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1. JUSTIFICACION

Se ha estudiado en las Ultimas décadas que e estrés oxidativo es una de las causas que
desencadena enfermedades neurodegenerativas debido a que los oxidantes cuando se encuentran
en cantidades anormales causan en la célula su envejecimiento y posteriormente su muerte. La
importancia de los oxidantes en la neurodegeneracion se esta incrementando en forma evidente.

Por tal motivo es importante encontrar una terapia mediante el uso de antioxidantes para mediar
los oxidantes para reducir o evitar que causen dafio. Se ha encontrado en articulos que € agua
reducida obtenida electroliticamente es antioxidante posiblemente debido a su radical hidrégeno
gue tiene en su composicion, pero alin no se ha estudiado o suficiente como para asegurar esto.

Se llevo a cabo este proyecto con la finalidad de encontrar las condiciones éptimas para la
obtencién de agua electrolizada con ciertas propiedades fisicoquimicas para la administracion a
un modelo animal sometido con estrés oxidativo, esto con el objeto de saber con cua de los
distintos tipos de agua €l ectrolizada se observa un mejoramiento ante € estrés oxidativo.



2. INTRODUCCION

Mientras e oxigeno es vital para la existencia de todos los organismos aerdbicos, bgjo ciertas
circunstancias las especies reactivas y derivados de oxidantes son nocivos para las moléculas
biolégicas, provocando dafio en las células y posteriormente su muerte. Un desequilibrio entre
los oxidantes y la defensa antioxidante a favor del oxidante constituye la base para €l estrés
oxidativo.

La importancia de los oxidantes en la neurodegeneracion se esta incrementando en forma
evidente. La incorporacion de los radicales libres en muchos desérdenes cerebrales abre la
posibilidad de una prevencion o terapia mediante el uso de antioxidantes.

Para determinar la validez e importancia del estrés oxidativo en las reacciones bioldgicas, es
esencial caracterizar y cuantificar substancias, biomoléculas. y enzimas en el equilibrio entre los
oxidantes y los antioxidantes. Por un lado es posible identificar, cuantificar y localizar a los
oxidantes y los antioxidantes. Pero por otro, es indispensable la cuantificacion del dafio que
infligié en biomoléculas como los lipidos, proteinas y DNA por los distintos oxidantes. Uno de
los posibles antioxidantes es el agua reducida obtenida el ectroliticamente.

En la literatura se han reportado distintos usos médicos del agua electrolizada, tanto reducida
(AR) como oxidada (AO) en animales (incluido el hombre).
En este trabajo se llevd a cabo la produccion y estabilidad de ambos tipos de agua el ectrolizada.
La electrdlisis del agua se realizd en una celda dividida de flujo continuo y la estabilidad se
determind midiendo el pH, potencia redox y conductividad.

Después, se administrdo AR, AO, y mezcla de ambas (AM) en ratas vigjas alas que se les indujo
estrés oxidativo, esta induccion se llevé a cabo mediante la administracion de ozono diariamente
por 1 mes. La administracion de este tipo de agua se hizo con €l objeto de ver su influenciaen la
mortalidad, la memoria y los niveles de estrés oxidativo en dichas ratas. La memoria se
determind midiendo latencia de adquisicion, de escape y posteriormente memoria a corto y largo
plazo. Los niveles de estrés oxidativo se determinaron cuantificando peroxidacion de lipidos y
glutatién peroxidasa en homogenizados de tejidos cerebrales.
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3. ABREVIATURAS

Acuoso

Aguamezcla

Agua reducida por electrolizada (catédica)
Agua oxidada por electrolizada (anddica)
Aguasin electrolizar (control)
Chemical abstract

Catalasa

Acido 5,5 -ditiobis (2nitrobenzoico)
Gas

Glutation peroxidasa

Glutation reducido

Liguido

Malondialdehido

Potencial redox

Acidos grasos poliinsaturados
Radical libre

Especies reactiva de oxido nitroso
Especies reactivas de oxigeno
Superoxido dismutasa

Acido tiobarbitdrico
5-Tio-2-nitrobenzoato



4. HIPOTESIS

Basdndonos en la informacién recabada referente a que el AR tiene un posible carécter
antioxidante in vitro, se espera el mejoramiento en la memoria, una menor peroxidacion de
lipidos y una mayor cantidad de glutation peroxidasa a modelo animal a cual se le administre
ésta.

Por otro lado, @ modelo animal que se le administre AO se esperan niveles altos en la

peroxidacion de lipidos, menor gluatién peroxidasa y no se mostrara un mejoramiento en la
memoria



5. OBJETIVOS

GENERAL

- Obtencion de AO, ARy AM por ruta electroguimica.
- Determinar lainfluencia del agua electrolizada en ratas vigjas con estrés oxidativo.

PARTICULAR

- Determinar las variables experimentales en la produccion de agua electrolizada en celda
dividida de flujo continto.

- Verlainfluenciadel tiempo en la estabilidad del agua electrolizada.

- Inducir estrés oxidativo en ratas vigjas mediante la administraciéon de ozono diariamente.
- Administracion de agua electrolizada en ratas viejas con estrés oxidativo durante 30 dias.
- Extraccion de érganos de las ratas estudiadas.

- Medir la peroxidacion de lipidos y glutation peroxidasa en los homogenizados de tejidos
cerebrales de ratas con estrés oxidativo.



6. ANTECEDENTES

6.1 Electroquimica

La electroguimica nacié de la unién entre la quimica y la electricidad. El origen de la
electroguimica se remonta desde 1791 en Bologna, Italia, donde Luigi Galvani disec6 a unarana:
“Una persona que estaba ayudandome toco ligeramente y por casualidad con su bisturi un punto
de los nervios de la rana, entonces se observd de repente que todos los musculos se
contrgjeron” .El descubrimiento de Galvani fue continuado 9 afios después por su compatriota
Volta, e cua comunicd a la Roya Society en Londres una cosa asombrosa: Si uno usa una
membrana de carton para separar platos de plata de unos de zinc, y se moja la membrana con
agua salada, fluye una corriente eléctrica. Volta llam6 a su dispositivo “El 6rgano eléctrico
artificial” .Michael Faraday en 1834 descubrid la relacion entre la cantidad de electricidad
consumiday la cantidad de metal producido en forma sdlida a partir de una disolucién. *

La electroquimica se define como “la rama de la quimica que estudia la conversiéon entre la
energiaeléctricay laenergiaquimicay viceversa’.

Faraday propuso que el paso de la corriente se acomparia por la migracion de particul as cargadas
(iones), las cuales se desplazan a uno u a otro polo dependiendo de su signo. A estos iones les
[lamo electrolitos. El fendmeno complejo que induce el paso de una corriente bajo la acciéon de
una tension eléctrica aplicada externamente a conductores de este tipo, y |as reacciones quimicas
asociadas, las [lamo electrdlisis. Los iones, los cuales son los acarreadores de las cargas
eléctricas son divididos en cationes (cargas positivas que migran hacia €l cétodo, electrodo
cargado negativamente) y aniones (cargas negativas que migran hacia el anodo, electrodo
cargado positivamente), figura 6.1.

L os electrodos son los extremos metélicos del circuito externo que se sumerge en los electrolitos.
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Figura 6.1 Migracién de iones en una celda
electrolitica.

L os metales mas convenientes para el éctrodos inertes en |os procesos oxido-reduccion son
platino, iridio, rodium y oro. En algunos casos se utiliza carbon, mercurio, molibdeno o
tugsteno.

Los recipientes donde se efectlian las reacciones de intercambio de electrones se les conocen
como celdas galvanicas y celdas electroliticas. Las celdas galvanicas son con frecuencia
empleadas para convertir energia quimica en energia eléctrica, ° es decir se genera electricidad
mediante una reaccion redox. *

Una celda electrolitica es aquella en la cual las reacciones se llevan acabo por la imposicion de
un gran voltaje entre los electrodos de la celda. Estas celdas son con frecuencia empleadas para
llevar a cabo |as reacciones quimicas deseadas a expensas de la energia el éctrica. >

Los procesos electroguimicos son reacciones redox (oxidacion-reduccion) en las cuales la
energia liberada por una reaccion esponténea se convierte en electricidad o la energia el éctrica se
aprovecha para provocar una reaccion guimica no espontanea. En las reacciones redox se
transfieren electrones de una sustancia a otra. El término reaccion de oxidacion se refiere a la
semirreaccion que implica la pérdida de electrones. Una reaccion de reduccion es una
semirreaccion que implica una ganancia de electrones. La pérdida de electrones durante la
oxidacion de un elemento se caracteriza por un aumento en su nimero de oxidacion. En la
reduccion, hay una disminucion en el nimero de oxidacion debido a la ganancia de electrones
por el elemento. Los agentes oxidantes siempre se reducen mientras que los agentes reductores
siempre se oxidan. En una celda electroquimica, € anodo es, por definicion, €l electrodo en €l
que se lleva a cabo la oxidacion, y el catodo es el electrodo en el que ocurre lareduccién.



6.1.1 Electrolisisdel agua

Lae€lectrolisis del agua se lleva a cabo parala produccion de hidrégeno y oxigeno de alta pureza.
Ambos gases también pueden ser producidos por otros métodos, como aire licuado. Sin embargo,
el proceso electrolitico tiene las ventajas de que ambos gases se obtienen en grandes cantidades y
con una alta pureza utilizando un equipo simple.

El agua destilada no puede usarse como tal parala electrdlisis, ya que su conductividad es nula.
Por consiguiente es necesario utilizar una disolucion diluidade unasal. *

El agua contenida en un vaso en condiciones atmosféricas, no se descompone de manera
esponténea para formar hidrogeno y oxigeno gaseosos, porque se requiere de una gran energia
parallevar a cabo este mecani smo:

2H,O (I) — 2H2(g) + O2(9)

Cuando los €electrodos se conectan a una bateria 0 a una fuente de poder, de inmediato empiezan
a aparecer burbujas de gas en los dos el ectrodos. El proceso quimico en € anodo es:

2H,0 () > O, (g) +4H" (ac) + 4e

Mientras que en el cdtodo setiene:

4H,0(I) + de- — 2H, (g) + 40H

Lareaccion global esta dada por:

Anodo (oxidacion): 2H0 (1) - Oy (g) + 4H" (ac) + 4e-
Cétodo (reduccion): 4H,0 (1) + 4e — 2H,(q) + 40H
Global: 6H,O (1) — 2H, (g) + O, (g) +40H + 4H"



En lafigura 6.2 se muestra la electrélisis del aguaen unaceldadividida. *

RuO, Acero inoxidable

H0 H0

H* + O OH™ +H,

ANODO CATODO
(Oxidacién) (Reduccion)

Figura 6.2 Electrolisis del agua en celda dividida

6.2 Usos del aguareducida

Antioxidante

Se ha establecido que las especies reactivas de oxigeno (ROS) provocan dafio alas biomoléculas
y estructuras celulares, desarrollando una variedad de estados patol6gicos como la diabetes,
cancer y envejecimiento. Se dice que el AR es antioxidante y se genera por la reduccién catédica
de la misma. El AR tiene gran cantidad de hidrégeno molecular y puede destruir los ROS in
vitro. El AR electroguimicamente y las aguas reducidas en forma natural, tales como las de Hita
Tenryosui en Japon, Nordenau en Alemania y Tlacote en México posiblemente curan diversos
padecimientos. > °



Anticancer

Investigadores de la universidad de Kyshu, Japdn encontraron que € AR no solo inhibe €l
crecimiento de varias células cancerigenas humanas (cultivos de agar) sino también el de Gram -
(por ggemplo E.Cali). El efecto supresivo del AR sobre el crecimiento de células cancerigenas
depende de los tipos de células, agresividad de células cancerigenas y 1os métodos de produccion
de AR. Los investigadores asumieron que la eliminacién de ROS por el AR generaron dafio en
los fenotipos del tumor sin afectar seriamente |las células normales. ”°

Tratamiento parala diabetes

En la Diabetes tipo 2, ROS causan reduccion en la captacion de glucosa inhibiendo laruta de la
insulina en células musculares y adipositos. El grupo de Oda demostré que el AR elimina ROS'y
protege al DNA del dafio oxidativo. Estos investigadores japoneses encontraron que AR elimina
ROS en los miotubos L6 con respuesta a lainsulinay en los adipositos de ratones 3T3/L1. La
captacion de 1-desoxi-D-glucosa (2-DOG) dentro de ambas células L6 y células 3T3/L1, fue
estimulado por AR en la presencia o ausencia de insulina. La actividad tipo insulina del AR fue
medida por la activacion de quinasa PI-3, resultando en estimulacion de la translocacion de
glucosa (GLUT4) transportado desde el microsoma a la membrana del plasma Estos resultados
sugieren que el AR pueda ser Util paramejorar la Diabetestipo 11.%°

Tratamiento cutaneo (acné, eczemay psoriasis)

Gary Heesch, investigador norteamericano patentd un método para tratar enfermedades cutaneas
Ccomo: acné, eczemay psoriasis mediante una disolucion de antibiético con AR. Esta disolucién
se caracteriza por la ausencia de turbidez y pérdida de la potencia del antibidtico. Cuando se
aplica la disolucién en a érea afectada, € agua se absorbe por la queratina 'y €l antibiético se
pone en contacto infimamente con la queratina, después del cual e agua se evapora y €
antibidtico se dispersaen el dreatratada. °

Mejoralamicrofloraintestinal y previene la putrefaccion de alimentos
Investigadores japoneses descubrieron que el AR exhibe efectos microbicidas, especiamente en

densidades bajas de microorganismos. Esto puede contribuir a prevenir la putrefaccién de
alimentos o mejorar lamicrofloraintestinal para prevenir lafermentacién anormal. *°
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Bactericida

Algunas bacterias que se desarrollan en medio &cido como Escherichia coli y Staphylococcus
aureus se inhibe su crecimiento cuando estan en contacto con € AR ya que esta tiene pH
alcalinos. Por gemplo, el agua de mar de zonas profundas cuando es electroliza con 0.5A
durante 25 minutos genera una solucion alcalina en e compartimiento catddico con un pH de
8.84 y un potencial redox de -361.Esta solucién es desinfectante y se utiliza como microbicida. **

6.3 Usos del agua oxidada

Desinfectante

Recientemente el uso del agua €electrolizada ha despertado gran interés en Japon. Estudios han
comprobado la eficiencia de esta agua €l ectrolizada como agente desinfectante en la reutilizacion
de didlisis. El grupo encabezado por Tanaka Noriaki compararon la eficiencia de los distintos
tipos de agua electrolizada con otros desinfectantes que se usan con frecuencia. Primero, las
didlisis fueron colocadas en distintas disoluciones, AR, AO, agua normal, agua con Digjox-cj a
2% y agua con formalin a 3.8%, los cuales son agentes desinfectantes comerciales que se
utilizan con frecuencia en Japon. Se utilizaron didisis de 2 tipos, una membrana de acetato de
celulosa y una membrana de polisulfona. Las didlisis fueron limpiadas y desinfectadas con las
diferentes soluciones, se dejo pasar 48 horas. Posteriormente, las didlisis fueron limpiadas con
una solucion salina (NaCl a 0.9%). Estas membranas fueron analizadas con un microscopio para
observar la presencia de contaminantes biologicos. Finalmente se observo que las didisis que
fueron tratadas con las aguas electrolizadas, |os microorganismos no fueron detectados en un
lapso de 30 y 240 minutos. Cuando se trataron con Digjox-cj a 2% mostraron altos niveles de
contaminantes en la diélisis de membrana de celulosa. =

Cuando se produce agua electrolizada en el catodo se produce AR y simultaneamente en el lado
del dnodo se genera AO. Dependiendo de |as condiciones experimentales, el AR puede salir con
un pH alto (alrededor de 11) y un potencial redox extremadamente bajo (-800mv). Este tipo de
agua alin no ha sido bien estudiada, pero ed AO se ha comprobado que es efectiva para
desinfectar vegetales. Para llevar a cabo €l tratamiento, simplemente se remojan las verduras en
AO. Pero también se ha encontrado que para una desinfeccion més efectiva, los vegetales se
lavan con AR por 1 minuto y después se desinfectan en AO por 5 minutos. Este efecto es notable
en pepinos, lechugasy col.

