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El proceso de cicatrizacion de heridas intenta restaurar la integridad y funcién del tejido lesionado. Ademas, las citoquinas proinflamatorias, los factores de crecimiento y el estrés

oxidativo juegan un papel importante en la cicatrizaciéon de heridas. El objetivo de este estudio fue determinar si la ingesta de agua rica en hidrégeno induce la activacion de la

via de defensa Nrf2/antioxidante en el tejido palatino de rata, reduciendo asi el estrés oxidativo sistémico y los niveles de citoquinas proinflamatorias y promoviendo los genes

asociados a la curacioén. Se cre6 una herida de escision circular en la region palatal oral y se observé el proceso de cicatrizacion de la herida. Las ratas se dividieron en dos

grupos experimentales en los que se consumié agua rica en hidrégeno o agua destilada. En el agua potable rica en hidrégeno, el proceso de cicatrizacion de la herida del

paladar se aceleré en comparacion con el del grupo de control. A medida que el hidrégeno molecular aumentaba la via Nrf2, el estrés oxidativo sistémico se reducia por la

activacion de la actividad antioxidante. Ademas, la ingesta de agua rica en hidrégeno redujo los niveles de citoquinas proinflamatorias y promovié la expresién de factores

asociados con la curacion en el tejido palatino de rata.

En conclusion, la ingesta de agua rica en hidrégeno exhibié multiples efectos beneficiosos a través de la activacion de la via de defensa antioxidante/Nrf2. Los resultados de

este estudio respaldan la hipétesis de que la administracion oral de agua rica en hidrégeno beneficia el proceso de cicatrizacion de heridas al disminuir el estrés oxidativo y las

respuestas inflamatorias.

1. Introduccion

El proceso de cicatrizacion de heridas después de una lesion relacionada
con un traumatismo esta implicado en la restauracion de la integridad y
la funcién del tejido lesionado. Este proceso inicia una secuencia
ordenada pero compleja de eventos que establecen la integridad de los
tejidos dafados. Se considera que ha tenido lugar la regeneracion cuando
el tejido se repara estructural y funcionalmente a su estado original como
resultado del proceso de curacién. En general, la cicatrizacion de heridas
ocurre en una cascada de fases superpuestas, comenzando con la fase
inflamatoria precipitada por la lesiéon y seguida secuencialmente por las
fases de proliferacion y remodelacion tisular [1]. Multiples citocinas
proinflamatorias, quimiocinas y factores de crecimiento contribuyen al
éxito de la reparacion de heridas.

Ademas, también es importante centrarse en las especies reactivas de
oxigeno (ROS) en el contexto de la cicatrizacion de heridas [2].

El estrés oxidativo se ha informado en muchas enfermedades en las
que la produccion de ROS y la modificacion oxidativa de varias
biomoléculas son la base de su fisiopatologia, especialmente los
procesos asociados con la inflamacion. Existe evidencia de que el estrés
oxidativo es un factor clave que contribuye a las condiciones inflamatorias
como la estomatitis aftosa recurrente, que causa una herida en la mucosa
oral sin una causa subyacente bien establecida [3]. Durante la inflamacion
inducida por heridas, las células del sistema inmunitario liberan ROS y
citoquinas inflamatorias para matar los microorganismos. Sin embargo,
también se sabe que estas moléculas son un factor importante en la
etiologia del dafio tisular local [4]. La produccion de ROS en el proceso
inflamatorio conduce a una marcada inflamacién durante la cual se
observa la secrecién de varios quimioatrayentes.

La estimulacién quimiotactica de la fagocitosis induce la activacion de
un sistema enzimatico unido a la membrana que transfiere
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electrones de nicotinamida adenina dinucleétido fosfato citosolico
(NADP+) al oxigeno extracelular, lo que da como resultado la produccién
del radical superoxido, un ROS bien establecido [5].

Los efectos biolégicos beneficiosos del hidrégeno molecular en
muchas enfermedades y estados fisiologicos estan ampliamente
respaldados en la literatura cientifica relevante [6]. El hidrégeno
molecular tiene potencial como un nuevo antioxidante en aplicaciones
preventivas y terapéuticas, ademas de sus efectos antiinflamatorios
[7]. También se ha informado que el hidrégeno molecular activa el
factor 2 relacionado con el factor E2 nuclear (Nrf2)/via de defensa
antioxidante [8]. La translocacion de Nrf2 al nucleo conduce a una
regulacion positiva de la expresion de genes que codifican enzimas de
fase 2 involucradas en los sistemas de defensa contra el estrés
oxidativo y otras fuentes toxicas [9]. Nrf2 coopera con el sistema de
defensa antioxidante para regular genes como la hemooxigenasa 1
(HO-1) y la NAD(P)H quinina oxidorreductasa 1 (NQO-1).

