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ABSTRACT

Alkaline water has been a subject of interest ever since the late 1940s, when
it’s use was popularized in Japan as treatment for gastrointestinal symptoms.
Throughout the years, with its growing demand and accessibility worldwide,
numerous studies have been conducted in order to determine the effects of
alkaline water consumption on living organisms and on human health primarily.
This review aims to observe the effects of alkaline water consumption that
have been determined and explained in the scientific literature, compiling both
studies realized in vitro and in vivo, on various test subjects and on humans
directly. It has been concluded in numerous articles that while alkaline water
manifested positive results on murine subjects, in both plants and humans, its
presence either caused insignificant statistical differences, either induced
negative effects on the organisms. As a result, additional studies on various
aspects need to be conducted in the future in order to determine a definite
conclusion.
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1. Caracteristicile fizico-chimice, biologice si terapeutice ale apei alcaline

Aparatele care electrolizeaza apa potabila pentru uz casnic sunt
disponibile de cativa ani. Aceste masini de electroliza produc apa acida
(EOAW, pentru apa acida oxidaté electrolizatd) si apa alcalind, cunoscuta
uneori in mod gresit sub numele de apa ionizata (ERAW, apa alcalina redusa
electrolizatd). Apa acida nu este adecvata consumului uman, dar este
adecvata pentru ingrijirea si igiena personala a corpului. Apa alcalina, pe de
alta parte, este potabila si recomandata in literatura comerciala si de marketing
drept benefica in tratamentul problemelor gastro-intestinale, hipertensiunii,
diabetului si cancerului.

Cu mai mult de cincizeci de ani In urma, pe baza studiilor rusesti
efectuate in jurul anului 1920, oamenii de stiintd japonezi au dezvoltat cu
succes un proces pe baza de apa care implica o procedura de electroliza ce
consta dintr-un compartiment anodic si unul catodic separate printr-o
membrana permeabilad pentru ioni, permitand astfel separarea si recuperarea
continutului individual. Machisu Suwa a fost cel care, in colaborare cu Synnhol
Electronic Machinery Company, a dezvoltat primul echipament de electroliza
pentru producerea apei ionizate alcaline numite Synnhol Liquid (Figl). Ulterior,
in colaborare cu profesorul Akiba de la Universitatea din Tokyo, a fost
construitd o masina electronica Synnhol pentru aplicatii agricole (Synnhol
Electronic Agricultural Machine), utilizatd pentru cultivarea orezului, dar si
pentru cresterea animalelor.

in 1950, a fost creatd Asociatia de Cercetare in Stiinte Medicale
Synnhol pentru a incuraja transferul de tehnologie al aplicatiilor agricole n
sectorul medical si dezvoltarea ionizatoarelor de apa pentru uz casnic.
Aparatul rezultat — Synnohl Electronic Manufacturing Apparatus — a fost
aprobat in conformitate cu Legea afacerilor farmaceutice (Department of the
Ministery of Health, Labour and Wellfare, 1965) pentru tratamentul eficient al
problemelor de stomac, cu conditia ca pH-ul final si concentratiile de calciu sa
se potriveasca cu continutul mineral al apei de la robinet care variaza in
diferite regiuni ale Japoniei. Utilizarea apei oxidate, slab acide si a
astringentilor a fost rezervata igienei personale si curatarii corpului. De atunci,
apa pentru consum a fost numita apa alcalin ionizata.

Cu toate acestea, au fost exprimate critici puternice care puneau la
indoiala validitatea unei practici care nu fusese supusa unei evaluari clinice
controlate si pentru care efectele pe termen lung erau necunoscute. Mai mult,
oamenii de stiintd au contestat aceastd denumire a apei ionizate ca fiind
inadecvata si fiind ceea ce este apa potabild in mod natural, dar fara
interferente antropice. Din aceste motive, Ministerul Sanatatii, Muncii si
Bunastarii din Japonia a solicitat date stiintifice care garanteaza calitatea,
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eficienta si securitatea apei ionizate. Aceastd sarcind a fost asumata de
profesorul ltokawa de la Departamentul Medical al Universitatii din Kyoto, care
a condus un comitet de revizuire si a publicat un raport public in 1994 prin care
confirma siguranta apei ionizate. Tn 1999, la cel de-al 25-lea Congres General
al Asociatiei Japoneze de Stiinte Medicale, raportul a fost prezentat sub titlul
.Electrolytic Functional Water in Medical Treatment”. Acesta a subliniat
concluziile primelor teste clinice dublu-oarbe care stabilesc ca apa ionizata
este eficienta si utila in tratamentul bolilor gastro-intestinale. Tn 2005, legislatia
privind vanzarile de produse farmaceutice a fost revizuita, calificand
ionizatoarele de apa drept echipamente medicale aprobate pentru uz casnic.
Ministerul Sanatatii, Muncii si Bunastarii a notificat (Notificarea nr. 112) faptul
ca aparatele pentru generarea apei potabile electrolizate alcaline sunt utile
pentru imbunatatirea simptomelor gastro-intestinale, cum ar fi diareea cronica,
indigestia, activitatea anormald de fermentare intestinald si aciditatea
stomacului (Department of the Ministery of Health, Labour and Wellfare, 1992).

Astazi, pe piata existd mai multe tipuri de generatoare de apa ionizata
mai mult sau mai putin sofisticate. Majoritatea sunt fabricate in Japonia, dar
mai recent, industria a dezvoltat si produse similare in Statele Unite, Canada si
Australia. Tn medie, peste 200.000 de electrocasnice sunt vandute in fiecare
an la nivel mondial la un pret care variaza intre 600 si 3000 €.

Apa alcalina este preponderant obtinuta cu ajutorul aparatelor de
ionizare. Toate ionizatoarele de apa se conecteaza la reteaua de alimentare
cu apa potabila. Apa este filtrata peste cel putin un filtru de carbune activ,
esential pentru reducerea nivelului de clorura al apei de la robinet si totodata,
pentru evitarea deteriorarii celulei electrolitice (Figura 1).
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FIG. 1. Reprezentare schematica a unui aparat comercial de electroliza a apei (preluat dupa
Henry si Chambron, 2013).
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Apa filtratd trebuie sa aiba un continut minim de minerale de
aproximativ 50 mg-L™" pentru a se supune electrolizei intr-o camera formata
dintr-un anod si un catod, separate printr-o diafragma semipermeabila din
plastic. Electrozii plati sau sub forma de plasa sunt fabricati din titan acoperit
cu platina. Procesul de electrolizé produce acid si apa oxidata la anod conform
urmatoarei reactii:

x2H20(1) s 02 (g) + 4H*aq) + 4e”

Pe masura ce electronii circula prin circuitul electric, compartimentul
anodului acumuleaza ioni minerali (HCOz", Cl, HSO4', NOs™ etc.) si, pe masura
ce protonii si oxigenul sunt eliberati, apa capata un pH intre 4 si 6 si un
potential redox care ar putea ajunge la +900 mV. Totodata, apa alcalina
redusa este produsa in compartimentul catodic datorita aparitiei urmatoarei
reactii:

2H20(l) + 2e” s H2 (g) + 20H (aq)

Aici, cationii minerali (Na*, K*, Ca?*, Mg?* etc.) se acumuleaza la catod
si pe masura ce se produc ioni hidroxil si hidrogen, apa isi schimba pH-ul la
valori intre 8 si 10 si se poate obtine un potential redox de pana la -600 mV
(Figura 2).

Oxigen gaz Diafragma Hidrogen gaz

) .” |
FIG. 2. Privire de ansamblu asupra unui generator comercial de apa electrolizata (preluat dupa Henry si
Chambron, 2013).

Eficienta aparatului, pH-ului si a valorilor potentialelor redox obtinute
variaza foarte mult, in functie de caracteristicile sursei locale de apa, valorile
de tensiune si curent, debitul de apa si temperatura. Se poate observa ca
efectul principal al electrolizei este reducerea semnificativa a valorii rH, a
ERAW comparativ cu apa de la robinet originala, in timp ce valoarea pH-ului si
rezistentei potentiale raman relativ stabile. O comparatie a acestor valori cu

94



BIOSTUDENT, 2021, vol. 4 (1), pp. 91-162

cele ale apei minerale aratd ca apa ionizata este extrem de alcalina.
Comparativ cu sursele de apa potabila, ERAW prezinta valori ale pH-ului si
rHz-ului rar intalnite intr-un mediu natural. Prin urmare, in mod normal, aceasta
apa ar trebui clasificatd in aceeasi categorie ca apele sintetice. In ceea ce
priveste rezistenta ERAW, se pot gasi o gama de valori de la 1600 la 1700
Q-cm care este stabila in timp si ramane in cadrul normei oficiale tolerate de
900-5000 Q-cm. in ceea ce priveste pH-ul, acesta poate varia de la 6,8 la 8,7
pentru acest tip de echipament si, de asemenea, ramane relativ stabil in timp.
In comparatie, standardul de reglementare recomand& a pH-ului este cuprins
intre 6,5 si 9 pentru apa potabila. Prin urmare, procedura de ionizare nu are ca
rezultat valori anormale ale pH-ului. In ceea ce priveste potentialul redox,
valorile se incadreaza in intervalul -654 péana la +680 mV, cu o variatie
puternica in timp pentru potentialele de reducere negative si o stabilitate mai
buna pentru potentialele pozitive de reducere. Dupa corectarea efectului pH-
ului, rH2 (activitatea electronica) se gaseste intre 2 si 45, ceea ce inseamna ca
acest tip de aparat poate produce in mod eficient apa cu un potential oxidant
extrem de ridicat sau dimpotriva, un potential reducator semnificativ.

Deoarece nu existd un standard oficial privind potentialul redox sau rH-
pentru apa potabild, in prezent s-a creat o situatie de mare incertitudine. in
mediul natural, cele mai alcaline si anti-oxidante ape cunoscute se gasesc intr-
o pestera de mina de ardezie cunoscuta sub numele de Brandholz, in
Germania, cu urmatoarele caracteristici: T = 8-10 °C, pH = 8.01, E, = =250 mV
(rH2 = 14.7) corespunzatoare unei puteri electrochimice de P = 0,003 yW. A
fost descoperitd si apa cu atribute similare la Hita Tenryosui in Japonia,
Tlacote in Mexic si Nadone in India, dar este totusi o aparitie extrem de rara in
natura. Toate aceste locuri sunt frecventate de mii de oameni care spera sa-si
vindece afectiunile prin hidroterapie.

Lichidele biologice precum séangele, saliva sau urina sunt un alt
exemplu unde potentialele redox naturale se intind pe o gama cuprinsa intre -
50 si +150 mV, corespunzatoare unui rH2 undeva intre 20 si 26. Este clar insa
ca o parte din apa electrolizata produsa este complet anormala din punct de
vedere biologic, justificdnd o evaluare clinica prealabila inainte de orice
utilizare terapeutica. Problema este, desigur, instabilitatea ERAW in timp, care
trebuie consumata in ora ce urmeaza productiei pentru a conserva nivelurile
potentialului redox sau a rHz-ului. O altd preocupare importantd este aceea ca
apa cu niveluri ale pH-ului mai mari sau egale cu 8.24 si ale rH> mai mari sau
egale 29 la T = 17.7°C, daca temperatura este ridicat la 22,4°C cu ajutorul
unui radiator, de exemplu, va prezenta o crestere a rHz pana la 16,9 fara nicio
modificare tangibila a pH-ului (8.23). Prin urmare, este foarte probabil ca
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ERAW, consumatd si incalzitd de corpul uman la temperatura
corespunzatoare, sa prezinte un potential redox care va deveni din nou pozitiv.

De asemenea, nu exista o norma oficial acceptata privind puterea
electrochimica P care poate fi, de asemenea, extrem de variabila. Cu toate
acestea, acesta este cel mai interesant parametru deoarece combina trei
proprietati principale ale apei, si anume aciditatea/alcalinitatea, caracterul
oxidativ/reducator si continutul general de minerale. Puterea electrochimica a
apei electrolizate poate varia de la 0 la 480 uW, ceea ce arata ca este posibila
Cu un singur aparat sa se produca apa ionizata cu o putere electrochimica
similara celor mai multe ape minerale naturale comerciale, in afara de St-Yorre
(Tabelul 1).

Este de retinut faptul ca, spre deosebire de apa minerala, puterea
electrochimica nu este stabila in timp si ca apa cu proprietati oxidative sau
reducatoare poate avea o putere electrochimica echivalenta. Din perspectiva
chimica, ERAW contine aceleasi substante minerale dizolvate de baza precum
apa utilizata la inceputul procesului de electroliza, cat si o cantitate variabila de
dihidrogen dizolvat a carui concentratie depinde de conditile electrolizei si de
nanoparticulele de platina (PtNPs) rezultate in urma degradarii electrozilor,
concentratia acestora depinzand de durata de utilizare a electrozilor.

TABEL 1. Caracteristici fizico-chimice ale unor ape minerale la T=20°C (RO= ozmoza inversa) (preluat dupa
Henry si Chambron, 2013).