11



I nactivacion de microorgani smos patdgenos (Bacterias, Virus, Hongos)

El agua AO tiene potencial redox de 1148-1165 mV, pH entre 2.08 y 2.40 y contiene de 23.37 a
5428 mg/lL de cloro residual. Es un eficiente germicida, elimina Escherichia cali,
Saphylococcus aureus y esporas de Bacillus subtilis en suspension. Estos fueron expuestos en
una solucién de agua oxidada entre 1, 3 y 60 minutos, pero se requirié de 10, 10, 240 minutos
paramatar al 100% de |os 3 tipos de bacterias, respectivamente. *

Se realizd un estudio para ver €l papel del potencial redox en el agua €electrolizada y agua
oxidada modificada quimicamente paralainactivacion de patdgenos en alimentos. Sus resultados
sugieren que es posible simular el agua €electrolizada por una modificacion quimica del agua
desionizada observando que €l potencial redox de la solucién es el factor mas importante que
afectan lainactivacion microbiana. *°

Se ha demostrado que el AO con un potencia redox de 1153-1165mV, pH de 2.21- 2.27 y con
un contenido de 50.29-58.24 mg/L de cloro mata a 99.91% de Candida albicans cuando esta se
expone por 3 minutos al AO 'y se muere &l 100% cuando se expone por 20 minutos. *’

Investigadores norteamericanos de la Universidad de Georgia estudiaron el efecto
antimicrobiano del AO paralainactivacion del Campylobacer jejuni durante el lavado de granjas
para aves. Una inactivacion completa de Campylobacer jejuni ocurre alrededor de los 10
segundos después de su exposicion a AO, la cual contenia 50mg/L de cloro residua. La
actividad también se observé cuando € AO se diluye (25mg/L cloro residual) y también se
inhibe el crecimiento de C. jguni en un 10UFC/mL. Esta dilucion es menos efectiva que €
concentrado. Estos estudios han demostrado que el AO no solamente inhibe e crecimiento de
este microorganismo sino que también puede prevenir la contaminacion cruzada durante el
proceso de lavado. 8

6.4 Oxigeno

El oxigeno existe en €l aire como una molécula diatdbmica, O,, Ilamado oxigeno molecular. Los
organismos unicelulares aerobios, animales y plantas requieren de O, para la produccién
eficiente de energia.

El O, apareci6 en cantidades significantes en la atmésfera de la Tierra hace 2.5 x 10 ° afios atrés
y las evidencias geol 6gicas sugieren gque esto fue debido ala evolucion de lafotosintesis en algas
verde-azul (cianobacterias). Como estas transformaron e agua para obtener € hidrogeno
necesario parallevar a cabo las reducciones metabdlicas, esta bacteria arrojo toneladas de O, ala
atmosfera. El aumento inexorable en la concentracién de O, atmosférico fue ventajoso de alguna
manera, eso llevo alaformacion de ozono (O3) ala capa de la estratosfera. La habilidad del Osy
O de filtrar la intensa radiacion solar ultravioleta ayudd a los organismos a dejar € mar y
colonizar latierra
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En latabla 6.1 se muestra una cronologia sobre las transformaciones quimicas que dieron origen
alos animales actuales.

Tabla 6.1 Algunos de los eventos que procedieron en la aparicion de humanos en latierra. 21

Tiempo aproximado Evento
(millones de afios atras)

3500 La radiacién intensa solar bombarded la superficie
de la Tierra. La quimica de los radicales libres
contribuy6 a la formacion de las primeras moléculas
organicas complejas. Comenzo la vida anaerdbica,
formacion de productos tales como sulfito, nitrito y
alcohal.

>2500 Las algas verde-azules (cianobacterias) adquieren la
habilidad de descomponer & agua y liberar Ox:
(2H,0— 4H + O,1)

1300 Los niveles de oxigeno en la atmésfera acanzan el
1%. Los organismos anaerobios primitivo
desaparecen 0 se retiran de areas que contiene
oxigeno. Células més complgias con nucleo
(eucariontes) comienzan a evolucionar. Los
eucariontes y procariontes son capaces de reducir O,
en agua.

500 Los niveles atmosféricos de oxigeno alcanzan un
10%. La capa de ozono protege de la luz UV y
facilitala salida de los organismos del mar.

65 Aparecen |os primates.

5 L os humanos aparecen. Los niveles atmosféricos de
oxigeno son del 21%.

L os primeros organismos que vivian en latierra lo hacian bajo una atmdsfera que contenia una
baja cantidad de O,, ya que €ellos eran esencidmente anaerobios. Hoy en dia estos
microorganismos anaerobios aun sobreviven, pero su crecimiento es inhibido y con frecuencia
pueden morir a ser expuestos a una concentracion de 21% de O, que son los niveles
atmosféricos. Al incrementarse los niveles de O, muchos organismos primitivos murieron.
Actuamente los microorganismos aerobios son probablemente descendientes de estos
organismos primitivos que evolucionaron para adaptarse a los aumentos de los niveles de O,
atmosféricos. Los organismos que toleraron la presencia de O,, incluso evolucionaron para usar
éste en transformaciones metabdlicas (oxidasas, oxigenasas y sintasas, como oxido nitrico
sintasa [NOS], citocromo P450) y para una produccioén eficiente de energia mediante reacciones
tales como |os que se llevan a cabo en lamitocondria. %
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L os organismos aerobios han desarrollado defensas antioxidantes para protegerse en contra del
21% de O, pero no para niveles mas atos que éste. De ahi que todos |os aerobios sufren efectos
NOCiVOS Si Son expuestos a concentraciones més atas. L os efectos toxicol 6gicos con oxigeno han
sido descritos y observados desde hace tiempo. % Louis Pasteur (1861, 1863) descubrié que el
oxigeno puede ser letal para algunos microorganismos y propuso una distincion entre aerobios y
anaerobios. Después Paul Bert (1871, 1878) retomo |o observado por Pasteur y demostréd que el
oxigeno puede incluso ser letal en organismos aerobios si se encuentra en concentraciones mas
elevadas que |o normal. Estos descubrimientos fueron desafortunadamente ignorados hasta 1940
y 1954 cuando sucedi6 e incidente de fibroplasia retrolental (formacion de fibrios musculares
detrés del cristalino) entre infantes recién nacidos que después sufrian ceguera. 2 No fue sino
hasta 1945 que se asocio la fibroplasia retrolental con el uso de concentraciones elevadas de O;
en incubadoras para recién nacidos. Hubo més cuidado en el control de las concentraciones de O,
y administracion del antioxidante a-tocoferol para disminuir los efectos. Sin embargo €l
problema no desaparecié porque muchos infantes necesitaban aquellos niveles altos de O, para
sobrevivir. En 1954, Gerschman propuso que los efectos dafiinos de O, podrian ser atribuidos a
la formacion de radicales de oxigeno. Esta hipétesis fue popularizada y convertida en “la teoria
del superdxido en la toxicidad por O,” .Después fue estudiada la enzima superdxido dimutasa
(SOD) por McCord y Fridovich. Con estos estudios, la teoria demuestra que la toxicidad con O,

resulta de la formacion excesiva del radical superdxido (O, ) y que la enzima SOD es una
defensa antioxidante importante. Igualmente importante, son las enzimas que cooperan con la
SOD, removiendo €l peroxido de hidrogeno (H.O,) que ésta produce, debe haber un balance
correcto de la actividad de SOD y el sistema que remueve e H,O,. Si no existe éste balance
contribuye a diferentes patologias tales como la enfermedad de Parkinson, donde los niveles de
SOD son elevados, pero no aquellas enzimas que eliminan H,O, en la sustancia nigra y los
niveles de glutation (GSH) son bajos.

6.4.1 Radicaleslibresy oxidantes

Los radicales libres (RL) son fragmentos moleculares, capaces de existir independientemente,
que tienen un electrén no apareado, casi siempre tienen una vida cortay son muy reactivos. 4

Los RL tienen diferentes funciones en los sistemas bioldgicos tales como: promotores de
especies ferrilo, reduccion de ribonuclettidos, reacciones de oxidacién, como oxidacion de
etanol por radicales libres, carboxilacion e hidroxilacion, fagocitosis, actividad de peroxidasay
NADH oxidasa, maduracion y respuesta al dafio en tejidos vegetales, etc. También tienen otras,
tales como la regulacion controlada de los mecanismos celulares normales y e control de
reacciones enziméticas (por g emplo, citocromo P-450 y ciclo-oxigenasa) o bien, pueden ser
productosﬂde reacciones catalizadas enzimaticamente (tales como las catalizadas por la xantina
oxidasa).
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En latabla 6.2 se muestran algunos radicales libres presentes en |0s organi Smos vivos

Tabla 6.2 Ejemplo de radicales libres en |os seres vivos 2

NOMBRE FORMULA CARACTERISTICA
Atomo de hidrégeno H El radical libre més simple
Triclorometil ‘CCl; Unradical centrado en el carbon es formado

durante el metabolismo de CCl, en €l higado y
contribuye alos efectos toxicos de este solvente.
Este radical reacciona rgpidamente con O,
paraformar el radical peroxilo.

.CC|3 + 0O, —» CC|302'

Superoxido 0Oy Un radical centrado en el oxigeno. Esteradical se
origina por lareduccién aun electrén del O,

Hidroxilo ‘OH Un radical centrado en el oxigeno es altamente
reactivo.
Tiilo RS Un grupo de radicales con un electron no apareado

centrado en el azufre, puede combinarse con

O,y formar peroxil tiilo (RSO, y otro radical
oxisulfurados.

Oxidos de nitrogeno NO', NO; El oxido nitrico se formain vivo desde el
aminoécido L-arginina. El diéxido de nitrégeno
se forma cuando el NO reacciona con €l O,. El
NO'y NO, se encuentran en €l aire, humo de

cigarro, y humo proveniente del calentamiento
de materiales organicos.

La actividad quimica de los radicales libres varia y algunos se usan en € metabolismo. Bajo
niveles fisiolégicos normales, algunos oxidantes tienen funciones esenciales en los sistemas

biolégicos. El primer ggemplo es el oxido nitrico (mondxido de nitrégeno, NO') sintetizado in
vivo del aminoécido L-arginina por enzimas NOS en células vasculares endoteliales, fagocitos,
neuronas y muchos otros tipos de células. El oxido nitrico es un vasodilatador y un agente
antitrombdtico, un neurotransmisor y un regulador de secreciones y muchas otras actividades.
También se ha encontrado que funciona como un neurotransmisor en el sistema nervioso central
en partes del cerebro que son asociadas con la memoria. El oxido nitrico esta involucrado en la
muerte de pardsitos por macréfagos en algunas especies mamiferas. Sin embargo, excesivos
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niveles fisiol6gicos de NO' puede ser téxico. En efecto una sobreproduccion de NO' contribuye
en la generacion de enfermedades inflamatorias. %

El radical superoxido (O, ) se produce in vivo por células fagociticas (neutrofilos, monolitos,
eosinofilos) y ayuda a inactivar virus, hongos y bacterias. Neutrofilos activados también genera
acido hipocloroso, HCIOI, un oxidante poderoso y agente clorante.

