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Inhibicion dependiente de la dosis del dafo gastrico
por hidrogeno en agua potable electrolizada alcalina
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Abstracto

Antecedentes: se ha informado que el hidrégeno alivia el dafio en muchos modelos de enfermedades y es un aditivo potencial en

el agua potable para brindar efectos protectores a los pacientes, como lo revelaron varios estudios clinicos. Sin embargo, la ausencia
de una relacion dosis-respuesta en la aplicacion de hidrégeno es desconcertante. Intentamos identificar la relaciéon dosis-respuesta
del hidrégeno en agua potable electrolizada alcalina a través del modelo de lesion gastrica inducida por aspirina.

Métodos: En este estudio, se obtuvo agua alcalina rica en hidrogeno al agregar H2 a agua electrolizada a una atmdsfera de presion.
Después de 2 semanas de beber, detectamos el dafio de la mucosa gastrica junto con MPO, MDA y 8-OHdG en un modelo de lesién
gastrica inducida por aspirina en rata.

Resultados: Se observé una inhibicion dependiente de la dosis de hidrégeno en la mucosa del estémago. Bajo pH 8,5, 0,07, 0,22 y
0,84 ppm, el hidrogeno mostré una alta correlacion con los efectos inhibidores mostrados por el area de erosion, la actividad de
MPO y el contenido de MDA en el estomago. La histologia gastrica también demostro la inhibicion del dafio por agua

alcalina rica en hidrégeno. Sin embargo, el nivel de 8-OHdG en suero no tuvo un efecto significativo dependiente de la

dosis de hidrogeno. El pH 9,5 mostré una respuesta inhibidora mas alta pero no significativa en comparacién con el pH 8,5.

Conclusiones: el hidrégeno es eficaz para aliviar el dafio gastrico inducido por la aspirina-HCl y el efecto inhibidor es dosis-
dependiente. La razon detras de esto puede ser que el agua rica en hidrégeno interactué directamente con el tejido objetivo,
mientras que la concentracion de hidrégeno en la sangre fue amortiguada por el glucdégeno hepatico, provocando un efecto
dosis-respuesta suprimido. Beber agua rica en hidrégeno puede proteger a las personas sanas del dafio gastrico causado por el estrés|oxidativo.
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Antecedentes funcién antiapoptética que protege el cerebro contra la lesién por

El hidrogeno enddgeno se produce por fermentacion colénica en isquemia-reperfusion y el accidente cerebrovascular al neutralizar

el tracto gastrointestinal de roedores [1], humanos [2] e incluso selectivamente los radicales hidroxilo y el peroxinitrito. Por lo tanto,

insectos [3,4]. El hidrégeno penetra rapidamente en los tejidos y estos resultados sugieren que el H2 se puede aplicar

vasos sanguineos por libre difusién y luego es transportado a todos terapéuticamente como un gas médico. Ademas, la aplicacion

los érganos. La concentracién promedio de H2 en la capa mucosa clinica de H2 ha mostrado muchas ventajas adicionales. En primer

del estémago del ratéon es de 43 uM [5]. lugar, el H2 no reacciona con el radical anion superéxido y el

Mientras que en higado, bazo e intestino delgado, las peréxido de hidrégeno, que tienen funciones fisiolodgicas importantes

concentraciones son de 53, 48 y 168 uM respectivamente [6]. [7]. En segundo lugar, se puede administrar faciimente a través de
El papel fisiolégico del H2 alin no esta claro. Ohsawa et al. [7] gas, agua potable e infusion intravenosa; y sus caracteristicas

encontré que el hidrégeno tiene un antioxidante y favorables de distribucion le permiten llegar a muchos 6rganos a los

que otros farmacos no pueden llegar, otorgandole acceso a la
mitocondria, al nucleo ya través de la barrera hematoencefalica.
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ensayos clinicos, entre los cuales el tratamiento mas largo fue
6 meses, tampoco mostré efectos adversos detectables de
hidrégeno en agua potable, hemodialisis o intravenosa
infusién [10-16].

