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RESUMEN

La esteatosis hepética no alcohodlica (HGNA) es una patologia asociada al sindrome
metabdlico de gran incidencia en los paises desarrollados. Cursa con una infiltracion
lipidica en el higado, provocando estrés oxidativo que puede progresar a esteatohepatitis
(EHNA). En la actualidad no existe ningun tratamiento farmacolégico aprobado para
HGNA/EHNA y se recomienda la adopcion de habitos de vida saludables para revertir su
evolucion. Recientemente se ha demostrado la eficacia del Silicio como micronutriente
en la formacidn de tejido conectivo y desarrollo del sistema inmune , asi como su empleo
en el tratamiento de diversas patologias como osteoporosis o enfermedades
neurodegenerativas. Estudios “in vivo” e “in vitro” muestran su efecto terapéutico frente
a las alteraciones hepaticas debido a su capacidad protectora frente al estrés oxidativo.
Como agente antioxidante, el silicio favorece la expresion de las enzimas antioxidantes.
Asimismo, muestra un efecto anti-apoptotico mediado por la inhibicidn de via caspasa-
dependiente, lo que favorece la viabilidad celular en hepatocitos tratados con H.O; y
ademas, reduce la oxidacion de las LDL y los niveles del colesterol y triglicéridos en
sangre actuando como agente hipolipémico. Por todo ello, el Silicio puede considerarse

un excelente candidato para el tratamiento y prevencion de la HGNA y su progresion.

ABSTRACT

Non-alcoholic hepatic steatosis is a pathology associated with the metabolic syndrome,
with a high incidence in developed countries. It courses with a lipid infiltration in the
liver, causing oxidative stress that will cause its progression to steatohepatitis. There are
non-pharmacological treatments. The treatment consists of the adoption of healthy life
habits. The effectiveness of Silicon as a micronutrient in the formation of connective
tissue and in the development of the immune system and its use in the treatment of various
pathologies such as osteoporosis or neurodegenerative diseases has been demonstrated.
Recent studies "in vivo" and "in vitro" have shown the protective capacity of silicon
against oxidative stress. As an antioxidant agent, silicon enhances the activation of
antioxidant enzymes expression. It also shows an anti-apoptotic effect which is mediated
by the inhibition of caspase-dependent pathway that improves cell viability in hepatocytes
treated with H20.. In addition, Si reduces the LDL oxidation and, cholesterol and
triglycerides levels in serum acting as hypolipemic agent. Silicon can be considered an

excellent candidate for the treatment and prevention of NAFLD and its progression.
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1.- INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

1.1 HIGADO GRASO NO ALCOHOLICO

El higado graso no alcoh6lico (HGNA) es una enfermedad multifactorial caracterizada
por una infiltracion de grasa en los hepatocitos asociada al cuadro patoldgico del sindrome
metabdlico (resistencia a la insulina (RI), niveles de triglicéridos en sangre elevados,
dislipemia y/o diabetes mellitus tipo 2), con ausencia de exposicidn a sustancias toxicas
como el alcohol u otras enfermedades del higado (Brunt, 2004) . Comprende un amplio
rango de enfermedades hepéticas que van desde la esteatosis macrovesicular (HGNA), es
decir, el acimulo graso en el higado, hasta la esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA),
debida a la toxicidad provocada por el exceso de lipidos en la que interactlian
determinantes metabdlicos e inflamatorios progresando en un dafio tisular que tendra
como manifestaciones la fibrosis y la cirrosis (Lopez-Oliva & Mufioz-Martinez, 2014).

Es conocida, por tanto, como la manifestacion hepatica del sindrome metabdlico.

La incidencia de esta enfermedad hepatica en la poblacion se considera alta (20-30% en
los adultos y 3-10% en los nifios), segun cifras de EEUU extrapolables a Europa y, por
tanto, a Espafia, lo cual ademas, se ve agravado por la obesidad (80-90%) y la diabetes
tipo 2 (3-50%) que acentlan el problema, pudiendo desarrollar EHNA hasta en el 35%
de los casos. La incidencia de estas enfermedades, junto con las cardiovasculares, se
encuentra en aumento en la actualidad en las sociedades de paises desarrollados, debido
su estilo de vida sedentario y a la elevada ingesta calorica, por lo que la presencia de una
de estas enfermedades ira acompariada del desarrollo de otras. Es lo que se conocera como
sindrome metabolico. Por lo tanto, las enfermedades derivadas de este estilo de vida como
son la obesidad, dislipemias, hipertension o diabetes, son factores de riesgo para el
desarrollo de la enfermedad del HGNA. Esto se traduce en que las cifras obtenidas de
obesidad y diabetes pueden camuflar la prevalencia de esta enfermedad haciendo menos
perceptible su gravedad. Asimismo, al mostrar un cuadro asintomético en muchos casos,
unido a la ausencia de marcadores o alteraciones fisiologicas especificas, provoca que la
enfermedad no se encuentre adecuadamente valorada (Nicholas y col., 2007).