6.4.2 Especiesreactivas de oxigeno

L as especies reactivas de oxigeno (ROS) es un término colectivo que involucra no sélo alos RL
derivados de oxigeno, sino también a los no radicales derivados de la reduccion molecular de
oxigeno, taes como: € perdxido de hidrogeno (H.O,) & cual no contiene electrones
desapareados, es el principal precursor del radical hidroxilo; acido hipocloroso (HCIO), radicales

alcoxilos (RO) o peroxilos (ROy), entre otros. En la tabla 6.3 se muestran los ROS mas
importantes. %*

Tabla 6.3 Especies reactivas de oxigeno. 21

Radicales No-radicales

Superéxido, O, Peroxido de hidrégeno H,O,
Hidroxilo, OH’ Acido hipocloroso HCIO
Peroxilo, RO’ Ozono O3

Peroxinitrilo OONO

6.4.3 Ozono (O3)

El ozono (O3) es un escudo importante en la radiacion solar en las partes altas de la atmésfera. El
ozono se produce por la fotodisociacion del O, en &omos de oxigeno, los cuales posteriormente
reaccionan con las moléculas de O,:

Energia solar
O, > 20

O, + O - O3

El ozono tiene un olor picante irritante y provoca dafio severo a los pulmones. Este es un agente
oxidante mucho més fuerte que el oxigeno que se tiene en la tierra. Cantidades significantes de
ozono se pueden formar en la parte mas bagja de la atmosfera, en el aire urbano, como un
resultado de una serie de eventos fotoquimicos complejos generados por la contaminacion
ambiental.
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Latoxicidad por O3 aparece debida a oxidaciones directas por Os, aunque también los radicales
libres pueden ser involucrados. Recientemente ha habido preocupacion por e uso de
hidrocarbonos fluorados, por ejemplo, aerosoles porque ellos pueden ayudar a reducir la capa de
ozono en la amosfera superior. La fotodisociacion homolitica de los gases de
clorofluorocarbonos, tales como CF,Cl, y CFCl3; producen radicales cloro en la atmésfera, los
cuales reaccionan con ozono: %

Cl"+ O3 » O, + ClIO

6.4.4 Dafo oxidativo (estrés oxidativo)

Los oxidantes y los antioxidantes interactian entre si dentro de los organismos vivos. Sin
embargo, cuando €l nivel de oxidantes es mayor que los antioxidantes, el resultado es “estrés
oxidativo” y habra dafio en |os sistemas bioldgicos. Figura 6.3y 6.4. ©

Oxidantes
ROS

Aldehidos reactivos
Enzimas oxidantes

Excediendo Niveles fisiol6gicos
los niveles altos niveles altos para funciones
biologicas
\
Inadecuadas adecuadas No hay estrés
defensas antioxidantes defensas antioxidantes oxidativo

Estrés oxidativo [No hay estrés oxidativo |

Figura 6.3 Condiciones paralapresencia de estrés oxidativo. 22
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El estrés oxidativo puede afectar tanto a pequefias como a grandes biomoléculas en el cuerpo
humano. Estos oxidantes pueden afectar la estructura y funcionamiento de lipidos, proteinas y
&cidos nucleicos, |os cuales eventual mente causan dafio ala célulay posteriormente su muerte.

OXIDANTES
Lipidos Proteinasy enzimas Oxidaciony
peroxidacion de acidos oxidacién y modificacion modificacién de
grasos poliinsaturados DN

.

Alteraciones en membranas, funcién y estructura de organelos

i

| Dafio en célulasy tejidos |
Figura 6.4 Influencia de oxidantes en biomoléculas de sistemas biol 6gicos

22

El estrés oxidativo se define como una perturbacion en el equilibrio del oxidantes-antioxidantes.
25

Oxidantes «—»> Biomoléculas

I 7

Antioxidantes

Figura 6.5 Interaccion entre oxidantes, antioxidantes y biomoléculas

El estrés oxidativo puede ser €l resultado de lo siguiente eventos:

1. Disminucién de antioxidantes endégeno, o una falta de antioxidantes en la dieta causados por
una mala nutricion. Las dietas deben contener hierro, cobre, manganeso, riboflavina ya que son
importantes para la elaboracion de GSH.

2. Produccion excesiva de ROS por exposicion a elevadas concentraciones de O,, la presenciade
toxinas que son metabolizadas y producen radicales libres, 0 una activacién excesiva del sistema
gue produce radicales.
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Las consecuencias bioldgicas de la deficiencia de la vitamina E, deficiencia de selenio, y una
exposicidn excesiva de radiacion pueden ser el resultado de un dafio oxidativo, el dafio oxidativo
puede contribuir a desencadenar arterosclerosis, cancer, inflamacién crénica, enfermedades
neurodegenerativas, entre otras. En latabla 4.4 se muestran algunas enfermedades originadas por

losROSy RNS.

Tabla 6.4 Algunas de las condiciones clinicas en las cuales estan involucradas

ROS/RNS. 2

Lalesion inmune inflamatoria
Glomerulonefritis
Artritis reumatoide
Hepatitis

Glébulosrojos:
Malaria
Favismo

Pulmoén:
Efisema
Asma
Fibrosis cistica

Sistema cardiovascular;
Arteriosclerosis
Enfermedad K eshan (deficiencia de selenio)

Sistera nerviosos:
Enfermedad de Alzheimer
Enfermedad de Parkinson
Encefalomidlitis

Se ha visto que el estrés oxidativo contribuye més en inflamaciones cronicas, enfermedades

cardiovasculares y enfermedades neurodegenerativas.
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6.4.5 Antioxidantes

Un antioxidante es cualquier sustancia que en concentraciones bajas comparadas a sustrato
oxidable, significativamente tarda o previene la oxidacion de este sustrato.

El término sustrato oxidable incluye cualquier cosa que se encuentra en las células: proteinas,
carbohidratosy DNA. %

L as defensas anti oxidantes constan de:

a) Agentes que cataliticamente e€liminan los radicales libres y otras especies
reactivas, como eemplo estan las enzimas superdxido dismutasa, catalasa,
peroxidasay antioxidantes que contienen el grupo funcional tiol.

b) Proteinas que protegen a las biomoléculas contra ciertos dafios (incluyendo dafio
oxidativo).

c) Agentes de bajo peso molecular que eliminan ROS. Como gemplo se tiene a
glutatiéon, a-tocoferol y posiblemente bilirrubina y éacido drico. Algunos
antioxidantes provienen de la dieta, especialmente &cido ascorbico y a-tocoferol.

Las defensas antioxidantes de los organismos pueden con frecuencia ser inducidas por la
exposicion a ROS. En afios recientes, cientificos han encontrado que las defensas antioxidantes
no son suficientes (ellos no pueden prevenir el dafio completamente), ya que el dafio oxidativo al
DNA, proteinas, lipidos y moléculas pequefias puede ser demostrado bajo un ambiente de O,. De
estaformael O, a 21% es toxico. %

M ecanismos de accion de antioxidantes;

Minimizan los niveles de O,
Recogen las especies reactivas de oxigeno, nitrogeno y cloro.
Inhiben laformacion de ROS, o sus precursores.
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6.4.5.1 Defensas antioxidantes en el cuer po humano

Todos los organismos sufren exposicion a ‘OH, este radical es muy reactivo con todas las

moléculas biolégicas. Una vez que e "OH ha sido formado, el dafio causado por este radical es
inevitable y se comienza a llevar a cabo un proceso de reparacion. Asi la reparacion puede
considerarse como un mecanismo de defensa de antioxidante.

Tabla6.5 Reparacion del dafio oxidativo 22

Sustrato en donde hay dafio Sistema reparador
DNA
Todos los componentes de DNA pueden Una gran cantidad de enzimas que existen
ser atacados por ‘OH, considerando que O, en el organismo reconocen anormalidades
ataca preferentemente a guanina. H,O,, NO enel DNA y los remueve por extirpacion,
y O, "no atacan a DNA. resintesisy volverse a unir ala cadena
de DNA
Proteinas
L os residuos de metioina oxidada pueden
El radical hidroxilo ataca a muchos residuos ser reparados por |a metionina sulfoxido
de aminoacidos. Las proteinas con frecuencia reductasa. El dafio de las proteinas
unen iones de metales de transicion, haciendo puede ser reparado y preferentemente
a estos como un blanco de ataque“sitio destruido por las proteasas.
especifico”de OH.
Lipidos
Algunos ROS (no incluye NO', O, " 0 L os antioxidantes (especia mente

H»0O,) pueden iniciar la peroxidacion de lipidos | a-tocoferol) remueve las cadenas de los
para generar productos citotoxicos incluyendo radicales peroxil propagados. La
aldehidos. enzima glutation hidroperoxido fosfolipido
peroxidasa puede remover peréxidos de las
membranas.

L os antioxidantes incluyen enzimas que son piedra angular en |os sistemas protectoresy evitan el
incremento excesivo de especies oxidables indeseables y estas son: el superoxido dismutasa
(SOD), lacatalasa (CAT) y laglutation peroxidasa (GPx) y también las vitaminas que protegen a
los te) igos de los efectos que pueden causar las especies reactivas de oxigeno y los radicales
libres.

Estas enzimas tienen diversas funciones tales como:
SOD, lacua aceleraladismutacion de O, aH,0,.
Catalasay glutation peroxidasa, las cuales descomponen H,O, en agua.

Flavonoides, carotenoides y ubiquinol, enzimas involucradas en la regeneracion de formas
oxidadas de pequefias mol écul as antioxidantes. %
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6.4.5.2 Defensas antioxidantes exdgenas

Se obtienen antioxidantes a partir de la dieta. El papel fisioldgico de algunos de estos
antioxidantes estédn bien establecidos (especialmente vitamina E) pero otros aln son inciertos.
Esta es una importante area de investigacion porque existe una buena evidencia de que los
antioxidantes enddgenos no previenen completamente el dafio provocado por ROS en e cuerpo
humano. La presencia de varios marcadores biol 6gicos de dafio oxidativo indican que €l sistema
reparador no siempre es 100% efectivo. Este dafio oxidativo contribuye a dafios
cardiovasculares, cancer y recientemente dafio neurodegenerativo. %

Otro aspecto de defensas antioxidantes esté rel acionado con algunas vitaminasy micro nutrientes
antioxidantes que se tienen en la dieta, tabla 6.6. Un tipo de antioxidante son los carotenoides, ya
gue estudios recientes han mostrado que es un anticancerigeno. De esta maneralos vegetales son
de gran interés en este aspecto, ya que contienen carotenoides y este tiene un papel esencial en
las reacciones de la foto-oxidacién. Pero no hay que olvidar que las plantas contienen agentes
carcinogénicos y pesticidas. °

Tabla 6.6 Antioxidantes de la dieta®

ANTIOXIDANTES ESTADO

VitaminaE Antioxidante esencial en humanos, protege de enfermedades
cardiovasculares . Deficiencia severa causa neurodegeneracion
y arteriosclerosis acelerada

VitaminaC Tiene multiples papel es metabdlicos, accién antioxidante, puede
Eliminar muchos ROS/RNS/RCS.

[3- caroteno, otros Evidencias epidemiol 6gicas muestran que en niveles altos estan
carotenoides, asociados con disminuir € riesgo de contraer enfermedades
relacionados con cardiovasculares y cancer principal mente en personas fumadoras.
los pigmentos de Carotenoides son buenos eliminadores de radicales libres.

plantas

Flavonoides, otros | Muchos fenoles de plantas inhiben la peroxidacion de lipidos y
fenoles de plantas la enzima lipoxigenasa.

Una dieta rica en frutas, nueces, granos y vegetales protegen a cuerpo humano de diversas
enfermedades.

La industria alimenticia y la tecnologia abarcan € uso de antioxidantes. El metabolismo de
algunos de los antioxidantes fendlicos generan especies reactivas dafinas, asi que actualmente
hay un interés en la busqueda del empleo de antioxidantes naturales en |os procesos alimenticios,
para preservar alimentos o colorantes.
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Numerosos farmacologos y quimicos han investigado y desarrollado compuestos que gercen
efectos antioxidantes, con la esperanza de controlar €l estrés oxidativo y las numerosas
enfermedades que desencadena.

6.4.6 Peroxidacion de lipidos %

La peroxidacion de lipidos ha sido definida por A.L Tappel como € deterioro oxidativo de
lipidos poliinsaturados. Los écidos grasos poliinsaturados (PUFAS) son los que tienen dos 0 mas
carbones con dobles ligaduras C = C.

El deterioro dependiente de oxigeno, que lleva a la rancidez, ha sido reconocido desde la
antigliedad como un problema en e almacenamiento de grasas y aceites y eran con frecuencia
repartidas para ser usadas como especias. La rancidez es alin més relevante hoy en dia con la
popularidad de las margarinas poliinsaturadas y aceites para cocinar, y la importancia de
pinturas, lacas, cerasy caucho, los cuales pueden sufrir dafio oxidativo.

El primer intento para estudiar este problema fue en 1892 cuando Saussure uso un simple
mandmetro de mercurio, observé que la capa de la nuez en agua expuesta al aire absorbi6 tres
veces su propio volumen de aire en e curso de 8 meses. Este periodo inicia largo fue seguido
por una segunda fase de absorcion rgpida de aire, € aceite toma 60 veces su propio volumen de
aire en 10 dias. Durante 3 meses, la proporcion de captacion de aire disminuy6 gradual mente,
asi que el aceite habia subido en 145 minutos su propio volumen. Paralelo con estos cambios, se
volvié viscoso y ma oliente. Haciendo un comentario sobre estos experimentos unos anos
después e famoso quimico Berzelius sugiere que la captacion de O, no solo puede considerarse
por la autoxidacion del aceite expuesto a aire, sino también por otro fendbmeno similar.
Berzelius también descubrio que el selenio ayuda a proteger contra la peroxidacion de lipidosin
vivo.

Esta secuencia de reacciones las cuales ahora son reconocidas como peroxidacién lipidica
fueron trabajadas en detalle por cientificos de “British Rubber Producers’ en 1940. %

La peroxidacion de lipidos en una membrana o &cidos grasos poliinsaturados es causada por el
atague de una especie suficientemente reactiva para extraer un &omo de hidrégeno de un grupo
metileno (-CH,-). Entonces, cuado €l domo de hidrégeno toma su electron del enlace, deja un

electron desapareado en el carbon — 'CH-. Los é&cidos grasos de un doble enlaces son méas
resistentes al ataque que los PUFAS.
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La presencia de un doble enlace en los &cidos grasos debilita el enlace C-H sobre el atomo de
carbono adyacente a doble enlace (posicion ailica)y por tanto se puede eliminar facilmente un

H'. El radical carbono tiende a estabilizarse por medio de otra estructura resonante para producir
un dieno conjugado, € cua reacciona con una molécula de oxigeno para formar un radica

peréxido (R-00'). #
R + O, —» ROO

L os radicales perdxido pueden abstraer un &omo de hidrégeno de otra molécula

lipidica siendo ésta la etapa de propagacion de la lipoperoxidacion, y por tanto, unavez que
el proceso hainiciado, éste continla; es decir es unareaccion en cadena. El radical
perdxilo se combinacon e aomo de hidrogeno para dar un hidroxiperéxido lipidico R
-COOH.