En los ultimos cinco afios, los evidentes efectos protectores de
H2 se han documentado para 63 modelos de enfermedades y
enfermedades humanas [17], incluido infarto cerebral, dafio hepatico y
miocardico, enfermedad de Parkinson, enfermedad metabdlica
sindrome, inflamacién y alergia, trasplante de 6rganos, etc. [18-20]. Sin
embargo, los posibles efectos
de hidrégeno en la lesién gastrica aun no se han estudiado, y
ademas, la ausencia de un efecto dosis-respuesta en
el uso de hidrégeno como molécula terapéutica en estudios previos es
sorprendente por varias razones. Primero el
cantidad de hidrégeno absorbida por el agua potable es mucho
menos que inhalando 1-4% de hidrégeno gaseoso, sin embargo
el agua rica en hidrégeno mostré efectos beneficiosos similares o
incluso mejores que el hidrégeno gaseoso [10,21]. En segundo lugar, el
cantidad de hidrégeno enddgeno generado por intestino
bacterias (alrededor de 1 litro/dia) es mucho mas que el
cantidad de beber agua rica en hidrégeno (generalmente menos
de 50 mililitros/dia) [18,21]. Tercero, beber agua rica en hidrégeno en
diferentes concentraciones, inyectarse diferentes
cantidades de solucion salina de hidrégeno, o la inhalacion de diferentes
cantidades de hidrogeno gaseoso no mostraron una diferencia
perceptible en los efectos [22-24].

En este estudio, se generé agua alcalina rica en hidrogeno mediante
electrolisis. Hidrégeno y nitrégeno mixto
Se us6 gas (2:8 y 7:3) para ajustar la concentracion de hidrégeno en el
agua para obtener tres concentraciones de hidrégeno diferentes (0,07
ppm, 0,22 ppm, 0,84 ppm). No lo hicimos
realizar la neutralizacion como lo hicieron la mayoria de los estudios en el pasado
[25-28], ya que tanto el pH alto como el hidrégeno pueden aliviar las
lesiones de pirina en el estdmago. agua alcalina electrolizada
si mismo puede inhibir la lesién gastrica inducida por aspirina [29], y
ademas, la carga alcalina del agua puede impedir una
aumento de la excrecion urinaria de minerales como calcio y
magnesio, causado por la acidez del cuerpo [30]. Se observaron
efectos inhibitorios del hidrogeno dependientes de la dosis.
en el estdémago, pero no eran evidentes en el suero. Los resultados
sugieren que existe un efecto dosis-respuesta cuando el hidrégeno
interactua directamente con el tejido, pero una dosis alta de
Es posible que el hidrogeno no aumente los efectos beneficiosos en los
érganos diana a través del transporte sanguineo.

Métodos

Declaracion de Etica

El mantenimiento de los animales y los procedimientos experimentales fueron
llevado a cabo en estricto apego a las Normas Institucionales

Comité de Cuidado y Uso de Animales (IACUC) de Tsinghua

University, que es una rama de Beijing Animal Care y

Comité de Uso. Todos los experimentos fueron revisados y aprobados
por IACUC (permiso nimero 12-LY-02), y se hicieron todos los
esfuerzos para minimizar el sufrimiento.
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reactivos

Todas las soluciones se prepararon antes de su uso. electrolizado
el agua alcalina se obtuvo a partir de un agua de iones alcalinos
electrolizador (TK7505, Panasonic, Japén), un comercial
electrolizador de Japdn. El kit ELISA 8-OHdG y HEL

fueron adquiridos del Instituto Japonés para el Control

del Envejecimiento (JalCA). Se obtuvo &cido tiobarbittrico

de J&K Scientific Ltd; Hexadecilo trimetilamonio

El bromuro se adquirié de Beijing River Dawn Biotech nology Co.,Ltd;
y 3,3',5,5',-tetrametilbencidina fue

obtenido de Amresco, EE.UU.

Modelo de lesiones gastricas y animales
Ratas macho Sprague Dawley con un peso de 150-170 g fueron
comprado a Beijing Vital River Laboratories, y
alojado en el Centro de Analisis Biomédico, Tsinghua
Universidad. El experimento comenzé cuando las ratas alcanzaron
200-220 g de peso. El agua alcalina con hidrégeno fue
preparado todas las noches con agua del grifo de la instalacion (pH 6.8,
conductividad 40 ps/cm) y envasadas en bolsas de aluminio. Dos
En este estudio se seleccionaron valores de pH de 8,5y 9,5. pH 8,5
y 9.5 son los limites superiores del estandar de agua potable en
China y el estandar para electrolizadores en Japon (por favor
véase Japan Industrial Standard, JIS T 2004:2005.), respectivamente.
El agua alcalina con pH 8,5y 9,5 contenia 0,07 ppm y 0,22 ppm de
hidrégeno respectivamente
durante la electrdlisis (El electrolizador es Panasonic TK7505
de Japon). Ademas, se disolvié mas hidrégeno en
agua con mezcla de gas hidrégeno y nitrégeno (2:8 y 7:3),
que se llend en las bolsas de aluminio a una presion atmosférica, para
producir 0,22 ppmy 0,84 ppm
agua hidrogenada El uso de nitrégeno en las mezclas de gases fue
una consideracion por la seguridad. Ademas, la atmésfera contiene un
78% de nitrégeno, lo que hace poco probable que sea un
gas funcional en nuestro estudio. La concentracion de hidrogeno en
agua se midié con un medidor portatil de hidrégeno disuelto DH-35A
(DKK-TOA Corporation, Japén). El
concentracion de hidrégeno se mantuvo durante 24 h sin
cambio detectable.