Se ha informado que la inhalacién de gas que contiene hidrégeno
estimula la cicatrizacion de heridas cuténeas inducidas por radiacion
[10]. Sin embargo, no esta claro si los beneficios de la ingesta de agua
rica en hidrégeno sobre el estrés oxidativo y la inflamacién estan
involucrados en la cicatrizacion de las heridas palatinas orales. El
objetivo de este estudio fue determinar si el agua rica en hidrégeno
induce la activacion de la via de defensa Nrf2/antioxidante en el tejido
palatino, reduciendo asi el estrés oxidativo y los niveles de citoquinas
proinflamatorias. En un modelo de rata, examinamos si estos efectos
podrian promover el proceso de cicatrizacion de heridas. Se controld
el cierre de la herida y se determino la expresion génica en tejido
palatino de rata después de la lesion para citocinas proinflamatorias
(interleucina 1 beta [IL-1], interleucina 6 [IL-6] y factor de necrosis
tumoral alfa [TNF-]); quimiocinas (proteina quimiotactica de monocitos-1

[MCP-1] y proteina inflamatoria de macrofagos-1 alfa [MIP-1]);
factores de crecimiento (factor de crecimiento transformante beta 1
[TGF-1], factor de crecimiento de fibroblastos 7 [FGF7] y factor de
crecimiento del endotelio vascular [VEGF]); y factores asociados a la
cicatrizacion (actina de musculo liso alfa [-SMA] y colageno tipo 1 [Col
1]). Todos estos genes son importantes para el proceso de cicatrizacion
de heridas y muestran altos niveles de expresion al principio de la fase
de remodelacion.

2. Material y Métodos

2.1. animales Veinticuatro ratas Wistar macho (8 semanas de edad)
que pesaban 320-340 g se alojaron en jaulas de alambre individuales
en una habitacién con temperatura y humedad controladas (23 C
1c y 60% + 5% de humedad relativa) con un ciclo de luz y oscuridad
de 12 h. Los animales recibieron granulos estandar para ratas y agua
potable. Todos los animales recibieron cuidados humanos de acuerdo
con las pautas institucionales de cuidado de animales, y el Comité de
Control de Investigacion Animal de la Escuela de Graduados de la
Universidad de Tokushima (protocolo nimero 12098) aprob¢ el
protocolo experimental.

2.2. Herida y preparacion del tejido de la herida. Antes de la herida,
todas las ratas fueron anestesiadas con una inyeccién de pentobarbital

sédico con solucién salina fisioldgica, después de lo cual se realiz6 una
herida por escision circular de espesor completo, de 3,5 mm de diametro,
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se cred utilizando un sacabocados de biopsia estéril (Kai Medical, Seki
City, Japon) en el centro de la region oral palatina de cada animal
(Figura 1(a)) [11]. Los animales fueron observados y pesados los dias
0,1, 2,3y 7. Para fines de observacion, las ratas fueron anestesiadas
usando un anestésico inhalatorio con isoflurano; Se tomaron fotografias
clinicas de las heridas palatinas con una camara digital los dias 0, 1, 2,
3y 7. En cada fotografia, se incluyé una regla de acero inoxidable para
calibrar la medicion del area de la herida entre imagenes [2]. Se utilizo
un programa informatico gratuito (Imagen J; NIH, Bethesda, MD, EE.
UU.) para medir el area de la herida. El cierre de la herida del paladar
de cada punto de tiempo se calculé mediante la siguiente férmula:
porcentaje de cierre de la herida (%) = (WAO - WA)/WAO x 100, donde
WA corresponde al area de la herida, 0 significa el dia O (linea de base)
y representa cada punto de tiempo después del tratamiento.

Las ratas se dividieron aleatoriamente en dos grupos experimentales

de doce cada uno: (1) grupo de control tratado con agua destilada y (2)
grupo de agua hidrogenada (HW) tratado con agua rica en hidrégeno.
Cada tipo de agua se colocé dos veces al dia en un recipiente de vidrio
cerrado equipado con una linea de salida que contenia dos cojinetes

de bolas, lo que evitaba que el agua se desgasificara. La capacidad de
conservacion de hidrégeno molecular de este método se ha establecido
previamente [12]. Las ratas consumieron agua destilada o agua rica en
hidrégeno hasta 3 o 7 dias después del tratamiento.

Se sacrificaron seis ratas de cada grupo bajo anestesia general y
se recogieron muestras de sangre cardiaca del corazén en cada
momento experimental: 3 o 7 dias después del tratamiento. El suero
se separd por centrifugacion a 3000 xg durante 20 min y se almacend
a-80 C hasta su uso. Se cosech¢ toda el area de la herida utilizando
un punzon de biopsia estéril de seis ratas por grupo el dia 3 o el dia 7.
El tejido palatino extirpado se subdividié inmediatamente y se procesé
para su uso en cada experimento [13].

2.3. Preparacién de agua rica en hidrégeno. El agua rica en hidrégeno
se prepard utilizando un kit Aquela (Ecomo International Co., Ltd.,
Fukuoka, Japén). El gas hidrégeno se obtuvo en un tubo de resina
acrilica usando material para producir hidrégeno molecular en una
botella de tereftalato de polietileno (PET) para proporcionar una bebida
carbonatada que contenia 500 mL de agua [14].

La concentracion de hidrégeno molecular en el agua se midi6 de
acuerdo con un método previamente informado [15]. Confirmamos que
la concentracion de hidrégeno molecular era de 5 a 7 ppm en agua rica
en hidrégeno antes de su uso. En un recipiente de vidrio, la
concentracion de hidrégeno fue superior a 1 ppm después de 24 h.

