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DESCRIPCION

Agua ionizada y método para producirla.
Antecedentes de la invencion
Sector técnico

De modo general, la presente invencion se refiere al sector del agua ionizada. Mds especificamente, la presente
invencidn se refiere a un método de produccion de agua que tiene beneficios que fomentan la salud.

Técnica antecedente

De modo general, existen dos tipos de aguas ionizadas disponibles en el mercado: agua ionizada alcalina y agua
ionizada 4cida. Estas aguas poseen varios beneficios para el fomento de la salud. Se ha sugerido que el agua ionizada
alcalina previene o revierte resfriados comunes, diabetes, osteoporosis y obesidad. El agua ionizada dcida proporciona
beneficios tales como la mejora de la cicatrizacion de heridas, reduccion del acné, alivio de las dlceras de garganta y
de boca, y funciones desinfectantes.

Existe un tercer tipo de agua ionizada. Es el agua ionizada neutra (AIN) y presenta un interés atractivo como agente
desinfectante seguro. En base al hecho de que tiene propiedades anti-bacterianas sin contener ninglin compuesto
quimico, tales como esteroides o antibidticos, el AIN se utiliza como spray para la cicatrizacién de heridas para
animales, y ha demostrado ser segura incluso si es ingerida o lamida por animales. El AIN tiene pH neutro y no causa
irritacién de la piel o los ojos. Sin embargo, se sabe poco sobre los beneficios del AIN en el fomento de la salud.

Para producir AIN, habitualmente se ha realizado electrolisis en presencia de NaCl. Se ha demostrado que un
derivado de esta electrolisis, el dcido hipocloroso, es el componente anti-bacteriano (Rutala, W. A., y otros.). Sin
embargo, el 4cido hipocloroso causa estrés inflamatorio en células de mamifero debido a su fuerte propiedad oxidante
(Winterbourn, C.C.).

Se ha documentado que las especies reactivas de oxigeno (ERO) pueden provocar muchos tipos de dafios a bio-
moléculas y eventos celulares, dando como resultado, por consiguiente, el desarrollo de diversos estados patoldgicos
tales como inflamacién, cdncer y envejecimiento (Grisham, M. B., y otros. y Lavrovsky, Y., y otros.). Las formas de
vida mds antiguas, tales como las bacterias, han desarrollado hidrogenasas, que son enzimas que catalizan especies
reactivas de oxigeno dando como resultado la produccién de hidrégeno activo y neutralizando de este modo los efectos
dafiinos del oxigeno reactivo (Ghirardi, M. L., y otros.). Sin embargo, el ser humano y otros animales evolucionados
no poseen hidrogenasa. Para desactivar el oxigeno reactivo, puede suministrarse un antioxidante a partir de fuentes
exdgenas, tales como comida y agua.

En un esfuerzo por eliminar la presencia de sustancias daiiinas en el agua ionizada, se han desarrollado diversos
métodos de formacion de agua ionizada. Uno de dichos métodos, dado a conocer en la Publicacién Japonesa 7-303885,
es la utilizacién de electrolisis de diafragma o sin diafragma para formar agua acida en el lado de un dnodo y agua
alcalina en el lado de un cétodo y la inclusién de una sal de calcio y un agente reductor soluble en agua entre las dos
formas de agua para realizar la electrolisis. El método pretende crear agua que contiene iones alcalinos sin formar
sustancias dafiinas. El proceso es engorroso y el agua resultante puede seguir incluyendo cloro o hipoclorito.

Por consiguiente, existe una necesidad de un método de produccién de agua ionizada libre de hipoclorito. Tam-
bién seria beneficioso crear un método de produccién de agua ionizada libre de hipoclorito que posea las mismas
propiedades que el agua ionizada neutra.

Adicionalmente, el mercado del bienestar fisico actualmente proporciona muchas bebidas disefiadas para fomentar
beneficios para la salud. Dichas bebidas incluyen muchas vitaminas disefiadas para proporcionar al consumidor un
beneficio predeterminado. Los ejemplos de dichos beneficios incluyen, aunque no constituyen limitacién, relajacion,
mads energia, y la capacidad de concentrarse mejor. Aunque dichos beneficios son ttiles, no existen pruebas de que las
bebidas proporcionen beneficio alguno al bienestar general del individuo. Por lo tanto, seria beneficioso desarrollar
un agua ionizada que no solamente pueda utilizarse como se ha dado a conocer, sino también como una bebida para
fomentar la salud general para los individuos.

Caracteristicas de la invencion

Segtn la presente invencion, se da a conocer un método de formacion de agua ionizada neutra libre de hipoclorito
enriquecida en hidrégeno, como se define en las reivindicaciones adjuntas.

Breve descripcion de los dibujos

Otras ventajas de la presente invencion se apreciardn facilmente, ya que la misma se entiende mejor en referencia
a la siguiente descripcion detallada cuando se considera junto con los dibujos adjuntos, en los que:



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2339172 T3

La figura 1 es un diagrama de barras que demuestra la elevada concentracién de hidrégeno disuelto en el AIN de
la presente invencién en comparacién con aguas no procesadas desionizadas de control (ADI y el 0,12% de NaCl);

La figura 2 demuestra la actividad antioxidante del AIN de la presente invencion;

La figura 3A es una demostracion por microscopia fluorescente de la actividad antioxidante del AIN sobre las
especies reactivas de oxigeno intracelulares (ERO) inducidas por estimulacién inflamatoria con mitégeno, LPS, en
células precursoras de osteoclastos de raton RAW?264.7. La figura 3B representa células de control no tratadas, en las
que no se indujeron ERO en las células RAW264.7;

La figura 4 contiene diagramas de barras que ilustran el efecto antiinflamatorio del AIN que contiene hipoclorito
sobre la produccién de citoquinas proinflamatorias por células mononucleares de la sangre periférica humanas esti-
muladas con mitégeno, peptidoglicano, in vitro, en los que “*” significa significativamente mds bajo que el medio de
control estimulado con peptidoglicano mediante test t de Student (P < 0,05);

La figura 5 es un grafico que demuestra la falta de correlacién entre la concentracién de acido hipocloroso en el
AIN que contiene hipoclorito y el efecto inhibidor del AIN sobre la produccién de citoquina proinflamatoria, TNF-a;

La figura 6 es un gréfico que ilustra el efecto del AIN que contiene hipoclorito, agua desionizada no electrolizada
regular que contiene hidrégeno disuelto (ADI con HD) o agua con hipoclorito sédico (NaClO) sobre la produccién de
IL-18 por células mononucleares de la sangre periférica humanas estimuladas con peptidoglicano in vitro, en el que
“* significa significativamente mas bajo que el medio de control estimulado con peptidoglicano mediante test t de
Student (P < 0,05) y “**” significa significativamente mas alto que el medio de control estimulado con peptidoglicano
mediante test t de Student (P < 0,05);

La figura 7 incluye graficos que ilustran la estabilidad de la actividad antiinflamatoria del AIN que contiene hipo-
clorito sobre la produccién de citoquinas proinflamatorias por células mononucleares de la sangre periférica humanas
a lo largo del tiempo (a 1,5 meses 6 3 meses) y con AIN generada utilizando diferentes concentraciones de NaCl;

La figura 8 ilustra el efecto inhibidor del AIN que contiene hipoclorito sobre la diferenciacién de osteoclastos in
vitro en presencia o ausencia de RANKL (ligando del receptor activador de NF-Kappa B) utilizando la linea celular
precursora de osteoclastos de raton RAW264.7;

La figura 9 muestra el efecto inhibidor del AIN que contiene hipoclorito sobre la diferenciacién de osteoclastos in
vitro utilizando células RAW?264.7 a diferentes concentraciones de RANKL, en la que “*” significa significativamente
mas bajo que el medio de ADI de control que contiene una cantidad correspondiente de RANKL, mediante test t de
Student (P < 0,01);

La figura 10 demuestra el efecto inhibidor del AIN que contiene hipoclorito sobre la induccién de osteoclastos
in vivo mediada por RANKL/LPS en tejido de la béveda craneal de ratén, en la que “*” significa significativamente
elevado en comparacion con el grupo A de control negativo mediante test t de Student (P < 0,05) y “**” significa
significativamente mds bajo que el grupo B mediante test t de Student (P < 0,05);

