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Efecto del agua rica en hidrégeno sobre el estrés oxidativo, la funcion
hepatica y la carga viral en pacientes con hepatitis B cronica
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Resumen

Objetivo: Investigar los efectos del agua rica en hidrogeno (HRW) sobre el estrés oxidativo, la funciéon hepatica y el ADN del VHB en pacientes con
hepatitis B crénica (HCB).

Métodos: Sesenta pacientes con CHB fueron asignados al azar al grupo de tratamiento de rutina o al grupo de tratamiento con hidrégeno en el que los
pacientes recibieron tratamiento de rutina solo o HRW oral adicional (1200-1800 mi/dia, dos veces al dia), respectivamente, durante 6 semanas consecutivas.
El estrés oxidativo sérico, la funcién hepatica y el nivel de ADN del VHB se detectaron antes y después del tratamiento. Treinta sujetos sanos sirvieron como
controles.

Resultados: Cuando se compar6 con los controles, el estrés oxidativo fue evidente en los pacientes con CHB y la funcion hepatica también se vio significativamente afectada.
Después del tratamiento, el estrés oxidativo se mantuvo sin cambios en el grupo de tratamiento de rutina, pero mejord notablemente en el grupo de tratamiento
con hidrégeno. La funcion hepatica mejoro significativamente y el ADN del VHB se redujo notablemente después de los tratamientos correspondientes.
Aunque se noto una diferencia significativa en el estrés oxidativo entre dos grupos después del tratamiento, la funcién hepatica y el nivel de ADN del VHB
fueron comparables después del tratamiento y ambos tenian tendencias mejoradas.

Conclusion: HRW atenua significativamente el estrés oxidativo en pacientes con CHB, pero se requieren mas estudios con tratamiento a largo plazo para
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confirmar el efecto de HRW sobre la funcién hepatica y el nivel de ADN del VHB. Clin Trans Sci 2013; Volumen 6: 372-375
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Introduccion

La hepatitis B es una infeccién hepatica potencialmente mortal
causada por el virus de la hepatitis B (VHB) y un importante problema
de salud mundial y el tipo mas grave de hepatitis viral. Segun las
estadisticas de la Organizacion Mundial de la Salud, se estima que
dos mil millones de personas se han infectado con el VHB en todo el
mundo y mas de 240 millones tienen infecciones hepaticas cronicas.
Unas 600.000 personas mueren cada afio debido a las consecuencias
agudas o cronicas de la hepatitis1 Ba hepatitis B es endémica en China y
otras partes de Asia. 1 Hay alrededor de 93 millones de pacientes con infeccién cronica
por VHB, de los cuales 20 millones presentan hepatitis B cronica (CHB) en China. 2

Sin embargo, la patogenia de
la hepatitis atin no se conoce bien. Hasta la fecha, se ha descubierto que
el estrés oxidativo desempefia un papel importante en la patogenia de la
hepatitis. 3,4 Las especies reactivas de oxigeno (ROS) y la peroxidacion
lipidica inducida por ROS (LPO) estan involucradas en la patologia de la
hepatitis viral y se han considerado como una de las principales causas de
dafio heﬁ‘éﬁéd?s estudios han confirmado el desequilibrio redox en los
pacientes con cHB.

En 2007, Ohsawa et al. descubrié que el hidrégeno actia como un
antioxidante terapéutico al reducir selectivamente los radicales de oxigeno
citotéxicos, incluido el radical hidroxilo ( - OH) y el peroxinitrito (ONOO - ). 7

En estudios previos, se encontré que la inhalacién de
hidrégeno y la administracion intraperitoneal y oral de agua rica en
hidrégeno ejercen efectos protectores en numerosos modelos animales,
incluida la lesion por isquemia/reperfusion y la inflamacién en muchos
érganos. ™ Sin embargo, el efecto protector del hidrogeno
sobre la inflamacion inducida por virus, incluida la hepatitis, no se ha
informado hasta el momento.

Este estudio tuvo como objetivo investigar el efecto del agua rica en
hidrégeno sobre el estrés oxidativo (superdxido dismutasa [SOD]; glutation
S transferasa [GST]; xantina oxidasa [XOD]; malondialdehido [MDA]),
funcién hepatica (alanina

, Funcion del higado, hepatitis B crénica

la carga viral
)

aminotransferasa [ALT]; acido biliar total [TbiL]; colinesterasa [ChE]) y la
carga de VHB en pacientes con HCC. Este estudio puede proporcionar

evidencia para la aplicacién clinica de agua rica en hidrégeno en el
tratamiento de CHB.

