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El agua de hidrégeno (HW) producida por electrdlisis del agua tiene caracteristicas de valor de potencial de oxidacién-reduccion (ORP) extremadamente
bajo y alto hidrégeno disuelto (DH). Se ha demostrado que tiene varios efectos beneficiosos, incluidos efectos antioxidantes y antiinflamatorios; sin
embargo, el efecto de HW sobre la dermatitis atépica (DA), un trastorno inflamatorio de la piel, esta poco documentado. En el presente estudio,
examinamos el efecto inmunoldgico de beber HW en la piel similar a la EA inducida por Dermatophagoides farinae en ratones NC/Nga. A los ratones

se les administr6 HW y agua purificada (PW) durante 25 dias. Evaluamos la concentracion sérica de proinflamatorios (TNF-), Th1 (IFN-, IL-2 e
IL-12p70), Th2 (IL-4, IL-5 e IL-10) y citocinas expresadas por ambos subconjuntos (GM-CSF) para evaluar su posible relacién con la gravedad de la

EA. Los niveles séricos de citocinas como IL-10, TNF-, IL-12p70 y GM-CSF de ratones a los que se administré HW se redujeron significativamente en
comparacion con el grupo PW. Los resultados sugieren que HW afecta la dermatitis alérgica de contacto a través de la modulacién de las respuestas
Th1y Th2 en ratones NC/Nga. Esta es la primera nota sobre el efecto de beber HW en la EA, lo que implica clinicamente un remedio potencial

prometedor para el tratamiento de la EA.

1. Introduccion

La dermatitis atopica (DA) es un trastorno alérgico inflamatorio de la
piel caracterizado por respuestas inmunoldgicas alteradas [1]. La DA
suele afectar a entre el 10 % y el 20 % de los lactantes y nifios
pequefios, pero puede persistir hasta la edad adulta (1-3 %), ya que
suele ser una enfermedad de la piel de larga duracién [2]. La EA tiene
una etiologia compleja que implica la interrelaciéon de varios factores,
como la disfuncién genética, ambiental, farmacoldgica, psicoldgica,
inmunoldgica y de la barrera cutanea [3]. La funcion inmunitaria
alterada recibio especial atencion como el principal factor que
contribuye al inicio, desarrollo y gravedad de la EA. La DA esta bien
caracterizada por tener un fenotipo clinico como niveles elevados de
IgE en suero, eosinofilia periférica y eczematosa.

lesiones cutaneas infiltradas por células inflamatorias [4, 5]. Los ratones
NC/Nga fueron el primer modelo animal representativo para investigar
y desarrollar un tratamiento para enfermedades cutaneas similares a

la EA [6, 7]. En entornos convencionales, se observé que los ratones
NC/Nga desarrollaron espontdneamente lesiones en la piel
caracterizadas por un comportamiento de rascado, eritema y

hemorragia, edema, descamacion y sequedad de la piel comparables con la EA huma

En un entorno libre de patégenos, el modelo de ratén NC/Nga no
muestra lesiones en la piel y, por lo tanto, los sintomas similares a los
de la EA se desencadenan por la exposicion a un estimulo.
Dermatophagoides farinae (Df) es una especie cosmopolita de acaros
del polvo doméstico y una causa comun que contribuye a la DA. La
aplicacion tépica de este extracto de alérgeno Df (DfE) produce

dermatitis atopica como lesiones cutaneas en ratones NC/Nga [8, 9]. Por lo tanto, adoy
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Modelo de ratén NC/Nga expuesto con DfE que imita la patogénesis
de la EA humana.

Se ha demostrado que la molécula de hidrégeno tiene excelentes
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias.
El hidrégeno activo actia como antioxidante y mostré proteccion
contra el dafio inducido por oxidacion in vitro [10]. También se ha
informado que puede eliminar selectivamente especies reactivas de
oxigeno (ROS) [11] y mostré una influencia positiva en el desequilibrio
de citocinas [12]. Se sabe que el hidrogeno penetra faciimente en la
piel, se difunde rapidamente en los tejidos y las células y se distribuye
en el cuerpo a través del flujo sanguineo [13]. El H2 se puede
incorporar al cuerpo mediante la inhalacion de gas H2 , beber agua
con H2 disuelto e inyectar solucion salina con H2 disuelto. EI HW
producido por electrdlisis del agua se incluye en el agua potable que
contiene una alta concentracién de hidrégeno gaseoso y tiene
propiedades de alto hidrégeno disuelto (DH), nivel de potencial de
oxidacion-reduccion (ORP) negativo y pH neutro.
Estudios previos sobre agua electrolizada reducida (ERW) y agua
alcalina reducida, que también son agua rica en hidrégeno producida
por la misma reaccion con HW, mostraron varios efectos beneficiosos,
como la reduccién de los niveles de triglicéridos séricos y glucosa en
sangre en el modelo de rata diabética OLEFT [14, 15], la prevencion
de la resistencia a la insulina [16] y la inflamacion del higado [ 17 ] .
Ademas, la ingesta oral de agua rica en hidrégeno mostr6 un efecto
antialérgico in vivo [18]. Sin embargo, en la actualidad, no hay
evidencia de que beber agua rica en DH proporcione beneficios para
los pacientes con EA. Por lo tanto, el objetivo del estudio fue examinar
el efecto de beber agua hidrogenada (HW) con DH alta, ORP bajo y
pH neutro sobre la DA inducida por la aplicacion repetida de pomada
DfE en ratones NC/Nga. Podriamos esperar que beber HW
complemente los medicamentos tépicos para la EA a través de la
modulacion de las respuestas Th1y Th2.