2.4. PCR en tiempo real. Las muestras palatinas divididas se colocaron
inmediatamente en 1 ml de RNAlater (Sigma, St. Louis, MO, EE. UU.)
y se congelaron. El ARN total de una muestra de tejido palatino se
aislo usando TRIzol (Invitrogen Corporation, Grand Island, NY, EE.
UU.) de acuerdo con el protocolo del fabricante. La concentracion de
ARN se determind a partir de la densidad 6ptica a una longitud de onda
de 260 nm usando una unidad OD260 equivalente a 40 g/mL de ARN.
La pureza del RNA aislado se determiné mediante la relacién de
absorbancia de 260/280 nm, y solo se utilizaron muestras con una
relacion superior a 1,8. Un microgramo de ARN total aislado se
transcribi6 inversamente a
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Figura 1: Fotografias y porcentaje de cicatrizacion de las heridas palatinas en ratas bebiendo agua destilada o rica en hidrégeno. (a) Se creé una herida de
escision circular (3,5 mm de didametro) de espesor total con un punzén quirdrgico al inicio del estudio. Se muestran las fotografias de las heridas palatinas del
grupo (b) de control y (c) del grupo HW a los 7 dias después del tratamiento. (d) Se calcularon y trazaron los cambios en el cierre de la herida del paladar para
cada grupo a lo largo de este estudio. Las comparaciones se representan dentro de cada punto de tiempo. Los datos se expresan como media + SEM (=6).

< 0,01: significativamente diferente del grupo de control.

ADNCc utilizando ReverTra Ace (Toyobo Co., Ltd., Osaka, Japon).

La Tabla 1 muestra las secuencias de los cebadores de los genes de
interés en este estudio. La cuantificacion se realizé mediante un sistema
de PCR en tiempo real (Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.) con SYBR Green
(Bio-Rad) [16]. Los parametros del ciclo fueron los siguientes:
desnaturalizacion inicial a 95  C durante 1 min, seguida de 40 ciclos de
desnaturalizacion a 95 C durante 20 s, recocido a 60 C durante 30 s
y extensién a 72  C durante 30 s . Los niveles de ARNm se calcularon
determinando el numero relativo de copias de cada ARNm con respecto
al gen de control interno (GAPDH) para cada muestra, y del grupo de
control a los 3 dias después del tratamiento se normalizé a 1.

2.5. Anélisis de Western Blot. El tejido palatino de rata dividido se recogio
en tampon de lisis, al que se afadio un céctel de inhibidores de proteasa

y se homogeneiz6 completamente. El contenido de proteinas se determiné
con el reactivo de Bradford utilizando albumina de suero bovino como
estandar. Se separ6 una cantidad igual de proteina del tejido palatino con
dodecilsulfato de sodio.

electroforesis en gel de poliacrilamida durante 30 min a 200 V y se
transfiri6 a membranas de difluoruro de polivinilideno durante 60 min a
100 V. Después de la transferencia, las membranas se bloquearon con
leche descremada en polvo al 5 % en solucion salina tamponada con Tris
con Tween-20 durante 1 h. Posteriormente, las membranas se probaron
con anticuerpo primario (iNOS [dilucién 1: 200; Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, EE. UU.]) y actina (dilucién 1: 1000; Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, EE. UU.) durante la noche a4 C, seguido de
incubacion con un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de
rébano picante anti-ratén (dilucién 1: 3000; Cell Signaling Technology)
durante 1 h . La deteccion se realizé usando quimioluminiscencia
mejorada. Las inmunotransferencias se escanearon mediante
densitometria y la intensidad se cuantificé utilizando el software Image J
(NIH).

2.6. Niveles séricos de biomarcadores de especies reactivas de nitrégeno.
Los niveles de metabolitos de 6xido nitrico (NO) (NOXx; nitrito + nitrato) se
determinaron con un kit de ensayo colorimétrico de nitrito/nitrato utilizando
la reaccion de Griess (Dojindo, Tokio, Japon), segun



Machine Translated by Google

4 Medicina Oxidativa y Longevidad Celular
Tabla 1: Cebadores utilizados en la PCR en tiempo real.
Gene Orientacion Secuencia de cebadores
Adelante 5-GCTATTTTCCATTCCCGAGTTAC-3
Nrf2 Contrarrestar 5-ATTGCTGTCCATCTCTGTCAG-3
HO-1 Adelante 5 -CTTTCAGAAGGGTCAGGTGTC-3
Contrarrestar 5-TGCTTGTTTCGCTCTATCTCC-3
Adelante 5 -CATCATTTGGGCAAGTCC-3
NQo-1 Contrarrestar 5 -ACAGCCGTGGCAGAACTA-3
iNOS Adelante 5 -ACCACTCGTACTTGGGATGC-3
Contrarrestar 5-CACCTTGGAGTTCACCCAGT-3
L1 Adelante 5 -TGTGATGTTCCCATTAGAC-3
Contrarrestar 5 -AATACCACTTGTTGGCTTA-3
L6 Adelante 5 -CCCAACTTCCAATGCTTCCCTAAT-3
Contrarrestar 5 -GCACACTAGGTTTGCCGAGTAGACC-3
TNE- Adelante 5 -GTGATCGGTCCCAACAAG-3
Contrarrestar 5 -ATCGGGTGCAGCATCGTT-3
MCP-1 Adelante 5-CTCTCTTCCTCCACCACTATGC-3
Contrarrestar 5-GTGGGGCATTAACTGCATCTG-3
MIP-1 Adelante 5-TCCACCACTGCCCTTGCT-3
Contrarrestar 5 -CGTCCATAGGAGAAGCAGCA-3
TGF-1 Adelante 5-CTCCCGTGGCTTCTAGTGC-3
Contrarrestar 5-GCCTTAGTTTGGACAGGATCTG-3
FGE7 Adelante 5 -TCTATAATGCGCAAATGGATACTGA-3
Contrarrestar 5 -CGAGGTGGAAGCACGGTCT-3
VEGF Adelante 5 -GGGCTGCTGCAATGATGAA-3
Contrarrestar 5 -TCCGCATGATCTGCATAGTGA-3
SMA Adelante 5 -AGCATCCGACCTTGCTAACG-3
Contrarrestar 5 -CATACATGGCAGGGACATTGAA-3
Col1 Adelante 5 -GTGGAAATGATGGTGCTACT-3
Contrarrestar 5 -TTAGCACCAGTGTCTCCTTT-3
GAPDH Adelante 5-GTATTGGGCGCCTGGTCACC-3