Sujetos y métodos

Coleccion de sujetos

Treinta sujetos sanos (25 hombres, 5 mujeres) para el examen fisico de
rutina fueron reclutados como controles. No tenian enfermedades del
sistema que afectaran los 6rganos importantes, incluidos el corazén, el
higado, los rifiones y los pulmones. La funcion hepatica y renal era normal,
y no tenian hepatitis viral o no eran portadores de hepatitis viral. La edad
media fue de 35,8 + 12,2 afios (rango: 20-55 afios).

Criterios de inclusion: Se reclutaron pacientes hospitalizados con HCC
moderada (n = 60) entre agosto de 2010 y septiembre de 2010. Hubo 49
hombres y 11 mujeres. Estos pacientes fueron asignados aleatoriamente
al grupo de tratamiento con hidrégeno o al grupo de tratamiento de rutina
(n = 30 por grupo). El diagnéstico de BHC se basoé en la Guia para la
prevencion y el tratamiento de la hepatitis B cronica. 2

Criterios de exclusion: Se excluyeron hepatitis A, C, D y E, hepatitis
alcohdlica, hepatitis inducida por farmacos y hepatitis autoinmune. Se
excluyeron tumores, enfermedades hematoldgicas, cardiopatias,
hipertension, hipertiroidismo, diabetes, embarazo, cirrosis hepatica y
trastornos neuropsiquiatricos. En el grupo de tratamiento de rutina habia
24 hombres y 6 mujeres con una edad media de 36,8 + 15,2 afios; en el
grupo de tratamiento con hidrégeno habia 25 hombres y 5 mujeres con una
edad media de 35,3 + 11,1 afos. Este fue un estudio controlado,
aleatorizado y ciego. Todo el protocolo del estudio fue aprobado por el
Comité de Etica del Hospital Popular de Forth de Huai'an, y se obtuvo el
consentimiento informado por escrito antes del estudio.
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y se empled analisis colorimétrico con acido

ASS&SS(ed f108rSe)“g[b|“ty tiobarbitdrico para la deteccién de MDA.
n:

Los reactivos se adquirieron de Nanjing Jiancheng

Biotech Co., Ltd (Nanjing, China) y las detecciones se

Excluded (n=101)
Not meeting inclusion criteria (n=60)
Declined to participate (n=28)
Other reasons (n=13)

realizaron de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

PCR cuantitativa de fluorescencia en tiempo real Se

‘ Randomized (n=84) ‘ realizé una PCR cuantitativa de fluorescencia en
// \ tiempo real para medir el ADN del VHB (20120114;
A Da'an Gene Biotech Co., Ltd, Guangzhou, China) con
Routine treatment group | | Hydrogen treatment group un termociclador (ABI 5700; Applied Biosystems,
(n=41) (n=43) Foster City, CA, EE. UU.).
El limite inferior de deteccion fue de 10 &gpias/mL.
La deteccion de la funcion hepatica
L'?SS to _fOHOW up (n=4) LQSS to _fOHOW up (n=8) ALT, TbiL y ChM se midieron con un analizador
Dlsc_ontlnued treatment (n=7) Dlsc_ontlnued treatment (n=5) bioquimico automético (TBA 120R: Toshiba, Tokio,
Slde effects (n=5) Slqe effects (n:4) Japon) y los reactivos (No: 12125) se compraron a
Withdrawal (n=2) Withdrawal (n=1) ) ) ) K )
Whiteman Biotech Co., Ltd. (Nanjing, China). La

‘ ‘ deteccion se realizé de acuerdo con las instrucciones

Analyzed (n=30) Analyzed (n=30)

Figura 1. Diagrama de flujo del reclutamiento de pacientes.

del fabricante.