H

. Cnyy
R3O + Cieryy ROCH+ L \NRs
Rl/ \Rss 1 R,

Este es el estado de propagacion de la lipoperoxidacion. El radical formado en el carbén puede
reacgilonar con O, para formar otro radical peroxilo y la peroxidacién lipidica continua, figura
6.6.
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/\_/ \_/\_/ Acido graso de tres dobles enlaces

Iniciaci c')_n B
de peroxidacion -H’ Sustraccién del hidrégeno

AN/

Rearreglo molecular

Dienos conjujados
—_— — con absorbancia UV a234nm

Captacion O,

Otras reacciones 1.-Oxidacion de colesterol

— - 2.-Ataque aproteinas dela
membrana.
02,

Sustraccion deH de otro
H &cido graso provocando una

;F;gr(:)i;?illo reaccion autocataliticaen cadena
— Hidroperdxido lipidico
O2H

Figura 6.6 Mecanismo propuesto parala iniciacion y propagacién de la peroxidacion lipidica. 21
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Unaaternativadel radical peroxilo es que forme perdxidos ciclicos, figura 6.7.
1 1 8 5
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idrolis roductos
Endoperoxido Hidrdlisis p

ciclico MDA

Figura 6.7 Mecanismo propuesto paralaformacion de perdxidos ciclicos a partir de acido aragquinddico. 21

Un punto esencial de la lipoperoxidacion es que los acidos grasos no saturados, a ser degradaos
por este mecanismo conducen de manera directa o indirecta, a la obtencion de malondialdehido
(MDA) como producto final, el cual es extremadamente reactivo generando bases de Schiff, las
cuales se pueden identificar por fluorescencia. La lipoperoxidacion aumenta la rigidez de la
membrana dando como resultado la disminucion de enzimas y de receptores hormonales,
provocando una alteracién en las propiedades fisioldgicas tales como fluidez, permeabilidad y
transporte.

La descomposicion de perdxidos de lipidos por calor a ata temperatura genera productos, tales
como, epdxidos, adehidos saturados, aldehidos insaturados, cetonas e hidrocarburos. %

26



6.4.6.1 Determinacion de lipidos ( malondialdehido)

El malondialdehido, también Ilamado malonaldehido, es e foco de atencidn en la peroxidacion
de lipidos desde hace afios porque es determinado normalmente por la prueba del &cido
tiobarbitdrico (TBA), esta prueba es la més comin en la peroxidacion de lipidos in vitro
midiendo MDA. En efecto, MDA s0lo es formado en cantidades pequefias durante la
peroxidacion de la mayoria de los lipidos, aunque cantidades mayores son producidas durante la
peroxidacion de los microsomas del higado en la presencia de sales de fierro.

El MDA se obtiene por peroxidacion de PUFAs con més de dos dobles enlaces. Este también
puede ser formado enziméticamente durante el metabolismo. %

Uno de los més populares ensayos para medir la peroxidaciéon de lipidos es por medio del
aldehido MDA, € cual se forma por la ruptura del lipido hidroperoxido. Este se lleva a cabo
usando la prueba clasica de TBA. En € ensayo las muestras reaccionan con € TBA por calor
bajo condiciones &cidas. EIl MDA reacciona con € TBA para formar un aducto TBA-MDA €l
cual se forma con dos moléculas de TBA y una de MDA, figura 6.7. Este compuesto tiene una
alta absorcién de 532nm y una fuerte fluorescencia a 536nm de excitacion y 555nm de emision,
lo cual hace a ensayo sensible. Sin embargo, el TBA tiene el inconveniente de reaccionar con
sustancias no relacionadas a la peroxidacion de lipidos, formando cromoégenos con una
absorcion de alrededor de 530-535nm. Aunque, la deteccidn por fluorescencia puede mejorar la
especificidad, estas interferencias han hecho que e ensayo de TBA sea cuestionado,
especia mente cuando se aplica a sistemas biol 6gicos compl gjos tales como el plasma.

La concentracion de MDA en plasmay otras muestras biol 6gicas usando el TBA contintda siendo
la prueba mas popular de peroxidacion de lipidos. Sin embargo €l rango normal reportado de
TBA es ampliamente diferente, dependiendo del tipo de ensayo empleado. Los valores normales
de sujetos sanos es de 0.23+ 0.08uM MDA %’

HS /N oH I—H—S N\OH HD/N\’/SH
z I |
NS o G e N
OH OH

OH

TBA MDA Aducto TBA-MDA

Figura 6.8 Reaccion del TBA con MDA. El aducto TBA-MDA es un producto que presenta color, cuya absorbancia
es de 532nm. La fluorescencia del aducto tiene una excitacion de 536nm y una emision de 555nm. 21
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6.4.7 Glutation peroxidasa

El glutation est4 entre los més importantes antioxidantes en la célula, usdndose en reacciones
enzimaticas para eliminar peréxidos y reacciones no enziméticas para mantener ascorbato y o-
tocoferol en su forma funcional y reducida. En estas reacciones €l glutation reducido (GSH) se
convierte en su forma disulfuro, GSSG. La mayoria del GSSG formado (entre el 95y el 99%)
es inmediatamente reducido a GSH a través del glutation reductasa con e cofactor NADPH

figura6.9.

20, Super 6xido dismutasa . H,O, + 0,

2 GSH
NADP*

Peroxisomas GSSG reductasa
GSH
Per oxidasa NADPH
H20, GSSG
Catalasa
v
O, +H,0O 2 H-O

Figura 6.9 Mecanismo de defensa enzimética 21

El GSSGy lasumade GSH se determinan con un ensayo modificado origina mente descrito por
Titese. GSSG es reducido enziméticamente con NADPH a GSH que entonces reduce a acido
5,5"-ditiobis(2nitrobenzoico) espontdneamente a 5-tio-2-nitrobenzoato (TNB). La formacion de
TNB dentro de un tiempo dado se determina a 412nm. La reaccion también es influenciada por
la actividad de la glutation reductasa y otros factores, tales como la fuerzaionica del buffer y
quimicos presentes en |a perfusion. %
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6.4.8 Aumento del dafio oxidativo con envejecimiento

Se ha encontrado que la carga de biomol éculas oxidadas aumenta con la edad en una variedad de
especies, incluyendo humanos. Un grupo de investigadores mostraron que la edad esta
relacionada con los aumentos del dafio oxidativo en el DNA vy proteinas los cuales han sido
observados en varios tejidos de células, asi como en cerebro y ojo del humano.

Las funciones del SOD, CAT y GPx son de destoxificar 1os organismos de ROS y proporcionar
proteccion de dafio oxidativo. También los RL  pueden ser directamente eliminados por
antioxidantes moleculares de bajo peso molecular, principamente glutation, ascorbato y
vitamina E. Los niveles de SOD, GPx, ascorbato, vitamina E, y GSH disminuyen con la edad,
acompafiado por una elevacion simultanea en la peroxidacion de lipidos. Otros estudios han
reportado una disminucion similar de las defensas antioxidantes en pacientes mayores y en
animales vigjos. Sin embargo, la importancia de estos hallazgos no es muy significante debido a
lafalta de uniformidad relacionada con laedad y el status antioxidante. %

6.4.9 El cerebro propenso a estrés oxidativo

Se ha dicho a menudo que €l cerebro y el tglido nervioso estan propensos a un dafio oxidativo
por diversas razones.

1.- La presencia de aminoécidos. Se ha sugerido que € estrés oxidativo pueda promover la
liberacion de aminoéacidos, generando un “circulo vicioso” de eventos. Otro evento relevante es
la habilidad de varios ROS parainactivar la enzima glutamina sintetasa.

2.- Lamembrana de las neuronas contienen un alto contenido de écidos grasos poliinsaturados,
por tanto hay més probabilidad de llevar a cabo peroxidacion de lipidos.

3.-El metabolismo del cerebro genera H,0,.

4.-Las defensas antioxidantes son modestas. En particular, los niveles de catalasa son bajas en
lamayoria de las regiones de |os cerebros.

5.-El citocromo P450 esta presente en ciertas regiones del cerebro. %
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6.4.9.1 Consecuencias del estrés oxidativo

Como en otros tejidos, el estrés oxidativo puede causar dafio a las neuronas por varios
mecani Smos.

a) Aumenta la peroxidacion de lipidos. Por g emplo, el aldehido HNE es un neurotéxico y puede
causar constriccion de arteriolas cerebrales.

b) El dafio oxidativo al DNA, causa modificacion en las bases.
c) Dafio a proteinas.

d) Induccién anecrosisy apoptosis.

6.4.9.2 Dafo neur odegener ativo

La importancia de los radicales libres en la neurodegeneracion se esta incrementando en forma
evidente. De hecho, los radicales libres estan asociados con algunos desordenes del cerebro. Esta
claro que losradicales libres estan involucrados en la psicologia normal del cerebro.

Los radicales libres se forman durante el metabolismo normal. Esto es especialmente evidente en
el tgjido nervioso en e que hay una densidad mitocondrial ata y una actividad metabdlica
también alta. Las proteinas, lipidosy écidos nucleicos son los que sufren dafio por los radicales
libres, e dafio puede ser especialmente contundente si el blanco es la mitocondria que después
produce més radicales libres, creando un ciclo vicioso. Un radical €l cual asume una importante
posicion en la fisiologia y patofisiologia en el cerebro es el oxido nitrico (NO). Tiene varios
papeles como una molécula mensgjera en lafuncion de la neurona pero € exceso de éste puede
ser citotéxico. 2

Ademas, el papel de los radicales libres estéa involucrado en una variedad de desordenes
cerebrales. En epilepsia, la enzima superéxido dismutasa en cantidades anormales juega un
papel importante. En la enfermedad de Alzheimer también estan involucrados los radicales
libres, como se evidencia por modificacion oxidativa de proteinas y laagregaciéon de p-amiloide.
En la enfermedad de Alzheimer asi como en el enveecimiento, los niveles de superdxido
dismutasa son anormales. Los procesos de |os radicales libres estén involucrados con €l estrésy
desordenes mentales, como se evidencia por la peroxidacion de lipidos.

Los radicales libres estén involucrados en muchos desordenes cerebrales, por 1o que se abre la
posibilidad de una prevencion o terapia mediante e uso de antioxidantes. Nuevos
neuroprotectores actualmente son Utiles para € uso en la terapéutica del cerebro. Entre éstos
estan los antioxidantes acidos a-lipoicos y reactivos que atrapan radicales que han demostrado
proteccion contra lesiones cerebrales en model os de isquemiafocal e isquemia-reperfusion. %
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6.4.10 Aprendizaje en ratas. %

Bajo & tema de aprendizaje, hay una constante preocupacion por el proceso por medio del cual
un animal se gjustaa nuevas situaciones, situaciones en las cuales su repertorio previo de habitat
no es el adecuado. El aprendizaje se define como la modificacion de las capacidades del animal
como resultado de la actividad conductual .

En el andlisis del proceso por medio del cual un animal aprende a gjustarse a nuevas situaciones,
se ha encontrado Util para delimitar dos fases separadas: (1) lafase de gjuste inicia o realizacion;
y (2) lafase defijacion o estabilizacion. Asi, cuando un animal se pone en una nueva situacion, y
se impele por un paseo interior de aguna clase de actividad persistente en la direccién de una
meta particular, € primer estado de aprendizaje puede considerarse como completado cuando €l
animal tiene éxito al alcanzar €l incentivo.

Ahora bien s el anima se pone nuevamente en la situacién inicia, y € mismo paseo es
operativo, comienza un nuevo proceso de agjuste, €l cual puede acabar de nuevo con € acance
del incentivo. En pruebas sucesivas de esta clase, la conducta exhibida por e animal en el
alcance del incentivo es frecuentemente modificado de tal manera que e anima puede
finalmente lograr e incentivo de la manera mas directa posible, sin los muchos actos
innecesarios invariablemente observados en e ensayo inicial. La Ultima serie de cambios en €l
proceso de gjuste involucra un proceso de reorganizacion y estabilizacion de la conducta del
animal. Por conveniencia nosotros nos referimos a esto como un estado de fijacion.

Se dice que durante esta segunda fase de aprendizaje, no hay ningun cambio en e modelo de
conducta del animal en los ensayos sucesivos. Al contrario, es probable gue la conducta exhiba
un curso continuo de modificaciones y reorganizacion. 2

Algunos tipos de situaciones de aprendizaje experimental han sido encontrados y adaptados para
la investigacion de ambos estados de aprendizaje, otros han sido encontrados para la
investigacion de uno u otro estado de aprendizaje.

Los métodos basicos usados para la investigacion del aprendizaje en la rata pueden ser
clasificados en términos del tipo de situacion en la cual se colocaa animal y en la cual ocurre €l
aprendizgje. Cuatro métodos son convencionalmente diferenciados: (1) el método de respuesta
condicionada; (2) el método de respuesta discriminatoria; (3) € método del laberinto; y (4)
método problema.

En e método de |a respuesta condicionada existen varias técnicas, unade ellas eslatécnica que
involucra el escape-respuesta del animal.

Estatécnica brinda unaasociacion entre e estimuloy larespuesta.

Investigadores han descrito técnicas para establecer las respuestas condicionadas en base a una
respuesta de escape del anima mediante una parrilla cargada eléctricamente. El primer aparato
de esta clase ha sido descrito por Warner, aunque no fue disefiado o representado como un
aparato para establecer la respuesta condicionada. Este consistia en una caa con dos
compartimentos separados con una division. El suelo de cada uno era una parrilla la cual podia
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estar cargada el éctricamente. Cuando la parrilla en la cua el animal descansa esta cargada, la
rata puede escapar saltando encima de la division hacia el otro compartimiento. O s la parrilla
del segundo compartimiento esta cargada, el animal puede escapar saltado hacia atrés a
compartimiento original. Si un estimulo dado, tal como el sonido de un zumbador, simplemente
fue presentado antes de cargar la parrilla por una serie de ensayos, el animal se condicioné al
estimulo, y responderia saltando a extremo opuesto de |a caja antes de que recibiera el estimulo
delaparrilla
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7. DESARROLLO EXPERIMENTAL

7.1 Reactivosy disolventes

Los reactivos utilizados son de lamarca Aldrich y se utilizaron sin previa purificacion:

Acido acético

Acido clorhidrico

Acido 5, 5 - ditiobis (2-nitrobenzoico)
Acido metafosforico glacial

Acido tiobarbittrico

Agua desionizada

Agua purificada marca Electropura
Butanol

Cloruro de potasio

Cloruro de sodio

EDTA

Fosfato dibasico de sodio
Glutation reducido
Malondialdehido

Peroxido de hidrégeno

Piridina

TRIS base

7.2 Equipoy aparatos

Balanza para pesar animales sin marca

Balanza analiticamarca ESHER

Celdadividida de flujo continuo modelo SUELECTROSY NCELL obtenida de la compafiia
ELECTROCELL AB. Akersberga, Suecia.

Camara para generar ozono marca PCI OZONE y CONTROL SYSTEMSINC.
Espectrofotometro UV marca ESPECTRONIC.