La figura 11 incluye demostraciones histoldgicas de osteoclastos positivos para fosfatasa dcida resistente a tartrato
(TRAP) inducidos en tejido de la béveda craneal de ratén, en la que la figura 11A es el tejido de la béveda craneal de
un ratén al que se la ha inyectado RANKL/LPS y mantenido con ADI como agua para beber Ad libitum y la figura 11B
es tejido de la béveda craneal de un ratén al que se le ha inyectado RANKL/LPS y mantenido con AIN que contiene
hipoclorito como agua para beber Ad libitum [x 200];

La figura 12 es un diagrama de barras que muestra el efecto inhibidor del AIN que contiene hipoclorito sobre la
IL-18 producida en el suero de ratones inyectados con RANKL/LPS;

La figura 13 demuestra el efecto inhibidor del AIN que contiene hipoclorito sobre la pérdida de hueso periodontal
dependiente de RANKL/LPS in vivo utilizando un modelo de rata;

La figura 14 demuestra la inhibicién del crecimiento de células cancerosas in vitro por AIN que contiene hipoclorito
utilizando dos tipos de lineas celulares cancerosas, MDA-MB-435S (carcinoma ductal de mama humano) y Jurkat E6-
1 (leucemia de células T aguda humana), en la que “*” significa significativamente mds bajo que el medio de control
a la proporcién de dilucién correspondiente, mediante test t de Student (P < 0,05);

La figura 15 es un gréafico que muestra la concentracién de hipoclorito producida en una solucién de NaCl después
de diferentes periodos de tiempo de electrolisis utilizando la maquina de la presente invencion;

La figura 16 es un grafico que muestra la produccién de TNF-« por células RAW264.7 en agua ionizada (Al)
electrolizada en presencia de NaCl en diferentes periodos de tiempo utilizando la maquina de la presente invencién
(figuras 18-22);
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La figura 17 es un grafico que muestra el Al electrolizada en presencia de CaCl,, utilizando la maquina de la pre-
sente invencién, que posee hipoclorito, en la que la solucién de lactato de Ca en Al, que también se gener6 utilizando
la maquina de la presente invencidn, no produce hipoclorito;

La figura 18 es un grafico que muestra los efectos antiinflamatorios de la solucién de lactato de Ca electrolizada
sobre la produccién de TNF-a por células RAW264.7 estimuladas con LPS; y

La figura 19 es una fotografia de un agitador magnético remoto para su utilizacioén en la maquina de la presente
invencion;

La figura 20 es una fotografia de un agitador magnético remoto para su utilizacién en la maquina de la presente
invencion;

La figura 21 es una fotografia de un agitador magnético remoto para su utilizacién en la maquina de la presente
invencion;

La figura 22 es una fotografia de un agitador magnético remoto para su utilizacién en la mdquina de la presente
invencion;

La figura 23 es un grafico que muestra los efectos del AIN que contiene hipoclorito sobre la pérdida de peso
corporal en ratones con colitis inducida por DDS;

Las figuras 24A y 24B son graficos que muestran los efectos antiinflamatorios de una solucién de lactato de Ca
electrolizada utilizando la mdquina de la presente invencién sobre la produccién de TNF-a por células estimuladas
con LPS a concentraciones variables de lactato de Ca, la figura 24 A muestra el 0,05% de lactato de Ca y la figura 24B
muestra el 1% de lactato de Ca;

Las figuras 25A y 25B son graficos que muestran los efectos del AIN generada utilizando la maquina de la pre-
sente invencién en presencia de NaCl o NaHCO;, respectivamente, sobre la hepatitis aguda de ratén inducida por
Concanavalina-A;

La figura 26 es un gréifico que muestra los efectos del AIN electrolizada que contiene hipoclorito sobre la produc-
cién de 6xido nitrico por células RAW264.7 estimuladas con LPS;

La figura 27 es un gréafico que muestra los efectos del AIN electrolizada que contiene hipoclorito sobre la diferen-
ciacién de osteoclastos por células RAW?264.7 estimuladas con RANKL;

La figura 28 es un grafico que muestra la produccién de hidrégeno en agua durante el proceso de electrolisis
utilizando la maquina de la presente invencion, en el que se disuelve NaCl o NaHCO; en agua desionizada;

La figura 29 es un grifico que muestra los efectos antiinflamatorios del agua ionizada que se generé mediante
electrolisis del agua en presencia del 0,05% de NaHCO; que no contiene hipoclorito;

La figura 30 es un grafico que muestra el AIN libre de hipoclorito a partir de solucién de NaHCO; utilizando la
madquina de la presente invencion;

La figura 31 es un gréifico que muestra el pH neutro estable en el agua electrolizada utilizando la miquina de la
presente invencion;

La figura 32 es un grafico que muestra los efectos de la temperatura durante el proceso de electrolisis para generar
AIN a partir de una solucién de NaCl utilizando la maquina de la presente invencion; y

La figura 33 es un grafico que muestra los efectos de la temperatura durante el proceso de electrolisis para generar
AIN a partir de una solucién de NaHCO; utilizando la maquina de la presente invencion.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a un método de formacién de agua ionizada neutra libre de hipoclorito enriquecida
en hidrégeno, como se define en las reivindicaciones adjuntas. El agua ionizada tiene numerosos beneficios que fo-
mentan la salud y, por lo tanto, puede utilizarse para fomentar, de modo general, la salud del usuario o el agua ionizada
puede utilizarse para la prevencion y el tratamiento de enfermedades y afecciones tales como las que se mencionan en
el presente documento.

La expresion “agua ionizada”, tal como se utiliza en el presente documento, pretende incluir agua ionizada que
incluye lactato calcico, bicarbonato sédico, u otros compuestos que no generan hipoclorito. El agua ionizada se pro-
duce utilizando la metodologia que se da a conocer en el presente documento y puede utilizarse en el tratamiento de
enfermedades y afecciones. Por ejemplo, el agua se procesa como se describe en el presente documento, de modo que
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muestra uno o mas de los siguientes efectos biolégicos: la inhibicién de la produccién de citoquina proinflamatoria, la
inhibicion de la resorcion 6sea, y la inhibicidn del crecimiento de células cancerosas.

La expresion “pH neutro”, tal como se utiliza en el presente documento, pretende incluir un pH en un intervalo de
5-9, como es conocido por los expertos en la materia.

La expresion “lactato célcico”, tal como se utiliza en el presente documento, pretende incluir, aunque no constituye
limitacidn, una sal cristalina blanca preparada mediante la accién de 4cido lactico sobre calcio, que tiene la férmula
molecular (CH;CHOHCOO),Ca-5H,0.

La expresion “bicarbonato sédico” (es decir, bicarbonato de sosa), tal como se utiliza en el presente documento,
pretende incluir, aunque no constituye limitacion, una sal cristalina blanca preparada mediante la accién de carbonato
sobre sodio, que tiene la férmula molecular NaHCO;.

La expresion “mdquina de electrolisis”, tal como se utiliza en el presente documento, pretende incluir, aunque no
constituye limitacién, una maquina estandar capaz de realizar la electrolisis que se da a conocer en el presente docu-
mento. Preferentemente, la mdquina es una mdquina de electroforesis en gel tales como Buffer Puffer™ Horizontal
System (figura 21, méquina de la parte superior en la foto, Buffer Puffer™ B3, tamafio de 1 litro; médquina de la parte
inferior en la foto, Buffer Puffer™ A5, tamafio de 2,5 litros), que es producida por Owl Separation Systems (figura
19). Como se muestra en la figura 20, el bafio de electroforesis auto-recirculante Buffer Puffer™ de Owl Separation
Systems es una manera de recircular el agua de electrolisis en un aparato para prevenir la formacion de gradientes de
pH o i6nicos. El agua de un extremo del bafio de electrolisis viaja a través de un tubo de conexidn hasta el otro extremo,
permitiendo que el agua de electrolisis recircule sin necesidad de bombas, tuberias, u otros accesorios engorrosos. Se
utilizan burbujas, en las cuales el elemento principal es hidrégeno, para porporcionar en el extremo cercano al electro-
do positivo la fuerza para empujar al agua de vuelta al otro extremo del bafio de electrolisis. El proceso de disolucién
de hidrégeno en el agua se promueve durante el desplazamiento de burbujas que contienen hidrégeno a través del tubo
de conexién. Las instrucciones que se proporcionan con el sistema pueden utilizarse junto con la metodologia que se
describe posteriormente.