Cada animal se mantuvo en una jaula separada y tenia libre
acceso al agua por la noche de 6 pm a 9 am. El agua
la ingesta y el peso corporal se registraron diariamente para cada rata.
Todas las ratas se distribuyeron aleatoriamente en 7 grupos de 6 a
8 ratas cada una, y se les dio diferente agua de bebida (Tabla 1).
Grupo A: pH 9,5, 0,84 ppm H2, B: pH 9,5, 0,22 ppm H2,
C: pH 8,5, 0,84 ppm H2, D: pH 8,5, 0,22 ppm H2, E:
pH 8,5, 0,07 ppm H2, F: pH 6,8, 0 ppm H2 (grifo de la instalacion
agua), G: pH 6,8, 0 ppm H2 (agua del grifo de la instalacion). El
La dosis final de hidrégeno de cada grupo se enumer6 en la Tabla 1.
Después de dos semanas de tratamiento, los animales murieron de hambre.
durante 18 horas con agua rica en hidrégeno aun disponible.
El agua de bebida se retiré una hora antes de la
ratas que reciben dosis de 200 mg/kg de aspirinay 0,15 N
HCI (8 mL/kg) junto con carboximetilcelulosa al 1%
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Tabla 1 Grupos de tratamiento y ganancia de peso corporal promedio,
ingesta diaria de agua y presencia de lesion gastrica

Grupos pH H2 dosis de H2 Peso Consumo de agua | gsjén
(ppm) (ug/dia’kg)t ganancia (9)f (ml/dia)
media + SE media + SE media + SE
A 95 0.84 80,6+1,9 85,5+6,0 256+0,8 Si
B 9.5 0.22 21,1+£16 819+64 266+25 Si
[} 8.5 0.84 80,6+24 87,3+5,0 259+1,2 Si
D 8.5 0.22 20,1+0,8 785+5,6 252+14 Si
mi 85 0.07 6,8+0,4 92,5+3,0 269+1,8 Si
F 6.8 0 0 89,9+3,5 272+11 Si
6.8 0 0 81,6+7,0 26,3+0,8 No

Cada grupo estaba compuesto por 6 a 8 "La dosis de H2 para cada rata fue

ratas. calculado por (concentracion de hidrégeno x ingesta diaria promedio de agua)/promedio
peso corporal. *La ganancia de peso se calculé restando el peso corporal en

el primer dia de tratamiento del peso corporal antes de la lesién gastrica. Hay

ninguna diferencia significativa entre los diferentes grupos.

sodio por intubacioén. El grupo G estaba muerto de hambre, pero no
tratados con aspirina-HCI como se indica en la Tabla 1. Después
tres horas, los animales fueron anestesiados con uretano

(1 mg/kg) y se extrajo sangre de la aorta abdominal,

después de lo cual fueron sacrificados por desangrado.

Evaluacion de las lesiones de la mucosa gastrica

Después de sacrificar a los animales, se extrajo cada estémago, se

abrié y se lavo con PBS. La zona erosionada

en la superficie del estdmago posterior (puntaje gastrico) fue

medido bajo un microscopio de diseccién por una persona sin
experimentar el procedimiento de dosificacion. para histolégico
evaluacion, un trozo de pared del 6rgano en la region inferior de

se cortd el estdbmago, se incrusté en parafina, se tifié con acido peryddico
de Schiff (PAS), se contratifié con hematoxilina y se

examinado bajo el microscopio de luz. La mucosa gastrica estaba

raspado del resto del estbmago con un portaobjetos de vidrio, y
almacenado a -80°C.

