist when included as
functional ingredient in RP (Moreira et al., 2010) or other food
matrices (Dawczynski, Schubert, & Jahreis, 2007). In recent years
many studies provide evidence that marine seaweeds and their
derivatives show potential antidiabetic properties and could help to
partially replace hypoglycemic drugs (Lin & Liu, 2012; Pantidos,
Boath, Lund, Conner, & McDougall, 2014).

In vitro models could represent a useful approach to study the
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Antecedentes: los alimentos funcionales representan una estrategia nutricional cada vez mas empleada en
los paises desarrollados para incorporar compuestos bioactivos en la dieta (Ashwell, 2002). La carne es
un alimento rico en proteinas de elevado valor biol6gico, minerales y vitaminas que goza de una gran
aceptacion por parte de los consumidores. La reformulacion de derivados cérnicos permitiria mantener un
consumo elevado al reducir los componentes potencialmente perjudiciales y proporcionar otros con

propiedades beneficiosas para la salud.

Las algas son un alimento muy comun en Asia, aunque en Europa su consumo es reciente.
Constituyen una fuente de compuestos activos como minerales, vitaminas, fibra o polifenoles entre otros.
Su consumo se ha relacionado con un aumento de la esperanza de vida y la disminucion del riesgo de
padecer enfermedades cronico-degenerativas (Sanchez-Muniz y cols., 2013). Su inclusién en un derivado
carnico puede favorecer un mayor consumo en la poblacién occidental que se beneficiaria asi de sus

efectos.

Objetivo del estudio en el marco de la tesis: valorar los aspectos importantes a tener en cuenta en la

formulacion de un cérnico funcional y la evaluacion de sus efectos a nivel experimental.

Resultados: se formularon tres reestructurados carnicos con las tres algas en estudio: Wakame, Nori y
Sea spaghetti. El contenido final del alga en el carnico fue del 5%. A su vez, en el proceso de formulacién
se sustituyo parcialmente la grasa de la carne, rica en acidos grasos saturados, por aceite de oliva, y se
disminuy0 la cantidad de sodio, todo ello dirigido a la obtencién de un producto teéricamente mas

saludable.

El estudio de las propiedades de los tres carnicos funcionales se llevo a cabo en ratas Wistar
macho en crecimiento. El experimento durd 5 semanas durante las que consumieron dietas con un 15%
del carnico funcional, enriquecida o no con colesterol y &cido colico para desarrollar algunas alteraciones
tipicas del SM. Se evaluaron parametros de crecimiento e ingesta, niveles de lipidos plasmaticos y
transporte lipoproteico, marcadores de estatus antioxidante y apoptosis en el higado y la expresion de
enzimas de lipogénesis y lipolisis. Los carnicos funcionales mostraron efectos propios del alga que
contenian, exhibiendo cada uno de ellos un perfil diferente. El carnico con Wakame present6 mayor
actividad antioxidantes mientras los que contenian Sea spaghetti o Nori fueron mas efectivos

contrarrestando las alteraciones producidas por el colesterol y reduciendo la apoptosis.

Conclusiones: la inclusién de algas para la obtencion de carnicos funcionales parece una buena estrategia
nutricional para mejorar los niveles de algunos marcadores centrales de SM. Es necesario realizar una
correcta evaluacion de los efectos de cada producto, seleccionando de forma éptima los marcadores a

estudiar, para asi caracterizar sus beneficios especificos.
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Meat consumption is influenced by various kinds of factors, among them health implications. Different strategies
can be effective in developing meat-based functional foods. These basically entail reducing the presence of com-
pounds with negative health implications and enhancing the presence of beneficial compounds. This article re-
views a comprehensive model for the development of meat-based functional foods based on a presentation of
the research achieved in terms of the design and development of qualitatively and quantitatively modified
meat products (frankfurters, patties and restructured steaks). These were reformulated to incorporate nutrients

Keywords:
Mg:t-based functional foods associated with three different seaweeds (wakame-Undaria pinnatifida; nori-Porphyra umbilicalis; and sea spa-
Seaweed ghetti-Himanthalia elongata) as sources of bioactive substances, while simultaneously reducing sodium and fat

and improving fatty acid profiles. Those seaweeds were chosen, because in terms of composition and health im-
plications, abundance on Spanish coasts, relatively widespread consumption, and suitability in terms of flavour
and colour they are better suited than others for use as ingredients in new products. It also discusses the conse-
quences of the use of this type of meat-based functional foods (combination of pork meat and 5% of each seaweed
with or without hypercholesterolaemic agent included in the diets) on growing animals ( Wistar male rats), and
their effects on different aspects of lipoprotein metabolism, oxidative stress and liver structure. This article, then,
reports a comprehensive approach to the production of seaweed-enriched meat products, considering aspects of

Bioactive compounds
Technological development
Growing animals
Lipoprotein metabolism

technological development aimed at achieving the functional effect.

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Meat and meat products are essential components of the diet which
supply valuable amounts of the nutrients ( protein, fatty acids, vitamins,
minerals and other bioactive compounds) needed for a healthy, bal-
anced diet. However, like any other food they also contain constituents
which, when consumed in inappropriate quantities, may enhance the
risk of some of the major degenerative and chronic diseases (ischaemic
heart disease, cancer, etc.). The growing understanding of the relation-
ship between diet and health, combined with consumer interest in
healthy, nutritious foods with additional health promoting functions,
is driving the development of functional foods, which presents a chal-
lenge for the future of the meat industry. Meat-based functional foods
offer an interesting opportunity to address consumer needs and to up-
date recommendations regarding nutritional and dietary goals
(Jimenez-Colmenero, 2007a). Consumers' unwillingness to change
their dietary habits suggests that there is a considerable potential
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E-mail address: fjimenez@ictan.csic.es (F. Jimenez-Colmenero).

http://dx.doi.org/10.1016/j.foodres.2016.06.029
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market for frequently-consumed foods such as meats that have been
designed to produce health benefits. Also, owing to the broad range of
available presentations and the possibility of modifying their composi-
tion using non-meat ingredients, high consumer acceptability, etc.,
meat products are an excellent vehicle for delivery of bioactive com-
pounds in the diet while complying more closely with dietary
recommendations.

In general, the design and development of meat-based functional
foods basically seeks to reduce the presence of compounds with nega-
tive health implications and increase the presence of beneficial com-
pounds. Approaches based on animal production practices (genetic
and nutritional) and meat transformation systems (reformulation pro-
cess) are the most promising strategies for introducing qualitative
and/or quantitative modifications in meat and meat derivatives
(Arhiara, 2006; Jimenez-Colmenero, 2007b; Jimenez-Colmenero,
Carballo, & Cofrades, 2001). Reformulation has been widely used to re-
move, reduce, increase, add and/or replace different bioactive compo-
nents and obtain specific meat-based designs with certain attributes
that confer health-promoting properties (Olmedilla-Alonso, Jimenez-
Colmenero, & Sanchez-Muniz, 2013). Healthy meat products have

Please cite this article as: Cofrades, S., et al., A comprehensive approach to formulation of seaweed-enriched meat products: From technological
development to assessment of healthy..., Food Research International (2016), http://dx.doi.org/10.1016/j.foodres.2016.06.029
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Antecedentes: algunos de los parametros relacionados con un aumento de riesgo de ECV son los niveles
elevados de triglicéridos y colesterol plasmaticos, alteraciones en el perfil lipoproteico, asi como un
aumento en la oxidacion de las lipoproteinas aterogénicas (articulo 6). EI modelo de SM basado en una
dieta alta en grasa saturada y colesterol provoca la alteracion de la mayor parte de los parametros
comentados. Ademas, la edad es un factor de riesgo importante de las enfermedades crénicas, incluido el
SMylaECV.

Algunos articulos previos demuestran un efecto hipocolesterolemiante del silicio acompafiado de
un descenso de VLDL y LDL (Wachter y cols., 1998; Peluso y Schneemanz, 1994). Estos resultados
podrian a su vez explicar los beneficios del silicio observados a nivel cardiovascular (Trinca y cols.,
1999). Por ello, la evaluacién de los efectos del silicio incluido en una matriz carnica como ingrediente

funcional a nivel de perfil lipoproteico y oxidacidn de lipoproteinas puede resultar altamente interesante.

Hipotesis: la adicion de silicio a un reestructurado carnico frena las alteraciones provocadas por una dieta
rica en grasa saturada y colesterol en la composicion y niveles de oxidacion de lipoproteinas en ratas

Wistar macho de 1 afo.

Resultados: los tres grupos de ratas (C, Chol-C y Chol-Si) presentaron niveles equivalentes de ingesta, lo
gue demuestra una buena aceptacion del carnico con silicio. Sin embargo, la digestibilidad de la dieta
Chol-Si fue la méas baja de las tres debido al aumento en la excrecion de heces encontrado. Ademas, el
grupo Chol-Si disminuy® los niveles de lipidos plasmaticos (colesterol, fosfolipidos y triglicéridos),
normalizando la masa total de VLDL hasta niveles del grupo C. Este resultado puede explicarse en parte
por el aumento de la expresién del receptor de LDL (LDLr) en el grupo Chol-Si, lo que conlleva un
aumento en la captacién de VLDL e IDL méas LDL por parte del higado. Por Gltimo, se observé un
descenso en el grado de oxidacion de la fraccion VLDL, registrandose menor peroxidacion lipidica y
formacion de dienos conjugados. La menor oxidacion puede deberse al aumento en el cociente
arilesterasa/colesterol total, aunque el menor tiempo de permanencia de estas lipoproteinas en sangre por

la mayor captacion a nivel hepatico pudo también favorecer este efecto.