El AI de la presente invencién puede prepararse mediante electrolisis en una celda electrolitica de diafragma o
sin diafragma que estd equipada con multiples electrodos, puede utilizarse un agitador oscilante, un tubo de conexién
auto-recirculante o un agitador remoto. El agitador remoto equipado en el bafio de electroforesis auto-recirculante
Buffer Puffer™ ofrece la generacién de la recirculacion de agua suficientemente eficaz durante el proceso de elec-
trolisis para prevenir la formacién de gradientes de pH o i6nicos (figura 20). La relevancia de la agitacién en la
generacion de agua ionizada neutra se muestra en la figura 20. Utilizando el sistema Buffer Puffer AS, la electrolisis
de una solucién del 0,01% de NaCl (corriente constante de 30 mA, temperatura ambiente) durante mas de dos horas,
da como resultado el incremento de pH de 6,94 a 11,16. Sin embargo, dado que el agua era agitada por un agitador
magnético durante la electrolisis de la solucién del 0,1% de NaCl (corriente constante de 30 mA, temperatura am-
biente), el pH del agua permanecia estable (hora 0, pH 6,94; hora 8, pH 7,01). Preferentemente, el agitador es un
agitador magnético. El agitador magnético remoto puede ser cualquier dispositivo de agitacién magnético conocido
por los expertos en la materia. El agitador puede no colocarse dentro de la maquina, sino por debajo de ésta. El be-
neficio de dicho emplazamiento es que el agitador sigue siendo capaz de agitar el agua sin contaminar el agua. Por
ejemplo, una barra de agitacién recubierta de Teflon® blanco, un homopolimero de tetrafluoroetileno comercializado
por DuPont, como se muestra en las figuras 22-A, 22-B y 22-C, se coloca en una posicién por debajo de la maqui-
na. Esta configuracion elimina la posible contaminacién del agua. El agua ionizada neutra se produce disolviendo
una pequefla cantidad de, como minimo, un tipo de sal, por ejemplo, CaCl,, NaCl, lactato de Ca, o NaHCO; a una
concentracién que varfa entre el 0,05-0,2%, en agua corriente, agua destilada, agua blanda, agua desionizada y agua
de OI (membrana de 6smosis inversa). Especialmente, la sal que no contiene Cl (Cloro), tal como lactato de Ca o
NaHCO;, puede generar agua ionizada neutra sin hipoclorito derivado toxico. La electrolisis se realiza por medio de
una corriente continua o corriente pulsada, mientras se mantiene el voltaje en un intervalo de 1 a 30 V, y mantenien-
do la densidad de corriente en un intervalo de 5 a 300 A/dm’. El agua se somete a electrolisis a bajas temperaturas
del agua, en un intervalo entre 4-9°C. También puede inyectarse hidrégeno en el agua para prolongar la vida util
del agua.

El agua ionizada que se da a conocer en el presente documento puede utilizarse para prevenir y tratar enfermedades
y afecciones, como se da a conocer en el presente documento. Ademds, el agua ionizada puede tener efectos antiin-
flamatorios, antibacterianos, y otros efectos terapéuticos después de la administracién a un paciente. Por ejemplo, el
agua ionizada puede inhibir a la 6xido nitrico sintasa inducible y las fosfatasas dcidas resistentes a tartrato que estin
implicadas en la inflamacién y en la resorcion ésea.

En la presente invencidn se muestran las propiedades quimicas y bioldgicas de dos tipos diferentes de AIN; 1)
AIN que contiene hipoclorito que se genera a partir de una solucién que contiene NaCl (figuras 1-16, 23, 25B, 26,
27 y 30) y 2) AIN sin hipoclorito que se genera a partir de lactato célcico o bicarbonato sédico (figuras, 17, 18, 24,
25A, 29). Las propiedades bioldgicas del AIN de la presente invencién se atribuyen al hidrégeno acumulado en el
AIN durante el proceso de electrolisis (figura 1: AIN que contiene hipoclorito y figura 28: AIN sin hipoclorito). Por
lo tanto, ya contenga o no hipoclorito, el resultado es el mismo: ambas AIN provocan actividades antiinflamatorias en
base al elemento comtin presente en el agua, es decir hidrégeno, uno de los antioxidantes mds potentes.
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Como se muestra en la figura 1, el AIN contiene mds de tres veces de hidrégeno disuelto en comparacién con
agua desionizada de control (ADI). Mas especificamente, el agua desionizada regular contenia 0,5 ppm o menos
de hidrégeno disuelto, mientras que el AIN contenia 1,5 ppm. Ademads, esta elevada concentraciéon de hidrégeno
disuelto se conserva en el AIN, como minimo, dos meses después de que se genera el AIN utilizando una méaquina de
electrolisis desarrollada por Tokyo Techno (Tokio, Jap6n).

Ademds, el AIN posee actividad antioxidante, como se demuestra en las figuras 2 y 3. Mds especificamente, el AIN
generada a partir de una solucién de NaCl mostraba actividad antioxidante comparable a un antioxidante de control,
2-ME, en comparacién con aguas desionizadas no procesadas de control. Este efecto se observé ademas en el andlisis
de microscopia fluorescente de células RAW264.7 (precursoras de osteoclastos de ratén), en las que el AIN anulaba
la induccion de ERO dependiente de LPS (véase el ejemplo 2 mds adelante).

El AIN tiene muchas realizaciones. Segin una realizacion, el tratamiento y/o la prevencion de la inflamacién. Mds
especificamente, la utilizacién de AIN inhibi6 la produccién de citoquinas proinflamatorias incluyendo IL-183, TNF-
a e IL-12 (p40) por células mononucleares de la sangre periférica humanas in vitro en respuesta a la estimulacién
mitogénica con peptidoglicano (figuras 4 y 6). Ademas, el AIN mostré actividad antiinflamatoria in vivo (figura 12).
También se demostraron resultados similares cuando se utiliz6 LPS como mitégeno.

El AIN de la presente invencién inhibe la diferenciacién de osteoclastos mediada por RANKL/LPS in vitro e in
vivo (figuras 8-11). Mds especificamente, el AIN generado a partir de una solucién de NaCl regulaba negativamente
de forma significativa la resorcién ésea inducida por la inyeccion de RANKL/LPS en los tejidos de la béveda craneal
de rat6n (figura 13).

El AIN generada a partir de una solucién de NaCl suprime el crecimiento de dos tipos de lineas celulares cancerosas
humanas: MDA-MB-435S (carcinoma ductal de mama humano) y Jurkat E6-1 (leucemia de células T aguda humana)
(figura 14).

Por lo tanto, el AIN es titil en el tratamiento de diversas enfermedades y trastornos, incluyendo cancer, osteoporosis,
artritis reumatoide y enfermedad periodontal. Ademads, el AIN tiene diversas aplicaciones cosméticas y nutracéuticas,
por ejemplo, en el tratamiento de psoriasis, acné y ulceras bucales (dlceras aftosas secundarias recurrentes).

En la utilizacién, el agua ionizada se administra y se dosifica segtin las buenas précticas médicas, teniendo en cuenta
el estado clinico del paciente individual, el punto y el método de administracidn, el calendario de administracion, la
edad, el sexo el peso corporal del paciente y otros factores conocidos por los facultativos médicos. La “cantidad
farmacéuticamente eficaz” para los fines del presente documento se determina, por lo tanto, mediante consideraciones
tales como se conocen en la técnica. La cantidad debe ser eficaz para conseguir una mejora incluyendo, sin constituir
limitacion, la tasa de supervivencia mejorada o recuperaciéon mds rapida, o mejorfa o eliminacién de los sintomas y
otros indicadores que son seleccionados como mediciones apropiadas por los expertos en la materia.

El agua ionizada de la presente invencién puede administrarse de diversas maneras. Debe observarse que puede
administrarse como agua sola o como un ingrediente activo en combinacién con portadores, diluyentes, adyuvantes y
vehiculos farmacéuticamente aceptables. El Al se administra preferentemente por via oral, pero también puede admi-
nistrarse de otras maneras aceptables tales como por via subcutdnea o por via parenteral incluyendo administracién
intravenosa, intraarterial, intramuscular, por via intraperitoneal, e intranasal asi como intratecal y técnicas de infusion.
También son ttiles los implantes de los compuestos. El paciente que estd siendo tratado es un animal de sangre caliente
y, en particular, mamiferos incluyendo el ser humano. Los portadores, diluyentes, adyuvantes y vehiculos farmacéu-
ticamente aceptables asi como portadores de implante se refieren de modo general a cargas, diluyentes o material
encapsulante inerte, sélido o liquido no tdéxico, que no reaccionan con los ingredientes activos.