A pesar de no tener un cuadro clinico con unas manifestaciones especificas en los
primeros estadios de la enfermedad, gracias a la realizacion de numerosos ensayos
clinicos se ha llegado a comprender su patogenia que tiene su origen en la RI. Este estado
de RI da lugar a un elevado aporte de &cidos grasos libres (AGL) al higado y un

incremento de la lipogénesis de novo hepatica y, en menor medida, causa una disfuncién
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en la oxidacion de los &cidos grasos (AG) y/o de la secrecion de lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL) en el higado, produciéndose un desequilibrio que favorece el
excesivo acumulo de triglicéridos (TG) en el mismo (Donnelly y col. 2005). El aumento
de la lipogénesis de novo, inducida por la hiperglucemia e hiperinsulinemia, provocara
un incremento de la gluconeogénesis y glucogendlisis dando hiperglucemia que agravara
la RI ya existente. Los productos del metabolismo de los AG también interfieren en la
actividad de la insulina inhibiendo algunas cascadas de sefializacion o activando factores
de transcripcion (FT) como SREBP-1c (proteina de union al elemento regulador del
esterol), ChREBP (proteina de union al elemento de respuesta a carbohidratos) y LXR
(receptor X hepatico) que inducen la expresion de enzimas glucoliticas y lipogénicas
(controlan genes del metabolismos del colesterol) dando un incremento en la lipogénesis
de novo (Lopez-Oliva & Mufioz-Martinez, 2014). Por ello, estos factores de transcripcion

estan siendo investigados como posible diana terapéutica.

El incremento de lipidos a nivel hepatico también es debido a la ingesta por una dieta
hipercalorica. El incremento de las proteinas de transporte de AGL permite una mayor
captacion de los mismos por parte del higado, asi como de la sobreproduccion de VLDL,
con su consiguiente conversion en lipoproteinas de baja (LDL) e intermedia (IDL)
densidad, que disminuira la capacidad de higado de exportar TG. Asimismo, las vias de
utilizaciéon de AG como la B-oxidacion mitocondrial se encuentran disminuidas debido a
que el exceso lipidico ha sobrepasado su capacidad metabdlica y también hay un descenso

en la accién oxidativa de los peroxisomas (L6pez-Oliva & Mufioz-Martinez, 2014).

Los AG son los compuestos que ocasionan la toxicidad en este grupo de patologias. En
el higado seran metabolizados a TG constituyendo las gotas de grasa que se aprecian en
este drgano cuando se observa la esteatosis, tratdndose de un mecanismo de defensa que

permite eliminar los AGL toxicos (Donnelly y col.,2005).
1.2. PROGRESION DE ESTEATOSIS A ESTEATOHEPATITIS

El mecanismo de la progresion del HGNA a la EHNA todavia es desconocido. Se produce
por interaccion de diferentes factores, tanto genéticos como ambientales, de secuencia
desconocida. Se explica tradicionalmente con la hipotesis del doble impacto “two-hit
hypotesis” que postula que una dieta rica en grasas o la Rl conducen a higado graso
(primer impacto). Este exceso de grasa sensibiliza al higado frente a otros dafios (segundo
impacto) como el estrés oxidativo o las citoquinas y adipoquinas, que desencadenan el
proceso inflamatorio y la fibrosis (Koo, 2013). En la actualidad esta teoria esta siendo
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reemplazada por el modelo de lipotoxicidad, que parte de la premisa de que todos los
posibles determinantes metabdlicos e inflamatorios de la EHNA no acttan por separado,
sino que son interactivos y colaboran en la progresion al dafio tisular (Tilg & Moschen,
2010) (Lopez-Oliva & Mufioz-Martinez, 2014).

Los factores que contribuyen a la progresion de la HGNA a EHNA son: la disfuncién
mitocondrial, el estrés oxidativo y la disminucién de la capacidad de defensa antioxidante.
Se ha postulado como uno de los elementos que indica la progresion de la enfermedad, la
aparicion de cambios estructurales y funcionales en las mitocondrias hepéticas. Se
observa también un aumento en la oxidacion de AG por via mitocondrial que generara
especies libres de oxigeno (ROS), cuyo mayor exponente clinico es el H20,, y su
consiguiente estrés oxidativo. Esto tiene como causa directa la disfuncion mitocondrial
puesto que interfieren en la cadena respiratoria e integridad del DNA mitocondrial, lo
cual contribuira al desarrollo de la esteatosis, puesto que inhibe la -oxidacion. Se aprecia
un aumento en los productos de la peroxidacion que amplificaran el efecto de las ROS al
daflar membranas e inactivar compuestos celulares, intensificando la disfuncudn
mitocondrial y perpetuando la elevada concentracion de ROS. El aumento consecutivo
de la permeabilidad de la membrana externa mitocondrial permitira la liberacion al citosol
de proteinas proapotoéticas, que inducen la muerte de los hepatocitos y favorecen el
desarrollo de la inflamacion y la fibrosis. Las ROS induciran, por tanto, la sintesis de
citoquinas proinflamatorias el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) e interleuquina 6 y
8 (IL-6,IL-8) que propiciaran el mantenimiento de la RI, la muerte celular, la quimiotaxis
de neutrofilos, la formacion del infiltrado inflamatorio y la activacion de las células de
Kuppfer, cuyo reclutamiento es critico para la propagacion de la inflamacion y del dafio
tisular. A su vez inducen fibrosis por estimulacion de las células estrelladas que proliferan
y se activan, trasformandose en microfibroblastos que incrementaran la matriz

extracelular con su produccion de colageno (Lopez-Oliva & Mufioz-Martinez, 2014).

Ademas, ha sido encontrado un mecanismo de estrés del reticulo endoplasmico (RE) que
estd implicado en la progresion de esta patogenia y es debido a alteraciones en la
homeostasis que afectan a la capacidad de plegado de proteinas del RE (Malhi &
Kaufman, 2011). Esto es provocado por los AGL que actian de forma toxica alterando
este mecanismo de plegado, lo que derivard en dafio hepéatico y apoptosis de los

hepatocitos (Zhang y col. 2014).
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Fig 1. Mecanismos patoldgicos de la esteatosis hepatica no alcohdlica (Lopez-Oliva &
Mufioz-Martinez, 2014).