Contrarrestar

5 -CGCTCCTGGAAGATGGTGATGG-3

a las instrucciones del fabricante. Las concentraciones de NOx han

expresado en mol/L [17]. Los niveles de nitrotirosina sérica se determinaron
mediante un kit ELISA (Immundiagnostik
AG, Bensheim, Alemania) [18]. Concentraciones de nitrotirosina

se han expresado en nM.

2.7. Niveles séricos de estrés oxidativo. Medicién de suero

Se midieron los niveles de metabolitos reactivos de oxigeno (ROM)
utilizando la cuantificacién fotométrica como se informé anteriormente [19],
segun las instrucciones del fabricante (Diacron International, Grosseto,
Italia). Las pruebas de ROM se expresan en términos relativos.

unidades, donde una unidad Carratelli (CARR U) es equivalente

a 0,08 mg/dL de una solucién de perdxido de hidrégeno. Para determinar la
capacidad antioxidante sérica total, el adsorbente OXY

Las pruebas se realizaron con un espectrofotémetro (Diacron
International) para todas las muestras [19]. Esta prueba evalua la
capacidad del suero para oponerse a la accion oxidativa masiva

de una solucién de acido hipocloroso (HCIO); antioxidante total

la capacidad se expreso en términos de HCIO consumido por 1 mL

de muestra (I mol HCIO/mL).

2.8. Niveles séricos de citocinas proinflamatorias. Todo el suero

las muestras analizadas en busca de citocinas proinflamatorias se filtraron
a través de un filtro giratorio de 0,22 m. Se utilizaron kits basados en
microesferas multiplex (Bio Rad) para medir las concentraciones de citocinas
proinflamatorias (IL-1, IL-6 y TNF-) en suero. El

Las citocinas se midieron en una placa de 96 pozos usando 50 L de
suero por pocillo. Los patrones y las muestras se ensayaron en un
sistema Bio-Plex 200 (Bio-Rad); Las placas se lavaron con el

Estacion de lavado Bio-Plex Pro (Bio-Rad) para perlas magnéticas como
informado anteriormente [20]. Las muestras fueron analizadas y estandar
las curvas se generaron utilizando la version Bio-Plex Manager

Software 5.0 (Bio-Rad).

2.9. Analisis estadistico. Todos los datos se expresaron como media *

error estandar de la media (SEM). Para el andlisis estadistico,

las diferencias entre grupos se analizaron con la prueba de Mann Whitney
usando IBM SPSS statistics version 19 (SPSS

Inc., Tokio, Japén). Se considerd un valor inferior a 0,05

Estadisticamente significante. Se tomd un tamafio de muestra de 6 por grupo.
necesarios para detectar diferencias significativas basadas en los resultados
de un estudio previo [21].
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Figura 2: Efectos del agua rica en hidrégeno en la expresiéon de genes implicados en la via de defensa antioxidante/Nrf2 en tejido palatino de rata.
Los niveles relativos de ARNm de (a) Nrf2, (b) HO-1y (c) NQO-1 se determinaron mediante PCR en tiempo real. Las barras representan los niveles de expresion de

ARNmM normalizados a los niveles de GAPDH y en relacién con el grupo de control a los 3 dias. Los datos se expresan como media + SEM

(=6). significativamente diferente del grupo de control en cada punto de tiempo.

3. Resultados

3.1. Cierre de heridas palatinas y caracteristicas generales.

No hubo diferencias significativas entre los grupos con respecto al
consumo de alimentos, peso corporal o patrones de crecimiento
durante el periodo experimental. En las Figuras 1(a), 1(b) y 1(c) se
muestran fotografias de la creacion y curacion de heridas palatinas en
ratas. En este modelo, el examen clinico de las heridas mostré una
curacion gradual en funcién del tiempo en todos los grupos. En la
Figura 1(d) se muestra el curso temporal del cierre de la herida del

paladar para cada grupo a los 1, 2, 3y 7 dias después del tratamiento.