Se observa que los seres humanos son tratados, de modo general, durante mds tiempo que los ratones u otros
animales experimentales ejemplificados en el presente documento, tratamiento que tiene una duracién proporcional
a la duracién del proceso de la enfermedad y a la eficacia del farmaco. Las dosis pueden ser dosis unicas o dosis
multiples durante un periodo de varios dias, pero se prefieren dosis tnicas. El tratamiento tiene generalmente una
duracién proporcional a la duracién del proceso de la enfermedad y la eficacia del fairmaco y la especie del paciente
que esta siendo tratado.

Cuando se administra el Al de la presente invencién por via parenteral, ésta puede administrarse como una bebida
(por ejemplo, refresco u otra formulacidn) o puede formularse en una forma inyectable de dosificacién unitaria (solu-
cion, suspensioén o emulsién). Ademads, el Al de la presente invencién puede administrarse en aplicaciones tépicas. Por
ejemplo, el Al de la presente invencién puede aplicarse directamente a la piel, o incorporarse en diversos cosméticos,
polvos, pomadas, cremas, aceites, lociones, y similares. Adicionalmente, el Al de la presente invencion puede afiadirse
a nutracéuticos u otros suplementos alimenticios. Las formulaciones farmacéuticas adecuadas para inyeccion incluyen
soluciones o dispersiones acuosas estériles y polvos estériles para reconstitucién en soluciones o dispersiones inyec-
tables estériles. El portador puede ser un disolvente o medio de dispersién que contiene, por ejemplo, agua, etanol,
poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, polietilenglicol liquido, y similares), mezclas adecuadas de los mismos,
y aceites vegetales.
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La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo, mediante la utilizacién de un recubrimiento tal como lecitina,
mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de una dispersién y mediante la utilizacién
de surfactantes. También pueden utilizarse vehiculos no acuosos tales como aceite de semilla de algodén, aceite de
sésamo, aceite de oliva, aceite de soja, aceite de maiz, aceite de girasol, o aceite de cacahuete y ésteres, tales como mi-
ristato de isopropilo, como sistemas disolventes para composiciones de compuestos. Adicionalmente, pueden afiadirse
diversos aditivos, que mejoran la estabilidad, esterilidad e isotonicidad de las composiciones, incluyendo conservantes
antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes y tampones. La prevencion de la accién de microorganismos pue-
de asegurarse mediante diversos agentes antibacterianos y antifiingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol,
acido sérbico, y similares. En muchos casos, serd deseable incluir agentes isotdnicos, por ejemplo, azicares, cloruro
sodico, y similares. La absorcién prolongada de la forma farmacéutica inyectable puede provocarse mediante la utili-
zacion de agentes que retardan la absorcidn, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina. Cualquier vehiculo,
diluyente, o aditivo utilizado tendria que ser compatible con los compuestos.

Puede administrarse una formulacién farmacoldgica al paciente en una formulacién inyectable que contiene cual-
quier portador compatible, tal como diversos vehiculos, adyuvantes, aditivos y diluyentes; o los compuestos utilizados
en la presente invencion pueden administrarse por via parenteral al paciente en forma de implantes subcutdneos de
liberacion lenta o sistemas de administracion dirigida tales como anticuerpos monoclonales, administracién mediante
vectores, iontoforética, matrices poliméricas, liposomas y microesferas. Los ejemplos de sistemas de administracién
incluyen los documentos: 5.225.182; 5.169.383; 5.167.616; 4.959.217; 4.925.678; 4.487.603; 4.486.194; 4.447.233;
4.447.224; 4.439.196; y 4,475,196. Muchos otros de dichos implantes, sistemas de administracién y médulos son bien
conocidos por los expertos en la materia.

El agua ionizada de la presente invencion puede administrarse inicialmente mediante inyeccién intravenosa para
llevar los niveles en sangre a un nivel adecuado. Los niveles del paciente se mantienen a continuacién mediante una
forma de dosificacién oral, aunque pueden utilizarse otras formas de administracién, dependientes del estado del
paciente y como se ha indicado anteriormente.

La presente invencién se describe con mds detalle en referencia a los siguientes ejemplos experimentales. Estos
ejemplos se dan a conocer solamente para fines de ilustracidn, y no pretenden ser limitantes, a menos que se especifique
lo contrario.

Ejemplos
Materiales y métodos
Medio de cultivo

Para el cultivo de células mononucleares de la sangre periférica humanas, lineas celulares cancerosas humanas
y la linea celular RAW?264.7 de ratén, se prepararon medios de cultivo disolviendo la férmula de polvo de a-MEM
(Sigma) en solucién del 0,1% de NaCl de control en agua desionizada (ADI, generada a partir de agua corriente
utilizando el sistema Barnstead Nanopure Infinity) o AIN. El AIN se generé mediante la electrolisis de una solucién
del 0,1% de NaCl en ADI utilizando una miquina de procesamiento de AIN fabricada por Tokyo Techno (Tokio,
Japon). El AIN también se generd mediante electrolisis del 0,05%-0,2% de CaCl,, NaCl, lactato de Ca, o NaCHO; en
ADI utilizando la maquina. El medio disuelto se esterilizé pasando a través de un filtro de 0,2 ym de tamafio de poro
y se suplement6 con el 10% de FBS (suero fetal bovino), penicilina (100 U), estreptomicina (100 pg/ml), L-glutamina
(2 mM) y HEPES (0,01 M). El medio suplementado con el 10% de FBS mas penicilina/estreptomicina, L-glutamina
y HEPES se denomina en el presente documento como “medio completo”.

Medicion de la concentracion de dcido hipoclorico en agua

Se utiliz6 el kit de ensayo de cloro DPD (Sugiken inc. Tokio Jap6n) para medir la concentracién de acido hipoclo-
roso (o hipoclorito) después de la modificacién del protocolo proporcionado por el fabricante.

Se utiliz6 el kit de generacion de HD a base de magnesio natural (Kasseisuisokun, Water Institute Inc., Tokio,
Japdn). Utilizando este kit, se generé HD (0,4-1,5 ppm) en ADI.

Ejemplo uno para fines de antecedentes
El AIN tiene una mayor concentracion de hidrogeno disuelto que las aguas no procesadas

Se aplic6 AIN generada a partir de una solucién de NaCl, agua desionizada no procesada de control (ADI) o
ADI que contenia el 0,12% de NaCl en tubos de vidrio lavados exhaustivamente y secados al aire (8,5 ml/tubo,
tubo Vacutainer, Becton Dickinson) a una atmésfera convencional y sellados herméticamente con un tapén de goma.
Después de 2 dias, se midi6 la concentracion de hidrégeno en el espacio libre superior (4,5 ml) de cada tubo mediante
un analizador de gases reductores Kappa-3 RGA-3/E001 (Trace Analytical). El aire del espacio libre superior de los
tubos que contenian AIN, ADI o ADI que contenia el 0,12% de NaCl mostraba que la concentracién de hidrégeno del
AIN era de 1,55 ppm en comparacién con las concentraciones de los controles de ADI, que eran de 0,48 ppm y 0,36
ppm, respectivamente (véase la figura 1).
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Ejemplo dos para fines de antecedentes
El efecto antioxidante de AIN generada a partir de una solucion de NaCl

Se diluyeron de forma sucesiva diversas muestras de agua en agua desionizada no procesada de control (ADI), de
modo que todas las diluciones de muestra incluian el 0,005% de H,O,. El AIN se gener6 mediante electrolisis durante
210 minutos en presencia del 0,12% de NaCl, y contenia 85 ppm de NaClO. Una muestra de AIN (10 ml) se tratd
adicionalmente con exposiciéon a microondas (a 1000 W durante 30 segundos). Se disolvié NaClO a 85 ppm o 2-
mercaptoetanol a 100 ppm (2-ME, reductor/antioxidante) en ADI que contenia el 0,12% de NaCl. Todas las muestras
de agua diluidas (200 l/pocillo en placas de ELISA de 96 pocillos) se incubaron a 37°C durante 12 horas. Después
de la incubacion, se mezclaron 25 ul de tampon citrato 10x que contenia diclorhidrato de o-fenilendiamina (OPD, 20
mg/ml) y peroxidasa de rdbano rusticano (dilucién 300 de anticuerpo conjugado a peroxidasa de rdbano rusticano,
Sigma A-8919) con las muestras. El desarrollo de color del OPD, como resultado de la actividad de peroxidasa, era
dependiente de la concentracién de H,O, en las muestras. El desarrollo de color se interrumpié después de 10 minutos
de incubacién afiadiendo H,SO, 2 N (50 ul/pocillo). Como se demuestra en la figura 2, el AIN redujo la concentracién
de H,O, en las muestras de una manera similar al control antioxidante, 2-ME.