Apa Rezistivitate/ Q-cm pH rH, P/uwW

RO water 20,000 6.6 22.0 2

Mont Roucous 43,500 6.0 26.3 4

Rosée de la reine 28,100 5.2 28.0 9
Montcalm 22,300 5.6 28.4 11
Volvic 6,000 7.0 29.6 34
Evian 1,700 7.4 26.5 68
Perrier 1,370 55 24.3 109
Vittel 825 7.6 26.9 140
Badoit 519 5.9 24.9 280
Contrex 431 7.2 26.6 292
Hépar 383 7.3 30.0 524
St-Yorre 144 6.4 25.0 874

2. Proprietati antioxidante ale apei alcaline

Dr. Hidemitsu Hayashi a cumparat un aparat de electrolizd pentru
Clinica Medicala Kyowa inca din 1985. ERAW a fost ulterior utilizata in mod
regulat pentru pregatirea meselor si drept apa potabila pentru pacienti. El a
observat o ameliorare clara la pacientii care suferd de tulburari gastro-
intestinale si chiar o serie de alte patologii, inclusiv diabet, guta, ciroza
hepatica, hepatita, hipertensiune si tumori maligne ale ficatului. Pentru a
explica aceste imbunatatiri, el a propus in 1995 o teorie conform careia ERAW
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exercitd Tn primul rédnd proprietati curative datoritd prezentei dihidrogenului

activat (Hz) care elimina eficient speciile reactive de oxigen (ROS), mai

degraba decét datorita alcalinitatii apei sau a potentialului redox (Hayashi,

1995). Chiar daca aceasta ipoteza este infirmata de faptul ca dehidrogenaza

exista doar la bacterii, afirmatiile acestuia au permis:

— dezvoltarea unei metode alternative ieftine la aparatul de ionizare a apei
pentru producerea de apa imbogatitda cu dihidrogen care prezinta
proprietati alcaline si reducatoare. Metoda se bazeaza pe o reactie
electrochimica intre apa si baghete de magneziu, rezultdnd ceea ce este
cunoscut sub numele de apa de magneziu (MSW)

Mg + 2H,0 — Mg(OH), + H>

— interes crescut pentru proprietatile curative ale apelor reducatoare naturale
gasite in situri subterane situate la mare adancime, precum Nordenau in
Germania (apa NA), Hita Tenryosui (apa HT) sau Muntele Fuji (apa IF) din
Japonia (Gadek si Shirahata, 2002);

— Tncurajarea echipelelor stiinfice sa faca cercetari pentru a intelege actiunile
fizico-chimice si mecanismele din spatele proprietatilor reducatoare ale
apei electrolizate.

Primul experiment in vitro, efectuat de Shirahata si grupul sdu in 1997,
a demonstrat capacitatea ERAW, produsa de aparatele comerciale (Nihon
Trim Co, Osaka, Japonia), de a distruge speciile reactive de oxigen, cum ar fi
radicalii superoxizi (O2”) si peroxidul de hidrogen (H20:), asemanator actiunii
enzimelor superoxid dismutaza (SOD) si catalaza (CAT).

In leg&tura cu un studiu al degradarii ADN-ului de cétre radicalii liberi,
cercetatorii au observat de asemenea, indirect, eliminarea radicalilor hidroxil
mai agresivi (Shirahata si colab., 1997). Cu exceptia efectului asupra
radicalilor hidroxil, aceste rezultate au fost ulterior confirmate de catre alte ape
ERAW produse de un aparat construit in laborator folosind apa suplimentata
cu 2 mM NaCl (Hanaoka si colab., 2004). Aceste tipuri de reactii, similare cu
enzimele SOD si CAT, sunt posibile numai dacad hidrogenul dizolvat este
prezent si activat in forma sa atomica. Din acest motiv, Shirahata si colegii sai
au propus ipoteza cum ca hidrogenul activ a fost stabilizat de PtNPs, eliberat
prin degradarea electrozilor (Shirahata, 2002). Pentru a studia validitatea
acestei ipoteze care este adesea utilizata ca argument comercial, o cercetare
aprofundata utilizand o ERAW produsa de un aparat comercial din apa de la
robinet filtratd peste rasind schimbatoare de ioni a ajuns la urmatoarele
concluzii (Hiraoka si colab., 2004):

a. nu a fost detectata nicio urma de platina in niciuna dintre diversele probe
studiate. In schimb, apa ionizata preparata din apa IF sau HY continea ioni
de vanadiu;
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b. activitatea anti-oxidanta a apei ERAW, MSW, HT (apa de adancime din
Hita Tenryosi, Japonia) si IF (apa din Muntele Fuji, Japonia), masurata prin
inhibarea oxidarii moleculelor biologice, nu a prezentat nicio diferenta in
privinta acidului ascorbic, tocoferolului sau polifenolilor;

c. pierderea activitatii anti-oxidante a ERAW si MSW dupa fierbere arata ca
este implicat un transfer instabil al elementului H2. Concentratia de H:
variaza de la aproximativ 0,5 mg-L™ pana la 1,5 mg-L™ la saturatie, dar
scade rapid, facand necesar ca apa sa fie consumata imediat. Un studiu
realizat de Shimouchi si colab. (2012) a aratat ca 50% din H: ingerat a fost
expirat in timp ce tesuturile corpului au preluat 45%, unde isi poate
exercita activitatea anti-oxidanta. Pentru apele IF si HT, s-a observat doar
o pierdere partiala a proprietatilor lor antioxidante la fierbere, in functie de
rezistenta proprietatilor reducatoare ale ionilor de vanadiu prezentj;

d. ERAW elimina radicalii de oxigen O2" Tn mod exclusiv si nu pare sa elimine
radicalii hidroxil HOs., contrar rezultatelor lui Shirahata si colab. si Ohsawa
si colab. Acest lucru se datoreaza probabil insuficientei sensibilitatii
spectrometriei de rezonanta electronica pentru detectarea altor radicali;

e. Tn mod ambiguu, proprietatile antioxidante pot fi explicate prin analize
chimice, dar demonstratia stiintifica a ipotezei hidrogenului activ lipseste,
chiar tinand cont ca PtNP-urile ar fi putut fi eliminate prin filtrare din probe.
Aceste rezultate diverse confirma probabilitatea ca ERAW si apa

imbogatitd in mod natural sau artificial cu Hz s& poate elimina ROS, fapt ce a

impins un numar de oameni de stiinta sa efectueze cercetari experimentale in

vivo folosind modele celulare si animale in patologii in care stresul oxidativ
joaca un rol important, cum ar fi diabetul, cancerul si insuficienta renala.

3. Dovezi experimentale pentru efectele antidiabetice ale apei
alcaline
Inca din 1997, s-a demonstrat ca administrarea de ERAW la sobolani,
scade concentratia nivelurilor de glucoza din sénge si de peroxid lipidic prin
activarea hexokinazei (Wanatabe si colab., 1997). In 2002, grupul lui Shirahata
a raportat efectele antidiabetice ale ERAW produse de un sistem de ionizare a
apei Nihon Trim Co in comparatie cu apa naturala de izvor NA sau HT,
renumita pentru activitatea lor reducatoare. Studiul a utilizat linii de celule beta-
pancreatice de hamster HIT-T15 tratate cu aloxan. Acesta a aratat faptul ca
efectele citotoxice induse de aloxan asupra celulelor au fost inhibate de toate
cele trei tipuri de apa (Li si colab., 2002).
Din punct de vedere biochimic, aceste ape par sa activeze secretia de
insulina in celule prin cresterea sensibilitatii lor la glucoza, apa naturala redusa
(NA si HT) avand un efect mai puternic decat ERAW. Acest studiu a aratat, de
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asemenea, ca, dupa incalzirea diferitelor ape intr-un autoclav la 121°C,
acestea au pierdut acele proprietati si ca apa minerala comerciala nu are
activitate antidiabetica. in 2005, grupul a demonstrat in continuare ca aceleasi
tipuri de apa ca si cele utilizate in studiul anterior protejeaza celulele
pancreatice de apoptoza indusa de aloxan (Li si colab., 2005). Efectul apei
imbogatite cu dihidrogen generat de baghetele de magneziu alcalogen asupra
glicemiei si lipidemiei a fost studiat si la sobolanii OLETF, asupra unui model
de diabet zaharat spontan de tip 2 (Jin si colab., 2006). Rezultatele au aratat
ca apa imbogatita cu dihidrogen a stimulat cresterea si ca ingestia sa pe
parcursul a 32 de saptamani a scazut concentratiile de glucoza, colesterol si
trigliceride din sange cu 10%-20% in comparatie cu sobolanii de control care
au baut apa de la robinet. Mai mult, nivelurile de glutamina-oxaloacetat
transaminaza (GOT) si glutamat-piruvat transaminaza (GPT) secretate de
celulele miocardice au scazut cu 50% Tn comparatie cu animalele de control.
Pe baza acestor rezultate, autorii au sugerat ca ERAW are un efect profilactic
util asupra complicatiilor coronariene in diabet.

4. Dovezi experimentale pentru efectele anticancer ale apei alcaline
in 2001, Komatsu si colab. (2001) a publicat faptul ca celulele
adenocarcinomului pulmonar uman A549 si celulele fibrosarcomului uman
HT1080, cand au fost tratate cu ERAW, au prezentat un potential redox redus,
rezultdnd o rata de crestere redusd, in timp ce fibroblastele normale TIG-1 nu
au fost afectate.

Shirahata si colab. (2002) au aratat de asemenea, ca celulele
carcinoamelor cervicale A549 sau Hela cultivate in mediu preparat din ERAW
si-au schimbat drastic morfologia, in timp ce morfologia TIG-1 a ramas
normala. Tn general, celulele canceroase Tsi datoreazad “nemurirea” activitatii
telomerazice ridicate si faptului ca telomerii lor nu se scurteaza. in studiul
mentionat, desi activitatea telomerazei a ramas ridicata, telomerii au devenit
mai scurti, fiecare diviziune celulara consecutiva sugerand ca ERAW a redus
capacitatea telomerazei de legare a telomerilor, ducand la scurtarea acestora.

Nisikawaa si colab. (2005) au studiat efectul protector al ERAW
preparat cu ajutorul unui aparat de electroliza asupra celulelor BALB/c-3T3
tratate cu 3-metil colantren (compus initiator) urmat de tratamentul cu phorbol-
12-miristat-13-acetat (compus promotor). Acestia au reusit sa stabileasca
faptul ca, pentru a inhiba promotorul, a fost necesar sa se adauge PtNPs la
ERAW (~10 ppm), deoarece ERAW singura a stimulat puternic transformarea
maligna. Se pare ca PtNP-urile sunt incorporate in celulele endoteliale din
intestin, sustindnd ipoteza cum ca dihidrogenul molecular intracelular este
transformat in hidrogen activ de catre PtNPs.
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Fara prezenta unui catalizator precum platina, nu se poate explica in
vitro activitatea Hz asupra ROS, cu exceptia radicalului hidroxil. Este de
asemenea important efectuarea de studii in vivo pentru a elucida mecanismul
de actiune al H: la nivel tisular si posibila sa activare de catre PtNP-uri care, in
plus, sunt ele insele susceptibile de a duce la probleme de toxicitate.

5. Cercetari experimentale privind efectele biologice ale NP

PtNP-urile sunt veritabili bureti de hidrogen, deoarece o dimensiune a
particulelor de 2 nm pot absorbi pana la 12% atomi de hidrogen per atom de
platind sub o presiune partiala exercitata de H. care nu depaseste 0,1 kPa
(Isobe si colab., 2003). PtNP isi exercita proprietatile de reducere prin
transferul de electroni in peroxid de hidrogen si anumiti radicali liberi, cum ar fi
2,2'-difenil-1-picrilhidrazil si 2,6-diclorofenol indofenol (Aiuchi si colab., 2004).
PtNP-urile sunt, de asemenea, capabile sa elimine radicalii superoxid si
hidroxil (Watanabe si colab., 2009). Marimea PtNPs poate varia de la 1 la 5
nm, cele mai mici particule fiind cele mai reactive fatd de ionii superoxid
(Hamasaki si colab., 2008). La o doza de 50 mg™, nicio toxicitate nu este
evidenta in celulele Hela cultivate si, in lumina acestui fapt, este considerata
asadar, ca un nou tip de antioxidant.