No hubo diferencias significativas entre los grupos a 1y 2 dias. Sin
embargo, las tasas de cierre de heridas del grupo HW fueron
significativamente mas altas que las del grupo control a los 3 y 7 dias
después del tratamiento (< 0,01).

<0.05, <0,01:

Se observo una aceleracion del proceso de cicatrizacion de heridas en
el grupo HW, que consumio agua rica en hidrégeno.

3.2. Efectos del agua rica en hidrégeno en la ruta de defensa Nrf2/
antioxidante. Los niveles de expresion de ARNm de Nrf2 fueron
significativamente mas altos en el tejido palatino de rata con ingesta
de agua rica en hidrégeno que en el tejido palatino del grupo de control
(< 0,099.%gura 2(a)). El grupo HW a los 7 dias después del tratamiento
mostré un aumento adicional en la expresion de Nrf2 frente a los 3
dias (Figura 2 (a)). Ademas, la expresion de ARNm de HO-1 habia
aumentado significativamente a los 3 y 7 dias después del tratamiento
(<0,05; <0,01)

(Figura 2(b)). Los niveles de expresion de ARNm de NQO-1, que se
sabe que es inducido por Nrf2, fueron notablemente mas altos en
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Figura 3: Efectos del agua rica en hidrégeno sobre la expresion de iNOS en tejido palatino de rata. ( a ) Los niveles relativos de ARNm de iINOS se detectaron mediante PCR

en tiempo real. Las barras representan los niveles de expresion de ARNm normalizados a los niveles de GAPDH y en relacion con el grupo de control a los 3 dias. (b ) Se

muestran transferencias de Western representativas para iNOS y -actina. ( ¢ ) Los resultados de la densitometria para las bandas (iNOS) se normalizaron a los de -actina. Los

datos se expresan como media + SEM (=6).  <0.05,

el grupo HW que en el grupo control tanto a los 3 como a los 7 dias
(< 0,01) (Figura 2(c)). Estos datos sugieren que la ingesta de agua
rica en hidrogeno promovio la regulacion positiva de la expresion
de genes de defensa antioxidante al activar la via Nrf2.

3.3. Efectos del agua rica en hidrégeno sobre iNOS en tejido
palatino de rata. La expresion de ARNm de iNOS en ratas con
ingesta de agua rica en hidrogeno fue menor que en el grupo de

control a los 3 y 7 dias después del tratamiento (< 0,05) (Figura 3(a)).

El analisis de transferencia Western indico que la expresion de la
proteina iNOS se atenué en el grupo HW (Figura 3 (b)). Ademas,

las ratas del grupo HW mostraron una expresion de proteina iNOS
significativamente suprimida a los 3 y 7 dias después del tratamiento
(< 0,05; < 0,01) (Figura 3(c)). En conjunto, los resultados indican
que la activacion de la via de defensa antioxidante/Nrf2 redujo la
expresion de iINOS en tejido palatino de rata.

3.4. Niveles de biomarcadores de estrés oxidativo y nitrosativo en
suero. Evaluamos si la ingesta de agua rica en hidrégeno

< 0,01: significativamente diferente del grupo de control en cada momento.

Estrés nitrosativo sistémico regulado. Los niveles de biomarcadores
de estrés nitrosativo, como NOXx, fueron notablemente mas bajos
en ratas con ingesta de agua rica en hidrégeno que en ratas de
control a los 3y 7 dias después del tratamiento (< 0,01) (Figura
4(a)). Ademas, los niveles séricos de nitrotirosina disminuyeron
significativamente en el grupo HW a los 3 y 7 dias (<0,05; <0,01) (Figura 4(b)).

Para evaluar los efectos del agua rica en hidrogeno sobre el
estrés oxidativo sistémico, medimos biomarcadores de estrés
oxidativo, como ROM y OXY. Los niveles séricos de ROM, un
biomarcador confiable de ROS circulante, se redujeron
significativamente con la ingesta de agua rica en hidrégeno a los 3
y 7 dias después del tratamiento (<0,05; <0,01) (Figura 4(c)).
Ademas, los niveles de capacidad antioxidante, como OXY en el
grupo HW, fueron marcadamente mas altos que los del grupo
control a los 3y 7 dias después del tratamiento (< 0,05; < 0,01)
(Figura 4(d)). Estos resultados indican que la ingesta de agua rica
en hidroégeno redujo el estrés oxidativo y nitrosativo sistémico
mediante la activacién de la actividad antioxidante.
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Figura 4: Niveles de biomarcadores de estrés oxidativo y nitrosativo en suero. (a) el NOx se cuantificé mediante el ensayo colorimétrico de nitrito/nitrato
utilizando la reaccion de Griess y (b) la nitrotirosina (NT) se cuantifico mediante ELISA. (¢ ) ROMy ( d ) OXY se cuantificaron mediante cuantificacion
fotométrica. Los datos se expresan como medias + SEM (=6). < 0,01: significativamente diferente del grupo de control en cada momento < 0,05, punto.