Actividad mieloperoxidasa (MPO)

Cada muestra gastrica fue molida con teflon Potter-Elvehjem
homogeneizador en 500 pl de tampdn de fosfato de potasio 10 mM (pH
7,8) que contiene KCI 30 mM, fluoruro de fenilmetanosulfonilo al 1 % y
EDTA 5 mM, para obtener un homogeneizado.

Luego se centrifugd el homogeneizado y se us6 el sobrenadante para
detectar la concentracion de proteina. El

sedimento se volvié a homogeneizar en 500 | de potasio 0,05 M
tampén de fosfato (pH 5,4) que contenia bromuro de hexadecilo
trimetilamonio al 0,5 % y luego se centrifugé. El

Luego se mezclaron 100 pl de sobrenadante con el mismo volumen
tampodn de fosfato de potasio 0,05 M (pH 5,4) que contiene 3,3',5,5',-
tetrametilbencidina 15 mMy 2%

H202. La actividad de MPO fue detectada por el lector de microplacas en
630 nm cada 15 segundos durante 5 minutos, y fue

expresado como unidades por mg de proteina. La unidad MPO se
defini6 como un cambio de absorbancia (1,0/minuto) a 630 nm en
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temperatura ambiente. La concentracion de proteina total en el
los homogeneizados de tejido se midieron mediante el método de tincién
con azul brillante de Coomassie.

Concentracion relativa de malondialdehido (MDA)

La MDA generada en la mucosa gastrica, como producto

de peroxidacion lipidica, fue detectada por acido tiobarbiturico

reaccion. La mucosa gastrica fue homogeneizada por teflén
Homogeneizador Potter-Elvehjem y ultrasonicado en 500 pl

de KCI 0,15 M a 0°C para obtener un homogeneizado. El homogeneizado
se separd en dos tubos. Uno fue usado para medir

concentracion de proteina, mientras que los otros 150 ul se usaron para
detectar MDA. La proteina se desnaturalizé afiadiendo 150 pl de

SDS, 150 pl de acido acético y 150 pl recién preparado

Solucion de acido tiobarbiturico al 0,82%. La mezcla se colocé

en un bafio de agua hirviendo durante 45 min, luego enfriado y
centrifugado. El sobrenadante se us6 para determinar la relacién
Concentracién de MDA por lector de microplacas a 532 nm.

Medicion de 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina sérica

(8-OHdG)

La concentracion de 8-OHdG es un biomarcador de dafio en el ADN
y fue detectado por un kit ELISA (Cat. IM-KOGHS

040914E) del Instituto Japonés para el Control de

Envejecimiento. La prueba se realizé siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Concentracién de aducto de hexanoil-lisina (HEL)

HEL también es un biomarcador del estrés oxidativo. EI HEL
las concentraciones en suero se determinaron mediante ELISA
(Cat. KHL-700/E) del Instituto Japonés para la

Control del Envejecimiento. La prueba se realizé siguiendo el
Instrucciones del fabricante.

analisis estadistico

Los resultados se presentaron como la media + error estandar (SE),

y los datos fueron comparados por Analisis de Varianza

(ANOVA) prueba de una via por PASW Statistics 18. Las diferencias se
consideraron significativas cuando el valor P fue

menos de 0,05 por la prueba de Tukey.

Resultados
Consumo de agua potable y dafio gastrico
Como era de esperar, el volumen promedio de consumo de agua
y la ganancia de peso promedio por rata fue similar en
grupos de tratamiento, como se muestra en la Tabla 1. Estos resultados
implica que tanto el pH (8,5 y 9,5) como la concentracién de hidrégeno
en el agua potable (0,84 ppm, 0,22 ppm y
0.07 ppm) no afecté el deseo de los animales de consumir
agua, y por lo tanto las ratas crecieron al mismo ritmo.
Por lo tanto, la lesion gastrica no deberia haberse visto afectada por
diferencias potenciales en el comportamiento de consumo de alcohol.