Ademais, el AIN demostré un efecto antioxidante sobre las ERO intracelulares inducidas por estimulacién infla-
matoria. Mds especificamente, se incubaron células RAW264.7 en 10% de FBS que contenia a-MEM disuelto en a)
0,12% de NacCl, b) 0,12% de NaCl + 85 ppm de NaClO, o c) AIN. Las células se incubaron en presencia o ausencia
de LPS de E. coli (1 ug/ml) durante 24 horas. Las células se tifieron con un agente que reacciona con ERO derivado
de fluoresceina, diacetato de 5-(y 6)-carboxi-2’,7’-diclorodihidrofluoresceina (# C400, Molecular Probes). E1 C400
solamente reacciona con ERO y desarrolla emisién de fluorescencia a un intervalo de longitud de onda de 517-527
nm. El patrén de tincién se analizé mediante la formacion secuencia de secciones 6pticas de 0,3 um a aumentos de
x400 o x1000 con un microscopio confocal de barrido por ldser Leica™ TCS/SP-2.

Como se indica en la figura 3A, el tratamiento con LPS indujo ERO intracelulares por las células RAW264.7
cultivadas en a) el 0,12% de NaCl y b) el 0,12% de NaCl + 85 ppm de NaClO. Por el contrario, las células RAW264.7
incubadas en medio a base de NIW anulaban la induccién de ERO dependiente de LPS. Las ERO tefiidas con C400
mostraban un color verde. Sin embargo, las células RAW264.7 cultivadas en ausencia de LPS no mostraban ERO
intracelulares, independientemente de que el medio de cultivo contenga a) el 0,12% de NaCl, b) el 0,12% de NaCl +
85 ppm de NaClO o c) AIN. Estos resultados demostraron que el AIN puede inhibir la induccién de ERO mediante
estimulacién por LPS, mientras que el propio AIN no inducia la induccién de ERO.

Ejemplo tres para fines de antecedentes

Efecto inhibidor de AIN generado a partir de una solucion de NaCl sobre la produccion de citoquinas proinflamatorias
por monocitos de la sangre periférica humanos in vitro

Se recogi6 sangre periférica humana muestreada de voluntarios sanos en tubos de recogida heparinizados (Vacu-
tainer, Becton Dickinson). Se obtuvo el consentimiento informado de cada sujeto antes de la inclusién en este estudio.
Después de lavar la sangre recogida con PBS (solucién salina tamponada con fosfato), se aislaron células mononu-
cleares mediante una centrifuga en gradiente utilizando Histopaque™ (Sigma). Las células mononucleares (2 x 10°
células/200 ul/pocillo) se cultivaron en placas de cultivo tisular de 96 pocillos con medio a-MEM completo disuelto
en AIN generada a partir de una solucién del 0,12% de NaCl o ADI en presencia o ausencia de agentes mitogénicos,
peptidoglicano (PG) o lipopolisacarido (LPS). Los sobrenadantes de cultivo se recogieron después de la incubacién
de las células mononucleares durante 24-48 horas en una incubadora de CO, a 37°C.

Mas especificamente, se estimularon células mononucleares de la sangre periférica humanas en placas de cultivo
tisular de 96 pocillos con 5 pg/ml de peptidoglicano (PG: origen de Staphylococcus aureus, de Sigma) en medio
completo de a-MEM a base de AIN (25% de AIN, 75% de ADI) o completo de @-MEM a base de ADI (100% de
ADI). Se ensayaros dos tipos de AIN generados mediante diferentes condiciones de electrolisis (AIN-A, electrolisis
a 7,0 Amperios, voltaje de 12,1 durante 120 minutos o AIN-B, electrolisis a 11,0 Amperios, voltaje de 12,1, 90
minutos). Después de 24 horas de incubacion, se recogieron los sobrenadantes de cultivo de las placas de 96 pocillos
y se diluyeron en un volumen igual de PBS que contenia el 0,05% de detergente Tween 20 (PBST). Se emplearon kits
de ELISA disponibles en el mercado para IL-18, TNF-a e IL-12 (p40) para medir la concentracién de cada citoquina
proinflamatoria en los sobrenadantes de cultivo.

Como se indica en la figura 4, el AIN inhibi6 la produccién de citoquinas proinflamatorias incluyendo IL-13, TNF-
a e IL-12 (p40) por células mononucleares de la sangre periférica humanas en respuesta a la estimulacién mitogénica
con peptidoglicano. Se demostraron resultados similares cuando se utilizé6 LPS como mitégeno.

Ademds, existi6 falta de correlacion entre la concentracion de acido hipocloroso en el AIN y los efectos inhibidores
de AIN sobre la induccién de citoquinas proinflamatorias. Dado que se considera que el dcido hipocloroso es un
componente activo fundamental en el AIN, se realiz6 un examen para evaluar la relacién entre la concentracién de
acido hipocloroso en el AIN y el efecto inhibidor del AIN sobre la produccién de TNF-a mediada por peptidoglicano
por la linea celular precursora de osteoclastos de ratén, RAW264.7.
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Mais especificamente, las células RAW264.7 (en placas de cultivo tisular de 96 pocillos) se estimularon con 5
pg/ml de peptidoglicano (origen de Staphylococcus aureus, de Sigma) en @-MEM a base de AIN (25% de AIN, 75%
de ADI) suplementado con el 10% de FBS. Se compararon AIN que contenian quince diferentes concentraciones de
dcido hipocloroso con respecto a su efecto sobre la produccién de TNF-a por las células RAW264.7. Después de la
incubacién durante 24 horas, se recogieron sobrenadantes de cultivo y se diluyeron en volimenes iguales de PBS que
contenia el 0,05% de detergente Tween 20 (PBST). Se empled un kit de ELISA disponible en el mercado para TNF-a.

Como se indica en la figura 5, no existi6 correlacion entre el efecto inhibidor del AIN sobre la produccién de TNF-
a y la concentracién de 4cido hipocloroso en el AIN. El coeficiente de correlacién, R = 0,639 (N=15), entre los dos
pardmetros, indica que no existe relacién entre la concentracién de hipoclorito en el AIN y sus efectos antiinflamato-
rios.

A continuacion, se estudiaron los efectos de AIN generada a partir de una solucién del 0,12% de NaCl o agua que
contenia HD (hidrégeno disuelto) sobre la produccién de citoquina proinflamatoria, IL-18, por las células RAW264.7
in vitro. En resumen, se estimularon células RAW264.7 de ratén en placas de cultivo tisular de 96 pocillos con 5 pg/ml
de peptidoglicano (origen de Staphylococcus aureus, de Sigma) en medio completo de @-MEM a base de AIN (25%
de AIN, 75% de ADI) o a-MEM a base de ADI (100% de ADI). El hidrégeno se disolvié en ADI durante dos dias
(ADI con HD) o se afiadi6 adicionalmente NaClO (100 ppm) al ADI. Todos los medios utilizados en este ensayo se
suplementaron con FBS (10%). Después de 24 horas de incubacién, se recogieron sobrenadantes de cultivo de las
placas de 96 pocillos y se diluyeron en un volumen igual de PBS que contenia el 0,05% de detergente Tween 20
(PBST). Se emple6 un kit de ELISA disponible en el mercado para IL-18 para medir la concentracion de IL-18 en los
sobrenadantes de cultivo.

Como se indica en la figura 6, el AIN inhibid la produccién de citoquina proinflamatoria, IL-1/3, por la linea celular
de monocitos de ratén RAW264.7 en respuesta a la estimulacién mitogénica con peptidoglicano. Se demostraron
resultados similares cuando se utilizé6 LPS como mitégeno. El agua con HD también inhibia la induccién de IL-185
por las células RAW264.7, mientras que el agua con hipoclorito sédico (NaClO) aumentaba la actividad mitogénica
del peptidoglicano. Los resultados de las figuras 5 y 6 indican que el hidrégeno disuelto en el AIN es el componente
activo que provoca los efectos antiinflamatorios sobre células cultivadas.