Conclusiones: el silicio es capaz de revertir los efectos de una dieta con un contenido elevado de grasa
saturada y colesterol sobre la lipemia, perfil lipoproteico y oxidacion de lipoproteinas. La inclusion de
silicio en un reestructurado carnico para la obtencién de un alimento funcional parece una buena

estrategia tecnoldgica y nutricional para aumentar el consumo de este micronutriente esencial.
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Abstract

Background: Research has shown that silicon can play an important role in proteciing égainst degenerative diseases.
Restructuring pork by partally disassembing meat permits the ircorporation of active comporents with potential
functional effects. However, there has been no research 10 date on the impact that silicon, as a furctional ingredient in
restructured pork (RP), has on lipaprotein compesition, metaholsm, and axidatinn.

Objective: This study was designed to evaluatz the effect of silicon-enriched RP on lipemia, lipoprotein profile, and
oxidaticn markers of aged rats fed high-fat, high-energy, cholesterol-enriched dets.

Methods: RP samples simidar to cormmerncial sausages (169 protein and 22% lat, wiwl) weie prepaied by mixing lean pork and
lard alone or with sificon (1.3 ¢ Sikkg fresh matter) under controled conditions and then freeze-dried. Saturatad fat-rich diets were
designed by mixing 78.3% puified diet with 21.7% freeze-dried RP. Three grouss composed of B aged male Wistar rats {1 v old)
were fed for 8 wk a contral RP (C) det, a cholesterokenriched RP (ChakC) diet [C diet enrichad with 1.26% cholesierol plus 025%
cholic asd, or a cholesterol and silicon—enriched RF (Chd-Si) ciet (same ae the Cho-C diet but containing silican)]. Paeme lipid
concentrations, poproten profile, the degree of VILDL oxidation, and LDL receptor gene (Ldir) exoresson were tested.

Results: Compared with the C diet, the Chol-C det did not modify food intake cr body weight but significantly increased
{P < 0.03) plasma cholesterol {32%) and 1014l lipids (12%), VLDL and intermediate density lipoprotein + LDL cholesterol
{both >500%). total licids and proteins (both >300%). and the degree of VLOL oxidation [conjugated dienes >250%:
thiobarbituric acid-reactive substance [TBARS), 900%] and reduced Ldir expression 164 %) and liver arylesterase aclivity
{54%). The Chol-Si diet partially normalized changes induced by the Chol-C diet. Compared with the Chol-C group, Crol-Si
rots had lower VLDL compound concertraticns (F < 0.001; e.g., 75% less VLDL cholesterol, and VLDL oxidation [65% leas
conjugated dienes and 85% less TBARS) but greater Ldir expression {200%).

Coenclusions: Silicon added to RP strongly counterbalanced the negative effect of high-cholesierokingeston, functioning as an
active hypocholesterolemnvc, hypoliparmuic, and antioxdative dietary ingreckent in aged rats.  J Nutr 2015,145:2033-45,

Keywords: Wistar rats aging, silicon, "estructured pork, lipids, |poproteins, LDL receptor. VLDL oxidation

Introduction
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Articulo 8

Effects of Silicon vs. Hydroxytyrosol-Enriched Restructured Pork on Liver
Oxidation Status of Aged Rats Fed High-Saturated/High-Cholesterol Diets
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Antecedentes: el NAFLD es la manifestacién del SM a nivel hepatico (Than y cols., 2015). Dado que no
existe hasta la fecha ningun tratamiento especifico para esta patologia, la primera medida consiste en una
intervencién dietética y algunos cambios en el estilo de vida (Castro y Silva., 2015). El elevado consumo
de carne roja se ha relacionado con un aumento en la progresion de NAFLD a NASH (Zelber-Sagi y
cols., 2007). El estrés oxidativo parece uno de los principales factores que participan en dicha progresion,
y por ello, algunas sustancias con propiedades antioxidantes como la vitamina E han demostrado ser
eficaces en el tratamiento del NAFLD. Las propiedades antioxidantes del silicio organico han sido
discutidas en células de neuroblastoma como se expuso en el capitulo 1. Estudios previos con SiO habian
demostrado la capacidad del silicio para regular la expresion de enzimas antioxidantes en el cerebro de
ratones intoxicados con aluminio (Gonzélez-Mufioz y cols., 2008b). Por Gltimo, en el articulo 7 se
demostrdé la capacidad del silicio administrado como ingrediente funcional para disminuir el grado de
oxidacion de las VLDL. El empleo de una dieta alta en grasa saturada y colesterol en roedores es un
conocido modelo de NASH con el que se consigue la aparicién de esteatosis, inflamacion y estrés
oxidativo (Takahashi y cols., 2012). El hidroxitirosol (HXT) es una sustancia con capacidad antioxidante
reconocida que se ha empleado como ingrediente funcional con anterioridad (Cofrades y cols., 2011) y

que redne por ello las caracteristicas para ser un buen control positivo.

Hipotesis: el silicio formando parte de un reestructurado cérnico como ingrediente funcional es capaz de
reducir el estrés oxidativo a nivel hepatico en ratas de 1 afio alimentadas con una dieta rica en grasa

saturada y colesterol como modelo de NASH.

Resultados: el grupo Chol-C present6 un perfil histiopatol6gico compatible con NASH con una marcada
esteatosis e infiltraciones de células inflamatorias. Ademas, la cantidad de GSSG en este grupo fue muy
elevada, provocando el aumento del indice redox. En cuanto a las defensas antioxidantes, el consumo de
la dieta Chol-C provoco la disminucion de la actividad de catalasa 'y SOD y de los niveles de glutation
reductasa, el aumento de los niveles de glutation peroxidasa y un marcado descenso en la expresion de
Nrf2. En las ratas Chol-Si y Chol-HXT se observé un descenso del GSSG normalizandose el indice redox,
un aumento de la actividad SOD, de la expresion de Nrf2 y de los niveles de glutation reductasa, y
menores niveles de glutation peroxidasa. El grupo Chol-Si mostré un aumento mucho mas acusado tanto
de la expresion como de la actividad de SOD que el grupo Chol-HXT, y una mayor expresion de Nrf2.
Ambos pardmetros correlacionaron positivamente con la ingesta de silicio. El grupo Chol-HxT tuvo

mayor expresion y niveles de glutation reductasa y mayores niveles de glutation peroxidasa y catalasa.

Conclusiones: el silicio acta como hepatoprotector al disminuir el estrés oxidativo en un modelo de
NASH en ratas Wistar de un afio. El mecanismo parece estar basado en una importante activacién de la
enzima SOD a nivel de expresidn y actividad, sugiriendo ademas la captacién y eliminacion directa de

H20- por parte del silicio. La inclusidn de este mineral en un reestructurado céarnico para la obtencién de
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un alimento funcional parece una buena estrategia tecnoldgica y nutricional para aumentar el consumo de

este micronutriente esencial.
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Abstract

Background

Pork is an essential component of the diet that has been linked with major degenerative dis-
eases and development of non-alcoholic steatohepatitis (NASH). Previous studies have.
Previous studies have demonstrated the in vitro antioxidant activity of silicon (Si). Further-
more, when Si is added to restructured pork (RP) strongly counterbalances the negative
effect of high-cholesterol-ingestion, acting as an active hypocholesterolemic and hypolipe-
mic dietary ingredient in aged rats.

Objective
This study was designed to evaluate the effects of Si vs hydroxytyrosol (HxT) RP on liver

antioxidant defense in aged rats fed cholesterol-enriched high saturated/high cholesterol
diets as a NASH model.

Methods

Four diets were prepared: Control RP diet (C) with non-added cholesterol; Cholesterol-
enriched high-saturated/high-cholesterol control RP diet (CHOL-C) with added cholesterol
and cholic acid; Si- or HXT-RP cholesterol-enriched high-saturated/high-cholesterol diets
(CHOL-Si and CHOL-HXxT). Groups of six male Wistar rats (1-yr old) were fed these modi-
fied diets for eight weeks. Total cholesterol, hepatosomatic index, liver Nrf2 and antioxidant
(CAT, SOD, GSH, GSSG, GR, GPx) markers were determined.

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0147469 January 25, 2016
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Antecedentes: en el articulo 8 se demostr6 que el grupo Chol-C presentaba una histologia hepética
compatible con NASH y un incremento del estrés oxidativo. Por el contrario, el consumo de la dieta
Chol-Si formulada con el carnico funcional enriquecido en silicio fue capaz de mejorar las defensas
antioxidantes y disminuir el indice redox respecto a Chol-C. Ademas del estrés oxidativo, estudios
recientes destacan la importancia del proceso de lipoapoptosis en la progresion de NAFLD a NASH
(Feldstein y cols., 2003). De hecho, actualmente se emplean marcadores especificos de apoptosis como
predictores en el diagnostico de NAFLD en la préctica clinica; y algunas terapias antiapoptéticas han
demostrado ralentizar el proceso (Morgan y cols., 2016). El silicio en la forma de metil-silanotriol fue
capaz de disminuir la apoptosis en células SH-SY5Y en presencia o ausencia de estrés oxidativo
(articulos 1y 2). Sin embargo, el efecto del Si sobre la progresién a NASH y sobre la lipoapoptosis no ha

sido aln evaluada.