Los resultados anatémicos mostraron que los grupos con pH alto 9.5,
alta concentracion de hidrégeno 0,84 ppm, o ambos (grupos A,
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Figura 1 Medicién de la puntuacién gastrica (el area de erosiones gastricas) de 7 grupos. Los valores son la media + SE para 6 a 8 animales. **: p < 0,01,
en comparacion con el grupo F (control de agua neutra). #: p < 0,05, en comparacion con el grupo E (grupo de bajo hidrogeno y bajo pH).
. v

By C), tuvo una inhibicion significativa del dafio gastrico en comparacion con
el agua del grifo del establecimiento de agua potable del grupo (grupo F)
(Figura 1). Y al mismo pH, una dosis significativa de hidrégeno

inhibicién dependiente se observé dentro de los grupos C, D y E. Si

los efectos inhibitorios y las concentraciones de hidrégeno fueron

en comparacion, se encontré una alta correlacion positiva (Tabla 2). En

la misma concentracién de hidrégeno, también proporcioné un pH alto

mas inhibicién (por ejemplo, Ay C, o B y D), aunque los efectos no fueron
estadisticamente significativos.

Los efectos inhibidores también se evidenciaron a través de la tincion
histolégica. Diferentes regiones del estémago tenian diferentes niveles de
dafio, que no eran consistentes dentro
un grupo de dosis. Encontramos que la region inferior de la
el estémago por lo general fue dafiado uniformemente por la aspirina-HClI,

y no se habia observado ninguna arboleda de erosién sangrante en ese
region. Por lo tanto, los tejidos histolégicos de esa parte

fueron elegidos para la comparacion como se muestra en la Figura 2a. Como
Como era de esperar, no se observo una fuerte erosion en todas las muestras.
(Figura 2b). Las muestras del grupo G tenian mucosa intacta

capa. El grupo F mostré que la superficie de la mucosa tenia

desechos celulares desprendidos, asi como produccion defectuosa de moco
en muchas regiones, que se sefialaron en

la Figura 2b. Las muestras de los grupos Ay C tenian

Tabla 2 Correlacion entre efectos de inhibicion y

concentraciones de hidrégeno en agua electrolizada pH 8.5

Grupo Erosiént 8-OHdG4POt MDAT

C: H2 (6,8 pg/d/kg) 2,1% 1,6% 32,6% -2,3%

D: H2 (20,1 pg/dialkg) 13,6% 36,8% 36,8% 41,9%
E: H2 (80,6 ug/d/kg) 38,6% 77,3% 61,9% 41,4%
Coeficiente de Pearson 0.990 0.952 0.999 0.633

TEl efecto protector de la mucosa en cada concentracién de hidrégeno se calculé6 mediante
(nivel de dafio en el grupo F — nivel de dafio en el grupo C o D o E)/(nivel de dafio

en el grupo F - nivel de dafio en el grupo G).

*En suero, dado que el dafio gastrico no afectd el nivel sérico de 8-OHdG, el

efecto protector fue calculado por (nivel de dafio en el grupo F — nivel de dafio

en el grupo C o D o E)/nivel de dafio en el grupo F.

capa de moco relativamente intacta, y la mayoria de las células de secrecion
de moco todavia eran funcionales en comparacion con el grupo F,

que ilustré los efectos inhibitorios del agua electrolizada rica en hidrégeno.
Los grupos B, D y E también fueron

tefiidos y examinados bajo el microscopio, y tenian

niveles medios de lesion (Archivo adicional 1: Figura S2).

Pero el fenotipo no se puede cuantificar.

El agua electrolizada rica en hidrégeno alivio la inflamacién
mediada por neutrdfilos y el estrés oxidativo en el estbmago
mucosa
La actividad de mieloperoxidasa (MPO) de la mucosa fue
detectado por la reaccion del &cido tiobarbitrico y normalizado
con la concentracion de proteina para cada muestra. Las actividades fueron
inhibidas por agua electrolizada de pH 9.5y 8.5
de manera dependiente de la dosis de hidrégeno en comparacion con
grupo F (Figura 3). Los niveles de inhibicion estaban bien correlacionados
con la dosis de hidrégeno (Tabla 2).

El malondialdehido (MDA) se genera a partir de reactivos
especies de oxigeno (ROS), y como tal, se ensaya in-vivo
como biomarcador de estrés oxidativo. La MDA mucosa
contenido en grupos tratados con agua electrolizada rica en hidrégeno
mostré una reduccion significativa en comparacion con el grupo
bebiendo agua inalterada (Figura 4). Y la inhibicion
el patron es similar a los resultados de la puntuacion gastrica y la MPO
actividad.