Se da, por ultimo, un desequilibrio en la razén adipoquinas/citoquinas que es la encargada
de regular la sefializacion insulinica y la inflamacion. Hay una proliferacion de citoquinas
proinflamatorias y disminuye la concentracion de adiponectina, enzima encargada de
aumentar la B-oxidacion, de regular la sensibilidad a la insulina y de activar el factor
PPARa (hepatocitos sanos), ademas de reducir la inflamacion. Por todo ello, la induccién
de adiponectina constituye una alternativa como tratamiento para esta enfermedad
(Stojsavljevi¢ y col. 2014). También, cuando se produce la esteatosis se da una activacion
de la PPARYy, otra posible diana terapéutica (Tailleux y col. 2012). La resistina tiene
efectos contrarios a la adiponectina, empeorando el cuadro clinico de la estetosis y la

leptina, sin embargo, reduce la toxicidad lipidica y aumenta la inflamacion.

La aparicion del estrés oxidativo se da por el acimulo de ciertas circunstancias: por un

lado el aumento en la actividad pro-oxidante, no solo mediada por las mitocondrias si no
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también acompafiada por los peroxisomas (lipoperoxidacion), una disminucion en el
potencial antioxidante debido al declive en la actividad de los antioxidantes naturales del
organismo como son el superoxido dismutasa o catalasa y del sistema redox del glutation
y la activacién de las células de Kupffer que aumentan la concentracién de ROS. Todo
ello produce inflamacion hepética, lo que atraeré citoquinas a la zona que provocaran
necrosis y apoptosis, ambos mecanismos de muerte celular, y que ademas, ira
acompafiada de fibrosis que podra desembocar con el tiempo en una cirrosis. La apoptosis
que se da en este caso esta producida por el depdsito de lipidos, por lo que seré conocida
como lipoapoptosis (Cazanave & Gores, 2010).

1.3. TRATAMIENTO DE HGNA'Y EHNA

Debido a que los mecanismos moleculares de la patogénesis de EHNA no han sido
totalmente definidos, la terapia se dirige directamente al tratamiento de los factores de
riesgo y a evitar los toxicos hepaticos. Por lo tanto, los blancos de la terapia son la Rl y
el estres oxidativo. Si bien actualmente se estan evaluando varias opciones de tratamiento,
la eficacia de la mayoria de los tratamientos es incierta, o sus efectos revierten al
interrumpirlos. Las metas del tratamiento para EHNA son reducir las caracteristicas
histolégicas y mejorar la RI y los niveles de las enzimas hepéticas. Por ello, son
recomendables las modificaciones en el estilo de vida, incluyendo habitos dietarios y la
practica de ejercicio. En la actualidad, no existe una terapia especifica de EHNA que haya
mostrado ser universalmente eficaz y los farmacos que muestran algin beneficio
presentan muchos efectos adversos. Dada la estrecha relacion entre EHNA, obesidad (con
los elevados niveles de colesterol) y RI, en la terapia farmacologica se han utilizado
agentes sensibilizadores a la insulina (metformina, tiazolidindionas) y antilipémicos
(fibratos), ademas de antioxidantes (vitamina E), inhibidores de TNFa, acidos grasos
poliinsaturados (PUFA) etc... para combatir la necroinflamacion y la fibrosis hepética
(Dyson & Day, 2014).

Uno de los principios activos que actualmente se esta investigando como opcién
terapéutica tanto para prevenir como para tratar la enfermedad es el Silicio (Si). El Si
tiene propiedades antioxidantes y antiinflamatorias y se ha demostrado que tiene efecto
sobre el tejido conectivo y sistema inmune y es eficaz en el tratamiento de algunas
enfermedades como la arteriosclerosis, la hipertensién , la osteoporosis o en procesos
neurodegenertativos como el Alzheimer, por lo que podria ser un buen candidato para ser

utilizado en el tratamiento de HGNA y su progresion a EHNA.
-8-
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2. OBJETIVOS

En esta revision bibliogréfica se desarrollan y aplican conocimientos, capacidades y
competencias adquiridos en las asignaturas de la titulacion de Grado de Farmacia para
profundizar en el estudio de los mecanismos patogénicos de HGNA y su progresion hacia
EHNA, ambas enfermedades sin tratamiento especifico hasta la fecha. Nos centramos en
examinar el potencial terapéutico del Silicio sobre la enfermedad del higado graso. Se
hace una revision sobre las propiedades y el papel de este elemento en la salud humana y
su empleo en el tratamiento de otras patologias para, finalmente, definir los mecanismos
de accion por los que el Si podria ser una buena alternativa para el tratamiento de la
enfermedad del HGNA y su progresion. Para lograr los objetivos, se describiran estudios

previos y resultados obtenidos de experiencias “in vitro” e “in vivo” en el laboratorio.

3. MATERIAL Y METODOS

Se realizd una busqueda documental informatizada para la identificacion y manejo de
fuentes bibliogréaficas y recursos de informacion utilizando las bases de datos: Medline,
Pubmed y Elsevier o buscadores como Google académico.

La busqueda de articulos se llevo a cabo mediante el empleo de palabras clave en inglés:
"Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD)", "Nonalcoholic steatohepatitis (NASH)", "
fatty liver ", "insulin resistance" “Silicon”. Se incluye la bibliografia empleada que se
presenta siguiendo las reglas de Vancouver. Las referencias bibliograficas fueron
ordenadas Yy clasificadas mediante el programa de gestion de citas bibliograficas Ednote
para dar formato a las citas y crear listados bibliograficos en Microsoft Office™ Word.
Por otra parte, se han estudiados los mecanismos protectores del Si frente a la oxidacion
inducida por peroxido de hidrogeno (H202) en cultivos de hepatocitos, que permite
reproducir la situacion patoldgica de EHGA, mediante la determinacion de la viabilidad
celular utilizando la técnica del MTT (Denizot & Lang, 1986).