3.5. Efectos del agua rica en hidrégeno sobre las citocinas y
quimiocinas proinflamatorias en tejido palatino de rata. Usando
PCR en tiempo real, encontramos que el grupo HW tenia niveles
de expresion de citocinas proinflamatorias mas bajos en tejido
palatino de rata que el grupo de control (Figuras 5 (a), 5 (b) y 5 (c)).
Especificamente, la expresion de IL-6 y TNF- fue significativamente
menor a los 3 y 7 dias después del tratamiento (< 0,05; < 0,01)
(Figuras 5(b) y 5(c)). Por el contrario, los niveles de expresion de
quimiocinas en el grupo HW solo se suprimieron significativamente
a los 3 dias (< 0,05) (Figuras 5(d) y 5(e)). Estos resultados indican
que la ingesta de agua rica en hidrogeno suprimié la expresién de
citocinas y quimiocinas inflamatorias.

3.6. Efectos del agua rica en hidrégeno sobre la expresion de genes
asociados a la curacion en tejido palatino de rata. La expresion
génica de TGF-1, FGF7, VEGF y -SMA fue mayor en el grupo HW
que en el grupo control 3 dias después

tratamiento ( < 0,05) (Figuras 6(a), 6(b), 6(c) y 6(d)). El grupo HW
exhibié una expresion significativamente aumentada de ARNm de
FGF7 en comparacion con el grupo de periodontitis a los 3y 7 dias
después del tratamiento (< 0,05; < 0,01)

(Figura 6(b)). Aunque no se observaron diferencias significativas en
los niveles de colageno tipo 1 entre los grupos, se observaron
niveles limitrofes significativamente mas altos en el grupo HW a los
3 dias (Figura 6(e)). Estos datos sugieren que la ingesta de agua
rica en hidrégeno promueve la expresion de genes asociados con la
curacion en el tejido palatino de rata.

3.7. Efectos del agua rica en hidrégeno sobre los niveles sistémicos
de citocinas proinflamatorias. Los niveles séricos de las citocinas
proinflamatorias IL-1, IL-6 y TNF- se analizaron utilizando un
sistema basado en microesferas multiplex. En ratas que bebieron
agua rica en hidrogeno, los niveles séricos de IL-1, IL-6 y TNF-

fueron significativamente mas bajos que los del grupo de control a los 3
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Figura 5: Efectos del agua rica en hidrégeno sobre la expresion de citocinas y quimiocinas proinflamatorias en tejido palatino de rata. ARNm relativo

se detectaron niveles de (a) IL-1, (b) IL-6, (c) TNF-, (d) MCP-1y (e) MIP-1 mediante PCR en tiempo real. Las barras representan los niveles de expresion de ARNm
normalizado a los niveles de GAPDH y en relacién con el grupo de control a los 3 dias después del tratamiento. Comparaciones dentro de cada punto de tiempo a los 3 y 7 dias
son exhibidos. Los datos se expresan como media + SEM (=6). < 0,01: sigif¥fiéativamente diferente del grupo de control en cada momento.
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Figura 6: Efectos del agua rica en hidrégeno sobre la expresion de genes asociados a la curacién en tejido palatino de rata. Se detectaron niveles relativos de ARNm para

(a) TGF-1, (b) FGF7, (c) VEGF, (d) -SMA y (e) colageno tipo 1 mediante PCR en tiempo real. Las barras representan los niveles de expresion de ARNm normalizados a
los niveles de GAPDH y en relacion con el grupo de control 3 dias después del tratamiento. Se muestran las comparaciones dentro de cada punto de tiempo a los 3 y 7 dias.
Los datos se expresan como media + SEM (=6). <0.05, < 0,01: significativamente diferente del grupo de control en cada momento.

dias después del tratamiento (< 0,05; < 0,01) (Figura 7). Sin embargo,
no se observaron diferencias significativas en los niveles de IL-1, IL-6

y TNF- entre los grupos; se observé una tendencia hacia niveles mas

bajos en el grupo HW a los 7 dias (Figura 7).

Estos datos sugieren que el agua rica en hidrégeno reduce los niveles
sistémicos de citocinas proinflamatorias.

4. Discusion

La escision palatina utilizada para herir a las ratas en este estudio se
eligié por su reproducibilidad clinica. Muchos estudios utilizaron este
modelo para investigar la cicatrizacion de heridas intraorales o los
factores que podrian afectarla. Ademas, demostramos que el proceso
de cicatrizacion de heridas se aceleré con la administracion de agua
rica en hidrégeno. Para dilucidar los mecanismos de cicatrizacion

de heridas, nos centramos en los efectos antioxidantes y
antiinflamatorios del hidrégeno molecular en el modelo de herida
palatina de rata. Promocion de la ingesta de agua rica en hidrégeno

la regulacién al alza de los genes de defensa antioxidante a través
de la activacion de la via Nrf2 y la consiguiente reduccion de la
expresion de iNOS en el tejido palatino. El estrés oxidativo y
nitrosativo sistémico disminuy6 debido a la activacion de la actividad
antioxidante por el hidrégeno molecular. Nuestros hallazgos también
indicaron que la ingesta de agua rica en hidrégeno redujo los niveles
de citoquinas proinflamatorias locales y sistémicas y promovio la
expresion de genes asociados con la curacién en el tejido palatino
de rata. En conjunto, estos resultados demuestran que la ingesta de
hidrégeno molecular puede promover el proceso de curacion de
heridas orales en ratas al activar la via de defensa Nrf2/antioxidante.
Se sabe que la cicatrizacion de heridas es un proceso muy
ordenado y bien coordinado que implica inflamacién, proliferacién
celular, deposito de matriz y remodelacion tisular [22].
La fase inflamatoria se caracteriza por la formacion de un coagulo de
sangre causado por la ruptura de los vasos sanguineos y la
extravasacion de los constituyentes de la sangre. Ademas, los