El agua electrolizada rica en hidrogeno redujo el nivel de
8-OHdG en suero

La 8-OHdG es una de las formas predominantes de dafio en el ADN inducido
por radicales libres en nucleos y mitocondrias y, por lo tanto, ha sido
ampliamente utilizada como biomarcador.

para el estrés oxidativo y la carcinogénesis. Los niveles séricos

de 8-OHdG se redujeron significativamente en alto contenido de hidrégeno
grupos (concentracion de hidrégeno mayor o igual a

0,22 ppm) en comparacién con el grupo de control de agua del grifo F
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Figura 2 La posicion de la muestra histolégica (a) y la tincion PAS del

estémago glandular de los grupos A, C, Fy G (b).

La flecha azul indica la capa de moco (roja) en la superficie de la pared interna,

y la flecha roja sefiala las células moribundas y desprendidas.

Las flechas negras muestran las células productoras de moco (rojas). Aumento: 100.
Todas las imagenes muestran el fenotipo representativo de sus

correspondientes muestras.
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(Figura 5). Sin embargo, a diferencia de los otros criterios de
valoracién de las pruebas, los niveles de reduccion y las dosis de
hidrégeno no se correlacionaron en los grupos de pH 8,5, lo que
sugiere que no se presentd un efecto dosis-respuesta para la 8-
OHdG sérica (Tabla 2). El otro hallazgo diferente en la prueba de
8-OHdG fue que el grupo G tenia un nivel similar al del grupo F, lo
que podria indicar que ambos grupos tenian un nivel de fondo de 8-OHdG.
Otro marcador de estrés oxidativo, HEL, que detecta la peroxidacion
de lipidos, también se analizé en suero, pero los resultados no
mostraron diferencias significativas entre todos los grupos (Archivo
adicional 1: Figura S3).

Discusion

Como se mencion6 anteriormente, un tema desconcertante en la
aplicacion de hidrégeno es la falta de efecto dosis-respuesta. Este
estudio proporcioné alguna evidencia de que los efectos inhibitorios
dependientes de la dosis de hidrégeno pueden observarse en el
modelo de lesién estomacal inducida por aspirina mediante agua
alcalina electrolizada y, por lo tanto, la ausencia de una relacion
establecida entre la dosis y los niveles de efecto puede ser una
consecuencia del método de administracion, el disefio experimental
y el érgano objetivo.

En nuestro estudio, dimos tres concentraciones diferentes de
hidrégeno en agua alcalina y observamos efectos obvios
dependientes de la dosis en la mucosa del estémago, mientras
que la mayoria de los demas informes solo compararon los efectos
con o sin hidrégeno [31-37]. Todos ellos aplicaron alta concentracion
de hidrégeno de 0,8 ppm a 1,5 ppm, y todos ellos observaron
efectos protectores frente a diferentes enfermedades o tratamientos
médicos. Aunque no dieron la cantidad exacta de bebida de los
animales, podemos estimar la dosis de hidrégeno por su
concentracion ya que los animales siempre tuvieron acceso libre
al agua y el hidrégeno no cambié su comportamiento de bebida.
Solo un estudio aplico dos concentraciones de hidrogeno diferentes
(0,08 y 1,5 ppm) en el tratamiento del modelo de ratén de la
enfermedad de Parkinson. Sin embargo, sus resultados sugirieron
que ambos
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Figura 3 El efecto del hidrogeno sobre la actividad de la MPO en la mucosa gastrica después de lesionarse con acido acetilsalicilico-HCI. Los valores son la media + SE para 6

a8 animales. *: p < 0,05, en comparacion con los grupos E (grupo de bajo hidrégeno y bajo pH) o F (control de agua neutra).
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Figura 4 Niveles de MDA en mucosa gastrica de 7 grupos. La cantidad de MDA se normalizé con el nivel de MDA del grupo G (sin lesion
control). Los valores son la media + SE para 6 a 8 animales. *: p < 0,05, en comparacién con el grupo F (control de agua neutra).
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dosificaciones tenian una funcién similar en el alivio del progreso

de la neurodegeneracioén [22]. Otra diferencia principal entre nuestro
estudio y los anteriores es que el hidrégeno se

administrado a través del agua potable directamente al estémago, en
lugar de ser transportado por la sangre a los érganos diana [17,18]. El
agua puede ser absorbida en el estémago,

y creemos que las concentraciones de hidrogeno en las células mucosas
del estémago varian dependiendo del hidrégeno

concentracion en el agua. Sin embargo, para otros érganos esto

puede no ser el caso, ya que el hidrogeno entra en la sangre

primero, y luego es transportado a todos los 6rganos a lo largo del
cuerpo. La farmacocinética del hidrégeno no se comprende por completo;
sin embargo, un estudio reciente mostré que el glucégeno hepatico
puede acumular hidrégeno del agua potable [38]. Este estudio