4. RESULTADOS Y DISCUSION

El Silicio (Si) es el segundo elemento mayoritario después del oxigeno y comprende al
menos la tercera parte de la corteza terrestre. No se suele encontrar en forma pura como
elemento debido a que sus caracteristicas fisicoquimicas lo hacen reaccionar facilmente
con el Oz y el H,O. Estara por tanto, formando 6xidos o acidos (6xido de silicio SiOa,
acido ortosilicico monomérico H4SiO4) 0 combinaciones con metales y no-metales, con

los cuales puede polimerizarse reduciendo su solubilidad en agua lo que limita su
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absorcion cuando es ingerido (Figura 2). Por sus distintas formas quimicas y su capacidad
de reaccion presenta numerosas propiedades tanto toxicas como saludables. En concreto
el H4SiO4, soluble en agua y diversas soluciones acuosas, juega un papel crucial en la
aportacion de Si a las células de los organismos vivientes y por lo tanto, representa la
principal fuente de silicio para los seres humanos y animales (Raya & Aguirre, 2012).
Aunqgue inicialmente fue visto como un contaminante ambiental, se comprobd que se
trataba de un micronutriente esencial, cuyo deficiente aporte en la dieta podia llevar a
problemas de crecimiento y desarrollo del cuerpo humano, debido al papel fundamental

que ejerce en muchas de las estructuras que lo componen.

acido ortosilicico acido ortosilicico

H{I) (I')-H
H-O—\T‘,i-O-H H-O—ISi—O-H
H-O y OH

H-O O-H Modelo

| | espacial
H-O—?i—O—?i—O—H

H-O O-H

acido disilicico

Figura 2. Estrutura quimica del acido ortofosforico y sus polimeros

4.1. EL SILICIO EN LOS SERES VIVOS

El Si tiene un papel estructural en diatomeas, esponjas y protozoos en forma de acido
silicico (H4SiO4). También tiene un papel indiscutible en algunas plantas superiores, ya
que forma parte del tejido de sostén y aumenta su resistencia contra enfermedades y
parasitos (Raya, JC & Aguirre C,2012).

En el cuerpo humano, el Si es el tercer elemento traza mas abundante. Esta presente en el
pelo, ufias, epidermis y cuticulas. Numerosas fuentes muestran su relacién con el tejido
conectivo, como su actividad en la mineralizacion 6sea y la sintesis de colageno y
elastina. Asi, forma parte estructural en la aorta, trdquea, huesos, tendones, ademas de la
piel, donde forma parte de la matriz extracelular. Asimismo, también se ha comprobado
su funcion en el sistema inmune estimulando la proliferacion de linfocitos y regulando la
respuesta inflamatoria (Nielsen FH, 2014). Por ello, se esta probando la eficacia del efecto

inmunomodulador del Si introducido en los seres vivos mediante nanoparticulas.

Enayunas los niveles de Si en plasma oscilan entre 10 a 31pug/dl y los niveles de excrecidn

urinaria del Si se encuentran por debajo de 14 mg/dL. Concentraciones por debajo de
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estas indicaran niveles suboptimos para la vida. Aungue sus concentraciones en sangre y
en orina son similares a las de otros elementos como el calcio (Ca) y el zinc (Zn), se
distingue del resto en que no se encuentra asociado a proteinas plasmaticas y no ha sido
identificado su sitio de union, favoreciendo su biodisponibilidad. ElI mantenimiento de
estos niveles indica una correcta ingesta de Si que son dependientes del estilo de vida, la
edad y el sexo. Con la edad se reduce la capacidad del cuerpo para absorber y utilizar este
oligoelemento, al tiempo que aumenta el requerimiento de dosis en ancianos (Bisse y col.,
2005). Es especialmente significativo su aporte en mujeres en las etapas de embarazo y
menopausia, pues pueden presentar un déficit que debe ser suplementado. En la
menopausia, el Si tiene especial importancia debido al gran riesgo de osteoporosis que

Ileva asociada y frente a la que el Si tiene un efecto protector (Pepa & Brandi, 2016).

Como hemos indicado el Si se absorbe en forma de acido ortosilicico (HsSiO4) que es
soluble en agua pero presenta una muy baja biodisponibilidad en el organismo.
Aproximadamente solo un 50% del Si consumido se absorbe en el intestino delgado
(Jugdaohsingh y col. 2002). Ademas, Tartaray col., (2015) demuestran la importancia de
las funciones exocrinas y endocrinas del estomago para el mantenimiento de la
homeostasis del Si y su biodisponibilidad. Se ha demostrado que en plantas el Si se
transporta gracias a proteinas incluidas en el membrana, acuoporinas, que estan también
presentes en animales, aungque en una menor proporcion, lo que seria otra de las razones
de su escasa biodisponibilidad. También se han descubierto acuogliceroporinas que son
capaces de actuar como transportadores del Si en los humanos, por lo que seran las
encargadas de regular su acceso a las distintas partes del organismo e incrementaran la

eficacia de sus funciones (Alexandre y col., 2015).

4.2. EFECTO PROTECTOR DEL SILICIO EN DIVERSAS ENFERMEDADES

Debido a la importancia estructural y funcional del Si en el organismo, por lo que
modificaciones en los niveles y transporte plasmaticos, o en su biodisponibilidad y su
excrecion provocan disfuncion y patologia. Ademas, el efecto protector se ha evaluado
como respuesta al dafio oxidativo que se observa en algunas patologias como son el
neuroblastoma, la aterosclerosis o la esteatosis que se estudia en esta revision (Martin,
2013).