Majoritatea cercetarilor in vivo privind activitatea anti-oxidanta a PtNPs
a fost efectuatd Tn principal in legatura cu senescenta. Senescenta se
caracterizeaza printr-o degradare a materialului celular datorita productiei de
ROS care se mareste odata cu imbatranirea, deoarece procesele de reparare
se diminueazad (Beckman si Ames, 1998). Modelul liber de nematod
Caenorhabtidis elegans utilizat si tulpinile dezvoltate pentru studii
gerontogenomice au fost recunoscute ca fiind deosebit de potrivite pentru
evaluarea efectelor stresului oxidativ asupra duratei de viatd (Johnston si
colab., 1993). in 2008, Kim si colab. au aratat ca o reducere a duratei de viata
dupa expunerea nematodului C. elegans la paraquat, un radical liber care
induce stres oxidativ, se intdampla numai la o concentratie de NP exact de 0,5
mM (nici mai mult, nici mai putin). O crestere a duratei de viata a nematodelor
cauzata de tratamentul cu salen-manganese care stimuleaza superoxidul
dismutaza si catalaza este consolidata in continuare de prezenta NP (Kim si
colab., 2008). Fixand NP-urile la o secventa peptidica care are o afinitate
ridicata pentru platina si care este legata in continuare de o secventa peptidica
derivata din HIV-1TAT si ii permite sa treaca prin membrana celulara si sa
patrunda in celule, internalizarea celulara a NP-urilor a fost crescuta si doza
eficientd pentru producerea acelorasi efecte a fost acum de 5 pyM, ceea ce
este de 100 de ori mai mica (Kim si colab., 2010).
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Grupul lui Shirahata a studiat activitatea ERAW pe nematodul C.
elegans (Yan si colab., 2010). Autorii au aratat ca viermii cultivati in mediu
preparat din ERAW au o durata de viata extinsa si ca acest lucru protejeaza
impotriva efectului de scurtare a vietii exercitat de paraquat. Existd doua
componente ale ERAW care pot explica aceste rezultate: fie prezenta H>
dizolvat in apa, fie cantitatile mici de PtNP. Desi concentratia de H: este
maxim 0,9 ppm (0,9 mg - L") la sfarsitul electrolizei, aceasta scade rapid la
mai putin de 50 de parti pe miliard (ppb) (0,05 ppm sau 0,25 yM). Efectele H>
la concentratii atat de scazute nu au fost niciodatd cercetate. in schimb, o
concentratie activa de NP la 2,5 ppb este inferiora concentratiei de 0,5 mM (95
ppm), dar similara cu cea de 5 uyM (5 ppb) ale particulelor care sunt
interiorizate si observate de Kim si colab. Din acest motiv, Yan si colab. (2011)
au desfasurat numeroase alte experimente pentru a elucida rolurile H: si
PtNPs. Autorii au descoperit ca NP-urile sintetice maresc semnificativ durata
de viatd a nematodelor si reduc acumularea de ROS indusa de paraquat. in
schimb, apa imbogatitéd cu hidrogen nu a avut niciun efect semnificativ asupra
longevitatii nematodului. Aceste rezultate sugereaza ca nu H, ci NP-urile din
ERAW sunt responsabile pentru prelungirea duratei de viatd a acestui model
particular (si care nu pot fi generalizate si extrapolate la alte modele) prin
eliminarea ROS. Autorii au putut concluziona ca o concentratie a NP de 1,0
ppb ar fi fost internalizata in nematode. Deoarece aceasta cantitate este atat
de mica, ei concluzioneaza ca este foarte probabil ca consumul de ERAW sa
nu aiba efecte secundare (Kim si colab., 2010). Acest lucru explica de ce
testele de toxicologie au fost intotdeauna negative pana acum si astfel, ERAW
a declarata drept sigura spre a fi consumata (Saitoh si colab., 2010). Shirahata
si colab. (2012) nu au explicat mecanismele chimice sau fizice care duc la
degradarea electrodului si, prin urmare, la producerea de nanoparticule (NP)
in timpul functionarii aparatului de electroliza si a caror concentratie probabil
creste cu fiecare utilizare zilnica. In schimb, autorii explica faptul ca H. este
stocat in NP si activat prin activitatea sa catalitica. Activitatea catalitica este de
fapt intaritd deoarece densitatea electronica de suprafata legata de greutatea
metalului este mai mare atunci cand se afla in stare nanocoloidala decat in
stare solida. Shirahata si colab. presupun in continuare ca diferitii ioni minerali
continuti in apa naturala potabila sunt redusi la catod si atomii eliberati se
organizeaza sub forma de NP minerale. Unele minerale reactioneaza cu H:
pentru a forma hidruri insolubile. Acelasi lucru este valabil si pentru apa
naturala NA si HT ale caror proprietati anti-oxidante se datoreaza hidrogenului
produs in timpul reactiei anaerobe intre roca bazaltica si apa deosebit de pura.
Hidrurile stocheaza rezerve de hidrogen care pot fi eliberate prin hidroliza.
Stevens si Mc Kinley (1995) au raportat dovezi pentru o suprafatd anaeroba
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activa sustinutéd de viata microorganismelor, derivand energie din H> produs
geochimic, numitd ecosistem microbian litoautotrof, in acviferul bazaltic
profund.

Studiul toxicitatii NP-urilor nu a fost vazut ca o problema in contextul
dezvoltarii nanotehnologiei (Handy si colab., 2008). In primul rand sursele de
contaminare sunt foarte rare si in al doilea rand, metalul in sine este
considerat ca fiind biologic inert. Abia recent a aparut problema toxicitatii
datorita utilizarii pe scara larga a catalizatorilor de evacuare care disperseaza
NP pe masura ce imbatranesc datorita utilizarii derivatilor de platina pentru
utilizare terapeutica sau aplicatii industriale. S-a stabilit ca nivelurile de platina
in urina cresc si ca acesti compusi sunt bio-asimilabili. Datorita dispersiei lor in
atmosfera, toxicitatea prin inhalare a facut obiectul unor recente studii stiintifice
(Elder si colab., 2007). Aceste studii se bazeaza pe masurarea captarii
intracelulare a NP in raport cu forma lor (sfera, in forma de floare sau cu
varfuri multiple) cu dimensiuni cuprinse intre 10 si 30 nm si capacitatea lor de
a induce stres oxidativ sau inflamatii in celulele endoteliale pulmonare sau
vasculare. Pe baza markerilor de stres oxidativ si inflamatie, toxicitatea
rezultata din concentratiile de NP care sunt produse in timpul poluarii mediului
sau a atmosferei industriale este nedetectabild. Cand dozele mult mai mari
decét cele discutate sunt administrate celulelor in cultura, efectele biologice nu
depasesc 35%. Cu toate acestea, toxicitatea indusd depinde de starea
submicroscopica a metalului. In schimb, toxicitatea inerent3d datorata actiunii
chimice catalitice a platinei asupra cailor de reducere a oxidului din organism
si, Tn special, asupra ficatului, unde particulele se acumuleaza, nu a fost
niciodata demonstrata.

Studiul toxicologic realizat de Saitoh si colab. si la care Yan si colab.
(2011) se refera, a concluzionat ca ERAW nu prezinta un risc pentru sanatatea
umana. Intr-adevar, niciun semn de intoxicatie nu a fost observat vreodata pe
baza examenului clinic, a valorilor hematologice, a parametrilor biochimici ai
sangelui si a urinei sau a histopatologiei organelor principale. Cu toate
acestea, contaminarea ERAW de catre NP si consecintele sale biologice nu au
fost inca larg abordate.

6. Cercetari experimentale privind proprietatile biologice si
terapeutice ale dihidrogenului

Desi proprietatile reducatoare ale H> sunt bine cunoscute in chimie,

acest gaz este considerat ca fiind nereactiv cu tesuturi, in conditii fiziologice.

Cu toate acestea, potentialul sau terapeutic pentru cancer a fost profund

cercetat in SUA (Dole si colab., 1975), iar pentru inflamatii in Anglia (Jones,

1996) si in Franta (Gharib si colab., 2001). Tn 2007, munca experimentala a

102



BIOSTUDENT, 2021, vol. 4 (1), pp. 91-162

echipei de cercetare a profesorului Shigeo Ohta a reinviat interesul pentru

beneficiile terapeutice ale H. si a furnizat dovezi convingatoare care sustin

importanta hidrogenului pentru functia celulara in organism (Ohta, 2011).

Aceasta lucrare a stimulat cercetari experimentale clinice privind eficacitatea

terapeutica a hidrogenului disponibil in dozele nou dezvoltate, concurand cu

utilizarea ERAW. Ohsawa si colab. (2007) au demonstrat in modele
experimentale de diferite boli faptul ca selectivitatea H; elimina o forma foarte
reactiva de oxigen: radicalul hidroxil HOe. Cu toate acestea, H, nu
reactioneaza spontan cu anionul radical superoxid (O2"), peroxidul de hidrogen

(H202) sau radicalii oxizilor nitrici (NOe) care joaca un rol fiziologic in

semnalizarea celulara si apararea imunitara.

Eficacitatea terapeutica a H> demonstrata in aceasta publicatie a trezit
un interes considerabil asupra oamenilor de stiinta si medicilor din Japonia,
Coreea si China. A creat un studiu intensiv asupra mai multor stari de boala,
dintre care unele au fost deja explorate, dar administrand H; folosind noi
proceduri, cum ar fi injectia, inhalarea, picaturile de ochi, ingestia de apa
imbogatita in hidrogen prin barbotarea gazului in apa, prin electroliza sau prin
reactia electrochimicd a magneziului cu apa si prin cresterea H: intestinal
endogen consuméand o dieta bogata in alimente cu continut ridicat de amidon,
lapte si curry (Ohta, 2011), manitol, inhibitori ai a-glucozidazei etc. (Zheng si
colab., 2011). Beneficile administrarii hidrogenului au fost din nou
demonstrate pe:

e modele experimentale de ischemie urmate de reperfuzie pe creier, inima si
leziuni ale rinichilor, plamanilor si intestinului, pentru aceste ultime trei
organe cercetandu-se si efectele cu privire la rezultatul unui transplant;

e deteriorarea sistemului nervos central, hipoxie la nou-nascuti si apoptoza,
infarct si transformarea hemoragicd dupa infarct si transformarea
hemoragica dupa obstructia arterei cerebrale medii, asfixia perinatala a
porcusorilor de guinea nou-nascuti, degenerarea cerebrala si modele ale
bolii Parkinson, Alzheimer si imbatranirea accelerats;

¢ inflamatie intr-o varietate de modele de hepatita, pancreatita acuta indusa
de arginina, colitd indusa de actiunea sulfatului de dextran de sodiu,
septicemie, inflamatie generala indusa de zimosan;

¢ neurotoxicitatea indusa de cis-platina utilizata in chimioterapie si leziunile
celulelor capilare acustice cauzata de antimicina;

e leziuni ale creierului sau maduvei spinarii, leziuni cauzate de radiatiile
ionizante la nivelul limfocitelor, endoteliului gastro-intestinal, probleme de
auz si pierderea auzului, arsuri ale corneei datorate sodei caustic;

e diabetul zaharat de tip | si Il, intolerantd la glucoza, potential sindrom
metabolic;
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o alergii;
e batranete (Beckman si Ames, 1998).

Articolele publicate ale lui Zheng si colab. si Shirahata si colab. contin
bibliografii cuprinzatoare care citeaza cercetarile de mai sus. Radicalul hidroxil
este cel mai reactiv dintre speciile ROS. In timpul evolutiei, mamiferele au
pierdut orice sistem endogen de detoxifiere pentru neutralizarea speciilor ROS.
Datorita capacitatii hidrogenului de a elimina ionii radicali, acesta poate
exercita un efect citoprotector care previne degradarea biopolimerilor celulari.
Actiunea H: de asemenea, depaseste doar eliminarea de ROS in exces. O
serie de studii au aratat un efect al H, asupra reglarii expresiei genelor,
actionand direct asupra cailor de semnalizare celulara care sunt stimulate de
ROS in exces (Itoh si colab., 2011). In orice caz, multe dintre reactiile care
apar in prezenta unor cantitati mici de H: trebuie inca elucidate (Ohta, 2011).
Aceasta activitate ampla de cercetare privind consecintele biologice ale H: a
avut cu sigurantd un impact asupra evaluarilor clinice care au fost facute
recent. Evaluari clinice intreprinse in Japonia pentru a evidentia caracterul
adecvat al ERAW pentru tulburarile gastro-intestinale a facut posibil ca
Ministerul Sanatatii, Muncii si Bunastarii sa certifice dispozitivele ionizante si
sa permitd hemodializa utilizdnd ERAW (de inteles, deoarece hemodializa
necesita un flux continuu de lichid pentru dializa). Aproape toate evaluarile
clinice pentru a demonstra efectele benefice ale administrarii H, erau efectuate
cu apa imbogatita cu H., prin contact direct cu gazul sau prin actiune
electrochimica intre magneziu si apa (RSM).