2. Materiales y métodos

2.1. Preparacion de Agua de Control (Agua Purificada). El agua
purificada (PW) se preparo utilizando agua del grifo (TW) como fuente
de agua. ElI TW se purificd mediante un proceso de 6smosis inversa
(RO) (filtro de membrana R/O, Coway Co. Ltd., Gumi, Republica de
Corea). En el proceso de RO, el TW es empujado contra una
membrana semipermeable especial por la presion en la linea de
flotacion que causa la compresion molecular separando asi las
moléculas de agua de los contaminantes. Las moléculas de agua
luego pasan al interior de la membrana. El Filtro de Membrana Ol
rechaza los contaminantes en funcion de su tamafio y esta equipado
con un poro de ultrafiltracion que tiene un tamario de alrededor de
0,001 m. EI PW generado se usé como agua de control administrada
al grupo de control positivo (PC) y tenia un valor de ORP de 292 + 5
mV, DH de 0,002 + 0,001 ppm y un pH de 7,01 + 0,02.

2.2. Preparacion de Agua de Prueba (Agua de Hidrégeno). EI HW se
preparé usando PW generado a través de RO y ultrafiltracion. EI PW
se proceso adicionalmente mediante un aparato de electrolisis de
agua (Samsung Highly Reactive Hydrogen Reduced Water Maker,
Samsung Electronics Co., Ltd., Corea) y se recogié del tanque de
agua que contenia una placa de platino de catodo. El valor de ORP
se controlé a =510 + 6 mV (HM-21P, TOA Electronics Co., Japon) y
el valor de DH se controlé
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a 0,50 £+ 0,02 ppm (DH-35A, DKK-TOA Co., Japén) mediante
electrdlisis del agua. El pH de HW se regul6 a 7,30 + 0,02 mediante
la neutralizacion de OH- generado durante la electrdlisis en el tanque
de agua del catodo. EI HW generado se utilizé como agua de prueba
suministrada al grupo HW.

2.3. animales Se compraron ratones NC/Nga machos de cuatro
semanas de edad que pesaban 25 + 2 g de Orient Bio Inc. (Corea) y
se mantuvieron durante 1 semana antes de los experimentos. Los
ratones se alojaron en jaulas de acero inoxidable en un ambiente
controlado con temperatura de 22 +2 Cy 40-60% de humedad
bajo un ciclo de luz-oscuridad de 12:12 horas. El Protocolo de Uso y
Cuidado de Animales para este Experimento con Animales fue
aprobado por el Comité Institucional de Uso y Cuidado de Animales

(IACUC) en el Campus de Wonju, Universidad de Yonsei, Gangwon,
Wonju, Republica de Corea.

2.4. Induccion de dermatitis atopica en ratones NC/Nga. AD como
lesiones cutaneas en ratones NC/Nga se realizaron utilizando antigeno
de acaros como se describe anteriormente [19]. Se afeito el pelo de

la espalda con crema depilatoria (Veet, Oxy Reckitt Benckiser Ltd.,
Francia) 1 dia antes de los experimentos. La region dorsal expuesta
se trato con 200 L de unguento DfE (Biostir AD, Biostir, Kobe, Japdn)
preparado a partir de acaros del polvo doméstico, un alérgeno de
extracto crudo de Dermatophagoides farinae como se describio
anteriormente [9], dos veces por semana durante 3 semanas . Los
ratones NC/Nga se asignaron aleatoriamente a dos grupos: PW (= 12)
y HW (= 12). Los ratones recibieron el ultimo tratamiento de agua
(administracion de agua) el dia 25 y se sacrificaron el dia 26 para
evaluar los cambios inmunolégicos.