Se ha observado que el consumo de un suplemento de Si en la dieta tiene un papel en la

mejora de la funcion del sitema inmune, puesto que regula el ciclo celular de los
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linfocitos, aumentando su proliferacion asi como la sintesis de las inmunoglobulinas y
disminuye los procesos inflamatorios gracias a la significativa reduccion de las citoquinas
inflamatorias (IL6, Cox2)( Se-Yune Kimy col., 2016).

También, el Si disminuye el riesgo de enfermedad cardiovascular, mejorando la
arterioesclerosis, la hipertension arterial y previniendo el envejecimiento vascular
(Buffoli, 2013). Esté indicado en la prevencion de la formacion de ateromas debido al
efecto protector que ejerce sobre las paredes arteriales, inhibiendo la acumulacion de

colesterol en ellas, lo que también reducird, en Gltima instancia, la hipertension.

Se ha demostrado también su papel en procesos neurodegeneratativos como el Alzheimer,
ya que el consumo de Si reduce la absorcion de aluminio (Al) por el tracto digestivo y
facilita su excreccion, disminuyendo su biodisponibilidad y evitando que se acumule en
el tejido cerebral, lo cual, se encuentra asociado a la enfermedad de Alzheimer, por lo que
constituye una terapia no invasiva en estos enfermos. El Si, por tanto, bloquea
parcialmente el dafio celular derivado del estrés oxidativo, una de las mayores causas de
muerte celular en enfermedades neurodegenerativas. Por ello, se ha demostrado que el Si
inducird un aumento clinicamente relevante en el desarrollo cognitivo de aquellos
pacientes que padecen Alzheimer. Asimismo, el Si también mejora la memoria y protege
frente esclerosis multiple (Jones y col. 2017). Garcimartin y col., (2014, 2015)
demuestran que el Si puede actuar como un agente neuroprotector a bajas dosis,
reduciendo la inflamacion, disminuyendo la expresion del TNFa y los mecanismos
apoptoticos, 0 como un agente neurotdxico a dosis altas, puesto que puede estimular la
via de las caspasas (apoptosis) y aumentar la muerte celular (necrosis) y la fragmentacion
del DNA. Es resefiable que se ha encontrado que aunque a dosis toxicas el Si lleva a cabo
su mecanismo reduciendo las ROS, también las genera, en este caso OH", lo que provoca
una peroxidacion lipidica. Por lo tanto, la dualidad en los efectos del Si organico, tanto
beneficiosos como perjudiciales dependera de la dosis administrada y las concentraciones

alcanzadas en el organismo.

Por otra parte, las suplementaciéon con Si en la dieta puede utilizarse para aliviar los
problemas osteomusculares tales como artritis, artrosis, discopatia, osteoporosis
(caracteristica en mujeres durante la menopausia), fracturas y enfermedades del tejido
conjuntivo y piel (Alexandre, 2016). Asi, la suplementacidn con Si reduce el nimero de

células osteoclastos, previniendo la reabsorcion y pérdida de hueso, ademas de estimular
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la sintesis de DNA en los osteoblastos, preveniendo la pérdida de hueso (Pepa & Brandi,
2016).

Por ultimo, el Si actia como un ingrediente dietético que mejora el sindrome metabdlico
y enfermedades asociadas como diabetes, dislipemia y la esteatosis hepéatica cuyos
mecanismos de accidn son el objetivo de este Trabajo Fin de Grado. Asimismo, el efecto
hipolipidémico del Si esta relacionado con el catabolismo del colesterol y su conversion
a acidos biliares, la inhibicion de la sintesis de colesterol y el incremento en el
aclaramiento de las concentraciones de colesterol sérico (Santos-Lopez y col., 2016).

4.3. EL SILICIO COMO MICRONUTRIENTE

El consumo del Si se realiza con la ingesta de alimentos como cereales y vegetales que
son sus principales fuentes. Esto es debido a que este elemento se encuentra en los suelos,
por lo que estara presente en las semillas, que lo emplean como nutriente, y en la planta
adulta. Sin embargo, los mayores niveles de este elemento se alcanzan en el agua de
consumo, dependiendo su proporcion de la procedencia geologica del agua. Se puede
adquirir por exposicion medioambiental o a través de la dieta, aunque no esta clara su
funcion como micronutriente esencial. Pese a que muchos organismos oficiales (RDA)
todavia no lo consideran nutriente, se han encontrado beneficios derivados de su presencia
en la alimentacion sobre todo en sus formas solubles, como el acido ortosilicico, que se
puede encontrar en aguas minerales, con el que se logra una mayor biodisponibilidad. El
agua enriquecida en Si constituye, por tanto, un tipo de terapia no invasiva que ofrece
proteccion frente a las enfermedades producidas por dafio oxidativo. Pero a su vez, el Si
insoluble (coloidal y gel) por su composicion en cristales, produce asbestosis lo que

aumenta el riesgo de cancer (Martin, 2014).

Por lo tanto, las fuentes mas importantes de Si, provienen del agua y de los alimentos,
fundamentalmente de origen vegetal, siendo los cereales (30%), seguidos de los
productos derivados de frutas, bebidas y verduras en general las principales fuentes de Si
de ladieta. Ademas, se ha observado su presencia en la cerveza en una cantidad resefiable.
Todo ello, en conjunto, proporciona alrededor del 75% del total de Si ingerido por el
hombre (Jugdaohsingh y col., 2002, Powell y col., 2005). (Tabla 1).