no solo reveld una de las razones por las que el consumo de incluso

una pequefa cantidad de hidrégeno en un corto

el lapso de tiempo mejora de manera eficiente varios modelos de enfermedades,

pero también sugirié que la concentracion de hidrégeno puede
amortiguarse en la sangre. Consideramos este efecto tampon del
glucoégeno como una de las razones de la ausencia de dosificacion.
fendmenos de respuesta en muchos otros estudios. En este estudio,
los niveles de 8-OHdG en suero cambiaron sin un efecto dependiente
de la dosis, lo que apoya esta hipotesis.

Aunque los grupos con alta concentracion de hidrégeno
mostré un nivel sérico de 8-OHdG significativamente mas bajo en comparacion
con el agua del grifo del establecimiento de agua potable del grupo después
lesion gastrica, fue sorprendente que el grupo G que tenia
no ha sido lesionado con aspirina-HCI, tenia casi el mismo
nivel de 8-OHdG como el grupo lesionado F. Esto podria
significa que se produjo poco dafio en el ADN en el estémago,
o que la mucosa estomacal dafiada no suelte 8-
OHJG en la sangre durante las 3 horas posteriores a la lesién. El

hidrégeno puede haber reducido el nivel de fondo de 8-
OHJdG en suero. Creemos que esto podria ser lo mismo.
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Figura 5 El nivel de 8-OHdG en suero en diferentes grupos. Los valores son la media + SE para 6 a 8 animales. ***: p < 0,001, en comparacién con el grupo E
(grupo de bajo hidrégeno y bajo pH), F (control de agua neutra) o G (control sin lesiones).
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motivo del nivel de HEL sin cambios en el suero. oxidativo
el dafio en el estémago no afecté mucho a la sangre
mucho, y el nivel de fondo de HEL es demasiado bajo para ser
detectado por nuestro equipo.

Aunque se probaron muchos criterios de valoracion en nuestra lesion
modelo, puntuacion gastrica, actividad MPO y cantidad de MDA
son los mejores. La erosién gastrica es obvia bajo el microscopio de
diseccién 3 horas después del tratamiento con aspirina-HCI.
y el area de erosion se puede calcular usando una microrregla. Sin
embargo, la severidad de la erosion no habia sido considerada como lo
hicieron la mayoria de los estudios previos. Algunas areas de erosion
eran manchas blancas irregulares, mientras que se podia ver el sangrado
sobre otras regiones. No existe una regla para establecer los pesos.
para diferentes grados de erosion. Creemos que podria ser un

posible mejoria, que se puede hacer para esta lesion
modelo en el futuro.

La MPO se expresa mas abundantemente en los neutréfilos
granulocitos. Evidencias sustanciales han sugerido que
La inflamaciéon mediada por neutréfilos esta involucrada en el desarrollo de
lesion gastrica inducida por aspirina [39-42].
Naito et al. [29] encontraron que la actividad de MPO aumenté en
la mucosa gastrica después de 1 h de tratamiento con aspirina y persistié
alas 3 h, y pudo reducirse con agua electrolizada a pH 10. La inflamacién
suele ser inducida por la
células muertas en el tejido. Es dificil de detectar directamente
la cantidad de células moribundas con mucosa, ya que algunas de
ya estan hechos pedazos. Asi, examinando la
células inflamatorias vivas es una sabia eleccion.

El estrés oxidativo es uno de los principales efectos causados por
tratamiento con aspirina en el estémago. Y el hidrégeno tiene
se ha informado que alivia el estrés oxidativo en muchos tejidos
[17,18]. La MDA es uno de los biomarcadores mas conocidos para
estrés oxidativo. Proviene de la degradacion de lipidos poliinsaturados por
especies reactivas de oxigeno. Es uno de
las muchas especies electrofilas reactivas que pueden formar
aductos de proteinas covalentes denominados productos finales de lipoxida-
cién avanzada (ALE). Antes de ver los resultados,
teniamos miedo de que la MDA fuera demasiado reactiva para ser detectada
en las muestras que habian sido almacenadas en el frigorifico durante
varias semanas. Afortunadamente, los resultados mostraron una consistente
reduccion de MDA con dosis de hidrégeno, lo que demuestra que es un
criterio de valoracion fiable y estable en aspirina-HCI
modelo de lesién