Fuente de poder marca FIMESA modelo 301M Rect. 100 Ampers 30 Volts
pH-metro marca CONDUCTRONIC.

Potenciostato-gal vanostato marca ROHODE AND SCHWARDZ
STROMVERSORUNGSGERAT DC-POWER, 0-30V, 0-20A

Vortex sin marca

Transformador de voltaje marca VOLTCRAFT.

Centrifugamarca LW SCIENTIFIC. INC.

Estimulador fotoel éctrico marca GRASS S88.

7.3 Material biolégico

Ratas macho adulto de la cepa Wistar de 2 afios 3 meses (300-500g).
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7.4 M étodos

Mediante € siguiente diagrama de flujo se muestra el procedimiento general que se llevo a cabo

paralarealizacion del proyecto.

DIAGRAMA DE FLUJO

Asignacion aleatoria para
formar 8 grupos de ratas

sin Os /

con O3, sometidas a cdmara

generadora deO; por 4 h.
Control Control

Elaboracion de  agua gﬁggg g\itggg
electrolizada por ruta Mezdla Mezdla
electroquimica para
determinar su estabilidad.

Suministro de 200mL de aguaa

cada uno delos grupos, AO, AR,
AM o agua sin electrolizar(control

electrolizada en celda

Produccion  de agua Durante 30 dias consecutivos.

de flujo continuo.

Determinacion de memoria a
cada una de las ratas de los
diferentes grupos.

Decapitacion de las
ratas para obtener
tejido cerebral.

o

Determinacion de peroxidacion de
lipidos en homogenados de tejidos

N

cerebrales con &cido tiobarbitdrico.

Determinacion de glutation
peroxidasa en homogenados
de tgjidos cerebrales.




7.4.1 Estabilidad del agua

Para este experimento se utilizd una celda de flujo continuo cuyo disefio se muestra en la figura
7.1

12 13

{ﬂ/ A4 7 /{ﬂ
4 ¢

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
ly1l Tapas de metal para sellar lacelda.
2y 10 Tapas de pléstico con salidas de agua.

3,57y9 Mallas de pléstico para romper burbujas.

4 Electrodo de oxido de rutenio.

6 Membrana de intercambio ionico.

8 Electrodo de acero inoxidable.

12y 13 Conexion de cobre hacia la fuente de poder

Figura 7.1 Disefio de celda electroquimica
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A partir del suministro de agua purificada de la marca “Electropura’ se llevd a cabo la
produccion de AR, AOY AM haciéndola pasar por €l sistema que se muestraen lafigura7.2.

Figura 7.2 Sistema de obtencion de agua electrolizada

El suministro de agua parael compartimiento catddico se llevé a cabo por medio de una bombay
para e compartimiento anddico fue por gravedad a partir de un recipiente colocado en la parte
superior de lacelda.

Después de su abtencion se procedié amedir el pH, potencial redox y conductividad tanto a éstas
como a aguasin electrolizar en diferentes horasy dias con €l objeto de determinar |a estabilidad
de éstas. Esto se realizO con €l objeto de encontrar e tiempo déptimo en e que se puede
administrar el agua electrolizada sin que pierda sus propi edades fisicoquimicas.
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7.4.2 Administracién de agua electrolizada aratas

Una vez determinada la estabilidad del agua electrolizada se procedié a la produccién de ésta.
Para ello se realizaron experimentos para encontrar las mejores condiciones de flujo y corriente y
generara de esta manera el pH y potencial redox Optimos. Una vez obtenidos estos parametros se
generd AO, ARY AM paraadministrarselas alasratas.

Se utilizaron 57 ratas machos adultos de la cepa Wistar albinas. De este total de ratas se
asignaron aeatoriamente para formar los 8 diferentes grupos, distribuidos de la siguiente
manera:

Control (6 ratas)

Cétodo (7 ratas)
Ratas sin 0zono Anodo (7 ratas)

Mezcla (7 ratas)

Control (7 ratas)
Catodo (8 ratas)

Ratas con 0zono Anodo (7 ratas)
Mezcla (8 ratas)

Para evitar confusiones y poder identificar a cada una de las ratas de los diferentes grupos se
procedi6 a etiquetarlas desde un inicio con marcadores de diferentes colores en la base de la cola,
dependiendo del tratamiento que se le fuera a dar, ya sea la administracion de AR, AO, AM o
aguasin electrolizar.

Muestras sin 0zono
Agua control o
Aguacatodica O
Aguaanodica @
Aguademezcla @

Las ratas sometidas a ozono fueron marcadas con los mismos colores solo que en este caso se
marcd con unarayaazul paradiferenciarlas de las ratas que no se les suministrd ozono.
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Las ratas con ozono eran colocadas diariamente por un lapso de 4 horas en una camara que
generaba 0zono en una concentracion de 0.250 ppm figura7.3y 7.4.

Figura 7.3 Generador de 0zono

Figura 7.4 Equipo generador de 0zono y camaras con 0zono

Las ratas fueron colocadas en sus respectivas jaulas etiquetadas, suministrandoles 200mL de
agua a cada una de ellas, AO, AR, AM o0 agua sin electrolizar (control). Durante 30 dias
consecutivos se elaboro diariamente agua para que las ratas tuvieran agua fresca el ectrolizada.

Para tener un buen control de peso, a iniciar el experimento se pesaron a todas las ratas y
posteriormente cada 8 dias mientras durd el experimento.

Al final dd tratamiento se realizé la prueba de memoria a cada una de las ratas de los diferentes
grupos.
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7.4.3 Pruebadememoria®

Se colocd a cada una de las ratas de cada grupo en un sistema para determinacion de memoria
figura7.5.

Figura 7.5 Aparato pararedlizar pruebas de memoria.

—p Compartimiento de seguridad.

Tabladivisoria.

__y Compartimiento de castigo con

\/\/\ piso electrificado.

Conexion a aparato que
produce estimul os.

Figura 7.6 Vista superior del aparato pararealizar pruebas de memoria
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El sistema de la figura 7.5 y 7.6 consistio en una cdmara de dos compartimientos, uno de
seguridad y otro de castigo, las cuales se podian separar a conveniencia por medio de una tabla
negra divisoria; el compartimiento de seguridad estuvo iluminado con un foco de 25 watts de
color rojo con piso liso y e compartimiento de castigo era oscuro con piso electrificado. Se
introdujo a cada una de las ratas de los diferentes grupos por separado, primero en €l
compartimiento de seguridad por un lapso de 10 segundos, una vez transcurrido este tiempo se
retird la division que habia entre ambos compartimientos y se tomo €l tiempo que requerialarata
en pasar del compartimiento de seguridad a compartimiento de castigo (latencia de adquisicion).
Cuando la rata pasa a compartimiento de castigo se coloca nuevamente la division y se hace
pasar electricidad a través del piso para producir los estimulos. Recibidos éstos se retira la
division y se toma el tiempo que la rata requiere para trasladarse del compartimiento de castigo
al compartimiento de seguridad (latencia de escape). Una vez determinados estos tiempos se
colocaron las ratas en sus respectivas jaulas por un lapso de 10 minutos, pasado este tiempo se
trasladaron las ratas a compartimiento de seguridad, € cua se encontré separado del otro
compartimiento por medio de una tabla divisora, se dej6 pasar 10 segundos, se retird la division
y se tomO el tiempo que la rata requeria en pasar del compartimiento de seguridad al
compartimiento de castigo, en este caso ya no habia estimulo. El ratén tiende espontaneamente a
ir a los espacios oscuros; pero en esta prueba se le ensefia a asociar € espacio oscuro (en
principio, € mas apetecible) con una consecuencia desagradable, una descarga eléctrica
Posteriormente, se colocaron en sus respectivas jaulas y se mantuvieron ahi por 24 horas.
Transcurrido dicho tiempo se realiz6 nuevamente el mismo procedimiento, colocando las ratas
en el compartimiento de seguridad, €l cual se encontré separado del compartimiento de castigo,
se degjo pasar 10 segundos, se retird la division y se tomé € tiempo en e que la rata requeria en
pasar del compartimiento de seguridad al compartimiento de castigo, en este caso tampoco habia
estimulo.

Cuando se trasladaban las ratas a los diferentes compartimientos se recogieron |1os excrementos
para evitar posibles transferencias de ol ores.

Una vez finalizada la prueba de memoria se sacrificaron las ratas por decapitacion para obtener
unaregion cerebral (cuerpo estriado).

7.4.4 Determinacion de per oxidacion de lipidos en homogenizados de tejidos cer ebrales con
acido tiobarbittrico (Malondialdehido). *°

La region cerebral de cada una de las ratas de los diferentes tratamientos se colocaron en tubos
viales de plastico, se homogenizaron con 1mL de PBS empleando un homogenizador de metal.
Una vez homogenizados |os tejidos se guardaron en €l refrigerador para mantenerlos a -80C para
su posterior determinacion.

Se descongelaron las muestras a temperatura ambiente, se tomaron 10uL del homogenizado
mediante una micropipetay se colocaron en tubos viales de pléastico de 1mL.

Se adiciono a la muestra 100uL de TRIS. Posteriormente |os tubos se incubaron a 37°C durante
30 minutos para lo cual se utilizé un sistema adaptado con € fin de que los tubos flotaran en €l

agua.

Setomaron 40 uL del incubado y se afiadieron:
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a)150uL de acido acético (esto detiene la reaccidn)

b)150uL de écido tiobarbitdrico

¢)50uL de H,0O
Después se calentaron los tubos a ebulliciéon durante 45 minutos, colocando los tubos en el bafio
hasta que €l agua estaba a 92°C. Se afiadieron 100uL de KCl y se agitaron en vortex por un lapso
de 1 minuto. Se afadié 500uL de butanol-piridina, se agitd y posteriormente se centrifugé a
3000r.p.m por 5 minutos. Se tomo la fraccion superior de la muestra 'y se leyé a 532nm en €l
espectrofotdmetro.

Por otro lado se llev6 a cabo e procedimiento con H,O el cua se utiliz6 como blanco. Para
realizar la curvade calibracion se utilizd6 Maonaldehido (1,1,3,3-tetrametoxipropanol).
7.4.5 Determinacion de glutation per oxidasa en homogenizados de tejidos cer ebrales.

Latécnicaoriginal fue empleada para medir la actividad de GPx fue descrita por Mills (1959) y
modificada por Hafeman (1973).

En un tubo de ensayo se colocd 30uL del homogenizado de cada muestray se le adiciond 1mL
de glutation reducido 2mM, 1mL de buffer de fosfato dibasico de sodio 0.4M (pH 7.0) con
EDTA en una concentracion 0.4mM y 1.47mL de agua desionizada para completar un volumen
de 2.0mL.

Se incubaron los tubos durante 5 minutos a 37°C. Posteriormente se adiciono a cada tubo 1mL
de peroxido de hidrégeno 1.25mM preincubado a 37°C. Se volvieron a incubar los tubos 3
minutos mas a la misma temperatura.

Se tomaron 0.5ml del incubado y se afiadieron:

a) 2mL de una solucion de: 1.67g de &cido metafosférico glacial, 0.2g de EDTA y
30g de cloruro de sodio en 100mL de agua destilada.

Se agitaron los tubos y se centrifugan durante 15 minutos a 3500 r.p.m.
Se tomaron 2mL del sobrenadante de cada centrifugado y se afiadieron:

a) 2mL de buffer de fosfato de sodio dibasico 0.4M
b) 1mL deécido 5, 5" - ditiobis (2-nitrobenzoico)

Dos minutos después se midié la absorbanciaen el espectrofotometro a 412nm.
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8. RESULTADOSY DISCUSION

8.1 Edstabilidad del agua

Se obtuvo agua electrolizada como lo muestra lafigura 7.2. Se realizaron distintos experimentos
con €l objeto de encontrar las mejores condiciones para obtener AR (catédica) con potencial
redox o mas negativo posible y AO (anddica) con potencial redox 10 mas positivo posible. Sin
embargo como el potencia redox es proporcional a pH habia un compromiso para no generar
agua catodica muy alcalinani agua anddica muy acida.

Las variables dptimas que fueron seleccionadas para generar |os distintos tipos de agua fueron:
densidad de corriente de 5mA/cm?, € flujo catédico y anddico fue de 1.33 y 1.733mL/seg
respectivamente; el anodo fue de didxido de rutenio sobretitanio y el cadtodo de acero inoxidable;
el diafragma fue una membrana de intercambio iénico.

Como se menciond en el método, después de electrolizar el agua se midié el pH y € potencial
redox del AO, AR, AM y agua sin electrolizar. Los cuatro tipos de agua se guardaron en botellas
de plastico y se taparon herméticamente.

Al aumentar el pH, el potencial redox aumenta hacia valores méas negativos. Un agua con un
potencial redox mas negativo es més antioxidante. Por tanto si el pH y el potencia redox
disminuyen en su valor absoluto se dice que esta perdiendo su actividad. Por lo tanto es muy
importante saber el cambio de estas propiedades fisicoguimicas en € tiempo.

En lagrafica 8.1, se muestra el cambio de pH de los distintos tipos de agua durante 6 horas. Se
selecciond este periodo de tiempo, porgue es €l lapso entre la produccién de agua electrolizada y
su administracion en las ratas.

ESTABILIDAD DE AGUA ELECTROLIZADA
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Grafica 8.1. Estabilidad del agua electrolizada contratiempo (pH vs h).
Aguareducida [Jjj ; aguaoxidada , agua mezcla @ ; aguasin electrolizar
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Como se puede observar en la gréfica anterior, el pH del agua electrolizada cambia en los
primeros 60 minutos, pero sin mostrar cambios bruscos.

Posteriormente se midi6 esta misma propiedad pero por dias.
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Grafica 8.2. Estabilidad del agua el ectrolizada contratiempo (pH vs dias).

Aguareducida [jjj ; aguaoxidada , agua mezcla @ ; aguasin electrolizar

Como se puede observar en ambas gréficas 8.1 y 8.2, tanto en el agua oxidada, €l agua reducida
y lamezclatienden a tener el mismo pH que el agua sin electrolizar con € paso del tiempo. Lo
mismo sucede con €l potencial redox, gréfica8.3y 8.4.
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Grafica 8.3. Estabilidad del agua el ectrolizada contra tiempo (Potencial redox vs h).
Aguareducida [Jjj ; aguaoxidada , agua mezcla @ ; aguasin electrolizada.
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Grafica 8.4. Estabilidad del agua €electrolizada contra tiempo (potencial redox vs dias).
Aguareducida [ ; aguaoxidada  ; aguamezcla @ ; aguasin electrolizar A

Enlas gréficas anteriores, €l pH y € potencial redox de los distintos tipos de agua electrolizada
cambian con €l tiempo.