Analisis estadistico El

andlisis estadistico se realizé con SPSS versién 16.0
(SPSS, Chicago, IL, EE. UU.) para Windows. Los
datos cuantitativos se expresaron como media *

Tratamiento desviacion estandar (x + s ). Las comparaciones entre los

En el grupo de tratamiento de rutina, los pacientes recibieron tratamiento de tres grupos se realizaron con andlisis de varianza, seguido de una prueba post
rutina y se administré agua sin hidrégeno a los pacientes en los puntos de hoc con la prueba de Newman-Keuls. Sin embargo, las comparaciones entre
tiempo designados. En el grupo de tratamiento con hidrégeno, ademas del el grupo de tratamiento con hidrégeno y el grupo de tratamiento de rutina se
tratamiento de rutina, se administré agua rica en hidrégeno por via oral tres realizaron con la prueba t. Los datos cualitativos se expresaron como porcentaje
veces aldia (8a9a.m.; 14 a15p. m.; 18 a 19 p. m.) durante 6 semanas y se probaron con la prueba de chi-cuadrado. Se consider6 estadisticamente
consecutivas (1200 a 1800 ml al dia). 9 significativo un valor de p < 0,05.

Todos los sujetos no fueron tratados con otros antioxidantes dentro de 1
semana antes del estudio. La sangre venosa en ayunas (4 ml) se recogi6 por Resultados
la mafiana antes y después del tratamiento de 6 semanas. Después de la

centrifugacion a 3000 rpm durante 5 minutos, el suero se recogié y almacend

. . Caracteristicas de los pacientes al inicio del estudio en dos grupos
a—70 °C para su uso posterior.

Se recluté un total de 185 pacientes con BCC, de los cuales 101 cumplian los
criterios de inclusion. Luego, 84 pacientes fueron asignados aleatoriamente al

Preparacion de agua rica en hidrégeno grupo de tratamiento de rutina (n = 41) y al grupo de tratamiento con hidrégeno
El agua rica en hidrégeno se produjo colocando una barra de magnesio (n = 43). Al final del estudio, se incluyeron 30 pacientes en el grupo de
metalico en agua potable (Mg + 2H ,O0—>Mg(OH) tratamiento de rutina y 30 pacientes en el grupo de tratamiento con hidrégeno
*H ,); concentracion final de hidrégeno: 0,55 ~ 0,65 mM). La barra de para el analisis final (Figura 1). Las caracteristicas de los pacientes con CHB
magnesio contenia 99,9 % de magnesio metalico puro y piedras naturales en se muestran en la Tabla 1. No hubo diferencias marcadas en el sexo, la edad,
un recipiente de polipropileno y ceramica. 9,10 la tasa de HBeAg positivo, la ALT y el nivel de ADN del VHB al inicio entre el
grupo de tratamiento de rutina y el grupo de tratamiento con hidrégeno.
Detecciones Ademas, no hubo diferencias marcadas en la demografia al inicio entre los
Se utilizé el método XOD para detectar la actividad SOD, se realizé deteccion controles y los pacientes con BCC.

quimica colorimétrica para detectar GST y XOD,

Sexo (M/F) AgHBe (%) ALTERNATIVA (UIL) ADN del
VHB (Ig copias/mL)
Tratamiento de rutina 24/6 36,8 £ 15,2 60,0% 210,1£90,0 5,55+ 2,08
Tratamiento de hidrogeno 25/5 353+ 11,1 63,3% 220,5+95,0 5,07 +£1,93
0.738 0.5435 0.790 0.633 0.260

pag

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes con BCC al inicio del estudio en el grupo de tratamiento de rutina y en el grupo de tratamiento con hidrégeno.
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GST (U/mL) MDA (nmol/mL) XOD (UIL)
994 +7,8 4411 12,9+ 2,1
93,4+92a b 74+26ab 16,4£22a b
94,6 +9,2a b 6,6 + 1,4a b 16,8+ 1,8a b
93,6+9,3a b 72+26ab 169+26ab
109,6 + 9,6a 4827 153+17a

Control 98,1+11,8

Tratamiento de rutina Antes 84,6 +6,5a ,b
Después 849+ 11,1a b

Tratamiento de hidrégeno Antes 84,9 +8,2a.b
Después 106,8 + 10,7a

Note.a p < 0,05 frente al grupo control

b < 0,05 versus después del tratamiento con hidrégeno

Tabla 2. Parametros de estrés oxidativo antes y después del tratamiento en diferentes grupos (x #s).