-13-
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La elevada ingesta de carne en muchos Tabla 1: Principales alimentos ricos en Si

paises desarrollados en detrimento de una

., - Cebada perlada 40 mg. - Pan de grano entero...200 gr... 4.50 mg.
mayor proporcion de verduras y cereales
- Remolacha 38 mg. - Agua mineral... 0.5L..0-40 mg
ha llevado a la aparicion de enfermedades [~ verdes 36 me. - Aryes ntogrol oon cksoars, 100 gr. 207 s
como el Céncer de co |on 0 - Plitano 35 mg. - Salvado de avena integral 30 mg.
. - Guisante 35 mg. - Pan y pasta. Una media de 30-40 mg.
cardiovasculares causadas por el exceso
- Brécoli 36 mg. - Espinacas 27 mg.

de grasas saturadas y colesterol presentes e

en la carne de cerdo, o la esteatohepatitis [ -Calabacin £7 mg. ~Fresas 45 mg.
Ilgada a IaS carnes rOjaS NumerosaS - Uvas sultanas 45 mg. - Salvado de avena integral 30 mg.
B A A . -Pifia 45mg. - Pan y pasta. Una media de 30-40 mg.
investigaciones se han orientado a la ‘

- Tahin 45 mg - Espinacas 27 mg.
obtencion de alimentos funcionales de |[~awem s5me “Cervera333. 625 mg.
Orlgen anlmal enrlqueCIdOS en Sl, de - Manzana 42 mg. - Vino tinto... 120 cc... .70 mg,

. . - Garbanzo 40 mg. - Pasas... 100 gr... 8,25 mg.

forma que puedan suplir las necesidades : :

- Lentejas 42 mg. - Judias verdes... 250 gr.. 6.10 mg.
de este micronutriente en estas - Arroz integral 40 mg. - Cereal alto en salvado..100... gr.10.17 mg.

sociedades adaptandose a su dieta
(Nielsen, (2014), Garcimartin y col.2017).
Como se ha visto, es necesario un aporte minimo de Si que, en muchas ocasiones, la
ingesta diaria de alimentos puede no llegar a cubrir. Por esa razon se recurre al empleo de
suplementos alimenticios como pueden ser el &cido ortosilicico estandarizado, el extracto
de Si herbal de Equisetum arvense o el Si coloidal. También se ha estudiado el empleo
de microalgas (Spirulina) enriquecidas en Si como suplemento nutricional que permita la
introduccidn de este elemento en el organismo debido a que la dieta habitual no aporta
las cantidades necesarias del mismo (Vidé y col., 2015). Estos organismos continen

elementos nutricionales bioactivos capaces de acumular elementos traza como el Si.

4.4. EL SILICIO EN HGNA Y SU PROGRESION A EHNA

Como hemos indicado, debido a que los mecanismos moleculares de la patogénesis de
EHNA no han sido totalmente definidos, la terapia se dirige directamente al tratamiento
de los factores de riesgo como son la RI y el estrés oxidativo. Evaluando la eficacia del
Si como antioxidante en el tratamiento del HGNA y su progresion a EHNA, se observa
gue su mecanismo de accion estd orientado a evitar el dafio producido por el estrés
oxidativo e inhibir la apoptosis, normalizando la expresion de citoquinas como TNFa y
de enzimas antioxidantes. También se ha demostrado su capacidad de regular los niveles

de colesterol e inhibir su acumulacion, siendo considerado un agente
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hipocolesterolemiante por lo que podria revertir la EHNA a HGNA. A continuacion, se

describen los estudios que demuestran los mecanismos de accion del Si in vitro e in vivo.

Estudios “in vitro”

Los estudios “in vitro’” comprenden un conjunto de experimentos que permiten valorar
la eficacia del Si sobre la viabilidad celular en la linea celular de hepatocitos HEPG2 que
han sido tratados con perdxido de hidrégeno (H20.) como agente oxidante. Este
experimento permite comprender los efectos del Si frente a la apoptosis y/o proliferacion
de las células hepéaticas expuestas a condiciones de estrés oxidativo, similares a lo que
sucederia “in vivo” durante la EHNA. Los estudios “in vitro” se han realizado en el
laboratorio del Departamento de Farmacologia, Farmacognosia y Botanica de la Facultad
de Farmacia de la UCM.

Se utiliza H20> debido a que es la ROS maés estable, lo que permite que el experimento
sea reproducible. El H2O, pasa facilmente a través de las membranas y, por ello, estos
radicales son los que provocan enfermedades degenerativas comunes como el Parkinson,

Esclerosis multiple o Alzheimer.

Para el entendimiento de los mecanismos que se describiran es necesario establecer la
diferencia entre apoptosis y necrosis, siendo la primera un mecanismo fisioloégico de
muerte celular programada (via intrinseca o extrinseca) y la segunda, la muerte de células
que han sido dafiadas. Es resefiable el hecho de que en el caso de la necrosis, al
“explotar”” la célula se liberan enzimas de su interior que provocaran que el dafio se siga
extendiendo a las células vecinas, mientras que en el caso de la apoptosis al estar
programada solo se formardn cuerpos apoptoticos. Por ejemplo, el estrés oxidativo
producido por H202 en células de neuroblastoma SH-SY5Y humano induce muerte
celular mediante los mecanismos de la apoptosis y la necrosis. La primera se producira
por via extrinseca, puesto que se une al receptor de muerte celular activando con ello la
via de la caspasa-8 que activara a su vez la caspasa-3, ejecutora final de la apoptosis. No
se observa activacién de la caspasa-9 por lo que se deduce que no interviene la via
intriseca. La necrosis es provocada por la liberacion de LDH producida por la

peroxidacion lipidica (Garcimartin y col. 2014, 2015)