7. Studii privind efectele ERAW
7.1. Probleme gastro-intestinale
Primele studii clinice dublu-oarbe referitoare la tulburarile gastro-
intestinale au fost prezentate la cea de-a 25-a Adunare Generala a Conferintei
medicale japoneze din aprilie 1999 si publicate de Tashiro si colab. In acest
studiu, voluntarii au consumat 1 litru de ERAW in fiecare zi timp de 12-15 zile.
S-au observat imbunatatiri pe baza diferitelor aspecte clinice vizate: diaree
cronica, constipatie, fermentatie intestinald, hipercolie. Aceste teste au permis
autoritatilor japoneze sa autorizeze utilizarea electrolizatoarelor domestice
pentru tratamentul tulburarilor gastro-intestinale. Au fost prezentate alte
rezultate pozitive cu privire la beneficile ERAW pentru tratarea leziunilor
mucoasei gastrice si intestinale de catre Dr. Yoshikazu, in ciuda scepticismului
si a eforturilor de a arata rezultate negative.
7.2. Hemodializa cu ERAW
Hemodializa este adesea utilizata pentru curatarea excesului de toxine
sau deseuri metabolice din sénge la pacientii cu insuficienta renalé severa.
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Aceasta procedura poate duce la stres oxidativ care provoaca boli
cardiovasculare. Un studiu clinic a fost efectuat pe 22 de barbati si 15 femei
supusi hemodializei efectuat cu ERAW furnizat de un aparat comercial care a
fost adaptat la un hemodializator (Huang si colab., 2003). S-au masurat
urmatorii parametri sanguini: starea totala anti-oxidanta (TAS), activitatea anti-
oxidantda a plasmei, nivelul proteinelor/aminoacizilor oxidati, peroxidarea
lipidelor, nivelurile interleukinei-6 (IL6) si concentratia proteinei C-reactive. S-a
demonstrat ca hemodializa cu ERAW ajuta la cresterea apararii imune a
organismului Tmpotriva stresului oxidativ, eliminand in special peroxidul de
hidrogen si anionul hipoclorit. In acest exemplu, ERAW pare s& scada
modificarile aparute la nivelul leucocitelor, celulelor endoteliale si eritrocitelor
(Huang si colab., 2006).

Intr-un alt studiu, 21 de participanti, stabilizati prin hemodializa
standard, au fost supusi unei dialize cu ERAW la o ratd de trei sedinte pe
saptamana (Nakayama si colab., 2010). Apa dedurizatad si filtratd peste
carbunele activ a fost electrolizata. Aceasta a fost introdusa intr-un echipament
de osmoza inversa conectat la un aparat de hemodializa personal care
livreaza o solutie de hemodializd cu o concentratie medie de dihidrogen de 48
ppb. Nu au fost observate efecte secundare in timpul evaluarii. Presiunea
arteriala sistolica a scazut la un numar semnificativ de pacienti pana la 140
mm Hg. Autorii cred ca efectul hipotensiv al H, se datoreaza activitatii sale
anti-oxidante si eliminarii ROS, inclusiv peroxinitratul, o substantd care
provoaca hipertensiune renala prin reducerea radicalilor nitrozilici (Nakayama
si colab., 2010).

Pe scurt, este posibil ca hemodializa cu ERAW sa imbunatateasca
raspunsul inflamator si controlul tensiunii arteriale la pacientii cu hemodializa.

7.3.  Studii despre actiunea terapeutica a apei reduse neutre
imbogaitite in dihidrogen

Kajiyama si colab. (2008) au efectuat un studiu randomizat, dublu-orb,
controlat cu placebo, privind tratamentul diabetului zaharat de tip Il la 30 de
pacienti diabetici (T2DM) si sase pacienti afectati de intolerantd la glucoza.
Apa naturala a fost purificata mai intai prin trei procedee de filtrare: filtrare prin
osmoza inversa, prin rasini schimbéatoare de ioni si ultrafiltrare prin membrana
milipor. Apa redusa neutra bogata in H, a fost produsa prin dizolvarea directa
a gazului barbotat in apa. Concentratia de H, a fost de 1,2 mg-L™" si
concentratia in O, a fost 0,8 mg-L™", pentru un potential redox de -600 mV.
Avand in vedere cantitatea de H: eliminat prin expiratie, a fost recomandat un
aport de 900 ml de apa hidrogenata pe zi, timp de 12 saptamani, pentru a
mentine o concentratie de H. suficienta in tesuturi si 900 ml de apa pura pe zi
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pentru grupul martor in aceeasi perioada de timp, urmata de o perioada de
curatare de 12 saptamani. Toti parametrii au fost analizati la nceputul
evaluarii, la opt saptamani si la sfarsitul evaluarii. Concentratiile serice de LDL
si LDL dens mic (sdLDL) au scazut semnificativ dupa ce au baut apa cu
hidrogen, dar nu s-a modificat nivelul colesterolului, concentratia
lipoproteinelor cu densitate ridicatd (HDL), colesterolului lipoproteinelor cu
densitate mica (LDLc), RPLc, nivelul trigliceridelor sau al non-acizilor grasi
esterificati. In mod similar, nivelul glicemiei si insulinei in repaus alimentar si
procentul de HbA1c nu au fost modificate. Autorii nu au putut gasi o explicatie
clara pentru reducerea concentratiilor de emLDL, sdLDL si ulsoP, altele decat
protectia lipoproteinelor de membrana de catre H, impotriva oxidarii. in cele
din urma, patru pacienti din sase cu intoleranta la glucoza au fost normalizati.
Pentru a explica aceste rezultate, autorii au invocat ipoteza ca dihidrogenul
difuzeaza usor in tesuturi si protejeaza ADN-ul impotriva efectelor daunatoare
ale ROS, influentand transcriptia si contribuind la imbunatatirea rezistentei la
insulin&. In concluzie, autorii indica faptul ca absorbtia apei bogate in hidrogen
are un rol benefic de jucat in prevenirea T2DM si a rezistentei la insulina.

7.4.  Studii despre actiunea terapeutica a MSW

Sindromul metabolic se caracterizeaza printr-un grup de factori de risc
metabolici: obezitate, niveluri ridicate de insulina, tensiune arteriala crescuta si
dislipidemii. Prin urmare, stresul oxidativ ar trebui sa joace un rol cheie in
patogeneza acestei tulburari. Un studiu pilot a fost intreprins la Universitatea
din Pittsburgh pentru a evalua eficacitatea acestui tip de apa la 20 de subiecti
(10 barbati si 10 femei) a caror stare biologica (greutate, cantitatea de zaharuri
din sénge, lipemie si colesterolemie) a condus la dezvoltarea sindromului
metabolic (Nakao si colab., 2010).

MSW a fost preparat cu ajutorul unei baghete de magneziu pentru a
obtine o concentratie de 0,55-0,65 mM. Testele de rutina ale markerilor
biologici indicativi ai acestui sindrom, precum si ai markerilor de stres oxidativ
au fost efectuate dupa proceduri standard: hemoleucograma, creatina,
aminotransferaza, gama glutamiltransferaza bilirubina, colesterol total, HDL,
LDL, trigliceride, glucoza in sange, 8-hidroxi-2-deoxiguanoziné, 8 izoprostan,
superoxidismutaza si acid tiobarbituric. Fiecare pacient a baut 300-400 ml de
apa de cinci ori pe zi: dimineata inainte de micul dejun, o ora dupa prénz, doua
ore dupa gustarea de dupa-amiaza, cu o ora inainte de cina si cu jumatate de
ora Tnainte de culcare. Acest lucru ofera un consum total de 1,5-2 L maxim pe
zi pe parcursul a opt saptamani. Consumul de MSW a dus la o crestere cu
39% a nivelului de SOD, o scadere a acidului tiobarbituric cu 43% in urina, o
crestere cu 8% a HDL si o scadere cu 13% a colesterolului total. Nu a existat
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nicio modificare observabila a nivelului zaharului din sange. Autorii au
concluzionat ca aportul de MSW imbunatateste nivelul markerilor stresului
oxidativ si intareste activitatea anti-oxidanta a organismului.

Oboseala asociatd cu o crestere a stresului oxidativ si a inflamatiei
datorita formarii ROS prin radiatii X altereaza, de asemenea, calitatea vietii
pacientilor. Kang si colab. (2011) au publicat un studiu asupra eficientei
tratamentului cu ajutorul MSW. Investigatia a fost efectuata pe 49 de pacienti
care sufereau de cancer hepatic. Pacientii (33 barbati si 13 femei) cu o varsta
medie de 56,3 ani, diagnosticati cu carcinom hepatocelular au fost tratati prin
radioterapie. Au fost separati in doua grupe prin tragere la sorti. Unul dintre
grupuri a fost supus la consumul de 10 ori pe zi a 100-300 mL de ERAW,
obtinand 1,5-2,0 L pe zi, al doilea grup a primit un placebo. Tratamentul a fost
inceput in primele zile dupa inceperea radioterapiei si a continuat timp de sase
saptamani. Pacientii au completat un chestionar, conform cu echivalentul
coreean al Organizatiei Europene pentru Cercetare si Tratamentul Cancerului
(Instrumentul QLQ-C30) cu anumite modificari care permit o evaluare a starii
de sanatate cu crearea unei Scale a Calitatii Vietii (QOLS) care reflecta nivelul
simptomelor si diminuarea acestora. In cadrul QOLS, au fost evaluate cinci
niveluri functionale, si anume: starea fizica, functia cognitiva, emotiile, relatiile
sociale cu evaluarea a trei simptome diferite (durere, oboseala, greata sau
varsaturi) si sase elemente simple (dispnee, insomnie, pierderea poftei de
mancare, constipatie, diaree).

Concentratia derivatilor oxidati metabolizati (dROM) si puterile biologice
anti-oxidante (BAP) au fost evaluate din prima pana in a sasea saptaméana de
radioterapie. Masuratori ale parametrilor biologici, hemoleucograma, aspartat
aminotransferaza, transpeptidaza gama glutamica si colesterolul au fost, de
asemenea, incluse in aceeasi perioada de timp.

In cadrul studiului s-au concluzionat urmatoarele: consumul de MSW a
imbunatatit calitatea vietii pacientilor incepand cu prima saptamana de
tratament. MSW nu a avut niciun efect asupra tulburarilor gastro-intestinale.
Consumul de MSW a scazut sistematic concentratia derivatilor metabolitilor
reactivi ai oxigenului, derivatilor oxigenati, a mentinut activitatea anti-oxidanta
endogena n ser care se deterioreaza in timpul radioterapiei si nu a modificat
functia hepatica sau compozitia séngelui.

7.5. Efecte sistemice si locale ale expunerii pe termen lung

la apa alcalina de baut la sobolani
Séanatatea mucoasei bucale este afectatd de starea nutritionala si de
expunerea la diversi factori extrinseci, cum ar fi microorganismele si
substantele chimice. Ca bariera mucoasa, saliva are o functie de protectie
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importantd Tmpotriva unei varietdti de agenti potential nocivi, toxine si
substante chimice periculoase. pH-ul cavitatii bucale este mentinut in valori
relativ. neutre de capacitatea de tamponare a salivei (Mandel,1987).
Modificarile acide ale cavitatii bucale datorate metabolismului bacterian,
bauturilor acide si refluxului, sunt bine cunoscute. Pe de alta parte, modificarile
aduse conditiilor alcaline au primit mult mai putina atentie. Cu toate acestea, o
schimbare alcalind in mediul extracelular poate influenta proprietatile de
crestere ale celulelor (Eagle, 1973), iar stresul alcalin pe termen scurt poate
provoca chiar activitate proliferativa (Zetterberg si Engstrom, 1981).

Alcalinitatea tranzitorie a cavitatii bucale poate fi cauzata de o varietate
de factori, de exemplu produsele din tutun, considerate in prezent cei mai
importanti factori cauzali ai cancerului oral. Fumul de trabuc este in general
mai alcalin decéat fumul de tigara (Brunnemann si Hoffmann, 1972). Efectele
farmacologice ale tutunului sunt legate de alcalinitate, datoritd absorbtiei
sporite a nicotinei prin mucoasa intr-o forma libera (Tomar si Henningfield,
1997). Produsele din tutun fara fum, populare in Scandinavia si SUA, au un pH
alcalin ridicat (Axell 1993), reglementat de agenti de tamponare (Gothia Tobak
1999). Produsul sudanez din tutun fara fum, denumit toombak (cu un pH de
aproximativ 9,6) poate provoca modificari ale mucoasei bucale cel putin partial
atribuibile alcalinitatii sale (ldris si colab. 1996). Mestecarea nucilor de betel
asociata cu utilizarea pastei de var, constand in principal din hidroxid de calciu
si aditivi alimentari (Jeng si colab. 1994), ridica rapid pH-ul oral la 10 (Thomas
si MacLennan, 1992).

S-a dovedit ca apa potabila in unele zone geografice este alcalina, cu
valori uniforme ale pH-ului mai mare de 9.5 (Kujala-RaEty si colab. 1998).
Substantele alcaline sunt utilizat si in ingrijirea dentara. Pasta de dinti pe baza
de bicarbonat are pH-ul cuprins in intervalul de 8-9,4. Hidroxidul de calciu este
utilizat ca agent terapeutic pentru cariile profunde si ranile pulpei dentare
pentru a accelera vindecarea (Torneck si colab. 1983). Cu toate acestea, nu
au fost raportate studii privind reactiile mucoasei orale la alcalinitate ridicata.