Se informé que la expresion de TNF-a era significativamente
mejorado en el estémago y el suero lesionados por aspirina-HClI
[29]. Y beber agua alcalina electrolizada podria disminuir el TNF-a tanto a
nivel de proteina como de ARNm. Nosotros también
probd el nivel de ARNm de TNF-a en el estbmago y el
EI ARNm de TNF-a aumento en el estémago lesionado.
Sin embargo, no encontramos cambios significativos entre los diferentes
grupos tratados (Archivo adicional 1: Figura S4). El
podria deberse al punto de tiempo de recoleccion del tejido
muestra. TNF-a es un respondedor temprano a la lesion gastrica
y puede inducir la apoptosis de las células epiteliales gastricas como
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asi como células endoteliales [43-45]. La inhibicion significativa de la
expresion de ARNm de TNF-a por agua electrolizada
el tratamiento se puede observar 1 hora después del tratamiento con
aspirina [29], pero no a las 3 horas como se comunicé con el
autor de este trabajo anterior. 1 hora después del tratamiento con aspirina
HCI, la erosion no se puede observar facilmente,
lo que significa que la capa mucosa todavia esta relativamente intacta.
En ese momento, cualquier parte del estémago puede tener similares
Nivel de ARNm de TNF-a. Sin embargo, cuando algunas erosiones
formado a las 3 horas, diferentes piezas de la pared del estomago
puede tener diferentes niveles de ARNm de TNF-q, ya que la erosién
las piezas estan relativamente mas dafiadas. Consideramos
que es mejor tomar todo el estémago para TNF-a
Cuantificacion de ARNm que no sea un trozo de estomago
pared, pero necesitara el doble de animales.

Otro punto en cuestién es el mecanismo de
Efectos inhibidores de dafos inducidos por agua alcalina electrolizada rica
en hidrégeno. Los primeros trabajos ya se demostraron
que la inhibicion del dafio gastrico es indirectamente inducida por el
tratamiento continuo de agua alcalina electrolizada, pero no por la
interaccion directa de la alcalina electrolizada
agua y aspirina [29]. Ademas, los efectos inhibidores
de agua alcalina electrolizada no fueron causadas por la reduccion
la acidez gastrica, que podria afectar la absorcion de as pirin [29]. El
hidrégeno en agua alcalina electrolizada
fue sugerido como un activo molecular. Ohsawa et al. encontrd
la reaccién directa entre el hidrégeno y el radical hidroxilo
y peroxinitrito [7]. Sin embargo, este mecanismo no
encajan en nuestras observaciones porque el agua potable se extrajo una
hora antes de que se produjera la lesién gastrica. Segun dos informes
anteriores, el hidrégeno podria haber
ha sido exhalado dentro de los 10 minutos después de beber [17]
y la concentracion de hidrégeno en el higado y el rifién debe
haber bajado al nivel de fondo dentro de los 40 minutos posteriores
una dosis de inyeccién [46]. Por lo tanto, es poco probable que el
efectos inhibitorios resultaron de la reaccion reductora por
hidrégeno molecular. Alternativamente, un mecanismo mas favorecido
implicaria que el hidrégeno actuara como una molécula de sefializaciéon
que altera la expresion génica en la célula, por lo tanto
mejorando el estado anti-dafio de la célula. Las alteraciones de la expresion
de muchos genes y proteinas provocadas por el hidrégeno,
como citocinas proinflamatorias, factores nucleares y
caspasas, se han informado en otros modelos de enfermedades [17].
Sin embargo, es necesario un mayor estudio del perfil de regulacion génica.

para responder a la pregunta en el modelo de lesién estomacal.

Conclusiones

En general, este estudio proporcioné evidencias de que el hidrégeno puede
inhibir la lesién estomacal inducida por aspirina-HCI de una manera
dependiente de la dosis. La falta de efecto dosis-respuesta observada en
otros estudios podria ser el resultado de un analisis de sangre.

efecto amortiguador del glucédgeno. Beber agua rica en hidrégeno

puede proteger al individuo sano del dafio gastrico

causada por el estrés oxidativo.
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archivo adicional

Archivo adicional 1: Figura S1-S4. Los cambios diarios en el peso corporal, la

histologia de los grupos B, D y E, los niveles séricos de HEL y la abundancia relativa de

ARNm de TNF-a.

abreviaturas

MPO: mieloperoxidasa; MDA: malondialdehido; 8-OHdG: 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina;

HEL: Hexanoil-Lisina.
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