2.5. Andlisis de Th1, Th2 y Citoquinas Proinflamatorias.

Se investigaron las citoquinas secretadas en la sangre. Las
concentraciones séricas de IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12p70, GM-CSF,
TNF- & |FN- se midieron con el kit Multiplex (Bio Rad, San Diego,

EE. UU.) y se ejecutaron con tecnologia Luminex (Bio-Plex Multiplex
Bead Array System, Bio-Rad Hercules, CA, EE. UU.) segun las
instrucciones del fabricante. El software analizé los datos de
fluorescencia sin procesar mediante un método logistico de 5
parametros.

2.6. Andlisis estadistico. Los valores de los datos se expresaron como
la media + SEM. Los valores medios entre los grupos se analizaron y
compararon mediante un analisis de varianza unidireccional seguido
de una prueba de comparacién multiple posterior (Tukey) con los
paquetes de software Graph Prism versién 5.0 (GraphPad Software,

EE. UU.). Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas en
<0,05, <0,01 y <0,001.

3. Resultados y discusion

En la actualidad, no hay evidencia del efecto de la bebida de HW
sobre la EA. Aqui, investigamos la relacion entre beber HW y AD a
través del examen de varias citocinas estrechamente relacionadas
con AD y examinamos la posibilidad terapéutica de HW. La aplicacion
repetida de DfE a ratones NC/Nga conduce a lesiones cutaneas
similares a la dermatitis atopica caracterizadas por una respuesta
inmunitaria alterada. Estudios previos han sefialado la importancia de
las citocinas Th1y Th2, que son
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Figura 1: Efecto de beber agua con hidrégeno (HW) sobre las citocinas proinflamatorias, auxiliares T (Th) 1y Th2. Los ratones a los que se les administr6 HW
redujeron significativamente los niveles de extracto de Dermatophargoides farinae que tenian (DfE-) citoquinas inducidas IL-10 (a), GM-CSF (b), IL-12p70 (c)
y TNF- (d). IL-2 (e) e IL-4 (f) no difirieron significativamente entre los grupos HW y agua purificada (PW). Los datos son la media + DE, = 12. < 0,05, < 0,001

<0.01,y

se encontrd que se sobreexpresaba en la piel como medio de
respuesta inflamatoria en modelos experimentales de inflamacion
alérgica inducida por alérgenos en ratones [5]. Ademas, después
de la aplicacion de DfE, Th1, Th2 y las citoquinas proinflamatorias
aumentaron en concentracion, como lo demostro el estudio de
Sung y colegas [20]. Aqui, investigamos el efecto de beber HW en
las citocinas séricas (Th1, Th2 y proinflamatorias) utilizando el
sistema de matriz de perlas Luminex conocido por su alta
sensibilidad y precision. La suplementacion de HW disminuyd
significativamente los niveles de citocinas IL-10 inducidas por DfE
(Figura 1 (a)), GM-CSF (Figura 1 (b)), IL-12p70 (Figura 1 (c)) y
TNF- (Figura 1 (d)) . La IL-10 producida principalmente por las
células Treg participa en la desregulacion inmunitaria que es
caracteristica de la EA humana y se sugiere que la IL-10 inhibe la
inmunidad mediada por células, lo que puede explicar la reduccién
de la reactividad alérgica por contacto en los casos de EA [21] . Se
ha considerado que la IL-10, que es una de las citoquinas
tradicionales implicadas en la EA, tiene un papel conflictivo. La
produccién de IL-10 por los linfocitos T CD4+ varia segun la

indican diferencias significativas probadas con ANOVA. Para las pruebas post hoc se utilizé la prueba de Tukey.

Niwa [23]; los niveles plasmaticos de IL-10 parecen correlacionarse
inversamente con la gravedad de la EA. Sin embargo, otros
estudios han demostrado una mayor produccion de IL-10 [21, 24].
Las células T estimuladas con IL-12 mostraron induccién de IL-10
in vitro [25]. El nivel mas bajo de IL-10 en nuestro estudio podria
estar relacionado con el nivel reducido de IL-12p70. La IL-12, que
consiste en las subunidades p35 y p40, aumenta la produccién de
citoquinas Th1 [26]. Estos resultados sugieren que HW suprime el
desarrollo de AD al suprimir el nivel de citoquinas.
Por el contrario, los niveles de IL-2 (Figura 1(e)) e IL-4 (Figura 1(f))
no difirieron significativamente entre los grupos HW y PW (control).
Ademas, IL-5 e IFN- fueron indetectables en el suero de ratones
NC/Nga (datos no mostrados). Estos resultados podrian explicarse,
en parte, por la variabilidad en el origen de las muestras (sangre o
piel), el momento en que se recolectd la muestra y también por los
diferentes métodos de ensayo empleados.