Por otro lado también se midi6 la conductividad de los distintos tipos de agua € ectrolizada,
gréfica8.5y 8.6.
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Grafica 8.5. Estabilidad del agua el ectrolizada contra tiempo (conductividad vs h).
Aguareducida [ ; aguaoxidada ; aguamezcla @ ; aguasin electrolizar A



También se determind la conductividad pero en los diferentes dias.
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Grafica 8.6. Estabilidad del agua electrolizada contra tiempo (conductividad vs dias).

Aguareducida [ ; aguaoxidada , agua mezcla @ ; aguasin electrolizar

Todas las propiedades fisicoquimicas (pH, potencial redox y conductividad) que se midieron a
los distintos tipos de agua electrolizada tienden, con e paso del tiempo, a tenerlas mismas
propiedades que el agua sin electrolizar. Por tal motivo, se consideré mas apropiado administrar
el agua después de su electrolisis para evitar que estas perdieran dichas propiedades.

8.2 Administracion de agua electrolizada a ratas

Para este experimento se llevd a cabo la electrolisis del agua a una densidad de corriente de
5mA/cm?. .

Una vez electrolizada €l agua se midio € pH y € potencia redox de los diferentes tipos de
aguas cuyos valores se encuentran en |os rangos que se muestran en latabla 8.1.

Tabla8.1. Propiedades fisicoquimicas de los distintos tipos de agua que se administraron en ratas

Tipo de agua pH E (mv)
Agua catodica 9.92+ 0.30 -184.46
Aguaanddica 5.89+ 0.30 +21.42
Agua mezcla de ambas 7.80+ 0.30 -85.04
Aguasin electrolizar 750+ 0.20 -64.96

Estos valores de pH y potencial redox fueron los que tenian las respectivas aguas que se
administraron en las ratas durante |os 30 dias que durd el experimento.
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8.3 Influencia del agua electrolizada sobre la mortalidad de lasratas

Durante el periodo de los 30 dias, algunas ratas murieron.

MORTALIDAD
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Gréfica 8.7. Mortalidad (porcentaje individuos vs tipo de muestra). C: ratas tratadas con agua sin electrolizar. AR:
ratas tratadas con agua reducida (catodo). AQO: ratas tratadas con agua oxidada (dnodo). AM: ratas tratadas con
mezcla de ambas aguas (catodo y dnodo).

L as ratas tratadas con 0zono muestran una taza de mortalidad menor que las ratas sin tratamiento
con 0zono, posiblemente se debe a que las células pueden tolerar un poco de estrés oxidativo lo
cual llevaa una activacion en la sintesis de enzimas de | os sistemas de defensa de antioxidantes y
lo realiza para evitar perder un equilibrio, como tales sistemas de defensas se activan, la rata
tienden a soportar mas debido a que sus defensas estdn elevadas, méas que las ratas sin
tratamiento con ozono.”

Las ratas control sin 0zono muestran un taza de mortalidad del 17% mientras que las ratas a las
gue se les administr6 AM no hubo mortalidad.

Para tener una conclusion méas contundente con respecto a la mortalidad de las ratas se considera
importante realizar el experimento con un mayor nimero de ellas.
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8.4 Prueba de memoria

Se realizo la prueba de memoria seguin o establecido en la parte experimental midiendo latencia
de adquisicion, de escape y posteriormente midiendo |a memoria a los 10 minutos (memoria a
corto plazo) y alas 24 horas (memoria alargo plazo).

Cuando hay un nivel alto de oxidantes el resultado que se obtiene es un estado de estrés
oxidativo y habra dafio en €l sistema. El estrés oxidativo va a causar dafio en las neuronas
provocando una neurodegeneracion, lo cual se va a poder observar mediante la medicion de la
memoriaen las ratas.

MEMORIA A CORTO PLAZO

350
300 -
250 A
200
150
100
50
0 —1 |
Csin Ccon AR sin AR con AO sin AO con AMsin AM con

0zono 0zono 0zono 0zono 0zono 0zono 0zono 0zono

Tiempo(segundos)

Tipo de muestra

GréficaB.8. Memoria a corto plazo (segundos vs tipo demuestra). C: ratas tratadas con agua sin electrolizar. AR:
ratas tratadas con agua reducida (catodo). AQ: ratas tratadas con agua oxidada (dnodo). AM: ratas tratadas con
mezcla de ambas aguas (catodo y dnodo).

En la gréfica 8.8 se observa que las ratas tratadas con 0zono muestran una mayor memoria que
las ratas sin tratamiento con 0zono, esto posiblemente se debe a lo mencionado anteriormente,
gue las ratas pueden soportar un poco de estrés oxidativo y al estarlo soportando se activan sus
defensas antioxidantes dando como resultado un mejoramiento general en su sistema.

También se observa en esta grafica que de los dos grupos de ratas (con 0zono y sin 0zono), las
gue fueron tratadas con agua catddica tienen mas memoria, esto posiblemente se debe a que €l
agua catddica pudiera esta actuando como antioxidante debido a sus radicales hidrégeno que
tienen presentes.

El agua catédica pudiera estar ayudando a regenerar €l dafio provocado por los oxidantes,
mejorando de éstaformalamemoria
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MEMORIA A LARGO PLAZO
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Gréfica 8.9. Memoria a largo plazo (segundos vs tipo de muestra). C: ratas tratadas con agua sin electrolizar. AR:
ratas tratadas con agua reducida (catodo). AQO: ratas tratadas con agua oxidada (dnodo). AM: ratas tratadas con
mezcla de ambas aguas (catodo y anodo).

En este caso se muestra algo similar que en la memoria a corto plazo, las ratas tratadas con
0zono tienen una mayor retencion que la ratas sin tratamiento con ozono, de igual manera tanto
en lamemoriaalargo como a corto plazo el catodo es el que muestra una mayor memoria.

En este caso se muestra que con agua catddica se obtienen mejores resultados con |o que respecta
a memoria, pero con lo gque respecta a mortalidad no, ya que las muestras tratadas con agua
catédica fueron las que mostraron una mayor taza de mortalidad, esto posiblemente se debe a que
en los organismos se trata de guardar un equilibrio, entre estos equilibrios esta el pH, € agua
catédica tenia un pH aproximado de 9.98, alcalina, a administrarles el agua se pudo alterar este
equilibrio provocando asi su muerte, en cambio el agua de mezcla era ligeramente alcalina con
un pH aproximado de 7.78 lo cual es soportable para los sistemas . El agua sin electrolizar tenia
un pH de arededor de 7.5, quizés por este motivo su taza de mortalidad fue menor.

Las memoria de las ratas tratadas con AM tiende a comportase de manera similar que la
memoria de las ratas tratadas con AR y esto es posiblemente porque tiene también radicales
hidrégeno pero en menor proporcién que el AR.

Para tener mas elementos que soporten los resultados anteriores se procedié a redizar la

determinacién de peroxidacion de lipidos por medio de determinacion del MDA vy la
determinacién de la enzima glutation peroxidasa.
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8.5 Determinacion de peroxidacion de lipidos en homogenizados de tejidos con &cido
tiobarbiturico (Malondialdehido).

Cuando hay concentraciones elevadas de oxidantes en l0s organismos van a provocar €l deterioro
de los lipidos poliinsaturados, al ser degradados conducen de manera directa o indirecta, a la
obtencion de malondialdehido como producto final, €l cual es extremadamente reactivo y puede
ser determinado por la prueba de TBA, a esto se le llama peroxidacion de lipidos
(lipoperoxidacién).

Los niveles de MDA en las ratas tratadas con los diferentes tipos de agua se llevaron a cabo
conforme a lo reportado en la literatura. 2’ Esta determinacion se llevd a cabo en e cuerpo
estriado de cada una de las ratas. Las determinaciones se realizaron por cuadriplicado
promediando |os tres valores méas cercanos:

Tabla8.2 Determinacion de peroxidacion de lipidos.

Muestras sin 0zono Muestras con 0zono
Control 34 + 0.3uM Control 43 + 5uM
Cétodo 30 + 2uM Cétodo 31 + 5pM
Anodo 52 + 5uM Anodo 34 + 5 uM
Mezcla 19 = 2uM Mezcla 19 = 0.5uM

Los resultados de la tabla anterior se muestran en la gréafica 8.10.
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Gréfica 8.10. Peroxidacion de lipidos (concentracion de MDA vs tipo de muestra). C: ratas tratadas con agua sin
electrolizar. AR: ratas tratadas con agua reducida (catodo). AO: ratas tratadas con agua oxidada (dnodo). AM: ratas
tratadas con mezcla de ambas aguas (catodo y anodo).

En esta gréafica se muestra que las ratas tratadas con agua catddica tienen una concentracion
ligeramente menor de malondialdehido que las ratas control. Esto posiblemente se debe a la
capacidad antioxidante que se dice tiene el agua catédica. ° °

49



Como era de esperarse, las ratas tratadas con agua anddica presentaron mayores cantidades de
malondialdehido. EI AO tiene cantidades elevadas de oxigeno y pudiera ser el factor que
favorezca el aumento de oxidantes, generando de esta forma mayores niveles en la peroxidacion
delipidos.

Con los resultados mostrados en la grafica 8.10, se concluye que de todos los tratamientos €l
mejor fue el de agua de mezcla tanto para las muestras con 0zono como Sin 0zono, ya que a
diferencia del control se reduce casi ala mitad la peroxidacion de lipidos. Esto quiere decir que
con AM se redujeron los oxidantes que causan la lipoperoxidacion. Establecer una hipétesis
sobre laforma en que actla el agua de mezcla parareducir los niveles de peroxidacion de lipidos
seria muy aventurado, ya que en los procesos bioquimicos existen rutas metabdlicas que se
entrecruzan. Por tal motivo se hace necesario cuantificar otros factores que intervienen en estos
procesos.

8.6 Determinacioén de glutation per oxidasa en homogenizados de tejidos cer ebrales.

L os antioxidantes incluyen enzimas que son piedra angular en |os sistemas protectoresy evitan el
incremento excesivo de especies oxidables no deseables, tales como: el superéxido dismutasa
(SOD), lacatalasa (CAT) y laglutation peroxidasa (GPx) y también las vitaminas que protegen a
los tegjidos de los efectos que pueden causar los ROS y los radicales libres, en este estudio se
determino sdlo una de estas enzimas la cual fue GPx. Los resultados se muestran en la grafica
8.11.
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Gréfica 8.11. Determinacion de Glutation peroxidasa. (concentracion vs tipo de muestra). C: ratas tratadas con agua
sin electrolizar. AR: ratas tratadas con agua reducida (catodo). AO: ratas tratadas con agua oxidada (anodo). AM:
ratas tratadas con mezcla de ambas aguas (catodo y anodo).

Los valores de GPx en todos los grupos de ratas estudiadas no cambian apreciablemente, grafica
8.11.

En este estudio se esperd que la concentracion de GPx aumentara en |las ratas tratadas con agua
de mezcla ya que estas tuvieron los menores niveles en peroxidacion de lipidos. Pudiera ser que
€l agua de mezcla esté actuando en otra enzima u otro sistema antioxidante que no sea GPx.
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9. CONCLUSION

En este trabgjo se llevd a cabo la produccidn de agua electrolizada y su influencia en ratas vigjas
(2 afios 3 meses) con estrés oxidativo.

En primera estancia se realizaron estudios de estabilidad para los distintos tipos de aguas
electrolizada (catodica, anddica, y mezcla de ambas) llegando ala conclusién de que es necesario
elaborar agua diariamente para administrarselas a las ratas, ya que perdian sus propiedades
fisicoquimicas, tales como pH, potencial redox y conductividad al pasar el tiempo.

La produccion de agua electrolizada se realizé en una celda dividida de flujo continuo, con €l
objeto se suministrarla alos distintos grupos de ratas por un periodo de 1 mes.

Las ratas tratadas sin 0zono administrandoles agua reducida con un pH de 9.92 presentaron
mayor taza de mortalidad (aproximadamente 55%). Por otro lado, las ratas tratadas con y sin
0zono administrandoles AM no presentaron mortalidad.

Se determind €l efecto que tuvo € agua electrolizada con respecto a la memoria de ratas con
estrés oxidativo. Las ratas tratadas con 0zono tienen una mayor retencion que las ratas sin
tratamiento con ozono. Las ratas tratadas con el agua catddica muestran una mayor memoria a
corto y alargo plazo que los otros grupos de ratas. Las ratas tratadas con agua de mezcla mejora
lamemoriaalargo plazo.

Por otro lado se determiné la peroxidacion lipidica de las diferentes muestras de ratas. Las ratas
tratadas con y sin ozono mostraron una disminucion hasta de un 50% en los niveles de
peroxidacion de lipidos respecto alos controles cuando se les administré agua de mezcla.

Tomando en cuentalas diferentes respuesta que mostraron las ratas viejas con estrés oxidativo a
administrarles agua electrolizada tales como: mortalidad, prueba de memoriay lipoperoxidacion,
el agua gque tiene un efecto benéfico en ellas es € tratamiento con lamezclade ARy AO, yaque
se pudo observar que no hubo mortalidad, la memoria de las ratas mejoré alargo plazo y con la
lipoperoxidacion disminuye considerablemente respecto a control.
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11. ANEXO

Revision en Chemical Abstracts sobre la produccion y usos del agua electrolizada (2000-2003)

135:170428

Method and apparatus for treatment of water for manufacture of acidic water and akaline
water.Oguchi, Tomohisa; Mashimo, Toru; Saito, Isamu; Ariji, Toshio (Japan Steel Works, Ltd.,
Japan). Jpn. Kokai Tokkyo Koho JP 2001219166.A2 14 Aug 2001, 7 pp. (Japanese). (Japan).
CODEN: JKXXAF. CLASS. ICM: CO02F001-46. ICS: B01D019-00; C02F001-20.
APPLICATION: JP 2000-29060 7 Feb 2000. DOCUMENT TYPE:. Patent CA Section: 61
(Water). Water is electrolyzed to give alk. water and acidic water, and then the acidic water is
degassed for removing Cl as Cl2(g). The degassed acidic water may be mixed with the alk. water
for specific uses. The acidic water can be used alone as Cl-free face lotions or less corrosive
water, or may be mixed with the alk. water again to give weakly alk. water which is less
corrosive to water supply pipes. The app. is equipped with a water electrolytic tank having
outlets for both of the alk. and acidic water in which the acidic water outlet is connected with a
degassing part.