miembros de la familia de quimiocinas, incluidos MCP-1 y MIP-1, juegan
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Figura 7: Efectos del agua rica en hidrégeno sobre las concentraciones de citoqu

inas proinflamatorias en suero. (a) IL-1, (b) IL-6 y (c) TNF- se cuantificaron

con un ensayo de microesferas multiplex. Los datos se expresan como media + SEM (=6). < 0,0 <Gs@nificativamente diferente del grupo de control en cada

momento.

el importante papel de mediar la infiltracion de células inflamatorias
como monocitos y macréfagos en heridas en proceso de cicatrizacion
[23]. La sefalizacion de TGF también juega un papel importante
durante el proceso de cicatrizacion de heridas. Se descubrié que
TGF-1 facilita la expresion de -SMA, un importante mediador de la
contraccion de heridas [24]. Dado que la sefalizacion de TGF-1 se

ha implicado en el depdsito de colageno, el TGF-1 también es
importante en multiples aspectos de la cicatrizacion de heridas,
incluido el crecimiento epitelial, el crecimiento del endotelio vascular
y el depésito de colageno [25]. Se sabe que FGF7 regula genes que
codifican mediadores citoprotectores [26] y el factor de transcripcién
Nrf2, ademas de las dianas génicas de enzimas antioxidantes de Nrf2 [27].
Curiosamente, una forma recombinante de FGF7 se usa clinicamente
en el tratamiento de la mucositis oral [28]. Estos resultados fueron
consistentes con los hallazgos mencionados anteriormente; En este
estudio, la ingesta de agua rica en hidrégeno suprimié la expresion

de las citocinas proinflamatorias MCP-1 y MIP-1, mientras que mejord
la expresion de genes asociados con la curacion, como TGF-1, FGF7,
VEGF y -SMA.

El hidrégeno molecular es el elemento mas simple de la naturaleza
y es de interés terapéutico y preventivo debido a sus actividades
bioldgicas, incluidas sus actividades antioxidantes y antiinflamatorias
en la mayoria de los tejidos de animales modelo [9]. Hay una serie de
ventajas del hidrégeno como un antioxidante potencial: es lo
suficientemente suave como para no perturbar las reacciones redox
metabdlicas o afectar las ROS, que funciona en la sefializacion
celular, y también tiene caracteristicas de distribucion favorables con
respecto a su capacidad fisica para penetrar biomembranas y
difundirse a través de barreras hacia los componentes celulares [6].
También se ha informado que el hidrégeno molecular reduce los
niveles de citoquinas proinflamatorias y suprime la inflamacion en
muchos animales modelo experimentales [9]. Recientemente, se
descubrié que el agua rica en hidrégeno, un liquido incoloro e inodoro,
posee una fuerte actividad antioxidante y antiinflamatoria [29]. El
concepto principal detras del uso de agua rica en hidrégeno para
promover la cicatrizacion de heridas en este estudio es que el
hidrégeno molecular reduce los niveles de ROS vy la inflamacion.
Nuestro presente estudio indica que la administracion oral de agua rica en hidrégeno
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efectos beneficiosos en un modelo de herida palatina en rata. Es
concebible que el hidrégeno molecular administrado por via oral pueda

mejorar el equilibrio redox local asi como disminuir el estrés oxidativo
circulante.

Aunque hay varias formas de ingerir o consumir hidrégeno
molecular, incluida la inhalacién de hidrogeno gaseoso, los enfoques
preferidos son beber agua disuelta en hidrégeno (agua rica en hidrégeno)
e inyectar solucion salina disuelta en hidrogeno. Debido a que la
inhalacion de hidrégeno gaseoso o la inyeccion de solucién salina
disuelta en hidrégeno pueden ser inadecuadas o poco practicas para el
consumo continuo de hidrégeno molecular en la vida diaria para uso
preventivo, decidimos examinar el consumo de agua rica en hidrégeno
en nuestro presente estudio. El agua rica en hidrégeno es un medio
particularmente prometedor para ingerir hidrégeno molecular, ya que es
portatil, facil de administrar, segura y no afecta el sabor, el olor o el pH
de los alimentos y bebidas.

El agua rica en hidrégeno se puede obtener por varios métodos:
inyectando hidrégeno gaseoso en el agua a alta presion, electrolizando
el agua para producir hidrégeno y haciendo reaccionar metal o hidruro
con agua. Estos métodos podrian ser Utiles para la aplicacién no solo al
agua sino también a otros disolventes. Dado que el hidrégeno molecular
es una molécula muy pequefia, se pierde facilmente y penetra en las
paredes de vidrio y plastico de cualquier recipiente en poco tiempo. Por
lo tanto, se tuvo que preparar agua rica en hidrégeno todos los dias para
este estudio. En consecuencia, preparamos agua rica en hidrégeno justo
antes de la administracién y cambiamos el agua dos veces al dia en un
recipiente de vidrio cerrado equipado con una linea de salida que
contenia dos cojinetes de bolas, lo que evitaba que el agua se
desgasificara.