Ejemplo cuatro para fines de antecedentes
La estabilidad del efecto antiinflamatorio de AIN generada a partir de una solucion de NaCl

En general, el hidrégeno disuelto en agua ionizada alcalina tiene una vida muy corta. Para examinar la estabilidad
de los efectos antiinflamatorios del AIN, se ensayaron dieciséis lotes diferentes de AIN para medir sus efectos a la
hora de inhibir la producciéon de TNF-a por células RAW264.7 estimuladas con peptidoglicano, después de diferentes
periodos de almacenamiento a 4°C (1,5 meses frente a 3 meses). Mas especificamente, se almacenaron dieciséis lotes
de AIN que contenia diferentes concentraciones de NaCl durante un mes y medio o durante tres meses a 4°C. A
continuacidn, se estimularon células RAW264.7 de ratén en placas de cultivo tisular de 96 pocillos con 5 ug/ml de
peptidoglicano (origen de Staphylococcus aureus, de Sigma) en medio de a-MEM a base de AIN (25% de AIN, 75%
de ADI) utilizando estos lotes de AIN almacenados. De este modo, cada medio se creaba de nuevo a partir de AIN
almacenada un mes y medio o tres meses. Todos los medios utilizados en este ensayo se suplementaron con FBS
(10%). Después de 24 horas de incubacidn, se recogieron sobrenadantes de cultivo de las placas de 96 pocillos y se
diluyeron en un volumen igual de PBS que contenia el 0,05% de detergente Tween 20 (PBST). Se emple6 un kit de
ELISA disponible en el mercado para TNF-a para medir la concentraciéon de TNF-« en los sobrenadantes de cultivo.

Como se muestra en la figura 7, 11 lotes de AIN mantuvieron sus efectos antiinflamatorios después de un mes
y medio de almacenamiento. Después de tres meses de almacenamiento, 4 lotes de AIN mantuvieron los efectos
antiinflamatorios. Los lotes mas estables se encontraron en AIN generada en presencia del 0,15% de NaCl.

Ejemplo cinco para fines de antecedentes

Andlisis in vitro del efecto inhibidor de AIN generada a partir de una solucion de NaCl sobre la diferenciacion de
osteoclastos

Para analizar el efecto del AIN sobre la diferenciacion de osteoclastos, se estimularon células de la linea celular
precursora de osteoclastos RAW264.7 con el factor de diferenciacion de osteoclastos, RANKL (ligando del receptor
activador de NF-Kappa B) en medio completo de @-MEM a base de ADI de control o medio completo de «-MEM a
base de AIN, durante 6 dias. M4s especificamente, las células RAW264.7 en placas de cultivo tisular de 96 pocillos
se incubaron en presencia o ausencia de RANKL recombinante (Peprotech, 50 ng/ml). En este estudio, la férmula en
polvo de medio de cultivo (a-MEM) se disolvié en ADI de control o AIN generada a partir de una solucién del 0,12%
de NaCl y suplementada con FBS, antibidticos y L-glutamina, como se muestra en el apartado de Materiales y Métodos
descrito anteriormente. Después de la incubacién durante 6 dias, las células RAW264.7 se fijaron con formalina y se
tifieron para detectar fosfatasa dcida resistente a tartrato (TRAP) segun el método publicado anteriormente (Kawai, T.
y otros. y Valverde, P, y otros.). Las células positivas para TRAP con tres o mds niicleos se contaron como células de
osteoclastos maduras.
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Como se muestra en la figura 8, las células multinucleares positivas para TRAP que representaban osteoclastos
maduros se observaron en las células RAW264.7 que habfan sido estimuladas con RANKL en el medio de ADI de
control (figura 8B, células grandes y redondas con miiltiples nicleos, indicadas mediante flechas), pero no en el medio
de AIN (figura 8C).

Ademds, las células RAW264.7 se cultivaron en placas de cultivo tisular de 96 pocillos en presencia o ausencia de
RANKL a diversas concentraciones diferentes, es decir, 10, 30 6 100 ng/ml. Se compararon a-MEM completo a base
de ADI de control o a base de AIN, como su efecto sobre la osteoclastogénesis mediada por RANKL. Después de la
incubacién durante seis dias, las células RAW264.7 se fijaron y se tifieron para detectar TRAP como se ha descrito
anteriormente. Las células positivas para TRAP con mads de tres niicleos en un pocillo se contaron al microscopio. El
nimero de células multinucleares positivas para TRAP de cada grupo se muestra en la figura 9. Como se demuestra
mediante esa figura, la diferenciacion de osteoclastos maduros dependiente de RANKL estaba regulada negativamente
de forma significativa por el medio a base de AIN.

Ejemplo seis para fines de antecedentes

Evaluacion in vivo del efecto inhibidor de AIN generada a partir de una solucion del 0,12% de NaCl sobre la diferen-
ciacion de osteoclastos, utilizando el modelo de tejido de la béveda craneal de raton

Para evaluar los efectos del AIN sobre la diferenciacién de osteoclastos inducida in vivo por el factor de induccién
de osteoclastos RANKL y LPS, se utilizé un modelo de tejido de la boveda craneal de ratén (Li, L. y otros.). En este
estudio, ratones de la cepa C57/BL6 (machos, 6 semanas de edad) recibieron una inyeccién de una mezcla de LPS
(100 pg/ml) y RANKL (10 pug/ml) disuelta en solucién salina. La mezcla se inyect6 en el periostio de la frente de
los ratones (50 ul/animal), que estaban bajo anestesia con ketamina y xilazina. A partir del Dia 0, cuando la mezcla
de LPS y RANKL se inyect6 a los ratones, se administr6 AIN al grupo experimental ad libitum, mientras que los
grupos de control de ratones se mantuvieron con ADI regular. Mds especificamente, a tres grupos de los ratones (3
animales/grupo) se les proporcioné ADI (véase la figura 10A o B) o AIN (figura 10C) ad libitum durante el total del
periodo de experimento de 10 dias. El Dia 0, se inyecté una mezcla de RANKL y LPS en el periostio de la frente de
los grupos B y C, mientras que el grupo de control negativo A no recibié ninguna inyeccién.

El Dia 6, se recogi6 sangre periférica de los ratones y se midi6 la concentracién de IL-18 en el suero mediante
un kit de ELISA disponible en el mercado (R&D Systems). Ademds, se fijaron bévedas craneales extirpadas quirtr-
gicamente de los animales sacrificados de los Grupos B y C el dia 10, con el 5% de formalina en solucién salina y se
descalcificaron con tratamiento con EDTA durante 3 semanas. Las bévedas craneales descalcificadas se embebieron
en compuesto OCT (Tissue-Tek™, Sakura) y se congelaron a -70°C. La tincién histoquimica para TRAP, seguida de
la tincién nuclear a base de azul de metileno, identificaron células de osteoclastos maduros en el tejido de la béveda
craneal. Las células positivas para TRAP con miiltiples niicleos se contaron como células de osteoclastos maduras al
microscopio (a aumentos de x200).

Como se muestra en la figura 10, la inyeccién de RANKL y LPS en el periostio de la béveda craneal de ratén
indujo células de osteoclasto maduras positivas para TRAP en el tejido en 10 dias en animales a los que se habia
proporcionado ADI. Por el contrario, los ratones tratados con AIN demostraron un nimero significativamente mas
bajo de células de osteoclasto positivas para TRAP en el tejido de la boveda craneal en comparacién con el grupo
correspondiente al que se proporcioné ADI. Ademads, como se muestra en la figura 11, la tincién histolégica del tejido
de la béveda craneal demostré que los osteoclastos positivos para TRAP inducidos por la inyeccién de RANKL/LPS
eran inhibidos significativamente por el tratamiento con AIN (véase la figura 11B). Ademads, como se demuestra en la
figura 12, la inyeccién de LPS/RANKL en la béveda craneal también aument6 la concentracién de IL-18 en el suero
en los ratones a los que se proporcionéd ADI, mientras que el tratamiento con AIN parecia suprimir la induccién de
IL-1B. Estos resultados indican que el AIN inhibe la diferenciacién de osteoclastos mediada por RANKL/LPS y la
produccién de citoquina proinflamatoria in vivo.