Hipétesis: el silicio, empleado como ingrediente funcional en una matriz carnica, mediante un
mecanismo antiapoptético retrasa la aparicion de NASH en un modelo de dieta con un elevado contenido

en grasa saturada y colesterol.

Resultados: el diagnostico del NAFLD/NASH se realizo histolégicamente mediante la utilizacion del
indice NAS (puntuacién de 0 a 8) que tiene en cuenta la esteatosis, la inflamacion lobular y la
balonizacion. El grupo C presentd alteraciones tipicas de NAFLD con esteatosis e inflamacion lobular
leve debido probablemente a la edad no muy avanzada de los animales y al consumo de una dieta alta en
grasa saturada, pero sin colesterol. Los niveles de apoptosis en el grupo C fueron bajos segun el método
TUNEL vy los niveles de caspasa 3 activada. Las ratas Chol-C tuvieron un valor medio para el indice NAS
de 7 con esteatosis, inflamacién lobular severa y balonizacion importante. En este grupo ademas presento
muy marcada apoptosis, con niveles altos de Bax, citocromo ¢, AlF, y caspasas 9 y 3 activadas, poniendo
de manifiesto que la apoptosis ocurre por la via intrinseca. Por Gltimo, el consumo de la dieta Chol-Si
redujo la severidad de NASH de acuerdo con el indice NAS disminuyendo sobre todo la inflamacion
lobular y la balonizacién. Aungue el grado de apoptosis no se modific6 segun los criterios del indice
NAS, si se observd una mejoria de la misma en la zona 3. Ademas, la dieta Chol-Si previno la apoptosis
al evitar la activacion de la via intrinseca. Las ratas Chol-Si mostraron menores niveles de marcadores

pro-apoptoticos como Bax, citocromo ¢, AlF y las formas activas de las caspasas 9y 3.

Conclusiones: el silicio present6 un efecto hepatoprotector al retrasar la progresion de fase NAFLD a
NASH y bloguear parcialmente el proceso de lipoapoptosis que se produce a través de la via intrinseca.
La inclusion de silicio en un reestructurado carnico para la obtencion de un alimento funcional parece una

buena estrategia tecnolégica y nutricional para aumentar el consumo de este micronutriente esencial.
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Capitulo 3

Estudio del efecto hipoglucemiante e hipolipemiante del silicio in vitro e in vivo

Articulos integrados en este capitulo:

Journal of functional foods: en revision.
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Introduccion

Los estudios sobre el efecto beneficioso del silicio en la ECV se basan en una mejoria en la arquitectura
de los vasos, con una reduccion en la formacion de placas de ateroma; y una disminucion del colesterol
sanguineo atribuido al descenso de lipoproteinas VLDL y LDL (Wachter y cols., 1998; Trinca y cols.,
1999). En cuanto al mecanismo de accién sobre la DM2 se ha propuesto el descenso de glucosa en sangre
y meora de la respuesta a leptina y adiponectina entre otros (Maehira y cols., 2010). En el capitulo 2 de la
presente memoria de Tesis Doctoral (articulo 7) se demostrd que el silicio es un potente hipolipemiante
que disminuye las concentraciones plasmaticas de colesterol, fosfolipidos y triglicéridos en sangre en un
modelo de SM inducido por una dieta alta en grasa saturada y colesterol. Ademas, se aportaron datos
sobre el aumento de grasa en las heces del grupo Chol-Si, que pueden explicar en parte los bajos niveles
basales de triglicéridos de estos animales. Dicho efecto se produjo con la administracion de silicio
inorganico amorfo como ingrediente funcional de un reestructurado carnico, y formando parte de una
dieta alta en grasa saturada y colesterol. Sin embargo, el efecto del silicio a nivel intestinal sobre la
digestion y absorcion de lipidos e hidratos de carbono en el periodo postprandial no ha sido evaluado
previamente y podria explicar, al menos parcialmente, los beneficios observados en dichas patologias.

Objetivos

e Estudiar el efecto in vitro del silicio sobre la enzima a-glucosidasa -actividad maltasa- implicada
en la digestion de hidratos de carbono.

e FEvaluar el efecto del silicio sobre la glucemia basal y postprandial comparando una
administracion aguda vs. subcroénica (1 semana) en ratas Wistar macho sanas de dos meses de
edad.

e Evaluar el efecto del silicio en los niveles del transportador SGLT1 en duodeno y yeyuno después

de 1 semana de administracion en ratas Wistar macho sanas de dos meses de edad.

e Analizar el efecto del Si sobre la trigliceridemia basal y postprandial comparando una
administracion aguda vs. subcroénica (1 semana) en ratas Wistar macho sanas de dos meses de
edad.
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Disefio experimental del capitulo 2:

Forma quimica de silicio escogida: en este estudio empleamos de nuevo el silicio organico G57 (Glycan
Group, Ginebra, Suiza) utilizado en el capitulo 1. Al ser una forma soluble facilmente absorbible,
permitié utilizar una concentracion mucho menor. Esta forma de silicio puede incorporarse directamente
en formulaciones liquidas, lo que resulta muy util en el disefio de determinados alimentos funcionales.
Por altimo, el cambio a una forma de silicio totalmente diferente a la empleada en el estudio in vivo ya
discutido (capitulo 2) permite comprobar si los efectos observados son independientes de la forma de

silicio empleada.

Ensayos in vitro: enzima a-glucosidasa -actividad maltasa-. Fuente de la enzima: extracto intestinal de

rata.

Eleccion de la concentracion de silicio empleada en el estudio in vivo: el grupo de tratamiento recibi6
2mg/kg pc/dia de silicio organico. Esta cantidad se eligié en base a las diferencias de consumo de silicio
gue existen entre los paises occidentales respecto a los orientales. Como se coment6 en la introduccion
(apartado 4.1.3), mientras la poblacién occidental consume entre 20 y 50 mg de silicio /dia; la oriental
debido a la elevada proporcion de productos vegetales en su dieta llega a consumir hasta 200 mg de
silicio /dia, que equivale aproximadamente a 3mg/kg pc. Segun estos datos, para equilibrar la ingesta en

los paises occidentales seria necesario aportar 2 mg/kg pc/dia extra de silicio.

Ensayos in vivo: se emplearon dos lotes de 6 ratas Wistar macho de unos dos meses de edad y
aproximadamente 200 g de peso. Uno de los lotes se empleé como control y el otro se tratd con silicio
organico a una dosis de 2 mg/kg p.c. /dia. Este estudio se subdivide en un experimento postprandial
agudo (una sola dosis de silicio) y un experimento postprandial subcrénico después de 7 dias de
tratamiento. En ambos estudios postprandiales se administré 1mL de aceite de oliva y una dosis de
glucosa de 500 mg. Ademas, en el grupo de tratamiento se administré una dosis de silicio de 2 mg/kg p.c.

junto con el aceite y la glucosa. El esquema del estudio se puede observar en la figura 14.
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Antecedentes: la hiperglucemia postprandial se considera un factor de riesgo importante en la DM2 y se
ha relacionado con las complicaciones micro- y macro-vasculares caracteristicas de esta patologia
(Ceriello y cols., 2002). Una de las estrategias empleadas para controlar la glucemia postprandial consiste
en inhibir la enzima a-glucosidasa (DiNicolantonio y cols., 2015). Los efectos del silicio en modelos de
DM2 parecen estar relacionado con mecanismos antiinflamatorios y de modulacion génica. Sin embargo,
su efecto en la hiperglucemia postprandial no ha sido estudiado previamente. Por otra parte, en estudios
previos se ha estudiado el efecto del silicio en la concentracion basal de triglicéridos y colesterol
plasmaticos, atribuyendo la reduccion de los mismos a un descenso en la concentracion de VLDL y LDL,
y a algunos cambios en la composicion de acidos biliares. EI impacto del silicio sobre la digestion y

absorcion de grasas podria contribuir con dicho efecto.

Hipétesis: el silicio organico es capaz de inhibir la digestién de hidratos de carbono y lipidos, reduciendo

la hiperglucemia e hiperlipemia postprandial en ratas sanas.

Resultados: el aporte de silicio disminuyo¢ la actividad maltasa de la enzima a-glucosidasa in vitro desde
el minuto 15 al 90, reduciendo un 20% la pendiente de la recta respecto al control. En el estudio in vivo,
el silicio organico a una concentracion de 2 mg/mL modificé significativamente las concentraciones de
glucosa postprandial después de una semana de administracién. Comparando el estudio agudo y el
subcradnico se observaron diferencias en el grupo del silicio a todos los tiempos estudiados, que pueden
ser debidas tanto a la inhibicion de la a-glucosidasa como al descenso en los niveles del transportador de

glucosa SGLT1 en duodeno y yeyuno.

En relacion a la concentracion plasmatica de triglicéridos, el silicio mostrd un efecto
hipotrigliceridemiante desde la primera dosis, disminuyendo la concentracién en sangre a las 2 y 3 horas
de la administracion. Tras una semana de administracion los efectos fueron mas evidentes, reduciendo la
concentracion de triglicéridos desde la primera hora hasta la cuarta y retrasando el pico méaximo desde la
segunda a la tercera hora. La comparacion entre el estudio agudo y subcronico mostro diferencias

significativas en el grupo del silicio en el basal y hasta la hora 3 del postprandial.