135:170436

Portable acidic electrolyzed water atomizers, acidic electrolyzed water manufacturing apparatus,
and acidic electrolyzed water manufacturing kits. Hoshino, Masaaki; Saruhashi, Makoto; Sasaki,
Masatomi (Terumo Corp., Japan). Jon. Kokai Tokkyo Koho JP 2001225074 A2 21 Aug 2001, 7
pp. (Japanese). (Japan). CODEN: JKXXAF. CLASS: ICM: C02F001-46. ICS: C25B001-00;
C25B009-00. APPLICATION: JP 2000-38934 17 Feb 2000. DOCUMENT TYPE: Patent CA
Section: 61 (Water). The atomizer comprises a container for 10-150 mL acidic water and a
detachable means for atomizing and/or jetting of water. The app. For manuf. of the acidic
electrolyzed water is equipped with a means for attaching the atomizer. The title kits comprise
the atomizers and the acidic water manufg. app. The acidic water is used for sterilization, for
disinfection, as astringents, etc. Acidic water can be carried anywhere in pockets, handbags, etc.

135:248539

Hydrogen particles and supersaturation in akaline water from an alkali-ion-water electrolyzer.
Kikuchi, Kenji; Takeda, Hiroko; Rabolt, Beatrice; Okaya, Takuji; Ogumi, Zempachi; Saihara,
Yasuhiro; Noguchi, Hiroyuki (Department of Materials Science, The University of Shiga
Prefecture, Hassaka, Hikone, Shiga 522-8533, Japan). J. Electroanal. Chem., 506(1), 22-27
(English) 2001 Elsevier Science SAA. CODEN: JECHES. ISSN: 0368-1874. DOCUMENT
TYPE: Journal CA Section: 72 (Electrochemistry) Section cross-reference(s): 67, 73. The
hydrogen content in alk. water obtained from an electrolytic flow cell was examd. by measuring
the diam. distribution of hydrogen microbubbles (hydrogen particles) in electrolyzed alk. water
using the dynamic light scattering (DL S) method. The influence of electrolysis conditions on the
hydrogen content and the diam. distribution of hydrogen particles were also examd. The diam. of
hydrogen particles changes rapidly with elapsed time after electrolysis, indicating that hydrogen
particles grow to form large particles. The distribution of the particle diam. shows two peaks.
The mean diam. of hydrogen particles is distributed mainly between 20 and 300 nm. The mean
diam. decreases with an increasing c.d. up to 0.03 A dm-2. The diam. Of hydrogen particles is
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smaller than the equil. diam. obtained by the concn. of dissolved hydrogen, suggesting that the
electrolyzed water is a transition state from supersatd. to satd. solns. Hydrogen exists in particles
asacolloidal soln. in aregion of hydrogen content in electrolyzed water above 0.75 mM, which
represents the satn. concn. of the dissolved hydrogen.

135:369111

Roles of oxidation-reduction potential in electrolyzed oxidizing and chemically modified water
for the inactivation of food-related pathogens. Kim, Chyer; Hung, Y en-Con; Brackett, Robert E.
(Center for Food Safety and Quality Enhancement, Department of Food Science and
Technology, College of Agricultura and Environmental Sciences, University of Georgia,
Griffin, GA 30223-1797, USA). J. Food Prot., 63(1), 19-24 (English) 2000 International
Association for Food Protection. CODEN: JFPRDR. 1SSN: 0362-028X. DOCUMENT TY PE:
Journal CA Section: 10 (Microbial, Algal, and Fungal Biochemistry) Section cross-reference(s):
17. This study investigates the properties of electrolyzed oxidizing (EO) water for the
inactivation of pathogen and to evaluate the chem. modified solns. possessing properties similar
to EO water in killing Escherichia coli O157:H7. A five-strain cocktail (1010 CFU/mL) of E.
coli O157:H7 was subjected to deionized water (control), EO water with 10 mg/L residual
chlorine (J.A.W-EO water), EO water with 56 mg/L residual chlorine (ROX-EO water), and
chem. modified solns. Inactivation (8.88 1ogl0 CFU/mL redn.) of E. coli O157:H7 occurred
within 30 s after application of EO water and chem. modified solns. contg. chlorine and 1%
bromine. Iron was added to EO or chem. modified solns. to reduce oxidn.-redn. potential (ORP)
readings and neutralizing buffer was added to neutralize chlorine. JA. W-EO water with 100
mg/L iron, acetic acid soln., and chem. modified solns. contg. neutralizing buffer or 100 mg/L
iron were ineffective in reducing the bacteria population. ROX-EO water with 100 mg/L iron
was the only soln. still effective in inactivation of E. coli O157:H7 and having high ORP
readings regardless of residual chlorine. These results suggest that it is possible to smulate EO
water by chem. modifying deionized water and ORP of the soln. may be the primary factor
affecting microbial inactivation.

134:221652

Efficacy of electrolyzed oxidizing (EO) and chemically modified water on different types of
foodborne pathogens. Kim, Chyer; Hung, Y en-Con; Brackett, Robert E. (Center for Food Safety
and Quality Enhancement, Department of Food Science and Technology, College of Agricultura
and Environmental Sciences, University of Georgia, Griffin, GA 30223-1797, USA). Int. J.
Food

Microbiol., 61(2-3), 199-207 (English) 2000 Elsevier Science Ltd. CODEN: IJFMDD. ISSN:
0168-1605. DOCUMENT TYPE: Journal CA Section: 17 (Food and Feed Chemistry). This
study was undertaken to evaluate the efficacy of electrolyzed oxidizing (EO) and chem. modified
water with properties similar to the EO water for inactivation of different types of foodborne
pathogens (Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes and Bacillus cereus). A five-
strain cocktail of each microorganism was exposed to deionized water (control), EO water and
chem. modified water. To evaluate the effect of individual properties (pH, oxidn.-redn. Potential
(ORP) and residual chlorine) of treatment solns. on microbia inactivation, iron was added to
reduce ORP readings and neutralizing buffer was added to neutralize chlorine. Inactivation of E.
coli O157:H7 occurred within 30 s after application of JAW EO water with 10 mg/L residual
chlorine and chem. modified solns. contg. 13 mg/L residual chlorine. Inactivation of Gram-pos.
and -neg. microorganisms occurred within 10 s after application of ROX EO water with 56 mg/L
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residual chlorine and chem. modified solns. contg. 60 mg/l residual chlorine. B. cereus was more
resistant to the treatments than E. coli O157:H7 andL. monocytogenes and only 3 1og10 redns.
were achieved after 10 s of ROX EO water treatment. B. cereus spores were the most resistant
pathogen. However, more than 3 10g10 redns. were achieved with 120-s EO water treatment.

135:274604

Electrolytic water for cleaning, production method thereof, and cleaning system for cloths and
tableware therewith. Otaguro, Takahiro; Kashiwada, Toshinobu (Lion Corp., Japan). Jpn. Kokal
Tokkyo Koho JP 2001271098 A2 2 Oct 2001, 26 pp. (Japanese). (Japan). CODEN: JKXXAF.
CLASS: ICM: C11D017-00. ICS: A47L015-44; B08B003-08; CO2F001-46; C11D003-04;
C11D003-20; C11D003-30; C11D003-386; C11D003-43; C11D003-50; C11D011-00;
C25B009-00; DO6F039-02. APPLICATION: JP 2000-85136 24 Mar 2000. DOCUMENT
TYPE: Patent CA Section: 46 (Surface Active Agents and Detergents) Section cross-
reference(s): 61. Title water is obtained by electrolysis of (electrolytic) water contg. (a)
electrolytes, (b) metal chelating agents, and optionally (c) surfactants and/or solvents. Thus, a
water soln. contg. 30% sodium chloride, 6% DTPA 5Na, and 30% ethoxylated Diadol 13 was
electrolyzed showing no scale deposition on the electrode or app. wall and the ak. electrolytic
water soln. gave a good cleaning effect on afabric.

135:170434

Small-sized apparatus for manufacture of electrolyzed water used for sterilization, for
disinfection, as astringents, etc. Hoshino, Masaaki; Saruhashi, Makoto; Sasaki, Masatomi
(Terumo Corp., Japan). Jpn. Kokai Tokkyo Koho JP 2001225072 A2 21 Aug 2001, 15 pp.
(Japanese). (Japan). CODEN: JKXXAF. CLASS: ICM: C02F001-46. APPLICATION: JP
2000-41627 18 Feb 2000.

DOCUMENT TYPE: Patent CA Section: 61 (Water). The app. comprises a treating water
storage tank and an electrolysis tank equipped with a pair of electrodes which the lower end of
the electrodes are not contacting the tank bottom. Water is fed into the electrolysis tank by
dropping, and electrolyzed by its passing in between the electrodes. Remaining of water in
between the electrodes, which causes unnecessary elec. current flow, is prevented. The app. is
small-sized.

134:99884

Effect of acidic electrolyzed water on the microbial counts in shredded vegetables (Part 111).
Effect of combined physical supplementary means on the washing and disinfections. Koseki,
Shigenobu; Itoh, Kazuhiko (Grad. Sch. Agric. Sci., Hokkaido Univ. Kita-9 Nishi-9, Kita-Ku,
Sapporo 060-8589, Japan). Nippon Shokuhin Kagaku Kogaku Kaishi, 47(12), 914-918
(Japanese) 2000 Nippon Shokuhin Kagaku Kogakkai. CODEN: NSKKEF. I1SSN: 1341-027X.
DOCUMENT TYPE: Journal CA Section: 17 (Food and Feed Chemistry). It has been shown
that acidic electrolyzed water was effective in the surface disinfection of shredded vegetables. In
the treatment shredded vegetables were simply soaked in acidic electrolyzed water so far. In this
research, in the disinfection of shredded vegetables by acidic electrolyzed water, the
effectiveness of phys. supplementary means used together was examd. Combined use of the
phys. Supplementary means and acidic electrolyzed water did not contribute to disinfection.
However, the phys. supplementary means was shown to be considerably effective when
vegetables were washed with ak. electrolyzed water by phys. supplementary means and then
disinfected in acidic electrolyzed water by the phys. Supplementary means. This effect was
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remarkable on cucumbers, but little on lettuces and cabbages. Stirring was most effective among
the supplementary means used. It was found out that five minutes each of washing and
disinfecting was necessary for high disinfectant effect on cucumbers. Moreover, it was suggested
that the effect of stirring was more effective than that of pretreatment of alk. electrolyzed water
on cucumber disinfection.

135:170432

Water drop-type acidic electrolyzed water generators. Hoshino, Masaaki; Saruhashi, Makoto;
Sasaki, Masatomi (Terumo Corp., Japan). Jpn. Kokai Tokkyo Koho JP 2001225071 A2 21 Aug
2001, 8 pp. (Japanese). (Japan). CODEN: JKXXAF. CLASS. ICM: CO02F001-46.
APPLICATION: JP 2000-38935 17 Feb 2000. DOCUMENT TYPE: Patent CA Section: 61
(Water). The app. comprises a treating water storage tank, a membrane-free electrolysis tank,
nozzles for discharging acidic water, a power source, an elec. current controller, and an acidic
water container. In the app., electrolysis of the treating water is carried out in the electrolysis
tank by feeding of treating water by dropping from the storage tank. Acidic water suitable for use
in sterilization, disinfection, as astringent, etc. are manufd. with high reproducibility. The app. is
portable.

134:99883

Effect of acidic electrolyzed water on the microbial counts in shredded vegetables (Part I1).
Pretreatment effect of alkaline electrolyzed water. Koseki, Shigenobu; Itoh, Kazuhiko (Grad.
Sch. Agric. Sci., Hokkaido Univ. Kita-9 Nishi-9, Kita-Ku, Sapporo 060-8589, Japan). Nippon
Shokuhin Kagaku Kogaku Kaishi, 47(12), 907-913 (Japanese) 2000 Nippon Shokuhin Kagaku
Kogakkai. CODEN: NSKKEF. ISSN: 1341-027X. DOCUMENT TYPE: Journal CA Section:
17 (Food and Feed Chemistry). Electrolysis of dil. sodium chloride soln. produces alk.
Electrolyzed water (AIEW) in the cathode side, simultaneously produces acidic electrolyzed
water (ACEW) in the anode side. AIEW presents high pH (above 11) and extremely low ORP
(below -800 mV). There has been no study attempting to use AIEW for washing shredded
vegetables. Thus we examd. the availability of AIEW as wash water before disinfecting shredded
vegetables (cabbages, lettuces, and cucumbers) with ACEW. Washing shredded vegetables by
AIEW for one minute before disinfecting with ACEW was more effective than only disinfecting
with ACEW for five minutes. Equally good results were ascertained among three different
vegetables. Moreover, the activity of ACEW (high ORP and available chlorine concn.) was little
declined when prewashing with any solns. (AIEW, 17 mM NaOH, and tap water) was applied
before disinfecting. Although this effect was induced by not only AIEW hut also tap water and
17 mM NaOH, in view of the disinfectant effect, it is suggested that washing with AIEW before
disinfecting would he suitable for shredded vegetables as an effective utilization of AIEW.

135:231458

Manufacture of reducing electrolyzed water. Arai, Kazuyoshi (Miz Co., Ltd., Japan). PCT Int.
Appl. WO 2001066470 A1 13 Sep 2001, 15 pp. DESIGNATED STATES: W: AE, AL, AM,
AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BY, CA, CH, CN, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, EE, ES, FI, GB,
GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU,
LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, NO, NZ, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SG, SI, SK, SL,
TJ, TM, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VN, YU, ZA, ZW, AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ,
TM; RW: AT, BE, BF, BJ, CF, CG, CH, CI, CM, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GA, GB, GR, IE, IT,
LU, MC, ML, MR, NE, NL, PT, SE, SN, TD, TG. (Japanese). (World Intellectual Property
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Organization). CODEN: PIXXD2. CLASS: ICM: C02F001-461. APPLICATION: WO 2000-
JP1283 3 Mar 2000. DOCUMENT TYPE: Patent CA Section: 61 (Water). Reducing water
having pH £9.5 and redox potential £(-150)mV is prepd. by electrolyzing a raw water having pH
3-5.8. The raw water may contain an acid or CO2.