Ejemplo siete para fines de antecedentes

Evaluacion del efecto inhibidor de AIN generada a partir de NaCl sobre la resorcion dsea in vivo utilizando un modelo
de inflamacion periodontal de rata

Aunque el modelo de béveda craneal de las figuras 10, 11, y 12 anteriormente demostré que AIN inhibe la di-
ferenciacion de osteoclastos mediada por RANKL/LPS y la induccién de factor inflamatorio, no estaba claro si AIN
interrumpe la pérdida 6sea que es inducida por RANKL. De este modo, era concebible que AIN solamente inhiba la
formacién de nuevos osteoclastos inducida por RANKL, pero no interrumpa la actividad de resorcién ésea por las
auténticas células de osteoclastos diferenciadas previamente. Para abordar esta cuestion, se empleé un modelo en rata
de resorcién 6sea periodontal, que evalud la pérdida ésea fisica inducida por la inyeccién periodontal de RANKL/LPS.
El modelo de inflamacién periodontal de rata se utilizé después de la modificacion del método publicado anteriormente
(Kawai, T., y otros.).

Mais especificamente, ratas de la cepa Rowett (rnu/+ hembras heterocigéticas normales, de 8 semanas de edad)
recibieron tres inyecciones palatales en el surco mesial del primer molar en los lados derecho e izquierdo (un total
de tres puntos en cada lado) del maxilar. El tejido periodontal izquierdo recibid tres inyecciones de la mezcla de
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RANKIL/LPS, mientras que el lado derecho recibif tres inyecciones de solucidn salina de control. La inyeccién com-
prendia una mezcla de LPS (500 ug/ml) y RANKL (10 ug/ml) disuelta en solucién salina (50 ul/animal) o solucién
salina de control sola. Desde el Dia 0, cuando se inyect6 la mezcla de LPS y RANKL a las ratas, se administré AIN
al grupo experimental ad libitum, mientras que al grupo de ratas de control se le proporcioné ADI durante los 10 dias
del total del periodo de experimento. Los animales se sacrificaron mediante asfixia con CO, el dia 10, las mandibulas
se descarnaron, y se midi6 la resorcién dsea periodontal en la superficie palatal de los molares del maxilar segin
el método publicado anteriormente. La resorcién dsea periodontal se comparé entre el lado izquierdo inyectado con
RANKIL/LPS y el lado derecho inyectado con solucién salina de control. Las distancias desde la unién de esmalte
cemento (CEJ) a la cornisa alveolar (AL) de los puntos infectados (lado palatal superior izquierdo) y puntos inyecta-
dos con solucién salina de control (lado palatal superior derecho) se midieron utilizando un ocular con reticula a un
aumento de 25x como se ha descrito anteriormente (Kawai, T., y otros.). Se evaluaron un total de cinco mediciones,
incluyendo un punto correspondiente al eje de la raiz de la segunda y tercera raices del primer molar, ambas raices del
segundo molar, y la primera raiz del tercer molar. La evaluacién de la pérdida ésea se calculd y se expres6é como el %
de pérdida ésea = {(distancia CEJ-AL total de 5 puntos del lado experimental izquierdo) - (distancia CEJ-AL total de
5 puntos del lado derecho de control) }/(distancia CEJ-AL total de 5 puntos del lado derecho de control) x 100.

Como se muestra en la figura 13, la inyecciéon de RANKL/LPS provocé aproximadamente el 15% de pérdida
dsea del tejido periodontal de rata. Sin embargo, la resorcidn dsea inducida por la inyeccién de RANKL/LPS estuvo
regulada negativamente de forma significativa por el tratamiento con AIN.

Ejemplo ocho para fines de antecedentes
Evaluacion in vitro de los efectos de AIN sobre el crecimiento de células cancerosas

El efecto inhibidor del crecimiento de células cancerosas de AIN generada a partir de una solucién del 0,12% de
NaCl se estudi6 utilizando dos lineas celulares cancerosas humanas diferentes. Mdas especificamente, la linea celular
de carcinoma ductal de mama humano, MDA-MB-435, y la linea de leucemia de células T aguda humana, Jurkat E6-1,
se incubaron en medio DMEM/F12 suplementado con el 10% de FBS durante 24 horas en presencia de [*H] timidina
(0,5 uCi/pocillo). El medio DMEM/F12 estaba compuesto por proporciones variables de AIN frente a ADI. Después
de que las células se incubaron en presencia de [*H] timidina (0,5 uCi/pocillo) durante 24 horas, se determind la
radiactividad incorporada en las células cancerosas, que refleja 1a magnitud del crecimiento de las células cancerosas,
mediante espectrometria de centelleo liquido. Como se muestra en la figura 14, el AIN demostré efectos inhibidores
del crecimiento sobre las dos lineas celulares cancerosas humanas. En comparacién con el ADI de control, el AIN
suprimia significativamente el crecimiento de las lineas celulares cancerosas humanas.

Ejemplo Nueve

Las figuras muestran los resultados de varios ensayos en los que se cultivaron células RAW264.7 (10° célu-
las/pocillo) en a-MEM que estaba constituido en agua desionizada no procesada (figura 29, grupo A y B), agua
desionizada no procesada que contenia el 0,05% de NaHCO; (figura 29, grupo C), o agua desionizada que se elec-
trolizé en presencia del 0,05% de NaHCO; durante dos horas (figura 29, grupo D). Todos los medios de cultivo se
suplementaron con el 10% de FBS y L-glutamina 1 mM. Se aplicaron LPS de E. coli (0,2 pg/ml) al cultivo de los
grupos B, C, y D. Después de una incubacion de 24 horas, el sobrenadante del cultivo se recogié y se examind para
detectar la produccién de factor inflamatorio TNF-« utilizando ELISA. Para supervisar el hidrégeno producido en
agua durante el proceso de electrolisis, se aplicé NaCl (0,05%) solamente para comparar o NaHCO; (0,05%) disuelto
en agua desionizada en un tanque de electroforesis y se realiz electrolisis a una corriente constante de 30 mA en una
habitacidn fria (4-7°C, media 5,5°C). Los resultados se muestran en la figura 28. Se aplicé AIN en tubos de vidrio
lavados exhaustivamente y secados al aire (8,5 ml/tubo, tubo Vacutainer, Becton Dickinson) a atmdsfera convencional
y sellados herméticamente con un tapén de goma. Después de dos dias, se midi6 la concentracién de hidrégeno en
el espacio libre superior (4,5 ml) de cada tubo mediante un analizador de gases reductores Kappa-3 RGA-3/E001
(Trace Analytical). El aire del espacio libre superior de los tubos que contenian AIN que contenia el 0,05% de NaCl
o el 0,05% de NaHCO; mostr6 que la concentracién de hidrogeno era de 98 nM (Al con NaCl, electrolizada durante
seis horas), 171 nM (AIN con NaHCO; electrolizada durante dos horas), 168 nM (AIN con NaHCO; electrolizada
durante cuatro horas), en comparacién con las concentraciones de la solucién del 0,05% de NaCl de control no tratada
0 NaHCO; no tratado que eran de 0,9 nM o 0 nM, respectivamente (véase la figura 28).

Ejemplo Diez

Para supervisar la concentracién de hipoclorito en el agua ionizada durante el proceso de electrolisis, se aplicé NaCl
(0,05%) s6lo para comparar o NaHCO; (0,05%) disuelto en agua desionizada en el tanque de electroforesis de Buffer
Puffer™ modelo A5 (Owl Separation Systems, Portsmouth, NH, 2,5 l/tanque) y se realizé la electrolisis a corriente
constante de 30 mA en habitacién fria (4-7°C, media 5,5°C) o en el banco de laboratorio convencional a temperatura
ambiente (aproximadamente 25°C). Después de la electrolisis para los puntos temporales indicados mostrados en la
figura, se muestred el agua y se midié la concentracién de hipoclorito utilizando el kit de deteccién de hipoclorito SZK
(Sugiken, Corp, Tokio Japdon) (figura 30). E1 AIN generada en presencia de NaCl mostré la concentraciéon aumentada
de hipoclorito en el agua electrolizada de manera dependiente del tiempo (figura 30A). Sin embargo, el AIN generada
en presencia de NaHCO; no mostrd ningin nivel detectable de hipoclorito durante el periodo de electrolisis de hasta
12 horas (figura 30B).
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Para supervisar el cambio de pH del agua durante el proceso de electrolisis, se aplicé NaCl (0,05%) o NaHCO;
(0,05%) disuelto en agua desionizada en el tanque de electroforesis de Buffer Puffer™ modelo A5 y se realizé la
electroforesis a corriente constante de 30 mA en una habitacién fria (4-7°C, media 5,5°C) o en un banco de laboratorio
convencional a temperatura ambiente (aproximadamente 25°C). Después de la electrolisis para los puntos temporales
indicados como se muestra en la figuras, se muestred el agua, y se midi6 el pH utilizando un pHmetro Accumet (Fisher
Scientific) (figura 31). El AIN generada en presencia de NaCl o NaHCO; mostré el pH estable durante el periodo de
electrolisis de hasta 12 horas, independientemente de la temperatura del agua (figura 31 A, solucién de NaCl; figura
31 B, solucién de NaHCO,).