Incurajate de constientizarea acestor conditii alcaline in cavitatea
bucala si de proprietatile mitogene potentiale sugerate ale pH-ului alcalin,
numeroase studii au fost concepute pentru a evalua efectele expunerii pe
termen lung la apa alcalind potabila, continand Ca (OH). sau NaOH, asupra
morfologiei epiteliului bucal si a altor organe la sobolani. In plus, expresia unui
grup extins de proteine implicate in diferentierea keratinocitelor, proliferarea
celulara, aderenta celulara si stresul cellular, au fost analizate folosind probe
de biopsie ale mucoasei bucale.

Un astfel de studiu a fost realizat asupra unui grup de 48 de sobolani
din tulpina Long-Evans. Acestia au fost impartiti in patru grupuri de studiu si un
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grup de control. Ca (OH). sau NaOH au fost utilizate pentru a creste pH-ul
apei. Aportul de apa a fost monitorizat intermitent in toate grupurile, fara a
arata diferente intre grupuri. In mod similar, aportul de alimente a fost egal
intre sobolanii de studiu si cei de control.

n grupurile 1, 2 si 3, experimentul a fost inceput cand sobolanii aveau
varsta de 12 saptamani, iar in grupurile 4 si 5 la varsta de 6 saptamani. Durata
experimentului in toate grupurile a fost de un an (52 de saptamani),
corespunzand unei expuneri de 30 de ani la oameni. Dupa finalizarea
studiului, sobolanii au fost ucisi folosind dioxid de carbon, iar probele de
necropsie au fost prelevate din mucoasa bucala, bolta palatina, limba, esofag,
stomac, intestine, ficat si rinichi. n grupurile 4 si 5, s-au obtinut probe
suplimentare din glandele salivare (parotide, submandibulare si sublinguale),
muschiul maseter, tiroida, hipotalamus si ovar sau testicule.

Toate animalele au supravietuit experimentului si au ramas in stare
buna péna la sfarsitul acestuia. Cu toate acestea, sobolanii femele, in special
din grupa 2, dar si din grupurile 4 si 5, au prezentat o blanad mata si subtire in
unele regiuni la sfarsitul experimentului. O oarecare decolorare a mucoasei
bucale a fost observata la sobolanii din grupa 2.

S
27
FIG. 3. Femela din grupul de control (sus) comparativ cu o femela din grupul 2 (preluat dupa Merne si
colab., 2001).

Toate animalele au fost cantarite la finalizarea experimentului.
Greutatea medie a sobolanilor in toate grupurile experimentale a fost mai mica
(1-29%) decat cea a animalelor de control. Cea mai mica greutate corporala a
fost observatd la sobolanii carora li s-a administrat Ca(OH)2 si la cei cu
expunere, incepand cu varsta de 6 saptamani. Astfel, greutatile sobolanilor din
grupurile experimentale au diferit semnificativ din punct de vedere statistic de
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cele ale martorilor (testul Kruskall-Wallis) la urmatoarele grupuri: femele din
grupa 2, femele din grupa 4, femele si masculi din grupa 5.

La examinarea microscopica, epiteliul mucoasei bucale, al palatului si
al limbii sobolanilor din grupurile de studiu au fost similare ca morfologie si
structura cu cele ale controalelor. Nu s-au observat atrofii mucoase definite
sau ulceratii la niciunul dintre sobolani. Unul dintre sobolanii din grupa 2 a
prezentat hiperkeratinizare moderata a epiteliului. Infiltratele de celule
inflamatorii, constand in principal din limfocite In lamina propria a mucoasei
bucale, au fost observate in toate grupurile, cu exceptia grupului 5. In probele
de tesut lingual, infiltratiile limfocitare au fost cele mai raspandite in probele de
control. La un sobolan mascul din grupa 4, celulele multinucleate erau
prezente in mucoasa bucala. Mastocitele au fost cele mai abundente la
sobolanii din grupa 3, atat in probele din mucoasa bucala, cat si din limba. Un
mascul in grupa 3 si o femela in grupa 4 au prezentat calcificatii in limba.

TABEL 2. Comparatia datelor despre masa corporala intre controale si cobai (preluat dupa Merne si

colab., 2001).
Grup Gen Numar Media Interval SD Media Valoarea Valoarea
de masei de (+-) masei P- P- (cu
cobai corporala masa corporale (Kruskall- corectura
(9) (9) comparativ Wallis) Bonferroni)
cu controlul
@
1.Control FIM 6/6 233/420  212-240 10,56
/ 382- /
468 32,37
. Ca (OH)2, FIM 6/6 221/373  210-227 6,06/ -12 /-47 0,0370/ 0,148/
pH11.2 / 322- 48,22 0,1269 0,5076
432
. NaOH, pH FIM 6/6 229/416  216-255 85,98 -4/-4 0,3358/ 1,3432/
11.2 /347- / 1,0000 4,0000
471 41,78
. Ca (OH)2, FIM 3/3 206/372  187-207 5,68/ -271-48 0,0196 / 0,0784/
pH 12 / 357- 14,19 0,0518 0,2072
385
. NaOH, pH FIM 3/3 199/325  187-207 10,79 -34/-95 0,0196 / 0,0784 /
12 / 315- / 0,0201 0,0804
341 14,22

La probele obtinute din tesuturi extraorale, nu s-au observat modificari
marcante dupa expunerea la apéa alcalind. In glandele salivare, infiltrarea
limfocitelor a fost prezenta la sobolanii grupului de control 1 si in grupele 3 si
4. Tn grupa 2, nu s-au observat modificari inflamatorii, dar 3/12 (25%) din
probele din glanda salivara au prezentat caracteristici atrofiate. in intestinul
subtire, un sobolan din grupa 3 a prezentat calcificari. La sobolanii tratati cu
hidroxid de calciu, unul (8%) din sobolanii din grupa 2 au prezentat atrofie a
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vilozitatilor intestinale si s-a detectat un granulom la un sobolan femel din
grupa 4. S-au observat calcificari la rinichi la 5 (42%) sobolani din grupul 3 si,
de asemenea, la 67% dintre sobolanii martori.

Pankeratina, care detecteaza keratinele 5, 6, 8, 17 si 19, a fost puternic
exprimata pe intregul epiteliu in toate probele din fiecare grup de studiu.
Epiteliul a aratat o colorare intensa a tuturor straturilor supra-bazale cu CK4,
cat si CKS, in timp ce toate probele din mucoasa bucald s-au demonstrat total
negative pentru CK19. Nu au fost observate diferente in intensitatea sau
cantitatea de expresie in randul grupurilor. PCNA cu colorare limitata la stratul
bazal al epiteliului, nu a aratat diferente in cantitatea sau intensitatea expresiei
intre grupuri.

Expresia slaba a HSP60 a fost observata in nucleul celulelor bazale,
cel mai frecvent in grupa 5 (83%) si in grupa 3 (67%). Expresia nucleara HSP
70 a fost localizata in principal la celulele bazale, prezenta in 12/12 (100%)
probe de sobolani din grupa 2 si in 5/6 (83%) din grupa 4 (tratatd cu hidroxid
de calciu). La sobolanii carora li s-a administrat hidroxid de sodiu in apa, HSP
70 a fost observat la 7/12 (58%) dintre sobolanii din grupa 3 si la 4/6 (67%) din
grupa 5. La martori, expresia HSP 70 a fost observata doar in 4/12 (33%)
probe.

Dintre moleculele de adeziune celulara, ICAM-1 nu s-a colorat in 6/12
probe de la sobolanii carora li s-a administrat Ca(OH)2 cu pH 11,2 (grupa 2).
Toate probele de la sobolanii martor si grupul 3 au fost colorate pozitiv pentru
CD44, in timp ce jumatate din probele din grupul 4 si grupul 5 au ramas CD44
negative.

TABEL 3. Colorare imunohistochimica pozitiva in monstrele din mucoasa bucala provenita de la
grupurile de studiu si control (preluat dupa Merne si colab., 2001)

Anticorp 2‘:&%3 Gupul 2 Grupul 3 Grupul 4 Grupul 5
Pankeratina 12/12 12/12 12/12 6/6 6/6
CK 19 0/12 0/12 0/12 0/6 0/6
CK5 12/12 12/12 12/12 6/6 6/6
CK 4 12/12 12/12 12/12 6/6 6/6
PCNA 12/12 12/12 12/12 6/6 6/6
HSP 60 6/12 5/12 8/12 3/6 5/6
HSP 70 4/12 12/12 7112 5/6 4/6
HSP 90 12/12 12/12 11/12 6/6 6/6
S-100 12/12 12/12 12/12 6/6 6/6
ICAM-1 0/12 6/12 0/12 0/6 0/6
CD44 12/12 10/12 12/12 3/6 3/6
CD68 0/12 0/12 0/12 0/6 0/6

Acest studiu a investigat efectele sistemice (asupra organelor) si locale
(asupra mucoasei bucale) ale administrarii pe termen lung a apei alcaline de
baut la sobolani. Organele parenchimatoase si probele din mucoasa bucalé au
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fost examinate pentru observarea modificarilor morfologice, iar acestea din
urma si pentru exprimarea proteinelor care reglementeaza diferentierea
keratinocitelor, proliferarea celulara, aderenta intracelulara si stresul celular.

La sfarsitul experimentului cu durata de un an, sobolanii expusi la apa
alcalina potabila au avut greutati corporale semnificativ mai mici decat martorii.
in plus, blana mat& si neuniforma observata la unele dintre animalele testate
sugereaza un raspuns sistemic toxic sau metabolic la apa alcalina. Cu toate
acestea, mecanismele de baza responsabile de un astfel de raspuns nu sunt
usor de recunoscut pe baza constatarilor. Astfel, nu au putut fi observate
modificari sistematice brute sau morfologice Tn oricare dintre organele sau
tesuturile parenchimatoase interne examinate la microscopul optic. Totusi,
acest lucru nu exclude posibilitatea altor factori, de exemplu atrofia sistemica a
acestor organe, care pot fi recunoscute ih mod fiabil numai prin masuratori
cantitative, care nu au fost facute in acest studiu. Greutatea corporala a fost
cea mai mica la sobolanii ce au inceput ingestia de apa alcalina la varsta de 6
saptamani. La oameni, acidoza metabolica la copii poate duce la inhibarea
cresterii, asa cum s-a raportat la copiii cu acidoza tubulara (Chan 1983). Astfel,
se poate specula faptul ca modificarea alcalinitatii la sobolanii tineri ar putea
afecta metabolismul electrolitilor sau al aldosteronului responsabil pentru
intarzierea observatad a cresterii. De un interes deosebit in acest sens este
rolul Ca (OH)., ale caror efecte asupra greutatii corporale au fost deosebit de
pronuntate la femele.

Exista, insa, unele studii anterioare care sugereaza ca un mediu alcalin
poate avea diverse efecte la nivel celular. Efectele dramatice observate dupa
ingestia accidentald a substantelor alcaline precum lesia sunt bine stabilite
(Howell, 1986). In mod similar, degenerescenta, hemoragia si eroziunea
mucoasei gastrice si edemului submucos au fost raportate la sobolani la 15-60
min dupd administrarea de solutii de detergenti alcalini (Sauers si colab.
1994). Tratamentul cu NaOH 0,3N a fost utilizat experimental pentru a induce
ulcer gastric la sobolani (Cheon si colab. 1999). Cu toate acestea, nu a fost
observata nicio modificare histologica a tractului gastro-intestinal in acest
studiu, sugerand un raspuns adaptativ, care poate include stimularea
mucusului, secretia de bicarbonat, rezistenta crescuta a mucoasei, precum i
motilitatea gastrica si fluxul sanguin gastric crescut (Cheon si colab. 1999).

Studiile anterioare au aratat cad un mediu extracelular alcalin poate
influenta proprietatile de crestere ale celulelor. Perioadele scurte (2-10 min) de
expunere la substante alcaline (pH de la 8,5 la 10) prin adaugarea de NaOH in
mediul de cultura celulara s-au dovedit a avea un efect mitogen asupra
fibroblastelor embrionilor de soarece fara niciun semn de efecte toxice
(Zetterberg si colab., 1982). in mod similar, extractul de apa de var (Jeng si
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colab., 1994), precum si cristalele de hidroxiapatita si carbonat de calciu
(Cheung si McCarty, 1985) s-au dovedit a creste proliferarea fibroblastelor
cultivate. Un studiu care a aratat transformarea celulelor renale canine in
celule tumorale diferentiate numai dupa expunerea la un mediu moderat
alcalin (pH 7,8) timp de doua saptamani (Oberleithner si colab. 1991) indica
efecte profunde ale alcalinitatii asupra cresterii si proliferarii celulare. Nu au
fost observate modificari sistemice ale organelor, cum ar fi proliferarea
fibroblastelor (cicatrici), In oricare dintre organele parenchimatoase explorate
in studiul lui Merne si colab. (2001).