TbiL ( u mol/L) ADN del
VHB (Ig copias/mL)
12,3+4,8 78+14 Indetectable
45,5+ 21,0 6715 5,55 +2,08
225+253a 72+t14a 4,88 + 2,60
34,9 +33,9 67+15 5,07 +1,93
16,7+9,6a 77+14a 3,89 +1,52a

Control 24,4 +232
Tratamiento de rutina Antes 210,1+90,0
Después 68,0+ 38,6 a
Tratamiento de hidrégeno Antes 220,5 £ 95,0
Después 54,8+ 346a
Nota: unp < 0,05 versus antes del tratamiento.

Tabla 3. Funcion hepatica y ADN del VHB antes y después del tratamiento en diferentes grupos ( x * s).

Cambios en los parametros relacionados con el estrés oxidativo en diferentes
grupos

Como se muestra en |3 Tapla 2, se encontraron diferencias significativas en
SOD, GST, MDA y XOD entre sujetos sanos y pacientes con CHB antes y
después del tratamiento (p < 0,01). Estos parametros permanecieron sin
cambios en los sujetos sanos y en el grupo de tratamiento de rutina.

Ademas, las actividades de SOD y GST aumentaron significativamente y la
actividad de MDA y XOD disminuyé drasticamente después del tratamiento
con hidrégeno en comparacion con antes del tratamiento (p < 0,01).

Ademas, después del tratamiento, las actividades de SOD y GST aumentaron
significativamente y la MDA y la XOD disminuyeron notablemente en el grupo
de tratamiento con hidrégeno en comparacion con el grupo de tratamiento
habitual (p < 0,01). Cabe destacar que las actividades de SOD y GST después

del tratamiento con agua rica en hidrégeno fueron mas altas que las de los
controles.

Funcién hepatica y ADN del VHB antes y después del tratamiento en dos
grupos
Como se muestra en la Tabla 3, |3 ALT, TBIL y ChE en los pacientes con CHB fueron

significativamente diferentes de las de los sujetos sanos antes del tratamiento.

En los pacientes con CHB, la ALT y la TBiL se redujeron y la ChE aumenté
significativamente después de los tratamientos (p < 0,01 0 0,05). En
comparacion con el grupo de tratamiento de rutina, la funcién hepatica se
mantuvo relativamente sin cambios en el grupo de tratamiento con hidrégeno

funcion, asi como la carga de ADN del VHB habian mejorado las tendencias
después de la terapia integral que contiene hidrégeno.

En CHB, los mecanismos que subyacen a la lesién de los hepatocitos
son complicados e implican inflamacién y lesion inducida por el sistema
inmunitario en las que las ERO desempefian un papel importante. 11,12 Las

ROS incluyen el anién superdxido, el oxigeno singulete, los radicales hidroxilo y otros.

Se ha descubierto que las ROS y las especies reactivas de nitrégeno (RNS)
se atribuyen a la lesion hepatica en una variedad de enfermedades hepaticas,
incluida la hepatitis viral. 4 Los estudios han demostrado que el estrés
oxidativo (ROS, RNS) aumenté pero la capacidad antioxidante se vio
comprometida en pacientes con hepatitis C. 4,6 Ademas, los pacientes con
hepatitis C tienen un aumento de LPO en el suero, el higado y las células
mononucleares periféricas, y el GSH se reduce pero el GSSG aumenta en el
suero y el higado. 5,6,13 En diferentes etapas patoldgicas, la extensién de la
LPO también es diferente y se ha encontrado que esta relacionada con la
patogénesis de la hepatitis B. 14,15 Estos hallazgos confirman que el estrés
oxidativo es un contribuyente importante en la patogénesis de la hepatitis
viral, que también se confirmé en este estudio como aumentos en XOD y
MDA (un producto de LPO) y disminuciones en las actividades de SOD y
GST. Dado que existe un desequilibrio oxidativo/antioxidativo en pacientes
con hepatitis viral, mejorar el estrés oxidativo puede convertirse en una
estrategia prometedora para el tratamiento de la hepatitis viral.

Aunque se han identificado numerosos antioxidantes (incluyendo
antioxidantes naturales y sintéticos), no hay consenso en la aplicacion de

(p> 0,05), aunque la ALT y TBIL se redujeron ligeramente y la ChE aument¢ ligeranmaritexidantes en el tratamiento de la hepatitis B, 16,17 y algunos de los

Después del tratamiento, el ADN del VHB en el grupo de tratamiento con
hidrégeno fue comparable al del grupo de tratamiento habitual (p > 0,05),
aunque el ADN del VHB se redujo hasta cierto punto en el grupo de
tratamiento con hidrégeno.