Conclusiones: el silicio presenta importantes efectos a nivel postprandial reduciendo la
digestidn/absorcién de triglicéridos desde la primera dosis, y de glucosa a la semana de tratamiento. Se
deben realizar méas experimentos para evaluar los mecanismos implicados, sobre todo en el efecto
hipolipemiante. Ademas, puede ser interesante comprobar este efecto en modelos de ECV, DM2 y SM.
Este estudio demuestra la importancia del silicio como micronutriente esencial con efectos beneficiosos a
muy corto plazo. El silicio organico puede ser un buen candidato dentro de las formas de silicio en el

disefio de alimentos funcionales.
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Discusiéon

En la actualidad son cada vez més frecuentes los estudios que describen los efectos beneficiosos
del silicio en la salud, considerandose hoy en dia un micronutriente esencial. A pesar de ello, los
mecanismos responsables de dichos efectos saludables son en la mayoria de los casos desconocidos. La
falta de estudios poblacionales que demuestren la sintomatologia asociada a una deficiencia de silicio
explica que no se haya definido todavia sus ingestas de referencia. Este aspecto dificulta enormemente la
identificacion de grupos de poblacion con ingestas inadecuadas, que podrian beneficiarse de la
recomendacion de consumir alimentos con alto contenido en este mineral o de la suplementacion de la
dieta con formas biodisponibles de silicio. Es importante tener en cuenta también que, por su ciclo
biogeoquimico, la cantidad de silicio disponible para la biosfera esta reduciéndose de forma progresiva
(Exley, 1998). Este hecho, afiadido a que la concentracidn de silicio en el agua y en los alimentos es
altamente dependiente de la zona geogréfica (Birchall y Exley, 1992), hace pensar que la ingesta sub-
Optima de silicio sea prevalente. Por tanto, la investigacion de los mecanismos por los que el silicio ejerce
sus efectos sobre la salud podria ayudar a identificar los sintomas asociados a su deficiencia y contribuir a

definir las ingestas de referencias.

1. Mecanismos de proteccion del silicio en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y

El consumo de silicio afecta de forma importante al sistema 0seo-articular, conociéndose muchos
de los mecanismos mediante los cuales el silicio ejerce dicha accién (Rodella y cols., 2014). Sin embargo,
en base a estudios epidemioldgicos, el efecto neuroprotector del silicio (Rondeau y cols., 2009) ha sido
atribuido fundamentalmente a la capacidad del silicio para secuestrar aluminio, bloqueando especialmente
la absorcion de este metal téxico a nivel intestinal (Frisardi y cols., 2010) y promoviendo su excrecién en
orina (Davenward y cols., 2013). El tratamiento con silicio en ratones intoxicados con aluminio demostré
disminuir el estrés oxidativo cerebral y modular genes pro-inflamatorios, y nuevamente el mecanismo

propuesto se baso en la interaccidn de este mineral con aluminio (Gonzalez-Mufioz y cols., 2008b).

A raiz de todos estos estudios, nos planteamos como objetivo principal del capitulo 1 estudiar si en
el efecto neuroprotector del silicio podrian estar implicados otros mecanismos no necesariamente
relacionados con el aluminio. Para ello decidimos analizar el efecto del silicio en ausencia y presencia de
H20- sobre tres aspectos fundamentales de la EA: estrés oxidativo, muerte celular y actividad
acetilcolinesterasa. El estrés oxidativo parece ser una de las primeras alteraciones que tienen lugar en la
EA (Jomovay cols., 2010). Las terapias antioxidantes, recomendadas actualmente en la prevencion y
tratamiento de la EA (Bonda y cols., 2010), deben reducir el nivel de ROS y mejorar el sistema

antioxidante endégeno (Firuzi y cols., 2011). La muerte de neuronas tanto por apoptosis como por
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necrosis conducen a la neurodegeneracion progresiva propia de la EA (Rao y Balachandan, 2002).
Actualmente se esta realizando una busqueda activa de compuestos para prevenir la muerte neuronal y
evitar la evolucidn de la enfermedad. Estas estrategias serian mayoritariamente preventivas ya que para
ser eficaces se tendrian que aplicar en la fase prodromica de la enfermedad (Sevigny y cols., 2016; Golde,
2009). Por ultimo, la EA se caracteriza por un déficit de acetilcolina que se ha relacionado con la pérdida
de memoria (Giacobini, 1990). Los inhibidores de AChE constituyen el tratamiento de eleccion en la EA;
no obstante, algunos estudios cuestionan sus beneficios ya que se administran en una etapa avanzada de la
patologia cuando el dafio es irreversible y por ello sus efectos suelen ser s6lo moderados y transitorios
(Garcia-Ayllon y cols., 2011).

Los experimentos realizados con silicio en ausencia de estrés oxidativo, mediado por H20-, revelan
un comportamiento protector o toxico del silicio que viene determinado por la concentracion a la que se
encuentre (articulo 2 y 3). Mientras a concentraciones bajas (100 y 250 ng/mL) el silicio demostré un
efecto antiapopt6tico, a concentraciones mas altas promovié la muerte celular tanto por necrosis, al
incrementar la peroxidacién lipidica, como por apoptosis a través de la activacion de la via extrinseca
mediada por TNF-a (articulo 2). Asimismo, activo la enzima AChE aumentando su Vmax (articulo 4).
Segun Pruksa y cols. (2014) la tasa de excrecion renal de silicio es elevada. Por ello, parece dificil
alcanzar concentraciones muy elevadas de este mineral, y por tanto potencialmente toxicas, en el
organismo en general y en el cerebro en particular. Esta situacion podria comprometerse en pacientes con
insuficiencia renal o sometidos a didlisis en los que se ha observado un aumento de las concentraciones de

silicio en plasma (D'Haese y cols., 1995; Miura y cols., 2002).

El H,0, se empled como agente tdxico causante de estrés oxidativo. Es una sustancia ampliamente
utilizada en cultivos celulares y presenta la ventaja de que es producida de forma natural por las neuronas
(Andersen y cols., 2004). Se eligié la concentracién de 400 uM a la que demostro reducir la viabilidad
celular un 40% (articulo 1). Este efecto deletéreo causado por el tratamiento con H,O; se debe, como
ocurre en la EA, a la muerte celular tanto por necrosis como por apoptosis (Behl, 2000). Ademas de
inducir estrés oxidativo y muerte celular, el H,O, aument6 la actividad AChE incluso a dosis muy bajas
(1 uM) (articulo 3). Este dato es relevante ya que en enfermos de EA se ha detectado en las placas
seniles un aumento en la actividad de AChE, aunque esta activacion se atribuye a la presencia de AP
(Sanchez-Chaves y Salceda, 2008). Nuestros resultados demuestran que el H,O, se comporta como un
activador alostérico de la enzima, modificando su Vmax por una accion directa sobre la estructura de la
enzima; lo que agravaria el déficit de acetilcolina caracteristico de la EA. A concentraciones altas, el
H.O; redujo los niveles totales de AChE y modifico la composicion de isoformas de la misma,
probablemente alterando funciones no relacionadas con la actividad catalitica de esta proteina (articulo
3). Este estudio también sugiere que existe una relacion entre el estrés oxidativo y el déficit en el sistema

colinérgico. Asi, resultados inéditos de nuestro grupo no publicados indican que el H-O causa en células
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SH-SY5Y una disminucién en los niveles de ChAT, enzima de sintesis de acetilcolina, apoyando la
hipétesis de una mayor susceptibilidad de las células colinérgicas al estrés oxidativo. Ahmad y cols.
(2012), en un modelo de isquemia cerebral en rata, atribuyeron el descenso de los niveles de ChAT al

estrés oxidativo.

Dada la importancia del estrés oxidativo en la EA, existen multitud de estudios sobre nuevas
terapias antioxidantes (Di Domenico y cols., 2015). Asi, en un estudio prospectivo realizado en 5395
participantes (Engelhart y cols., 2002) se comprobé que el consumo de una dieta rica en sustancias
antioxidantes como la vitamina C y la vitamina E reduce el riesgo de EA. Zhang y cols. (2012)
relacionaron el estrés oxidativo, el déficit colinérgico y el AP soluble en etapas muy tempranas de la EA,
por lo que recomiendan una terapia antioxidante preventiva. El efecto antioxidante del silicio se evalu6 en
presencia de H,O; en células SH-SY5Y (articulos 1y 4). El silicio bloque6 el efecto tdxico del H,O,
reduciendo la muerte celular tanto por necrosis como por apoptosis, y disminuyd la concentracion
intracelular de ROS y la peroxidacion lipidica (articulo 1). El silicio, en presencia de H,O2, demostré
también ser capaz de mantener la actividad AChE a niveles observados en las células control. El
tratamiento simultaneo con silicio provoco la disminucion de la Vmax a todas las concentraciones de
H,0, ensayadas, y aumento la Km solo a la concentracion més alta (1000 uM) (articulo 4). Por tanto, el
mecanismo del silicio implicado en los efectos observados en los articulos 1y 4 parece estar relacionado
con un efecto antioxidante. Igualmente, en el articulo 2 se demostré la capacidad antioxidante del silicio
mediante una modificacion del método ORAC (Ganske y Dell, 2006) en la que se evalla el descenso de
la formacion de ROS mediado por el AAPH (articulo 2).