O mare parte din accentele studiului descris a fost asupra evaluarii
efectelor locale ale apei alcaline asupra mucoasei bucale, prin analiza
morfologiei si expresiei proteinelor de reglare a celulelor, deoarece datele
studiilor anterioare implica tratamentul alcalin drept cauza a diferitelor afectiuni
locale ale mucoasei. Astfel, la sobolani sau hamsteri, vopsirea mucoasei
bucale cu pasta de hidroxid de calciu in mod regulat pe o perioada lunga de
timp poate duce la atipie celulara, dar nu la malignitate (Jin si colab., 1996).
Utilizatorii de tutun masticabil de betel, impreuna cu var stins alcalin dezvolta
in mod regulat depunerea de tesut fibros in straturile submucoase ale
mucoasei bucale (Cox si Walker, 1996). Cu toate acestea, in probele prelevate
nu au fost observate astfel de modificari fibroase sau atipii celulare epiteliale la
sobolanii tratati cu apa alcalina. Nu s-a observat niciun efect asupra ratei de
proliferare a celulelor, dupa cum reiese din expresiile PCNA identice in
grupurile de studiu si sobolanii martor. Aceasta constatare este in acord cu
colorarea total negativa a cheratinei CK19, a carei expresie supra-bazala este
asociata cu proliferarea epitelialda (Depondt si colab., 1999). Descoperirile
realizate de echipa Iui Merne in anul 2001 sunt in concordanta cu rezultatele
unui studiu in vitro care nu a reusit sa arate nicio inducere a proliferarii celulare
prin tratament alcalin, masurata prin numararea celulelor si incorporarea
timidinei (Burroni si Ceccarini, 1984). intr-un alt studiu, tutunul (snuff) si tutunul
alcalin (pH 9,3) modificate de carbonat de sodiu, nu au reusit sa induca
modificari atribuibile alcalinitatii in mucoasa orala a sobolanilor (Hirsch si
Johansson, 1983). O explicatie pentru absenta unor modificari marcate ale
epiteliului oral in acest studiu poate fi ca influenta apei alcaline este de scurta
durata datorita eliminarii rapide a acesteia din mucoasa bucala. Astfel, efectul
alcalinitatii cu aplicarea pastei de hidroxid de calciu poate fi mult mai
pronuntat, datorita efectului iritant al pulberii si a retinerii acesteia ih mucoasa.
pH-ul salivei de sobolan este, de asemenea ridicat, intre 8 si 9 (Hirsch 1983),
si ar fi putut influenta rezultatele studiilor efectuate. Mai mult, epiteliul bucal al
sobolanilor este, in general, keratinizat si, prin urmare, poate fi rezistent la
efectele agentilor iritanti exogeni.
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De un anumit interes a fost efectul expunerii alcaline asupra expresiei
moleculelor de adeziune CD44 si ICAM-1. Expresia receptorului CD44 a fost
usor mai slaba ca intensitate in grupurile experimentale si complet absenta la
jumatate din sobolanii care au primit apa cu pH ridicat. Mai multe studii au
aratat ca o reglare descendenta a acestei molecule de aderenta a suprafetei
celulare si a diferitelor sale variante de imbinare, semnificad transformarea
maligna a epiteliilor orale (Kuo si colab., 1998). Colorarea epiteliald redusa a
CD44 a fost asociata cu proliferarea celulara si activitatea mitotica (Hirvikoski
si colab., 1999), in timp ce reglarea pozitiva a unor izoforme precum CD44v9
poate fi implicata in diferentierea tesuturilor (Stoll si colab., 1999). Nicio astfel
de legatura intre proliferarea celulara si pierderea colorarii CD44 nu a putut fi
aratata in studiul efectuat de Merne si colab. (2001).

A fost exprimata o alta molecula de aderenta, ICAM-1 in jumatate din
sobolanii tratati cu CaOH2 cu pH 11,2, fara ulceratii orale. Expresia ICAM-1
este asociata cu reactii inflamatorii si leziuni celulare, induse de mediatori
inflamatori precum IL-1 si citokina proinflamatorie TNF- A (Patarroyo si
Makgoba, 1989). Mai mult, stresul celular poate induce expresia acestei
molecule de adeziune in keratinocite. Aceasta poate fi o explicatie mai
plauzibilda in acest context, deoarece expresia HSP70 a fost, de asemenea,
reglata pozitiv la cobai, dar nu a fost prezenta nicio reactie inflamatorie. Tntr-
adevar, HSP-urile sunt biomarkeri de expunere si leziuni celulare si sunt
reglate pozitiv ca raspuns la temperaturi ridicate si stres chimic sau fiziologic
(Sens si colab. 1997). Mai mult, expresia crescutd a HSP70 s-a gasit si in
leziunile orale benigne, displazice si maligne (Sugerman si colab., 1998). HSP-
urile au fost analizate in studiul lui Merne si colab. pentru a evalua posibilul
raspuns protector la stresul celular datorat tratamentului alcalin.
Reglementarea pozitiva a HSP70 a fost vazuta mai ales in sobolanii tratati cu
Ca (OH).. Aceasta reglare ascendentd poate fi un indicator al rezistentei
crescute a mucoasei la leziuni, cum ar fi demonstratéd de dependenta HSP72
de rezistenta mucoasei gastrice la deteriorarea cauzata de administrarea pe
termen lung a aspirinei la sobolani (Jin si colab., 1996).

Rezultatele obtinute de echipa lui Merne au indicat faptul cad mucoasa
orala a sobolanilor Long-Evans a ramas relativ neafectata de alcalinitate
ridicata, fara modificari morfologice specifice. Pe de alta parte, expunerea pe
termen lung la apa alcalina potabila pare sa aiba efecte sistemice profunde
manifestate sub forma intarzierii semnificative a cresterii.
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7.6. Efectele apei alcalin ionizate asupra reproducerii
soarecilor

Watanabe si Shirai (1990) au raportat faptul ca greutatea corporala a
cobailor pastrati in aceasi cusca, trei saptdmani dupa ce au fost nascuti,
carora li s-a administrat ERAW pe parcursul perioadelor de gestatie si lactatie,
a crescut semnificativ in comparatie cu cea a martorilor. Kuchida si colab.
(1993) au administrat apa alcalind bovinelor si au raportat o schimbare in
culoarea carnii, fiind mai deschisa in nuanta.

Intr-un studiu realizar de Watanabe (1995), au fost urmarite efectele
apei alcaline asupra femelelor gestationale, cat si asupra progeniturilor
acestora, In urma administrarii apei pe perioade bine determinate de timp.
Sobolani femele din tulpina Spraque-Dawley, cu greutatea de 182-197g au
fost cumparate la varsta de 8 saptamani si adapostite cate 5 in custi de plastic
cu aschii de lemn drept asternut, alimente si apa de la robinet (TPW) fiind ad
libitum. Dupa o perioada de 3 saptamani de aclimatizare, s-au utilizat
exemplarele asupra carora nu s-au descoperit anomalii de orice natura.
Copulatia a fost indusa prin plasarea unui sobolan mascul experimentat, din
aceeasi rasa, intr-o cusca din aluminiu cu 10 femele cu varsta de peste 12
saptamani si ciclu estros regulat, determinat prin frotiuri vaginale anterioare.
Un singur sobolan mascul a fost utilizat pe tot parcursul experimentului.
Frotiurile au fost studiate zilnic la microscop pentru a confirma copulatia. in
ziua Tn care sperma a aparut pe frotiu, femelele au fost separate de mascul si.
aceasta zi a fost numita ziua zero a gestatiei. Toate femelele gestante au fost
adapostite individual in custi de policarbonat. ERAW a fost administrata ulterior
sobolanilor gestanti (grup de testare, n = 10). La probele martor, ziua aparitiei
spermei pe frotiu a fost definita drept ziua zero a gestatiei, dar TPW a fost
administrata ca inainte (grupul de control, n = 10). Femelele copulate au fost
impartite zilnic in grupuri de testare si de control, in esenta cu acelasi numar.
Sobolanii femele indepartati au fost inlocuiti cu femele noi, astfel incat sa
existe intotdeauna 10 sobolani femele la 1 sobolan mascul.

Timp de 20 de zile, animalelor din grupul de testare li s-a administrat
doar ERAW, in timp ce celor de control li s-a administrat TPW ad libitum. Tn a
20-a zi de gestatie, animalele au fost autopsiate sub anestezie cu eter si s-au
observat diferite organe din regiunile toracice si abdominale in mod general,
ovarul si uterul fiind extrase. Folosind aceste ovare, s-a numarat numarul
corpurilor galbene, iar pe uterul s-a numarat numarul fetusilor supravietuitori, a
locurilor de implantare, a embrionilor resorbiti, si numarul fetusilor morti, din
care au fost calculate ulterior rata de implantare si mortalitatea intrauterina. in
ceea ce priveste fetusii supravietuitori, anomalii in forma externa si ale sexului
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au fost observate in ansamblu, iar corpul si placenta au fost cantarite cu
ajutorul unei balante electronice.

Animalelor din grupul de testare li s-au administrat ERAW numai din a
17-a zi de gestatie pana in a 21-a zi dupa nastere, in timp ce celor de control li
s-a administrat TPW ad libitum. Starea generala si de ingrijire a femelelor au
fost observate zilnic. Sobolanii gestanti, dupa nastere spontana, au fost
observati in ceea ce priveste starea lor dupa nastere, din care au fost calculati
indicele de gestatie si perioada de gestatie. Dupa intarcare la 21 de zile,
femelele au fost autopsiate sub anestezie cu eter si s-au observat diferite
organe din regiunile toracice si abdominale in ansamblu, iar dupa extractia
uterului, s-a numarat numarul locurilor de implantare.

La momentul nasterii, s-a examinat numarul total de nou-nascuti
supravietuitori si morti, sexul si anomalii externe, in timp ce indicele nasterii si
indicele de viabilitate s-au calculat in ziua a 4-a dupa nastere. La patru zile
dupa nastere, numarul a fost ajustat la intdmplare, astfel incat sa existe cate 4
masculi si femele, cate 8 descendenti in total si au fost crescuti timp de 21 de
zile. In a 21-a zi de lactatie, indicele de intarcare a fost calculat. in perioada de
lactatie si dupa intarcare, s-au observat separarea auriculei, aparitia parului
abdominal, eruptia incisivilor superiori, deschiderea pleoapelor, coborarea
testiculelor si deschiderea orificiului vaginal si alte evolutii morfologice
postnatale. TPW a fost furnizat descendentilor grupului de testare si martorului
dupa intarcare si observatiile au fost continuate pana cand s-a putut constata
coborarea testiculelor la masculi si deschiderea orificiului vaginal la femele.

Dupa finalizarea tuturor testelor, fetusi si descendenti au fost autopsiati
sub anestezie cu eter dupa cantarire, diferite organe fiind fixate in formalina
pentru a pregati sectiuni histologice dupa céantarire.

pH-ul, alcalinitatea si concentratiile de calciu, sodiu, potasiu, magneziu,
zinc, fier si clorurd au fost masurate in apa alcalina si cea de la robinet
administrate cobailor. Concentratiile de electroliti, altele decat clorura si fierul
n ERAW, au fost mai mari decat in TPW.

Nu s-a observat nicio diferentd semnificativa intre grupul testat si
grupul martor in ceea ce priveste greutatea corporala. O crestere semnificativa
a aportului de alimente a fost observata de la a 16-a pana la a 18-a zi de
gestatie, iar cea a consumului de apa din a 14-a pana la a 18-a zi de gestatie
in grupul testat in comparatie cu martorul.

AKW a fost administrata femelelor din a 17-a zi de gestatie pana in a
21-a zi dupa nastere si s-au observat starea de gestatie, nastere si starea de
alaptare, asupra carora nefiind gasite rezultate anormale. Comparativ cu
martorul, nu s-a observat nicio modificare semnificativa a greutatii corporale.
Aportul de alimente si apa a crescut semnificativ de la a 7-a zi dupa nastere
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pana la a 21-a zi a perioadei de intarcare in grupul testat. Indicele de gestatie
a fost de 100% atat in grupul de testare, cét si in cel de control. Perioada de
gestatie si numarul locurilor de implantare nu au aratat nicio diferenta statistica
pentru niciunul dintre grupuri.

In plus, mizeria si mirosul din cusca (datorita utilizarii agchiilor de lemn)
au fost mult mai reduse pentru animalele din grupul de test comparativ cu
martorul.

Nu s-a observat nicio diferenta semnificativa nici pentru grupul de test,
nici pentru control, referitor la indicele nasterii, indicele de viabilitate si indicele
de intarcare. Cu toate acestea, greutatea corporala medie a descendentilor a
crescut semnificativ dupa ce li s-a administrat AKW din a 14-a zi de lactatie in
cazul masculilor si din a 21-a zi de intarcare in cazul femelelor. Aparitia parului
abdominal, eruptia incisivilor superiori si deschiderea pleoapelor atat la
masculi, cat si la femele, precum si separarea auriculei si coboréarea
testiculelor la masculi au fost accelerate semnificativ in grupul de test,
comparativ cu martorul. Parul progeniturilor din grupul de test a fost mult mai
stralucitor si mai voluptos decét cel al controlului, indeosebi densitatea parului
care acopera corpul fiind remarcata de catre autori.