Uno de los mecanismos por el que se observa el efecto antiapoptético del Si es su
capacidad de reaccionar con los radicales libres de anion superéxido (O2) que son

responsables de la apoptosis de las membranas de los hepatocitos, reduciendo su
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toxicidad. Esto es debido a su estructura quimica, que le ayudard a establecer enlaces de
hidrégeno con los radicales OH™ libres del H202, lo que le permitira secuestrar estos
radicales evitando su acumulacién en los tejidos y facilitando su explusion (al igual que
hace con el Al y otros metales). Otro de sus mecanismos consiste en la disminucion de la
apoptosis basal de las células lo que explica los beneficios de su empleo en individuos
sanos. Asi, el Si disminuye la inflamacion y la apoptosis y necrosis, aumentando, por
tanto la viabilidad celular, no asi la proliferacion, mediante la eliminacion de las ROS y

el estrés oxidativo.

El MTT es una técnica empleada para cuantificar la viabilidad celular, es decir, la
capacidad de supervivencia y proliferacion de las células. Brevemente, este ensayo se
basa en la reduccion metabolica del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa en
un compuesto coloreado de color azul (formazan), permitiendo determinar la
funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas. La lectura de densidad &ptica
(DO) se realiza en un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 540 nm. La cantidad
de células vivas es proporcional a la cantidad de coloracion producida. El porcentaje de
viabilidad se obtiene de la siguiente forma:

% Viabilidad = DO celulas tratadas x 100/DO celulas control (Denizot& Lang, 1986)
Los hepatocitos HEPG2 se siembran en placas de 96 pocillos de forma que cada uno de
ellos es tratado con unas concentraciones de toxico (H202), protector (Si) o ambos, lo que
permite observar las diferencias en su viabilidad segun el tratamiento administrado. A
estos hepatocitos se les induce apoptosis con la administracion de H20., que permite
recrear las condiciones del estrés oxidativo sufrido en EHNA. La concentracion de toxico
empleada en estos ensayos es la misma y lo que varia son las concentraciones de Si
organico para comprobar la dosis eficaz de este compuesto. Se obtienen los siguientes
grupos experimentales: control, no llevan tratamiento y son necesarios para interpretar
los datos obtenidos, Si, tratados con distintas concentraciones de Si organico G57 y
toxico, tratados con H>O, y con distintas concentraciones de Si orgdnico G57. De esta
forma se puede estudiar el efecto del Si en células sanas y en aquellas a las que se les ha

inducido estrés oxidativo. Los resultados se muestran en la Tabla 2 y la Figura 3.
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Tabla 2: Efecto del Silico sobre la viabilidad celular en cultivos celulares de hepatocitos

HEPG?2 tratados con o sin perdxido de hidrogeno (H20-).

Viabilidad celular en hepatocitos tratados con Si

160

140

Dosis Si (ug/mL) % viabilidad Dosis Si (pg/mL) % viabilidad
Control L Téxico 68,22332129
5i100 106,315389 Si100t 73,79684231
51250 121,7804832 Si500t 72,6079513
Si500 126,4941982 Si750t 83,80825566
$i750 135,0998668 $i1000t 74,86208864
$i1000 125,8664638 $i2000t 77,87711623
512000 120,953015

$i2500 97,69830702

Viabilidad celular en hepatocitos

tratados con téxico (H,0;) y Si

120
100
80
60
40
20

(1]
Control  5i100 5i250 Si500 Si750  Sil000  Si2000  Si2500

Téxico S5i100t Si500t  S5i750t  Sil000t Si2000t

Figura 3: Efecto dosis dependiente del silicio sobre la viabilidad celular en cultivos de células
HEPG2.

De estos resultados se deduce lo siguiente:

1.- La dosis mas efectiva de Si organico es de 750pg/mL tanto en hepatocitos sanos como
en aquellos a los que se ha inducido estrés oxidativo con la adminitracion de H.O; para

recrear las condiciones de EHNA.

2.- Se observan mayores tasas de viabilidad en el empleo del Si como prevencién debido

a su capacidad de reducir la apoptosis basal.
3.- Los efectos protectores y, por tanto, positivos del Si son dosis-dependientes.

4.- A partir de la dosis de Si2000pg/mL se observa una toxicidad de este elemento en la

disminucion de la viabilidad celular.

(Experimento realizado en el Departamento de Farmacologia, Farmacognosia y Biologia

vegetal, Facultad de Farmacia UCM)
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’

Estudios “in vivo’

Hay pocos estudios “in vivo” que evidencian el posible efecto beneficioso del Si en la
enfermedad del higado graso. Su eficacia en el tratamiento de la EHNA ha sido evaluado
en cuatro trabajos, donde se estudia la intervencion nutricional con Si en animales
sometidos a dieta alta en grasa y/o colesterol (Garcimartin y col., 2015b, 2017 y Santos-
Lépez y col., 2016) o asociado a la ingesta del microalga Spirulina (Vidé y col., 2015).
Estos estudios demuestran el carécter hipolipemiante, antioxidante y antiapoptético que
hacen del Si un posible candidato como terapia en la prevencion y desarrollo de HGNA
y su progresion a EHNA.