La aplicacién repetida del alérgeno indujo una mayor produccién
de citocinas Th2 [27]. La suplementacion de HW suprimio esta
produccion de citoquinas. Las propiedades quimicas de HW que

gravedad de la EA, siendo menor en la EA grave que en la EA leve [22].usamos en este estudio son DH alto, ORP bajo y pH neutro. El

Una comprension profunda del efecto de la IL-10 ayudara en la
interpretacion de la patogenia de la EA. Como lo sehalé

efecto anulador de HW en Th1, Th2 y citocinas proinflamatorias en
el modelo de AD es
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atribuible al rico contenido de hidrégeno de HW. Como se discutio por
Xie et al. [28], el gas hidrégeno tiene propiedades antiinflamatorias en
el modelo de inflamacién generalizada inducida por zymosan, en parte
al reducir los niveles de citocinas proinflamatorias en el suero. En
nuestros estudios previos relacionados con el efecto inmunoldgico de
los ERW ricos en hidrégeno, se descubrié que bafarse restaura el
desequilibrio de citocinas en modelos de ratones con lesiones cutaneas
inducidas por UVB [12] y beber ERW mejor6 la obesidad mediante la
restauracion de la red de adipocinas y citocinas inflamatorias [29].
Teniendo en cuenta estos datos informados, el efecto beneficioso de
DH en HW podria deberse, en parte, a la propiedad antiinflamatoria del
hidrégeno [30], como la regulacién a la baja de Th1, Th2 y citocinas
proinflamatorias.

El hidrégeno representa un gas medicinal emergente seguro y
potente que promete proporcionar un tratamiento y control preventivo
de varias enfermedades. El hidrégeno se puede administrar al cuerpo
bebiendo agua rica en H2 como HW, inhalando gas H2 , inyectando
solucién salina con H2 disuelto y tomando un bafio de hidrégeno. Entre
estos métodos aceptados de administracion de hidrégeno en el cuerpo,
la bebida o la ingesta oral de agua rica en hidrégeno es la mas
conveniente y adecuada para el consumo continuo para uso terapéutico.

No solo el hidrogeno tiene efectos antiinflamatorios, sino que varios
estudios han demostrado que el hidrégeno exhibe efectos de estrés
antioxidante [11, 13, 30, 31]. Es de destacar que el H2 tiene varias
ventajas como antioxidante potencial, ya que es lo suficientemente
suave como para no alterar ninguna reaccion metabdlica de oxidacion-
reduccion, evitando asi que las células de mamiferos inicien el
mecanismo de defensa que conduce a la produccién de ROS [11] .
Nuestro HW podria ser un candidato factible como antioxidante no solo
porque tiene un DH alto, sino que también tiene un ORP bajo (negativo).
“Como se discutioé en otra parte [32]"; un ORP reducido significa una
mayor capacidad reductora. En la industria de los ionizadores de agua,
el ORP es equivalente al potencial antioxidante, y el negativo implica el
poder reductor del agua. Este estudio es el primero en proporcionar
evidencia del efecto de beber HW sobre la EA. Para descubrir el
mecanismo profundo de HW en la respuesta inflamatoria, serian
necesarios mas estudios dirigidos a las vias de sefializacién y la
produccién de ROS, ya que la DA es un tipo de enfermedad inflamatoria
y relacionada con el estrés oxidativo. Este estudio abre una nueva
mirada al nuevo tratamiento terapéutico y preventivo de la DA, aplicando
fluidos mas seguros como el HW. Ademas, nuestros resultados prestan
atencién y mejoran la comprensién de aquellas citoquinas tradicionales
que posiblemente podrian afectar la gravedad de la EA. Juntos, estos
datos, aunque contradictorios, sugieren que el papel de las citocinas
tradicionales implicadas en la EA debe examinarse escrupulosamente

y que aun se esperan mas estudios sobre cémo funciona HW a nivel
molecular a la espera de una respuesta. Por ultimo, el potencial de HW
como antioxidante esta en marcha.

4. Conclusiones

Para concluir, beber HW suprimi6 los niveles de mediadores
relacionados con la inflamacién, como Th1, Th2 y citocinas
proinflamatorias, que son los principales actores en la patogenia de la
EA humana. Ademas, este estudio proporciona una nueva perspectiva
de la relevancia de ciertas citocinas en la EA. HW representa un
tratamiento terapéutico y preventivo potencialmente alternativo de la EA.
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abreviaturas

H2: Hidrégeno molecular

AD: Dermatitis atopica HW:

Agua de hidrégeno Df:
Dermatophargoides farinae DfE: Extracto
de Df ORP: Potencial

de reduccion de oxidacion DH: Hidrogeno
disuelto PW: Agua purificada TW:

Agua del grifo RO: Osmosis

inversa IACUC: Comité

Institucional de Cuidado y Uso

de Animales ERW: Agua reducida electrolizada ROS: Especies

reactivas de oxigeno.
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