Rezultatele masurarii masei corporale la descendentii nascuti din 10
sobolani mame carora li s-au administrat AKW in timpul gestatiei si alaptarii au
indicat o crestere semnificativa atat in cazul masculilor, cat si a cel al
femelelor, comparativ cu valoarea corespunzatoare la descendentii nascuti de
la mame carora li s-a administrat TPW. Mai mult, evolutile morfologice
postnatale la masculi si femele au fost accelerate semnificativ. Acest lucru
poate fi explicat dupa cum urmeaza. AKW este produsa de miscarea cationilor
din TPW catre catod in electroliza. Cantitatea de ioni transferata depinde de
cantitatea de electroliti, de pH si de debit. Toti cationii sunt transferati in apa
alcalina, marind considerabil cantitatea totala de cationi din AKW. Alcalinitatea
crescuta a AKW in comparatie cu cea a TPW poate sustine o astfel de ipoteza.
in consecinta, AKW administrat unei femele contine o concentratie mai mare
de cationi. Acest lucru este in acord cu masurarea efectiva a electrolitilor in
AKW si TPW. Deoarece majoritatea cationilor transferati la AKW sunt hidratati
cu o moleculd de apa prin electroliza, acestia sunt absorbiti rapid si usor
utilizati ca forma activa fiziologic, pH-ul AKW ajustat la 9,0 in momentul
electrolizei TPW fiind masurat la 8,7 de catre Asociatia Japoneza de Igiena
Alimentara.

Aportul de alimente si apa al femelelor care au primit AKW incepand cu
data la care sperma a fost observata pe frotiu pana in a 20-a zi de gestatie a
crescut semnificativ in comparatie cu cel al controalelor in ultima jumatate a
perioadei de gestatie. Cu toate acestea, nu s-a observat nicio diferenta
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semnificativa intre grupul de testare si cel de control in ceea ce priveste
modificarile in greutatea corporala a femelelor pana in a 20-a zi de gestatie,
supravietuirea fetusilor extrasi in a 20-a zi de gestatie, precum si greutatea
acestora si a placentei. In ceea ce priveste diferitele organe din regiunile
toracice si abdominale ale sobolanilor gestationali si forma externa a fetusilor,
nu s-a observat nicio anomalie macroscopica.

Aportul de alimente si apa in ceea ce priveste femelele grupului de test
carora li s-a administrat AKW din a 17-a zi de gestatie pana la momentul
intarcarii a crescut semnificativ in comparatie cu controlul incepand cu a 7-a zi
de lactatie. Cu toate acestea, modificarile greutatii corporale la sobolanii
gestationali si lactanti, indicele de gestatie, perioada de gestatie, raportul de
sex, indicele de nastere, indicele de viabilitate si indicele de intarcare s-au
situat in intervalul rezultatelor deja raportate (Kaneko si colab. al., 1993), care
nu prezinta nicio diferenta semnificativa in comparatie cu cea a martorului.

Pe de alta parte, aparitia parului abdominal, eruptia incisivilor superiori,
deschiderea pleoapelor, separarea auriculei si coborarea testiculelor si alte
dezvoltari morfologice postnatale la descendentii nascuti din femelele carora li
s-a administrat AKW in perioada de lactatie si dupa intarcare, s-au remarcat
semnificativ mai devreme in comparatie cu controlul. Aparitiile anterioare ale
acestor modificari au fost confirmate consultand tabelul de timp al dezvoltarilor
morfologice postnatale raportate de Ninomiya si colab. (1989) si Shirota si
colab. (1993) folosind acelasi tip de cobai. Mai mult, greutatea corporald a
descendentilor din grupul testat a crescut semnificativ incepand din a doua
jumatate a perioadei de lactatie. Greutatea corporalda crescuta dintre
descendenti a fost in concordanta cu raportul anterior al lui Watanabe si Shirai
(1990), care descrie ca greutatea corporala a unui descendent la 3 saptamani
dupa nastere, cand mamele lor au primit AKW de la data gestatiei pana la
momentul intércarii, au crescut semnificativ in comparatie cu controlul.

De asemenea, cresterea greutatii corporale a descendentilor, totusi,
poate aparea fie prin transferul placentar catre fat, de cationi hidratati cu apa
produsi prin electroliza sau prin suplimentarea nutritionala prin laptele matern
pana la 3 saptamani dupa nastere. In prezent nu este clar daca cresterea
greutatii corporale a descendentilor a fost cauzatad de cresterea productiei si
secretiei de lapte de catre glanda mamara si imbunatatirea calitatii laptelui ca
raspuns la aprovizionarea cu AKW cu un continut ridicat de cationi sau o
crestere patologica a greutatii corporale indusa de furnizarea de AKW
mamelor in timpul gestatiei si alaptarii. Cresterea greutatii corporale a
descendentilor este suficient de importantd pentru a merita un studiu
suplimentar. Mai mult decéat atat, cresterea semnificativda a aportului de
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alimente si apa in grupul de testare al femelelor este o alta intrebare care a
ramas fara raspuns.

8. Efectele anti-imbatranire ale apei alcaline

Studiile timpurii pe modele animale au raportat ca suplimentarea cu
apa alcalina poate exercita efecte pozitive asupra Tmbunatatiri greutatii
corporale si a dezvoltarii la descendenti (Watanabe, 1995). Mai mult decét
atat, markerii biochimici au fost analizati, sugerand ca aportul de apa ionizata
alcalind poate determina cresterea activititi metabolice. in special,
hiperkaliemia a fost observata la sobolanii de 15 saptamani si s-au constatat
modificari patologice la nivelul muschiului miocardic (Watanabe si colab.,
1997).

Au fost efectuate studii asupra apei alcalin ionizate (ERAW), referindu-
se la apa electrolizata produsa din minerale, cum ar fi magneziu si calciu, care
se caracterizeaza prin hidrogen suprasaturat, pH ridicat si un potential redox
negativ. Aceastd apa functionalda bogatd in hidrogen a fost introdusa ca
strategie terapeutica pentru promovarea sanatatii si prevenirea bolilor (Jin si
colab., 2006).

S-a demonstrat ca apa alcalin electrolizata exercita un efect supresiv
asupra nivelurilor de radicali liberi din organismele vii, rezultdnd astfel
prevenirea bolilor (Hanaoka si colab., 2004). Au fost documentate diferite
efecte biologice, cum ar fi actiunile antidiabetice si antioxidante (Jin si colab.,
2006), efectele de protectie a ADN-ului (Shirahata si colab., 1997) si activitatile
de stimulare a cresterii (Watanabe, 1995).

Desi au fost raportate o varietate de functii bioactive, efectul apei
alcaline asupra duratei de viata si longevitatii in vivo este inca necunoscut. S-a
dovedit ca alcalinizarea animalelor este bine tolerata si creste raspunsul
tumoral la chimioterapia metronomica, precum si calitatea vietii la animalele de
companie cu cancer avansat (Spugnini si colab., 2014).

Magro si colab. au realizat in anul 2016 un studiu bazat pe experimente
de ratd de supravietuire, care joaca un rol central in cercetarea privind
imbatranirea, efectuate pentru a evalua daca interventile specifice pot
modifica procesul de imbatrénire si durata de viatd la modelele animale.
Efectele biologice ale apei alcaline au fost evaluate pe o populatie selectata de
150 de soareci. Soarecii lipsiti de patogeni au fost cumparati si plasati intr-o
instalatie de reproducere specifica, izolati de contactul cu alte animale sau cu
ingrijitorii. Populatia a fost impartita in 3 grupuri, fiecare format din 50 de
indivizi, dupa cum urmeaza:
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— grupa A: 50 soareci hraniti si adapati in mod conventional cu apa alcalina
produsa de lonizatorul de apa (dispozitiv de tratare la domiciliu pentru
producerea apei alcaline de baut);

— grupa B: 50 de soareci hraniti si adapati in mod conventional cu apa
alcalinizata obtinuta prin diluarea unei solutii alcaline concentrate;

— grupa C: (grup de control) 50 de soareci hraniti in mod conventional si
adapati conventional cu apa de la robinet. Aprovizionarea cu apa locala a
fost evaluatd saptamanal pentru a asigura absenta toxinelor si a agentilor
patogeni. Valorile pH-ului au fost situate n intervalul 6,0-6,5.

Soarecii in varsta tratati au fost autopsiati postmortem si supusi
examenului histologic. Animalele apartindnd populatiilor tratate cu apa
alcalina, A si B, au fost sacrificate dupa 24 de luni si comparate cu soarecii
tratati cu apa de la robinet. Probe din rinichi, intestin, inima, ficat si creier au
fost prelevate si sectiunile obtinute au fost analizate prin microscopie optica.

Pentru a investiga influenta biologica a apei alcaline asupra longevitatii
soarecilor, a fost folosit modelul de timp de esec accelerat (AFT) (Collett si
colab., 2014). Relevanta modelului AFT pentru studiile biomedicale a fost deja
recunoscuta in literatura (Collett si colab., 2014). Cu o referintd mai specifica la
problema mbatranirii, Swindell a observat ca unele manipulari genetice au
avut un efect multiplicativ asupra supravietuirii, care au fost bine caracterizate
de modelul AFT ,al factorului de decelerare”. Mai mult decat atat, acesta a
sustinut, de asemenea, ca modelul AFT ar trebui sa fie utilizat mai larg in
cercetarile privind imbatranirea, deoarece ofera instrumente utile pentru a
maximiza rezultatele obtinute din studiile experimentale de supravietuire a
soarecilor. Experimentul a constat intr-o perioada initiala de aclimatizare de 15
zile. Dupa aclimatizare, animalele din grupul A au fost adapate cu apa alcalina
(pH 8,5), obtinuta cu ajutorul ionizatorului de apa (Asiagem, ltalia), in timp ce
animalele din grupul B au fost tratate cu apa alcalinizata la pH 8,5 de catre o
solutie alcalind concentratéd (AlkaWater by Asiagem, ltalia) timp de 15 zile.
Animalele din grupul C, grupul de control, au fost adapate cu apa provenita din
reteaua de alimentare locala. Aceasta perioada a fost identificata pentru a
obisnui treptat animalele cu apa alcalina. La sfarsitul celei de-a doua perioade
de aclimatizare, animalele din grupele A si B au fost tratate cu apa alcalina cu
pH 9,5 (de catre Water lonizer si de AlkaWater de catre Asiagem, ltalia), in
timp ce animalele din grupul C au fost adapate cu apa de la robinet.

Dupé primul an, cei mai agresivi indivizi au fost mutati in alte custi
apartindnd aceluiasi grup si a fost utilizat un protocol de imbogatire a mediului
inconjurator pentru a scadea hiperactivitatea. Acest fenomen a fost observat
mai ales la animalele din grupele A si B. Incepand cu al doilea an de viata
soarecii tratati cu apa alcalina au coplesit martorii.
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Incepand cu al doilea an de viata, este de remarcat faptul ca ambele
grupuri tratate cu apa alcalina denota o scadere in curba de pericol de-a lungul
timpului, in timp ce curba corespunzatoare pentru grupul de control creste
monoton. Pentru a compara mai formal nivelurile de tratament, analiza
propusa a oferit, de asemenea, o evaluare p adecvata, putandu-se afirma ca
exista suficiente dovezi experimentale pentru a concluziona ca tratamentul
afecteaza in mod semnificativ longevitatea soarecilor. In special apa alcalin
ofera un beneficiu longevitatii in ceea ce priveste ,factorul de decelerare a
imbatranirii”, deoarece scade functiile de pericol in comparatie cu grupul de
control.

Nu au fost raportate diferente semnificative reiesite din examenul
histologic in randul celor trei grupuri. In toate probele examinate, tesutul renal
a fost caracterizat de un infiltrat limfoplasmatic interstitial usor pana la moderat
si de putine modificari glomerulare ocazionale ca reducere a dimensiunii
glomerulare si cresterea spatiului Bowman. Diagnosticul final a fost nefropatie
cronica progresiva usoara pentru cele trei grupuri de soareci analizati.

Examinarea microscopica a ficatului a relevat un model nodular
multifocal al parenchimului si degenerare hidropicd citoplasmatica
hepatocelulara usoara pana la moderata cu binucleatie multifocalad la toate
animalele explorate (Figura 4 (B)).

Anisocarioza usoara pana la moderatd a fost cea mai relevanta
alterare, cu putini nuclei pleomorfi si pseudoincluziuni intranucleare frecvente
si cariomegalie. Un infiltrat perivascular slab specific a fost prezent ocazional.
In final, diagnosticul a fost hepatopatie difuzéd usoard pana la moderata cu
hiperplazie hiperplazica multifocala (Figura 4(A)).