En conjunto los resultados demuestran que el silicio presenta propiedades antioxidantes y
antiapoptoticas que explican, junto con su capacidad para limitar la acumulacién de aluminio, el efecto
neuroprotector observado en algunos estudios epidemioldgicos (Gillette-Guyonnet y cols., 2007). El
efecto antiapoptotico observado en el articulo 2 sugiere que la presencia de silicio en ausencia de estrés
oxidativo garantizaria la supervivencia de las neuronas, dificultando con ello el proceso de
neurodegeneracion. Ademas, el silicio ayudaria de forma preventiva a controlar el estrés oxidativo
evitando que la acumulacion de ROS produjera alteraciones mayores gracias a su capacidad para

contrarrestar el efecto toxico del H,O..

Este efecto es especialmente relevante ya que al aumento de estrés oxidativo asociado a la edad
(Cencioni y cols., 2013) se suma el hecho de que el cerebro es especialmente sensible al dafio oxidativo
(Andersen, 2004). A este respecto Mariani y cols. (2005) sefialaron que el cerebro presenta menor
actividad catalasa y glutation peroxidasa que otros 6rganos, lo que se traduce en una menor efectividad en
la eliminacion del H2O.. Por ello, la neutralizacion del H,O; por el silicio puede ser muy beneficiosa. Por

ultimo, en una situacién de estrés oxidativo, el mantenimiento de la actividad AChE en valores normales
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seria un beneficio adicional del silicio para proteger al SNC del déficit colinérgico, retrasando con ello la

aparicion de sintomas cognitivos.

2. Impacto del consumo de silicio en un modelo de NAFLD en ratas viejas

Como se comentd en la introduccion, muchos estudios defienden en la progresion de NAFLD a
NASH la importancia de la apoptosis (Spahis y cols., 2016; Feldstein y Gores, 2005) y el estrés oxidativo
(Gambino y cols., 2011). Por ello, aunque no existe ningln tratamiento especifico para esta patologia, se
ha propuesto como alternativa terapéutica la utilizacién de compuestos con actividad antiapoptética y
antioxidante (Hossain y cols., 2016). Dadas las propiedades antioxidantes y antiapoptéticas del silicio ya
discutidas (articulos 1y 2), nos planteamos estudiar el posible papel protector del silicio en el NAFLD

(articulos 7 a 9).

El uso del silicio como ingrediente funcional ha sido propuesto como una posible estrategia para
aumentar su consumo (Canham, 2014). En nuestro estudio, decidimos emplear el silicio como ingrediente
funcional por varias razones. En primer lugar, teniendo en cuenta que la modificacion de la dieta es la
primera medida que se toma en pacientes con NAFLD (Castro y Silva., 2015), la propuesta de un
alimento funcional aseguraria una administracion temprana del silicio. Ademas, los alimentos funcionales
gozan en la actualidad de una gran aceptacion por parte de los consumidores, ya que les ofrecen
beneficios sobre la salud sin necesidad de cambiar sus habitos alimentarios. Por ultimo, dado que el
silicio de calidad alimentaria (E551) es ampliamente utilizado como aditivo alimentario, su perfil de
seguridad esta garantizado, y puede afiadirse de forma sencilla en la dieta de los animales de
experimentacion. La segunda decision importante en el disefio de un alimento funcional es la matriz a la
gue se va a incorporar el ingrediente. A este respecto, el elevado consumo de carne en paises occidentales
y la diversidad de productos derivados comercializados en la actualidad hacen de la carne una matriz
adecuada para formular alimentos funcionales (Sanchez-Muniz, 2004; Sanchez-Muniz, 2005; Jiménez-
Colmenero y cols., 2010; Olmedilla Alonso y cols., 2013). La adicion de ingredientes bioactivos consigue
no sélo aportar a este alimento propiedades que no tiene, sino que también consigue contrarrestar alguno
de los efectos potencialmente negativos asociados a su consumo (Celada y Sanchez-Muniz, 2016; Celada
y cols., 2016a) (articulos 5y 6). En este sentido, la inclusién de Himanthalia elongata en un
reestructurado cérnico bloqueo el efecto activador in vitro de la carne sobre la enzima a-glucosidasa
(articulo 5), y mantuvo la capacidad inhibidora del alga (Schultz Moreiray cols., 2014). Los carnicos
funcionales elaborados con algas demostraron beneficios en marcadores de SM en un modelo de ratas

Wistar alimentadas con una dieta rica en colesterol y acido cdlico (articulo 6).

Nuestro modelo de NAFLD se induce mediante el consumo de una dieta rica en colesterol y &cido

colico, con una proporcion elevada de AGS y un 20% de liofilizado carnico. Esta dieta se asemeja a la
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consumida actualmente en muchos paises occidentales y esta asociada al aumento de riesgo de NAFLD
(Zelber-Sagi y cols., 2007). Se utilizaron ratas de 1 afio, ya que la edad es un factor de riesgo de esta
patologia (Than y Newsome, 2015). Ademas, para poder interpretar correctamente los resultados
obtenidos hay que tener en cuenta que las ratas viejas presentan ciertas particularidades respecto a las
jovenes. Asi, esta descrito que la edad tiene un efecto anorexigeno que provoca una disminucion de la
ingesta respecto a animales jovenes (Nesic y cols., 2013). También se ha observado en ratas, al igual que
ocurre en humanos, que los niveles de colesterol plasmatico tienden a incrementarse con la edad
(Erdingler y cols., 1997; Uchida y cols., 1978). El envejecimiento se ha asociado a su vez con una
disminucién en los niveles de LDLr, que limita la recaptacion de particulas VLDL y LDL por el higado
(Pallottini y cols., 2006). Otra caracteristica de las ratas viejas es la mayor propension a acumular grasa en
los hepatocitos provocando la aparicion de esteatosis e inflamacion incluso cuando se alimentan con una
dieta chow (Gupte y cols., 2010). En relacion a las alteraciones del sistema antioxidante endégeno
asociadas al envejecimiento, existe un aumento del cociente GSSG/GSH provocado principalmente por el
descenso de los niveles de GSH, y que se traduce en una menor efectividad del sistema redox (lantomasi
y cols., 1993). Los niveles de glutation pueden verse parcialmente afectados por los niveles reducidos de
Nrf2 propios de animales viejos (Okada y cols., 2012). Por altimo, el proceso de envejecimiento esta muy
ligado a la disfuncion mitocondrial debida en gran medida a la mayor produccién y acumulacién de ROS
(Cencioni y cols., 2013). Cascales Angosto (2015) sefiala que con la edad se induce una disminucion de la
mitocondriogénesis, resultando en una menor produccién de ATP y mayor generacién de ROS. El dafio
mitocondrial promueve alteraciones en la membrana mitocondrial y favorece la muerte celular a través de

la activacidn de la via intrinseca de la apoptosis (Begriche y cols., 2006; Nassir e Ibdah, 2014).

Todas estas diferencias ligadas al proceso de envejecimiento fueron confirmadas al comparar el
grupo control (grupo C) (articulos 7, 8 y 9) con los controles de ratas Wistar jévenes analizados en

estudios previos del grupo (Olivero-David y cols., 2011; Schultz-Moreira y cols., 2014b).

Las ratas C presentaron una histologia compatible con NAFLD (articulo 9), con esteatosis e
inflamacion leve que pueden ser debidas a la conjuncion de la edad con el consumo de una dieta rica en
AGS (Sheedfar y cols., 2013). El consumo de dietas con alto contenido en energia y AGS incrementa la
lipogénesis en tejido adiposo (Sanchez-Muniz y Sanz Pérez, 2015y 2016). El tejido adiposo visceral se
encuentra directamente conectado con el higado a través de la vena porta, lo que representa una amenaza
para este drgano, cuya integridad y funcionalidad pueden estar comprometidas por el exceso de aporte de
AGL (Arner, 2002). El exceso de 4cidos grasos que llegan al higado contribuye a la formacién
incrementada de VLDL enriquecidas en triglicéridos, aspecto clave de la lipemia observada en muchos
ancianos y particularmente en la DM2 (Carmena, 2010). Aunque el transporte de colesterol se realiza
fundamentalmente por la fraccion HDL, es llamativa la presencia incrementada de IDL+LDL en estas

ratas C y la mayor contribucion de las particulas IDL+LDL en el transporte de lipidos (11% en el articulo
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7) respecto a ratas jévenes con dieta control (4% segun Olivero-David y cols., 2011). Debe recordarse que
la rata no obesa/no diabética presenta niveles muy reducidos de LDL-colesterol (Sanchez-Muniz y
Bastida, 2008) y de lipoproteinas remanentes por existir una transferencia muy limitada de componentes
de VLDL alas LDL y por la captacion muy rapida de las VLDL por el higado (Bilheimer y cols., 1972).
El incremento de las lipoproteinas aterogénicas parece también ligado a la reduccion del LDLr asociado a
la edad, que limitaria la recaptacién de las lipoproteinas por parte del higado, permaneciendo mas tiempo
en sangre y favoreciendo la formacion de LDL desde las VLDL (Morgan y cols., 2016).