Se cultivaron células de macréfago aisladas de la cavidad peritoneal de ratén C57BL6 en a-MEM que estaba
constituido en 1) agua desionizada no procesada sin NaHCO; (control), 2) agua desionizada no procesada que contenia
el 0,05% de NaCl (0 h), o 3) agua desionizada que se electroliz6 en presencia del 0,05% de NaCl durante diversos
periodos a la temperatura ambiente (figura 32A) o en una habitacién fria (figura 32B). Después de la generacion
de cada tipo de agua, el agua resultante, independientemente de la electrolisis (tiempo 0-12 horas), se mantuvo a la
temperatura ambiente o en una habitacion fria hasta el ensayo de cultivo de macréfago. Todos los medios de cultivo
se suplementaron por igual con el 10% de FBS (suero fetal bovino) y L-glutamina 1 mM. Se aplicaron LPS de E.
coli (2 ug/ml) al cultivo. Después de 24 horas de incubacidn, se recogi6 el sobrenadante del cultivo y se examind
para detectar la produccién del factor inflamatorio TNF-a utilizando ELISA. *, significativamente mds bajo que el
grupo # mediante el test t de Student (P < 0,05). El AIN con NaCl generado a temperatura ambiente no mostré ningtin
cambio significativo de la expresion de TNF-a por macréfagos estimulados con LPS (figura 32A). Sin embargo, el
AIN con NaCl generada en una habitacion fria, que se electrolizé durante mas de 2 horas, suprimi6 significativamente
la expresion de TNF-a por macréfagos estimulados con LPS (figura 32B).

Macroéfagos de ratén aislados de la cavidad peritoneal, andlogamente a la figura 32, se cultivaron en -MEM que se
constituy6 en 1) agua desionizada no procesada sin NaHCO; (control), 2) agua desionizada no procesada que contenia
el 0,05% de NaHCO; (0 horas), o 3) agua desionizada que se electroliz6 en presencia del 0,05% de NaHCO; durante
diversos periodos a la temperatura ambiente (figura 33A) o en una habitacién fria (figura 33B). Todos los medios
de cultivo se suplementaron por igual con el 10% de FBS (suero fetal bovino) y L-glutamina 1 mM. Se aplicaron
LPS de E. coli (2 ug/ml) al cultivo. Después de 24 horas de incubacién, se recogié el sobrenadante del cultivo y
se examind para detectar la produccién de factor inflamatorio TNF-« utilizando ELISA. *, significativamente mas
bajo que el grupo # mediante test t de Student (P < 0,05). E1 AIN con NaHCO; generada a temperatura ambiente no
mostrd ningin cambio significativo de la expresiéon de TNF-a por macréfagos estimulados con LPS (figura 33A). Sin
embargo, el AIN con NaHCO; generada en una habitacién fria, que se electrolizé durante mas de una hora, suprimia
significativamente la expresién de TNF-a por macréfagos estimulados con LPS (figura 33B).

Ejemplo once para fines de antecedentes

Efectos in vivo del AIN sobre la induccion de colitis

Para determinar los efectos del agua ionizada de la presente invencién sobre colitis inducida por DDS, a ratones
C57BL/6J (machos de 8 semanas de edad, 4/grupo) se les administré dextrdn sulfato sédico (4%) en AIN o en ADI
suplementada con el 0,12% de NaCl como agua para beber ad libitum. El peso corporal de cada animal se midié cada
dia durante el periodo total del experimento de 9 dias (figura 23). El peso corporal perdido se convirtié en % de pérdida
en base al peso corporal en el Dia 0. El animal mantenido con AIN redujo la pérdida de peso corporal en comparacién
con el grupo de animales a los que se administré ADI (figura 23). *, ** *** sjgnificativamente mds alto que el grupo
de control de animales tratados con ADI mediante test de Student (P < 0,05, P < 0,01 o P < 0,001, respectivamente).

Ejemplo doce para fines de antecedentes

Efectos preventivos in vivo de AIN sobre la induccion de hepatitis aguda

Para determinar los efectos del agua ionizada de la presente invencién sobre la prevencion del inicio de hepatitis
aguda, se trataron ratones C57BU6 con el agua respectiva, ADI (agua desionizada, control), AIN con NaCl o AIN
con NaHCO; durante tres dias por adelantado (dia 3) a la inyeccién de Con A (15 mg/kg). E1 AIN con NaCl o el
AIN con NaHCO; se gener6é mediante electrolisis de agua desionizada en presencia del 0,05% de NaCl o el 0,05%
de NaHCO; durante seis horas en una habitacion fria. Se aislaron sueros sanguineos de animales antes (0 horas) y 16
horas después de la inyecciéon de ConA. La concentracién de TNF-« en el suero se midié mediante ELISA (figura
25A). *, significativamente mds baja que el grupo # mediante test t de Student (P < 0,05). **, significativamente mas
alta que el grupo ## mediante test t de Student (P < 0,05). Se evit6 el nivel de TNF-a en suero aumentado inducido
por la inyeccién de ConA mediante el pre-tratamiento de los animales con Al con NaCl y Al con NaHCO;.

La figura 25B indica las fotos histolégicas de los higados de ratones (C57BU6) con hepatitis inducida con ConA.
Los ratones se trataron con el agua respectiva ad libitum; ADI de control (figura 25A y figura 25B), AIN con NaCl
(figura 25C) o AIN con NaHCO; (figura 25D) durante tres dias por adelantado a la inyeccién de Con A (15 mg/kg).
Dieciséis horas después de la inyeccién de Con A, los animales se sacrificaron y se muestrearon los higados. Los
higados muestreados se seccionaron mediante un aparato Cryostat (grosor de 8 um) y se tifieron con hematoxilina
para el andlisis histoquimico. Cada seccién se examiné utilizando un microscopio y la imagen se capturé mediante
una camara digital (aumentos de x400). Las figuras 25B y 25C muestran la formacién de vacuolizacién patégena, un
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signo de dafio celular, en los hepatocitos. El pre-tratamiento de los ratones don AIN con NaHCOj; inhibié la induccién
de dicha vacuolizacién patégena en los hepatocitos de ratones que recibieron inyeccién de ConA.

En toda esta solicitud, autores y afios y patentes mediante nimero hacen referencia a diversas publicaciones,
incluyendo Patentes de Estados Unidos. Las citaciones completas para las publicaciones se enumeran a continuacion.
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REIVINDICACIONES

1. Método de formacién de agua ionizada neutra libre de hipoclorito enriquecida en hidrégeno, que comprende las
etapas de:

disolver una sal que no genera hipoclorito en agua a una concentracién del 0,05 al 0,2% y electrolizar el
agua que contiene la sal disuelta a una temperatura de entre 4 y 9°C, en el que dicha agua se selecciona entre
el grupo que comprende agua corriente, agua destilada, agua blanda, agua desionizada, y agua formada a
través de una membrana de dsmosis inversa, en el que se realiza la electrolisis manteniendo un intervalo de
voltaje de 1 a 30 V y una densidad de corriente en un intervalo de 5 a 300 A/dm?.

2. Método, segtin la reivindicacién 1, en el que dicha etapa de realizacion incluye electrolizar haciendo pasar a una
corriente entre, como minimo, dos electrodos colocados a distancia en ambos extremos de un baifio de electrolisis.

3. Método, segtin la reivindicacion 1, en el que dicha etapa de realizacion incluye permitir que el hidrégeno gaseoso
producido se desplace a través de un tubo para alcanzar un extremo distante del bafio de electrolisis donde esta situado
un citodo, aumentando de este modo el proceso de disolucién de hidrégeno.

4. Método, segtn la reivindicacién 1, que incluye ademds agitar de forma continua el agua durante dicha etapa de
realizacion.

5. Método, segin la reivindicacién 4, en el que dicha etapa de agitacién incluye agitar utilizando un agitador
magnético.
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