Nrf2 es el principal regulador de los elementos de respuesta
antioxidante y modula la expresiéon de genes de defensa asociados con
la proteccion contra lesiones y enfermedades [30].

El Nrf2 activado en el citoplasma se traslada al nucleo, donde se une a
los promotores y aumenta la expresion de enzimas de fase 2 como HO-1
y NQO-1. Curiosamente, se ha informado que el sistema de defensa
mediado por Nrf2 juega un papel crucial en la cicatrizacién de heridas
en algunos tejidos [27, 31]. Ademas, también se sugiri6 que HO-1, una
enzima antiinflamatoria y antioxidante, esta asociada con la cicatrizacion
de heridas en humanos [32]. Se aprecia que la expresion de HO-1
cataliza el hemo en cantidades equimolares de biliverdina (reducida
posteriormente a bilirrubina a través de la biliverdina reductasa), que
libera hierro ferroso y monoxido de carbono [33], regulando asi
negativamente la iINOS a través de la inactivacion de iINOS mediada por
mondxido de carbono y la inhibicion de la transcripcion de iINOS por
iones de hierro ferroso [34]. La evidencia acumulada recientemente
sugiere que el hidrégeno molecular promueve la regulacién positiva de
Nrf2 en el tejido pulmonar [8]. Ademas, la mejora de la expresion de Nrf2
inducida por hidrégeno aumenté significativamente la expresion de HO-1
y NQO-1 [8]. Como se demostrd que la ingesta de agua rica en hidrégeno
activa la via Nrf2/antioxidante, medimos la expresién de Nrf2, HO-1,
NQO-1 e iINOS. En nuestro experimento, se observé una mejora de la
expresion de Nrf2 en el tejido palatino de las ratas a las que se les
administré agua rica en hidréogeno. Ademas, la activacion de Nrf2 elevo
la expresion de HO-1 y NQO-1 y redujo la expresion de iNOS, segun se
determiné mediante PCR en tiempo real y transferencia Western de
muestras de tejido palatino.

1"

Se informa que el marcador de sangre periférica ROM es util como
un indicador confiable de ROS circulante [35]. El analisis de ROM ayuda
a determinar la capacidad oxidante general en la sangre, que a su vez
refleja el nivel de ROS a partir del cual se formaron. Varios estudios han
indicado la existencia de una relacién entre los niveles sistémicos de
ROM vy los estados patoldgicos sistémicos. Debido a la inflamacion, los
niveles séricos de ROM también aumentan en los pacientes con
periodontitis [36]. Ademas, la administracion de agua rica en hidrogeno
disminuye el ROM sistémico inducido por la periodontitis, o que a su vez
inhibe la inflamacion [26]. Se sabe que los niveles de NO y nitrotirosina
aumentan significativamente en heridas y tejidos lesionados [37].

EI NO, que es producido por la éxido nitrico sintasa a través de la
oxidacion de la I-arginina, es un mensajero secundario involucrado en
varios procesos fisiopatoldgicos y se oxida facilmente a nitrito (NO2).
Ademas, el NO2 puede oxidarse a nitrato (NO3). Los niveles totales de
nitrito y nitrato en sangre se utilizan generalmente para monitorear el
NOx [38]. Ademas, el peroxinitrito, un oxidante altamente reactivo
formado por la combinacion de éxido nitrico y superoéxido, puede nitrosilar
residuos de tirosina de proteinas para producir residuos de nitrotirosina.
Recientemente, se han puesto a disposicion varios métodos para
evaluar el estado antioxidante total en la sangre. En este estudio, la
capacidad antioxidante sistémica se midié mediante estimacion
espectrofotométrica utilizando la prueba de adsorcion OXY, que prueba
la capacidad de la muestra para oponerse a la acciéon oxidativa masiva
de una solucién de acido hipocloroso [39]. Los datos de este estudio
mostraron que la administracién oral de agua rica en hidrégeno activé
notablemente la capacidad antioxidante y, en consecuencia, redujo el
estrés oxidativo y nitrosativo sistémico. Por lo tanto, es posible que el
hidrégeno molecular acelere el proceso de cicatrizacion de heridas al
inhibir el estrés oxidativo y nitrosativo sistémico.

Este estudio tiene una limitacion. Si bien se tomaron fotografias
clinicas de las heridas palatinas con una camara digital, no se presenté
ningun analisis histolégico o inmunohistoquimico utilizando un microscopio
optico. Se necesitarian mas investigaciones detalladas, como andlisis
histolégicos, para definir como el agua rica en hidrégeno modula las
heridas palatinas para mejorar la confiabilidad de nuestra nocién.

5. Conclusiones

En conclusion, beber agua rica en hidrégeno exhibié multiples efectos
beneficiosos en el modelo de herida palatina en rata a través de la
activacion de la via de defensa Nrf2/antioxidante.

Los resultados de este estudio respaldan la hipétesis de que la
administracion oral de agua rica en hidrogeno seria beneficiosa durante
el proceso de cicatrizacion de heridas al disminuir el estrés oxidativo y
las respuestas inflamatorias.
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