1.- Efecto hipolipemiante: Garcimartin y col., (2015) y Santos-Lopez y col., (2016)
demuestran que el tratamiento con Si es capaz de reducir los niveles de insulina y glucosa
en sangre y también, el peso del animal y del higado, las transaminasas y los lipidos
plasmaticos. La incorporacion de Si a la dieta es capaz de reducir la oxidacion de las LDL
y su receptor en sangre, asi como del colesterol total y los TG actuando como un
ingrediente hipocolesterolémico e hipolipémico en ratas viejas, lo que permite la
disminucion del aporte de AGL al higado y su acimulo en forma de TG hepaticos y
mejorar la HGNA y enfermedades asociadas como son el sindrome metabdlico, diabetes

y/o dislipemia.

2.- Reversion de EHNA a HGNA: Garcimartin y col, (2017) realizan un analisis
histoldgico de secciones de higado y demuestran que el Si puede frenar la progresion de
HGNA a EHNA. EI Si disminuye el grado de esteatosis y de inflamacion y revierte la
EHNA a una simple estatosis como indican la valoracion segun la puntuacién HAI y NAS
(Figurad).

. 10- YY)
Control-HGNA EHNA Si-EHNA

o e 2ol Ky * o

'f ' 2 4 o AA

s Z [e]e)

ot L 2] —odo—

°

"&" 0 \ % T T

Py HGNA EHNA Si-EHNA

Figura 4: Fotografia de cortes histoldgicos tefiidos con H&E de higado de ratas alimentadas con
un dieta alta en grasa y colesterol con y sin silicio. Representacion del grado de esteatosis

hepética y esteatohepatitis determinado por el indice NAS (Garcimartin y col. (2017)).
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3.- Efecto antiapoptético: Garcimartin 'y col. (2017) demuestran el efecto
hepatoprotector del Si, disminuyendo la lipoapoptosis y previniendo el desarrollo de la
patogénesis de EHNA. El Si presenta un efecto antiapopt6tico a través de la inhibicion de
la via intrinseca caspasa-dependiente de la apoptosis. Los autores demuestran
incrementos en la expresion de las proteinas de la familia Bclz, que evitan el aumento de
la permeabilidad de la membrana mitocondrial y previenen la liberacién de proteinas pro-
apoptéticas como citocromo ¢ y AlF, inhibiendo la activacion de las caspasas-9 y -3.
Ademas, los autores encuentran una relacion directa entre el nimero de células
apoptoticas y el indice NAS (Figura 5).

A Control Chol-C Chol-Si

l Via intrinseca o de estrés

TUNEL cells (%)

« Chol-C Chol-S

__G?;;;D,,.‘ogg)"7> Figura 5: Determinacion de apoptosis por la
o= Aq

4

técnica inmunohistoquimica TUNEL en higado
de ratas alimentadas con un dieta alta en grasa y colesterol con y sin Silicio. Se representan el
nimero de hepatocitos y de células inflamatorias que sufren apoptosis. Relacion del indice

apoptético con la actividad NAS (Garcimartin y col. (2017)).

4.- Efecto antioxidante: los trabajos de Vidé y col., (2015) en hamters alimentados con
una dieta alta en grasa y suplementados con Si y/o espirulina demuestran que el Si tiene
un efecto protector frente al estrés oxidativo aumentando la capacida antioxidante del
enzima superoxido dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa (GPx) y disminuyendo los
niveles de citoquinas como el TNFa e IL6 y del factor de transcripcion NFKB. También,
Santos-Lopez y col., (2016) demuestran el efecto antioxidante del Si en ratas viejas
alimentadas con una dieta alta en grasa y colesterol suplementada con Si como alimento
funcional en una matriz de carne de cerdo. El Si reduce el estrés oxidativo hepatico
inducido por una dieta alta en grasa disminuyendo la produccién de ROS a través de la
inducion de la via Keapl/Nrf2, llevando a la regulacion al alza de las enzimas

antioxidantes (SOD, GPx, catalasa) y del sistema redox del glutation (Figura 6). El factor
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Nrf, es regulado al alza por Si, favoreciendo la expresion de las enzimas antioxidantes y

manteniendo el estatus redox hepaético.

H,0

GSSG{ GSH

Figura 6: Mecanismo de accion antioxidante

del Silicio en comparacion con hidroxitirosol

en higado de ratas alimentadas con un dieta
Onidative stress

alta en grasa y colesterol (Santos-Lopez y col
0, (2016)).

sond

_ | Antioxidant
(Sior HxT)

GPx

Antioxidant
(Si or HxT)

H,0

5. CONCLUSIONES

1. La enfermedad del higado graso no alcohdlica (HGNA) es una manifestacion

hepatica del sindrome metabolico, que comprende también la Rl y la obesidad,
que se caracteriza por una elevada acumulacion de lipidos en el higado.

La progresion de HGNA a EHNA cursa con un aumento del estrés oxidativo, por
una elevada concentracion de ROS, proceso sobre el que actia el Si, como
alternativa terapéutica.

El Si presenta propiedades como micronutriente esencial para los seres vivos. En
el hombre esta presente en el tejido conectivo y el sistema inmune y presenta
propiedades  antioxidantes, anti- inflamatorias,  hipolipemiantes vy
neuroprotectoras, para todo lo cual serdn necesarios unos niveles plasmaticos
adecuados, adquiridos mediante el agua de bebida y la ingesta de una dieta rica en
cereales y vegetales.

Como tratamiento frente a la progresion de la HGNA, el Si actta secuestrando los
ROS vy evitando su acumulacién en el tejido hepéatico y su expansion a otros
organos. Estudios in vivo e in vitro han demostrado su efecto dislipémico,
antioxidante y anti-apoptotico, disminuyendo las manifestaciones de sindrome
metabolico como la Rl y el estrés oxidativo que acompafian a la EHNA y

permitiendo su reversion a HGNA.
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