Discusion
Nuestros resultados mostraron que el tratamiento de agua rica en hidrégeno

podria mejorar el estrés oxidativo en pacientes con CHB y el higado.
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antioxidantes tienen posibles efectos nocivos.

Ademas, en animales con enfermedades hepaticas o dafio hepatico, la baja
biodisponibilidad de los agentes orales sigue siendo un desafio. 17 Por lo
tanto, es imperativo desarrollar antioxidantes sin o con efectos secundarios
minimos para el tratamiento clinico de la hepatitis B.

Recientemente, se ha confirmado que el hidrégeno posee una potente

capacidad antioxidante en numerosas enfermedades relacionadas con la
estrés. oxidacion. 19 En 2007, Ohsawa et al. 7 por primera vez encontré ese
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el hidrégeno podria neutralizar selectivamente el - OHy ONOO —  , d0s
los radicales libres son criticos para la lesion tisular y no tuvieron influencia
sobre otros radicales libres. Como antioxidante ideal, el hidrégeno tiene
algunas ventajas: puede penetrar las biomembranas y difundirse en el
citosol, las mitocondrias y el nucleo y, por lo tanto, puede proteger el ADN
nuclear y las mitocondrias; el producto del hidrégeno es agua y el uso de
hidrégeno no deberia tener efectos secundarios no deseados graves; el
hidrégeno es lo suficientemente suave como para no perturbar las
reacciones metabolicas de oxidacién/reduccion o interrumpir las ROS
involucradas en la sefializacion celular. Ademas, la recogida de hidrégeno

2. Rama de H ia 'y Enfer i de la A
Tratamiento de la Hepatitis B Crénica (2010) . J Clin Hepatol. 2011

6n Médica China. Guia para la Prevencion y
. 14 (2): 81— 89

3. Waris G | Ahsan H. Especies reactivas de oxigeno: papel en el desarrollo del cancer y diversas afecciones

cronicas. J Carcinog. 2006; 5: 14

4. Muriel P papel de los radicales libres en las enfermedades hepaticas. Hepatol Int. 2009; 3 (4): 526 — 536

5. Farinati F, Cardin R, De Maria N, Della Libera G, Marafi n C, Lecis E, Burra P, Floreani A, Cecchetto A, Naccarato
R. Almacenamiento de hierro, peroxidacion de lipidos y recambio de glutation en hepatitis crénica anti-VHC positiva.
J Hepatol. 1995; 22 (4 ): 449 — 456 .

6.Higadode  Jeque Ml | ChoiJ. Regulacion redox de la hepatitis C en no alcohdlicos y alcohdlicos

Seronello. Radic Libre Biol Med. 2007; 43 ( 6 ): 869 — 882

7. Ohsawa |, Ishikawa M, Takahashi K, Watanabe M, Nishimaki K, Yamagata K, Katsura K, Katayama Y, Asoh S,
Ohta S. El hidrégeno acttia como un

al reducir te los radi de oxigeno

es relativamente facil, lo que hace que el tratamiento con hidrégeno sea economjgig®xicos: Nat Med. 2007; 13 (6 ): 685 694 .

Ademas, los pacientes que recibieron tratamiento con hidrégeno
tuvieron mejores tendencias en la funcion hepatica y el nivel de ADN del
VHB en comparacion con los pacientes que recibieron tratamiento de
rutina, aunque no hubo diferencias significativas. Esto podria atribuirse al
tratamiento a corto plazo con hidrégeno. Por lo tanto, se requiere mas
estudio con tratamiento a largo plazo con agua rica en hidrégeno para
confirmar el efecto protector del hidrégeno sobre la funcion hepatica y su
efecto supresor sobre la replicacion viral.

En conjunto, el agua rica en hidrégeno puede atenuar el estrés
oxidativo y tiene el potencial de mejorar la funcién hepatica y reducir el
nivel de ADN del VHB en pacientes con CHB. Se requieren mas estudios
con tratamiento a largo plazo de agua rica en hidrégeno y un tamafio de
muestra grande para confirmar el efecto hepatoprotector del hidrégeno en
pacientes con hepatitis.
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