La esteatosis hepatica se ve influida por las alteraciones en el perfil lipoproteico presentes en el
grupo C (Garciay cols., 2015). El exceso de lipidos en los hepatocitos puede desencadenar la muerte
celular por lipoapoptosis, muy ligado al NAFLD/NASH (Feldstein y cols., 2003). En los animales del
grupo C se aprecia la salida de citocromo c al citosol, sugiriendo la afectacion de la membrana
mitocondrial, aunque la apoptosis de los hepatocitos se mantiene en niveles basales (articulo 9).
Probablemente el hecho de que el citocromo c liberado no llegue a desencadenar la muerte celular se deba
a la presencia de mayores niveles de la proteina de choque térmico 27 (Hsp-27). El papel protector de esta
proteina se basa entre otros en el blogueo del citocromo c, impidiendo la activacion de la caspasa 9
(Bruey y cols., 2000), y ha sido descrito en modelos hepéticos de dafio por isquemia/reperfusion (Chen'y
cols., 2009). La alteracién mitocondrial en el grupo C puede ser debida a la acumulacion de ROS,
posiblemente como consecuencia de la ineficacia del sistema redox, que presento, al contrario de lo
encontrado en ratas jovenes (Schultz y cols., 2010), mayores niveles de GSSG que de GSH (articulo 8).
A continuacidn, se exponen los principales resultados obtenidos. Para una mas facil lectura y
comprension se incluye en la Figura 15 un resumen de los puntos metabdlicos claves que ocurren en las

ratas viejas alimentadas con dieta con elevada cantidad de AGS que hemos llamado “control” (grupo C).

GRUPO C (modelo de NAFLD) [ Efecto de: ] — X:Z
EDAD + dieta con AGS —

Daiio mitocondrial

APOPTOSIS

ESTRES
OXIDATIVO

ESTEATOSIS

p

[ Colesterol plasmatico

Receptores de muerte

METABOLISMO

*VLDL+IDL+LDL LIPOPROTEICO
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Figura 15. Mecanismos probables inducidos en ratas viejas por el consumo de dieta enriquecida

en acidos grasos saturados y energia.

La adicion de colesterol y acido colico a la dieta promovid la progresion del NAFLD, observandose
en el grupo Chol-C un perfil histolégico hepatico con signos como balonizacién e infiltracion
inflamatoria severa caracteristicos del NASH (articulo 9). Varios acontecimientos provocados por el
consumo de la dieta Chol-C pueden estar implicados en la aparicién de NASH. Entre ellos destacan los
relacionados con el metabolismo lipoproteico, el estrés oxidativo y la lipoapoptosis. En primer lugar, las
ratas Chol-C presentaron mayores niveles de lipidos plasmaticos, y un metabolismo lipoproteico
profundamente modificado respecto al grupo C, y similar al observado en pacientes con NAFLD/NASH
(Garciay cols., 2015). La fraccion VLDL, que ha sido la més relacionada con el SM (Cali y cols., 2007),
fue la mas afectada por la dieta Chol-C, con variaciones tanto en sus niveles como en su composicion,
mostrando un perfil caracteristico de particulas B-VLDL enriquecidas en colesterol (articulo 7). El
aumento significativo de los niveles de VLDL en plasma, junto con los de IDL+LDL, esta favorecido por
el marcado descenso en los niveles de LDLr debido a la edad y potenciado por la dieta Chol-C. Ademas,
las particulas VLDL de las ratas Chol-C se encuentran mas oxidadas como consecuencia del mayor
tiempo de permanencia en sangre (menor LDLr), y por la menor proteccion antioxidante por la
arilesterasa de las HDL. La presencia de VLDL oxidadas pueden igualmente promover la progresion a
NASH (Kang y Chen, 2009). En relacion al estrés oxidativo como segundo factor implicado en la
progresion a NASH, el grupo Chol-C presenta menor expresion de Nrf2 acompafiado de una menor
efectividad del sistema de defensa antioxidante endégeno, por la expresion y actividad reducidas de
catalasa y SOD. El sistema de glutation afectado en primer lugar por la edad de los animales, se ve
negativamente influido también por la dieta Chol-C, mostrando mayores niveles de GSSG debidos a la
disminucidn de glutation reductasa y el aumento de glutation peroxidasa. Este aspecto ha sido encontrado
de forma repetida por nuestro grupo en ratas alimentadas con colesterol (p.ej. 0 Vazquez-Velasco y cols.,
2014). Por Gltimo, la lipoapoptosis, estrechamente relacionada tanto con el metabolismo lipoproteico
(articulo 7) como con el estrés oxidativo (articulo 8), tiene un papel determinante en la progresion a
NASH, tal y como se observa en la correlacion positiva entre el TUNEL de hepatocitos y el indice NAS
(articulo 9). Las ratas Chol-C tienen altos niveles de apoptosis. Esta apoptosis ocurre por mecanismos
caspasa-dependiente, que afecta tanto a hepatocitos como a células inflamatorias infiltradas; y caspasa-
independiente via AIF que so6lo se observa en hepatocitos. Dentro de las vias dependientes de caspasa, se
detecta en las ratas Chol-C activacién de la via intrinseca por caspasa 9 (articulo 9), y de la via extrinseca

por caspasa 8 (datos no publicados).

Aunqgue no forma parte de los objetivos de la presente memoria de Tesis Doctoral, se debe tener en
cuenta que las ratas Chol-C muestran RI provocada por la conjuncion dieta saturada-edad y agravada por

los altos niveles de colesterol en la dieta (datos de glucosa, niveles de insulina e indices HOMA no
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mostrados). Uno de las primeras respuestas a la R1 es la llegada masiva de AGL al higado procedentes del
tejido adiposo, originando un incremento de la sintesis de triglicéridos y esteatosis. Este mecanismo de
almacenamiento en forma de triglicéridos podria considerarse protector, a pesar de favorecer la esteatosis
hepética, ya que evitaria en ultimo término la acumulacion de otras sustancias como AGS o colesterol
libre o esterificado, que son lipotdxicas y que se relacionan con la progresion de NAFLD a NASH
(Alkhouri y cols., 2009). El aumento de triglicéridos en plasma observado en las ratas Chol-C respecto a
las C esté relacionado con la mayor liberacion desde el higado de la fraccién VLDL plasmatica,
posiblemente como mecanismo paliativo frente a la esteatosis, y su menor recaptacion promovida por los
menores niveles de LDLr (articulo 7). A continuacion, resefiamos algunas correlaciones encontradas
entre las variables analizadas que permiten reafirmar los aspectos de esta discusion y aclarar los
mecanismos por los que creemos se produce la progresion de NAFLD a NASH. Algunas de las mas

importantes son:

» Los triglicéridos en plasma, principalmente los transportados por VLDL e IDL+LDL,
correlacionaron positiva y significativamente con marcadores de estrés oxidativo (glutation
peroxidasa y GSSG); y con marcadores de la via intrinseca de la apoptosis (relacion Bax/Bcl-2 en
la mitocondria, niveles de AlF citosélico y caspasa 9 activa 26 kDa y 10 kDa). Esta relacién de
los triglicéridos de las VLDL con el estrés oxidativo y la via intrinseca de la apoptosis parece
indirecta y derivada del aumento de AGL que llegan al higado, promoviendo ambos procesos: a)
la sintesis de triglicéridos y por tanto de VLDL y b) la lipotoxicidad que conduce al estrés
oxidativo y muerte celular por alteracién mitocondrial. La translocacion de Bax a la mitocondria
favoreceria la apertura de poros que permiten la salida de citocromo ¢ y AlF responsables
respectivamente de la via intrinseca caspasa-dependiente y de la via caspasa-independiente.
Malhi y Gores (2008) sugieren que los AGL, fundamentalmente los AGS, promueven la
formacion de ROS y la permeabilizacion de la membrana mitocondrial. Es importante recordar en

este punto que todas las dietas experimentales empleadas son ricas en AGS.

» El colesterol en plasma, y sobretodo el transportado por VLDL e IDL+LDL, esta positivamente
correlacionado con los pardmetros histoldgicos (inflamacién lobular, balonizacidon e indice NAS);
y con marcadores de apoptosis (TUNEL especialmente de células inflamatorias, caspasa 8 activa
18-kDa y caspasa 3 activa 10-kDa). En este sentido, el colesterol parece el responsable de
perpetuar la respuesta inflamatoria caracteristica de la progresion de NAFLD a NASH. Ademas,
promueve la muerte celular a través de la via extrinseca mediada por receptores de muerte e
intimamente relacionada con la inflamacion. Farrell, y Van Rooyen (2012) relacionaron el
colesterol del higado con la infiltracion inflamatoria y balonizacién de los hepatocitos. Vazquez-

Velasco (2015) y Gonzalez-Torres (2016) encontraron incrementos muy marcados de marcadores
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inflamatorios en el higado de ratas fa/fa alimentadas con dietas enriquecidas en grasa saturada y

colesterol, reforzando los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral.

En la Figura 15 se resumen las principales alteraciones provocadas por la dieta con colesterol y

acido colico en el grupo Chol-C.

GRUPO Chol-C (modelo de NASH)
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Figura 16. Principales alteraciones observadas en el grupo Chol-C tras la ingesta de

una dieta rica en AGS, colesterol y acido célico.