135:268711

Effects of electrolyzed neutral water on the bacteria populationsin aflower vase and in stems of
cut roses. Izumi, Hidemi (Sch. Biol.-Oriented Sci. Technol., Kinki Univ., Wakayama 649-6493,
Japan). J. Jpn. Soc. Hortic. Sci., 70(5), 599-601 (English) 2001 Engei Gakkai. CODEN:
EGKZA9. ISSN: 0013-7626. DOCUMENT TYPE: Journal CA Section: 5 (Agrochemical
Bioregulators)

Stems of the flowering rose, 'Asami Red' were placed in 20° tap water (control) or electrolyzed
neutral water (ENW; pH 6.8, 20 ppm available chlorine) for 7 days to evaluate their flower
quality and shelf life. ENW reduced the occurrence and development of bent-neck, fresh wt.
Loss, and the percentage of wilted leaves after day 3. The nos. of bacteriain the water and in the
basal 3 cm segments of stems were 106 CFUxmL-1 and 107 CFUxgFW-1 on day 5, resp.,
whereas no bacteria was detected in the ENW. The bacterial population in the basal 3 cm of the
control stems was 10 to 100 times higher than those in ENW throughout the holding period.
Hydraulic conductance in the basal 3 cm of stems decreased dramatically by day 3, the decrease
being greater in the stemsin tap water than those in ENW.

135:262201

The use of electrolyzed solutions for the cleaning and disinfecting of dialyzers. Tanaka, Noriaki;
Tanaka, Noriko; Fujisawa, Tatsuya; Daimon, Toshiya; Fujiwara, Kouichi; Y amamoto, Masanori;
Abe, Tomiya (Kiyoka Tanaka-Kitanoda Hospital, Japan). Artif. Organs, 24(12), 921-928
(English) 2000 Blackwell Science, Inc. CODEN: ARORD?7. ISSN: 0160-564X. DOCUMENT
TYPE: Journal CA Section: 63. (Pharmaceuticals). Recently, the use of electrolyzed solns. has
attracted considerable interest in Japan. This study investigates the efficiency of electrolyzed
solns. as disinfecting agents (DA) in the reuse of dialyzers and compares their efficiency to that
of other disinfectants currently in use. The following 3 methods were employed. First, the rinsing
time and rebound release of reused dialyzers were measured and compared after electrolyzed
solns., electrolyzed strong acid ag. soln. (ESAAS) and electrolyzed strong basic ag. soln.
(ESBAS), made from reverse osmosis (RO) water (ESAAS, ESBAS, Generating apparatuses:
Super Oxseed a 1000, Amano Corporation, Yokohama, Japan), 2% Dialox-cj (Teijin Gambro
Medical, Tokyo, Japan), and 3.8% formalin were used as DAs. Thisinvolved performing dialysis
with 2 types of diayzers. a cellulose acetate membrane (CAM) dialyzer and a polysulfone
membrane (PSM) dialyzer. The dialyzers were cleaned and disinfected using the different DA
and left for 48 h. Next, after performing dialysis the dialyzer membranes were cleaned with a
saline soln. (0.9% NaCl) and RO water and then cleaned with the various DA. These membranes
were obsd. using a scanning electron microscope (SEM) to check for the presence of phys. and
biol. contaminants. Finally, in vitro tests were performed to det. the level of dialyzer clearance
when PSM dialyzers were reused after having been cleaned and disinfected with the electrolyzed
solns. The rinsing time results for both the CAM and PSM dialyzers showed the electrolyzed
solns. (ESBAS and ESAAS) as being undetectable within 10 min. With regard to the rebound
release, for both the CAM and PSM dialyzers, the electrolyzed solns. were undetectable at all
checking times between 30 and 240 min. Observation by SEM showed that cleaning with both
ESAAS and ESBAS left the fewest contaminants, and cleaning with 2% Dialox-cj left the
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highest level of contaminants in the CAM dialyzers. With regard to expts. concerning use in
vitro, no major changes in the dialyzer clearance were noticed after 6 uses. In every expt., the
previous investigations showed the electrolyzed solns. to be superior to 3.8% formalin and 2%
Diaox-cj DA for the reuse of dialyzers.

135:246610

Air purification apparatus using electrolyzed water. Shono, Nobuhiro; Kobayashi, Kazuhiro;
Tanaka, Hiroki; Yamaguchi, Kaori (Toto Ltd., Japan). Jon. Kokai Tokkyo Koho JP 2001252521
A2 18 Sep 2001, 4 pp. (Japanese). (Japan). CODEN: JKXXAF. CLASS: ICM: B01D053-14.
ICS: A61L009-01; A61L009-015; BO1D047-06; F24F007-00. APPLICATION: JP 2000-70342
14 Mar 2000. DOCUMENT TYPE: Patent CA Section: 59 (Air Pollution and Industrial
Hygiene) Section cross-reference(s): 61, 72. The air purifn. app comprises a suction port, a
discharge port, and a gas-lig. contact part for bringing air into contact with an ag. soln. produced
by water electrolysis in an electrolytic bath having no diaphragm. The app. is capable of
removing malodorous substances, airborne dust, and volatile org. compds. The ag. soln. may be
acidic or alk. water.

135:111259

Comparison between two methods for measuring germicidal efficacy of electrolyzed oxidizing
water with high redox potential. Chen, Guigqiu; Li, Aibin; Zhu, Yingkai; Huang, Wei; Zhou,
Songhang ( Huang Provincia Sanitary and Anti-epidemic Station, Changsha 410005, Peop. Rep.
China). Zhongguo Xiaoduxue Zazhi, 18(1), 1-5 (Chinese) 2001 Zhongguo Xiaoduxue Zazhi
Bianjibu. CODEN: ZXZAFO. ISSN: 1001-7658. DOCUMENT TY PE: Journal CA Section:

59 (Air Pollution and Industrial Hygiene) Section cross-reference(s): 9, 10, 63 The electrolyzed
oxidizing water (EOW) had redox potential of 1148-1165 mV, pH of 2.08-2.40, and available
chlorine content of 23.37-54.28 mg/L. Its germicidal efficacy was measured by the suspension
test and the on-carrier-surface test,. The killing rate of Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
and spores of Bacillus subtilis var. niger in suspension exposed to EOW stock soln. for 1, 3, and
60 min was up to 100%, resp.; but 10, 10, and 240 min were required for killing 100% of the 3
kinds of bacteria on cloth strips, resp. The EOW stock soln. could destroy the antigenicity of
HBSA(g in suspension contg. 5% calf serum after contact for 0.5 min, while the antigenicity of
Hbsag on stainless steel surface could not be destroyed after exposure for 90 min. The results
showed that the contact time of EOW for killing the microorganisms in suspensions was shorter
than that on carrier surface.

134:121005

Electrolyzed water for cleaning of ungulates, and method of cleaning them using the water.
Achinami, Nobuo; Miygji, Masato (Hoshizaki Electric Co., Ltd., Japan). Jpon. Kokai Tokkyo
Koho JP 2001017016 A2 23 Jan 2001, 4 pp. (Japanese). (Japan). CODEN: JKXXAF. CLASS:
ICM: A01K013-00. ICS: A61K033-20; A61P017-00; A61P031-04; B08BO003-08.
APPLICATION: JP 1999-193928 8 Jul 1999. DOCUMENT TYPE: Patent CA Section: 63
(Pharmaceuticals) Electrolyzed water manufd. from dild. ag. chloride soln. (e.g. ag. NaCl) is
useful for cleaning and sterilization of ungulates for prevention of diseases. Also claimed is two-
step cleansing using firstly alk. Water and secondly acidic water.

59



134:357445

Bactericidal action of strongly acidic electrolytic water. Hypochlorous acid produced by
solubilization of generated chlorine is the main body of the effect. Iwasawa, Atsuo; Nakamura,
Y oshiko (Fujigaoka Hosp., Showa Univ., Japan). Kagaku to Seibutsu, 39(4), 218-220 (Japanese)
2001 Gakkai Shuppan Senta. CODEN: KASEAA. ISSN: 0453-073X. DOCUMENT TYPE:
Journal; General Review CA Section: 63 (Pharmaceuticals). A review with 3 refs, on
characterization and bactericidal activities of strongly acidic electrolyzed water used for
disinfection. Role of hypochlorous acid, produced by solubilization of generated chlorine, as a
major bactericidal factor in strongly acidic electrolyzed water is also discussed.

135:355171

Efficacy of electrolyzed oxidizing water with high redox potential in killing microorganism and
disinfecting gastroscope.He, Liping; Guo, Yanyi; Lin, Liwang (Fujian Provincial Hospital,
Fujian

350001, Peop. Rep. China). Zhongguo Xiaoduxue Zazhi, 18(2), 115-117 (Chinese) 2001
Zhongguo Xiaoduxue Zazhi Bianjibu. CODEN: ZXZAFO. ISSN: 1001-7658. DOCUMENT
TYPE: Journal CA Section: 10 (Microbia, Algal, and Fungal Biochemistry) Section cross-
reference(s): 61. The efficacy of electrolyzed oxidizing water (EOW) with high redox potential
(1185-1189 mV, pH 2.31-2.39, available Cl 53-60 mg/L) in disinfecting gastroscope was studied
by suspension quant. bactericidal test and gastroscope immersion disinfection test. The killing
rate of spores of Bacillus subtilis var. niger in suspension exposed to EOW stock soln. for 10 min
was 100%. HBsAg antigenicity was completely destroyed by EOW stock soln. in 2 min. The
bacteria on surface of gastroscope were completely killed by continuous immersion of 8
gastroscope in EOW stock for 1 min, but not by subsequent immersion. The results showed that
one barrel of EOW stock soln. may be suitable for disinfection of 4-5 gastroscopes.

135:65503

Method for deodorizing and cleaning waste gas or smoke using electrolyzed water. Nakamura,
Shinichi; Fukuzuka, Kunihiko (Omega Co., Ltd., Japan). Jpn. Kokai Tokkyo Koho JP
2001179046 A2 3 Jul 2001, 13 pp. (Japanese). (Japan). CODEN: JKXXAF. CLASS: ICM:
BO1D053-38. ICS: B01D053-77; A61L009-01; B01D053-14; BO01D053-34; CO02F001-46.
APPLICATION: JP 1999-371314 27 Dec 1999. DOCUMENT TYPE: Patent CA Section: 59
(Air Pollution and Industrial Hygiene) Section cross-reference(s): 61, 72 . The malodorous and
harmful substances are removed from a waste gas or smoke by bringing the waste gas or smoke
into contact with an absorption tower contg. electrolyzed water produced by electrolyzing water
contg. a chloride or a bromide by an electrolysis app. The method is for oxidizing and decompg.
malodorous and harmful substances in waste gas or smoke from a chem. app., wastewater
treatment facilities, waste treatment processes, etc., with hypobromous acid and hypochlorous
acid with high oxidn. activity in the electrolyzed water.

134:202583

Electrolyzed and natural reduced water exhibit insulin-like activity on glucose uptake into
muscle cells and adipocytes. Oda, M.; Kusumoto, K.; Teruya, K.; Hara, T.; Maki, T.; Kabayama,
S.; Katakura, Y.; Otsubo, K.; Morisawa, S.; Hayashi, H.; Ishii, Y.; Shirahata, S. (Graduate
School of Genetic Resources Technology, Kyushu University, Fukuoka, Japan). Anim. Cell
Technol.: Prod. Cells, Cells Prod., Proc. ESACT Meet., 16th, 425-427. Edited by: Bernard,
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Alain. Kluwer Academic Publishers: Dordrecht, Neth. (English) 1999. CODEN: 69ANWU.
DOCUMENT TYPE: Conference CA Section: 1(Pharmacology). In the type 2 diabetes, it has
become clear that reactive O species (ROS) cause redn. of glucose uptake by inhibiting the
insulin-signaling pathway in muscle cells and adipocytes. The authors demonstrated that
electrolyzed-reduced water (ERW) scavenges ROS and protects DNA from oxidative damage.
Here the authors found that ERW scavenges ROS in insulin-responsive L6 myotubes and mouse
3T3/L1 adipocytes. Uptake of 1-deoxy-D-glucose (2-DOG) into both L6 cells and 3T3/L1 cells
was stimulated by ERW in the presence or absence of insulin. This insulin-like activity of ERW
was mediated by the activation of PI-3 kinase, resulting in stimulation of translocation of glucose
transporter GLUT4 from microsome to plasma membrane. These results suggest that ERW may
be useful to improve insulin-independent type 2 diabetes.

135:355166

Experimental observation on some properties of electrolyzed oxidizing water with high redox
potential. Li, Aibin; Chen, Guigiu; Zhu, Yingkai; Huang, Wei; Zhou, Songhang ( Hunan
Provincial Sanitary and Anti- epidemic Station, Changsha 410005, Peop. Rep. China). Zhongguo
Xiaoduxue Zazhi, 18(2), 75-78 (Chinese) 2001 Zhongguo Xiaoduxue Zazhi Bianjibu. CODEN:
ZXZAFO. ISSN: 1001-7658. DOCUMENT TYPE: Journal CA Section: 10 (Microbial, Algal,
and Fungal Biochemistry) Section cross-reference(s): 59. The germicidal efficacy, stability, and
corrosiveness of electrolyzed oxidizing water (EOW for short) with redox potential of 1153-1165
mV, pH 2.21-2.27, and available chlorine content of 50.29-58.24 mg L-1 were studied by carrier
immersion quant. germicidal test. The killing rate of Candida albicans on cloth strip exposed to
EOW stock soln. for 3 min and 20 min was 99.91% and 100%, resp. The germicidal efficacy of
EOW was affected by addn. of calf serum. After storing in an opaque plastic bottle in aincubator
at 54° for 14 d, its ORP value was decreased to 1147-1150 mV, and its pH value was increased
to 2.35-2.42. The EOW had no corrosive effect on stainless steel, slightly corrosive effect on
copper, and moderately corrosive effect on carbon steel and aluminum.

135:206903

Control of plant diseases using acidic electrolyzed waters with different pH. Omori, Toshihiro;
Oka, Takumi; Kuda, Toru; Ishigooka, Hiroshi; Arata, Yoji (Kinosui Kenkyusho K. K., Japan).
Jon. Kokai Tokkyo Koho JP 2001247420 A2 11 Sep 2001, 5 pp. (Japanese). (Japan).