Finalmente, la inclusion de silicio como ingrediente funcional en la dieta enriquecida en AGS y

colesterol (Chol-Si) promovié una mejora significativa de muchos de los marcadores estudiados. La

evaluacion histoldgica del higado de las ratas del grupo Chol-Si pone de manifiesto un descenso

significativo del indice NAS por una disminucién evidente de la inflamacion lobular y la balonizacién,

evitando incluso la progresion a NASH en un 25% de los animales que se mantienen en niveles 3-4 de

indice NAS (articulo 9). Estos resultados coinciden con la reduccion del indice hepatosomatico,

marcador de hepatomegalia y dafio hepéatico (Sdnchez-Muniz y cols., 2003) respecto a Chol-C (articulo

8). Se han detectado varios mecanismos que pueden participar en este efecto hepatoprotector. En primer

lugar, las ratas Chol-Si presentan unos niveles de colesterol plasmatico similares a los de las ratas C (que

no habian consumido colesterol y acido c6lico en su dieta) y significativamente mas bajos a los de las

ratas Chol-C. A este efecto hipocolesterolemiante hay que sumar el marcado efecto hipotrigliceridemiante

encontrado en el grupo Chol-Si, con niveles de triglicéridos plasmaticos muy por debajo de los de las

ratas Chol-C e incluso de las C (articulo 7). En relacion al perfil lipoproteico, los principales cambios se

encuentran a nivel de la fraccion VLDL, ya que la adicidn de silicio respecto al Chol-C reduce de forma

significativa (2-3 veces) tanto la masa total de VLDL como su contenido en lipidos y proteinas, llegando
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a niveles no significativamente diferentes a los de las ratas C. No obstante, las VLDL del grupo Chol-Si
estan enriquecidas en proteinas y fosfolipidos y reducidas en triglicéridos respecto a las VLDL del grupo
C, sugiriendo ser algo mas pequefias y mas metabolizadas (Carmena, 2009; Sanchez-Muniz,
comunicacién personal). También es relevante que el grado de oxidacion de las mismas sea muy inferior
al de las VLDL del grupo Chol-C y no significativamente diferente a las VLDL del grupo C. Entre las
explicaciones a esta menor oxidacion de las VLDL podriamos destacar los niveles mas altos (expresion)
de LDLr en comparacion a los de Chol-C (articulo 7), lo que permitiria una mayor recaptacion de las
mismas a nivel hepatico, favoreciendo un menor tiempo de permanencia en sangre y por tanto reduciendo
su agresion por agente oxidantes. Ademas, se detecta en el grupo Chol-Si una actividad arilesterasa a
nivel hepatico significativamente més elevada que en el grupo Chol-C (articulo 7) cuya funcion parece
ser pleiotrdpica (Vazquez-Velasco, et al., 2011), no s6lo protegiendo a todas las lipoproteinas de su
oxidacion (Canales y Sanchez-Muniz, 2003; Nus y cols., 2007; Nus y cols., 2008), sino actuando como
una enzima suicida preservando los niveles de otras enzimas antioxidantes (Vazquez-Velasco, et al.,
2011; Aviran y cols. 1998). La mejora del estatus antioxidante en el grupo Chol-Si se confirma ademas
por el incremento observado en la expresion de Nrf2 y por consiguiente en la expresion y actividad de
SOD, que garantiza la conversion del anion Oz~ en H,O; (articulo 8). La actividad del resto de enzimas
antioxidantes y los niveles de GSSG sugieren que el silicio actia como un antioxidante soluble
eliminando el H,0», tanto el generado por la célula como el procedente del O, . Este mecanismo del
silicio encontrado en un modelo de NAFLD/NASH coincide con el propuesto en el articulo 2 en las
células SH-SYS5Y tratadas con silicio organico. La hipotesis sobre la eliminacion de H2O; por parte del
silicio explica que la cantidad de GSSG sea similar en las ratas Chol-Si y C, a pesar de que en las Chol-Si
los niveles de glutation peroxidasa son marcadamente mas bajos y los de glutation reductasa varian
ligeramente. A su vez, la actividad catalasa se mantiene a niveles tan bajos como los de Chol-C, pero con
una actividad SOD muy alta como ya hemos explicado, lo que apoya la idea de la eliminacién de H20,

por otro mecanismo.

Por ultimo, cuando se analizaron los marcadores relacionados con la muerte celular en las ratas
Chol-Si se detecta una disminucién significativa de la apoptosis en comparacién con Chol-C (articulo 9).
Al estudiar los diferentes mecanismos de apoptosis encontramos en las vias caspasa-independiente e
intrinseca, relacionadas con la mitocondria, que la dieta Chol-Si disminuye todos los marcadores de
forma significativa en relacién a Chol-C, mejorando incluso en algunos marcadores respecto a C.
También, en las ratas Chol-Si observamos unos niveles mas altos de citocromo ¢ en la mitocondria, y mas
bajos de AIF en el citosol, lo que sugiere que la membrana mitocondrial se mantiene intacta, y en mejor
estado que las de las ratas Chol-C e incluso que las del grupo C, lo que es a todas luces relevante. Como
consecuencia de la menor salida de citocromo ¢ se aprecia una menor activacion de caspasa 9 (articulo
9). En un estudio complementario no publicado, hemos encontrado que la via extrinseca de la apoptosis
en las ratas Chol-Si estd menos activada que en las Chol-C, tal como se sugiere por los niveles
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significativamente mas bajos de caspasa 8 activa. Todos los resultados de las vias apoptéticas en su
conjunto explican que los niveles de caspasa 3 10-kDa sean similares a los de las ratas C (articulo 9),
demostrando en altimo término el efecto antiapoptético del silicio previamente discutido en células SH-
SY5Y (articulos 1y 2).

En la Figura 17 se detallan los mecanismos por los que el silicio ejerce su efecto hepatoprotector,
para el que se ha seguido el mismo planteamiento de las Figura 15y 16, y basado en las correlaciones

descritas anteriormente para los triglicéridos y colesterol plasmaticos.

GRUPO Chol-Si vs. Chol-C

Daiio mitocondrial

APOPTOSIS

| ESTRES
OXIDATIVO

o

Via Casp-indep fm

@

INFLAMACION

l f Receptores de muerte ‘
METABOLISMO @ *

[ Colesterol plasmatico }/ LIPOPROTEICO

~ *VLDL+IDL+LDL

Figura 17. Cambios promovidos por el carnico enriquecido en silicio en el grupo

Chol-Si respecto al control Chol-C.

El consumo de un carnico funcional enriquecido en silicio puede considerarse una buena estrategia
nutricional en el tratamiento de pacientes con NAFLD. Segun la Figura 17 el silicio ejerce su efecto
hepatoprotector principalmente por cuatro mecanismos: antioxidante, antiapoptético,
hipocolesterolemiante e hipotrigliceridemiante. Estos mecanismos se encuentran interrelacionados entre
si, ya que légicamente el descenso en los niveles de colesterol implica, segln lo explicado en las
correlaciones, una reduccion de la respuesta inflamatoria y de la apoptosis por via extrinseca. A su vez,
los menores niveles de triglicéridos plasmaticos pueden asociarse a menores niveles de estrés oxidativo y

apoptosis por la via mitocondrial.
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3. Efecto hipoglucemiante e hipotrigliceridemiante del silicio en ratas jovenes

El estado postprandial se considera un factor importante en las enfermedades cronicas y por ello se
recomiendan terapias orientadas a la reduccion de su intensidad y duracién (Burton-Freeman, 2010). Mas
concretamente, la hiperglucemia e hipertrigliceridemia postprandiales se consideran factores de riesgo
importantes de ECV y SM (Ceriello y cols., 2002). En vista de los resultados del estudio en ratas viejas
con NAFLD (capitulo 2), nos planteamos que algunos de los mecanismos implicados en el papel
hepatoprotector ya discutidos, se debian a un efecto del silicio sobre el estado postprandial. De forma mas
especifica, se observo un efecto hipotrigliceridemiante muy intenso, que puede ser debido entre otros

mecanismos a una reduccion en la digestién y absorcion de los lipidos de la dieta.

La administracion de silicio orgénico en ratas sanas durante una semana produce un marcado
descenso en los niveles de triglicéridos y glucosa en el periodo postprandial. El efecto
hipotrigliceridemiante se produce desde la primera administracion, sugiriendo que el silicio ejerce un
efecto directo del sobre la digestion y absorcién de lipidos. Ademaés, después de una semana de
administracion los efectos son significativamente mas potentes, demostrando que otros mecanismos estan
implicados ademas de los que se producen de forma local en la digestion. Estos resultados confirman los
obtenidos en el capitulo anterior (articulo 7) en relacién a la trigliceridemia. Por otra parte, la reduccion
de la glucemia parece estar mediada por mecanismos relacionados con la inhibicién de la enzima -
glucosidasa y la disminucion de los niveles del transportador SGLT1. Aungue no se ha comentado en el
capitulo anterior, ya que no formaba parte de sus objetivos, la disminucion de la hiperglucemia
postprandial podria mejorar la resistencia a la insulina (Ceriello, 2005). Este efecto por tanto puede estar

también involucrado en el efecto protector demostrado en el capitulo 2.
Reflexion final

Globalmente, los resultados obtenidos demuestran diferentes mecanismos del silicio que pueden
ser parcialmente responsables de su efecto beneficioso en la EA, ECV y DM2 sugeridos por otros autores
(véase subsecciones 4.2.2 y 4.2.3 de la introduccién). Tal y como se han definido en la presente memoria
de Tesis Doctoral, los mecanismos antiapoptéticos y antioxidantes parecen ser pleiotropicos, ya que
forman parte del efecto protector observado tanto en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y
(capitulo 1) como en el higado de las ratas (capitulo 2). Por Gltimo, este estudio sugiere que los
mecanismos de accion del silicio son independientes de la forma quimica en la que se administra, ya que
las dos formas empleadas en esta Tesis Doctoral, silicio organico G57 (capitulos 1y 3) y silicio amorfo
micronizado (capitulo 2) acttan a través de mecanismos comunes (antiapoptotico, antioxidante e

hipotrigliceridemiante).
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RESUMEN Y CONCLUSIONES
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El silicio es un micronutriente esencial con multitud de efectos sobre diferentes células y tejidos
animales. Sin embargo, muchos de sus mecanismos son todavia desconocidos. Ademas, a pesar de que en
la actualidad hay un interés creciente por el silicio, los estudios poblacionales son escasos y por tanto no
se ha llegado a un consenso para fijar su ingesta de referencia. El silicio de la dieta procede
fundamentalmente del agua, aunque también se encuentra en cantidades relativamente elevadas en la
cerveza, café, y alimentos de origen vegetal. Su biodisponibilidad difiere enormemente de unos alimentos
a otros y depende de la forma quimica en la que se encuentre. A su vez, la concentracion de silicio en el
agua es tremendamente variable entre zonas geogréficas, y dependiente del silicio del suelo. Por otra
parte, debido al ciclo biogeogquimico que presenta, la concentracion de silicio disponible para los seres
Vivos es progresivamente mas baja. Todo ello sugiere la necesidad de establecer una ingesta de referencia
gue permita detectar grupos de poblacion con ingestas sub-6ptimas que podrian beneficiarse de una

suplementacion adecuada.

Entre los efectos mas importantes del silicio destacan los relacionados con a) la salud 6sea y
prevencion de osteoporosis; b) la mejora de la enfermedad de Alzheimer (EA) por la capacidad del silicio
para reducir los niveles téxicos de aluminio en los tejidos; y c) la reduccion del riesgo de enfermedad
cardiovascular (ECV) y de diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Los beneficios del silicio estan, por tanto,
ligados a enfermedades crénico-degenerativas muy prevalentes en los paises desarrollados, asociadas al
proceso de envejecimiento. Ademas, se ha observado una disminucion de silicio en los tejidos relacionada
con la edad, que sugiere que las personas de edad avanzada podrian beneficiarse especialmente del

consumo adecuado de este mineral.

Teniendo en cuenta estas premisas, se hipotetiza: a) que dependiendo de la dosis ensayada, el
silicio puede promover efectos toxicos o beneficiosos; b) que a dosis adecuadas el silicio ejerce efectos
protectores in vitro e in vivo diferentes de los resefiados en la bibliografia con especial enfoque a la

proteccién neuronal y hepaética, asi como a nivel digestivo y postprandial.

Por ello, en esta Tesis Doctoral se han estudiado los mecanismos relacionados con el efecto
neuroprotector del silicio adicionales a su interaccién con el aluminio en una linea celular de
neuroblastoma humano (SH-SY5Y) en ausencia y presencia de estrés oxidativo. En una segunda parte, se
han evaluado los efectos hepatoprotectores de un carnico funcional enriquecido con silicio en un modelo
de NAFLD en ratas Wistar de un afio. En relacién con el estatus postprandial alterado en la DM2, se
examina en ratas jovenes sanas los efectos de la administracion aguda y subcronica de silicio en la

digestion de hidratos de carbono y la glucemia y trigliceridemia postprandial.
Los resultados obtenidos han permitido establecer las siguientes conclusiones:

1. Elsilicio actia como un agente neuroprotector o neurotéxico en funcion de su concentracion.

Como neuroprotector presenta propiedades antioxidantes y antiapoptéticas en células SH-SY5Y
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de neuroblastoma humano en ausencia y presencia de H>O, como modelo de estrés oxidativo. La
neurotoxicidad por elevados niveles de silicio induce muerte celular por apoptosis via extrinseca
y necrosis con elevados niveles de peroxidacién lipidica.

2. Elsilicio bloquea el efecto activador del H.O- sobre la actividad de enzima acetilcolinesterasa,
evitando el déficit colinérgico en el SNC.

3. El uso de silicio como ingrediente funcional incluido en una matriz carnica es una estrategia
tecnoldgica y nutricional eficaz para asegurar el aporte dietético de silicio.

4. El consumo de un carnico funcional enriquecido en silicio bloquea parcialmente la progresion de
NAFLD a NASH, actuando principalmente por cuatro mecanismos: antioxidante, antiapoptético,
hipocolesterolemiante e hipotrigliceridemiante.

5. Laadministracion de silicio afecta al estatus postprandial, mostrando un potente efecto
hipotrigliceridemiante e hipoglucemiante en ratas jovenes y sanas.

6. Los mecanismos antiapoptdtico y antioxidante parecen ser pleiotrépicos, ya que participan en el
efecto protector observado tanto en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y como en el
higado de las ratas.

7. Los mecanismos de accion del silicio son independientes de la forma quimica en la que se
administra, ya que las dos formas empleadas, silicio organico G57 y silicio amorfo micronizado
promueven mecanismos comunes, no obstante, la dosis debe ser convenientemente ajustada

considerando la biodisponibilidad del silicio ensayado.
Conclusion general y futuras aplicaciones

Las conclusiones obtenidas permiten afirmar que el silicio tanto organico como inorganico, ejerce
efectos pleiotropicos beneficiosos mediando mecanismos con base molecular y metab6lica comun, de
enorme importancia en la iniciacion y progresion de las enfermedades cronico degenerativas tan
prevalentes en la sociedad actual. Deben ser potenciadas y completadas por investigaciones posteriores
donde se relacionen niveles de marcadores de riesgo de las enfermedades cardiovasculares y
neurodegenerativas en modelos animales o en pacientes, buscando la prevencién y el tratamiento con

dietas individualizadas y optimizadas en silicio.
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Silicon is an essential micronutrient displaying many associated effects in different animal cells
and tissues. Nonetheless, many of its mechanisms are still unknown. Despite growing interest in silicon
properties, epidemiological studies are scarce and hence there is no consensus on reference intakes. The
main source of dietary silicon is tap water, although beer, coffee, and plant foods also contain substantial
concentrations. The concentration of silicon in water varies between geographical areas and depends on
the concentration found in the soil. In addition, due to the characteristics of its biogeochemical cycle, the
available silicon concentrations for living organisms are becoming progressively smaller. All this
indicates a need to establish silicon reference intakes, so as to be able to detect populations with sub-

optimal consumption which could benefit from supplementation.

The most important benefits of silicon are: a) bone health and prevention of osteoporosis; b)
amelioration of Alzheimer’s disease (AD) due to the ability of silicon to limit toxic aluminium levels;
and, c¢) reduction of risk of cardiovascular disease (CVD) and type 2 diabetes mellitus (DM2). Thus, the
benefits of silicon appear to lie in the sphere of chronic diseases, which are highly prevalent in developed
countries and are associated with ageing. In this regard, it has been reported that silicon levels decrease

with age, suggesting that consumption of this mineral could be especially beneficial in aged people.
In view of all this, we hypothesized that:

o Silicon exerts toxic or protective effects depending on its concentration
e Adequate doses promote protective in vitro and in vivo effects through unexplored mechanisms,
especially those involved in neuron and liver protection, as well as in management of

postprandial state.

The present Doctoral Thesis studied possible neuroprotective mechanisms in silicon, as separate
from the known silicon-aluminium interaction, on the SH-SY5Y human neuroblastoma cell line in the
absence or presence of oxidative stress. Also, the hepatoprotective role of silicon contained in a meat
matrix was analysed in a NAFLD model using one-year-old Wistar rats. Finally, the effect of silicon on

postprandial state was evaluated after acute and one-week administration in young healthy rats.
From these results we conclude:

1. Depending on the concentration, silicon acts as a neuroprotective or neurotoxic agent. As a
neuroprotector it presents antioxidant and antiapoptotic properties in human neuroblastoma
SH-SY5Y cells in the presence or absence of H.O,. High silicon levels originate
neurotoxicity, which in turn induces cell death extrinsically via apoptosis and necrosis, with
high lipid peroxidation levels.

2. Silicon blocks the activating effect of H.O, on acetylcholinesterase activity, palliating the

cholinergic deficit in the central nervous system.

123



3. The inclusion of silicon in a meat matrix as a functional ingredient is an effective
technological and nutritional strategy to assure dietary silicon intake.

4. Consumption of a silicon-enriched functional meat product partially arrested the progression
of NAFLD to NASH, through four main mechanisms: antioxidant, antiapoptotic,
hypocholesterolaemic, and hypotriglyceridaemic.

5. Silicon administration affects postprandial status, showing a potent hypotriglyceridaemic and
hypoglucaemic effect in young, healthy rats.

6. The antiapoptotic and antioxidant effects appear to be pleiotropic, as they were found in both
neuroblastoma SH-SY5Y human cells and in rat liver.

7. The mechanisms of silicon action are independent of its chemical form, as both organic
silicon G57 and micronized and amorphous silicon work through common mechanisms;

however, dosages have to be adequately adjusted according to silicon bioavailability.

General conclusion and future applications

We conclude from the results that both the organic and inorganic forms of silicon exert beneficial
pleiotropic effects through various mechanisms with common molecular and metabolic bases, which in
turn appears to be crucial in the initiation and progression of chronic degenerative diseases that are highly
prevalent nowadays. This research needs to be taken further by identifying markers of cardiovascular and
neurodegenerative disease risk in animal models or in patients, with a view to prevention and treatment

with individualized silicon-optimized diets.
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