Parenchimul pulmonar a aratat zone multifocale de usoara ingrosare
interstitiala a septurilor interalveolare datorate congestiei moderate si
infiltratului celular slab, mixt. Au fost detectate zone usoare de emfizem la
periferia parenchimului. Diagnosticul final a fost atelectazie multifocala foarte
usoara si emfizem vicariant usor (Figura 5 (A)).

in acelasi timp, nu s-au observat modificari histologice histopatologice
relevante la nivelul intestinului, creierului si a inimii (Figura 5 (B)).

121



GAINARU & IANOVICI: Considerations regarding the effects of alkaline water on living organisms

> SREete
EEEREE s s S N S R b Z LRy
FIG. 4. Probe analizate microscopic, prelevate ) si ficat (B

evidentiate nefropatia cronica specifica, infiltratul interstitial limfocitar (vertical) si un glomerul sclerotic
(dreapta mijloc). In cazul ficatului, se observa modificari cauzate de imbatranirea celulelor (preluat dupa

FIG. 5. Probe analizate microscopic, prelevate din plamani (A) si intestin (B). In cazul pldmanului
se observa atelectazie usoara si ingrosarea interstitiala multifocald nesemnificativa a septurilor alveolare
asociatd cu congestie si crestere celulard usoara. Tn cazul intestinului, in sectiunea longitudinald duodenala
sunt evidentiate vilozitati uniforme, subtiri si alungite (preluat dupa Magro si colab., 2016).

S

Analiza statistica a datelor de supravietuire indica posibilitatea unui
efect pozitiv al apei alcaline asupra duratei de viatd a soarecilor, iar modelul
AFT a permis evaluarea diferentelor incepand cu al doilea an al curbelor de
supravietuire. Aceste rezultate oferd un rezumat informativ si cantitativ al
datelor de supravietuire ca functie a tratamentului cu apa alcalind pe modele
de soareci cu viata lunga. Observarea tesuturilor animalelor decedate a fost
efectuata pentru evaluarea starii organelor interne pentru a fi comparata cu
analize similare ale animalelor netratate. Leziunile renale observate in urma
analizelor histologice au fost specifice si frecvente pentru cele trei grupuri de
animale. Nefropatia cronica progresiva a fost bine descrisa ca schimbare
normala a Tmbatranirii la soareci (Mclnnes, 2012).

Ficatul examinat a fost afectat si de leziunile tipice ale subiectilor
maturi, cum ar fi nodulii hiperplazici. Mai mult, modificarile cunoscute ale
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imbatranirii au fost identificate in hepatocite, cum ar fi cariomegalie,
pleomorfism nuclear si chisturi cu pseudoincluziuni (Mclnnes, 2012).

Din punct de vedere al efectelor anti-imbatranire ale apei alcaline,
Logozzi si colab. au realizat in anul 2020 un studiu in vivo asupra soarecilor.
Scopul acestui studiu a fost de a investiga un rol potential al apei alcaline in
imbunatatirea semnaturii moleculare a imbatranirii, cum ar fi activitatea
telomerazei si lungimea telomerilor, in concordanta cu inducerea unui raspuns
antioxidant sistemic. Literatura anterioara sustinea cu tarie o patogeneza
multifactoriala conceptuala a imbatréanirii, incluzand factori predeterminati si
factori asociati daunelor (Jin, 2010). Mai mult, un spectru larg de boli a fost
legat de imbatranire, inclusiv tumori si boli neurodegenerative (Shay si Wright,
2019).

Din punct de vedere molecular, structurile care sunt direct implicate in
imbatranirea celulara sunt telomerii (Aubert si Lansdorp, 2008). Telomerii sunt
regiuni de ADN cu un grad ridicat de replicare, situati la fiecare capat al
cromozomilor, care protejeaza aceste regiuni de recombinare, degradare si
fuziune inter-cromozomiala (Shammas, 2011). Telomerii mamiferelor sunt
compusi din repetari in tandem ale secventelor TTAGGG asociate cu sase
complexe proteice cu scop in aparare, specifice telomerilor, care protejeaza
capetele cromozomilor (Shay si Wright, 2019). Astfel, toate investigatiile care
vizeaza observarea procesului de imbatranire din punct de vedere molecular
au masurat atat activitatea telomerazei (enzima implicata direct in alungirea
telomerilor), cat si lungimea telomerilor (Forero si colab., 2016).

Cu toate acestea, desi pare clar pana in prezent ca scurtarea
telomerilor este o dovada moleculara a unei imbatraniri progresive la nivel
celular, exista insuficiente informatii cu privire la mecanismele care pot duce la
acest proces aparent de neoprit (Cefalu, 2011). Unele dovezi recente
sugereaza mai intai ca acumularea progresiva de toxine, cum ar fi oxidantii, in
corpul uman poate accelera imbatranirea la nivel celular (Kirkwood si Kowald,
2012). Astfel, o modalitate posibila de a face fata imbatranirii este de a reduce
productia de oxidanti si acumularea ulterioara a acestora in tesuturi. Desigur,
acest lucru pare usor de conceput si rezonabil; cu toate acestea, pana in
prezent nu s-au putut aduna resursele necesare pentru a se putea incerca o
strategie anti-oxidanta fezabila (Sadowska-Baetosz si Bartosz, 2014).

Una dintre cele mai importante cerinte pentru corpul uman este apa.
Apa este una dintre cerintele esentiale pentru viata pe care organismul nu le
produce (adica nu exista gene care codifica producerea apei in organism)
(Hooper si colab., 2014). Pe de altd parte, acesta este suficient de rezistent
pentru a lucra chiar si cu un aport scazut de apa. Este deja cunoscut faptul ca,
independent de sex, persoanele in varstd obisnuiesc sa aiba aproximativ
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jumatate din procentul cantitatii de apa din corp in comparatie cu cel al nou-
nascutilor si acest lucru se datoreaza probabil si faptului cd beau mai putina
apa (Hooper si colab., 2014).

A fost raportat faptul ca lungimea telomerilor poate fi puternic
influentata de variatia pH-ului microambiental (Ge si colab., 2016). De fapt,
telomeraza umana poate fi indusad sa extinda selectiv telomerii scurti prin
expunerea la pH scazut — 6,8 (Ge si colab., 2016). Este bine cunoscut faptul
ca micromediul tumorilor maligne este acid si alcalinizarea micromediului
tumoral afecteaza foarte mult cresterea si progresia tumorii (Pillai si colab.,
2019). Acidificarea tesuturilor este, de asemenea, o caracteristica metabolica a
diabetului de tip Il (Gillies si colab., 2019). De interes sunt telomerii mai scurti,
dar nu lungimea medie a telomerilor, care sunt legati de viabilitatea celulara
redusa si de senescenta (Hemann si colab., 2001). De fapt, scurtarea
telomerilor declanseazd un raspuns de deteriorare a ADN-ului, ducéand
inevitabil la apoptoza celulard sau senescenta (Shay si Wright, 2019).
Nivelurile scazute de telomeraza, de exemplu datorita pH-ului extracelular
scazut, sunt legate de telomerii scurti, o afectiune critica care se termina rapid
cu moartea celulara si imbatranirea organismului (Ge si colab., 2016).

in timp ce un rol critic al telomerilor in cancer si imbatranire pare clar,
mecanismele care in vivo pot influenta telomerii, fie scurtarea, fie prelungirea
acestora, nu sunt suficient explorate (Aunan si colab., 2017). O ipoteza
sugereaza ca prelungirea telomerilor este reglementatd de recrutarea
preferentiala a telomerazei la telomerii scurti; o altd ipoteza sugereaza ca
telomeraza exista intr-o stare inactiva sau activa si ca este inactiva pe
telomerii lungi si activa pe telomerii scurti (Teixeira si colab., 2004). Ambele
ipoteze nu par reciproc excluzive si, mai ales, nu este cunoscut daca se poate
sa fie mai operativ in timpul imbatranirii normale si celalalt in favorizarea bolilor
precum cancerul.

Intr-o investigatie anterioara, s-a aratat ca tratamentul oral cu papaya
fermentata (FPP) induce o inhibare clara a cresterii tumorii pe un model de
melanom foarte agresiv; acest rezultat a fost in concordantd cu o scadere a
speciilor reactive de oxigen (ROS) si o crestere a moleculelor naturale anti-
oxidante, cum ar fi SOD-1 si glutationul in sangele soarecilor tratati (Logozzi si
colab., 2019). S-a raportat ca, in vivo, administrarea de apa alcalina a indus o
intarziere a imbatranirii soarecilor (Magro si colab., 2016), sustinand un rol-
cheie al apei alcaline in cel putin incetinirea procesului de imbatranire.

Mai mult decat atat, existd unele molecule care s-au dovedit a fi
importante in multe procese legate de imbatranire (de exemplu acidul boric,
clorura de potasiu, clorura de sodiu, hidroxidul de potasiu, molibdatul de sodiu
dihidrat, selenitul de sodiu). Tn special, borul, molibdenul si seleniul exercita
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functii semnificative in procesele metabolice umane. Borul este un element
esential Tn multe cai metabolice ale oamenilor si animalelor (Uluisik si colab.,
2018). Borul este implicat in inducerea unui raspuns antioxidant impotriva
ROS (Uluisik si colab., 2018), in metabolismul calciului si, Tn consecinta, in
cresterea oaselor (Nielsen, 2000), cu un rol potential in pierderea osoasa a
perioadei post-menopauza (Gallardo-Williams si colab., 2003). Molibdenul este
un oligoelement esential in majoritatea organismelor cu un rol cheie in
speranta de viata (Schwarz si colab., 2013). Enzimele care contin molibden,
folosind apa ca donator sau acceptor de oxigen, catalizeaza oxidarea si uneori
reducerea moleculelor mici In metabolismul azotului, sulfului si carbonului
(Kisker si colab., 1998). Deficientele de molibden sunt asociate cu cancerul
esofagian (Nouri si colab., 2008), cu niveluri ridicate de sulfit si ureat si cu
leziuni neurologice (Smolinsky si colab., 2008). Seleniul este un oligoelement
esential continut in mod natural in multe alimente, inclusiv peste, carne, lapte
si derivati, in drojdiea de bere, cereale, nuci, ciuperci, fructe si legume (Aguilar
si colab., 2008). Seleniul este o cerinta esentiala pentru un spectru larg de
activitati metabolice, datorita activitatii sale antioxidante (Wang si colab.,
2017). Bolile metabolice precum hiperglicemia, hiperlipidemia si
hiperfenilalaninemia sunt caracterizate de deficienta de seleniu, in timp ce
suplimentarea cu seleniu este asociata cu efecte benefice in ateroscleroza,
hipercolesterolemie, diabet zaharat de tip | si fenilcetonurie (Wang si colab.,
2017).

Apa utilizatd in studiul descries de Logozzi si colab. a fost obtinuta
adaugand cinci picaturi de AlkaWater® in 250 ml apa de la robinet, pana la pH
9,0, constand din acid boric, apa distilata, clorura de potasiu, clorura de sodiu,
hidroxid de potasiu, molibdat de sodiu dihidrat si selenit de sodiu.

ERAW a fost administratad pe cale orala soarecilor la un volum de 250
ml/kg/soarece (5 ml/soarece) in fiecare zi fara intrerupere, corespunzator
concentratiei de 215 mg/kg/soarece/zi (3,6 plL/soarece/zi) din AlkaWater®.
Tratamentul zilnic al soarecilor cu ERAW a inceput 2 saptamani dupa ce
soarecii au ajuns la 6 saptamani de viata si au continuat timp de 10 luni pana
la sacrificarea acestora (51 saptamani de viata).

20 soareci femele C57BL/6J intre 16 si 20 g (4 saptamani de viata) au
fost achizitionate de la Charles River Laboratories ltalia s.r.l., (Calco, Lecco,
Italia) si gazduite Tn unitatea veterinara a Institutului National de Sanatate din
Italia. Soarecii au avut perioade de 10 si 14 ore de lumina si respectiv,
intuneric, au fost adapostiti intr-un numar diferit de custi de animale, in functie
de experiment, cu méancare ad libitum si apa furnizata printr-o sticla. Soarecii
au fost verificati de doua ori pe saptamana de catre un medic veterinar
responsabil cu monitorizarea bunastarii animalelor pentru semne de suferinta,
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cum ar fi pierderea in greutate, scaderea consumului de apa si alimente,
stratul de par, nivelurile de activitate scazute in conformitate cu liniile
directoare pentru o practica corecta de laborator si semne de calitate proasta a
vietii. Punctul final a fost la 11 luni pentru a evalua parametrii de imbatranire.
Soarecii au fost impartiti in doua grupuri: un grup de control (grup CTR, grup
netratat) si un grup de tratament (grup EARW). Fiecare grup a fost format din
10 animale. Grupul CTR a primit apa de la robinet (pH = 7) in fiecare zi, in timp
ce grupul ERAW a fost tratat cu apa alcalina (pH = 9.0) in fiecare zi fara
intrerupere, péna la sacrificarea animalelor. Chiar inainte de sacrificarea
soarecilor, sangele a fost scos din ochii acestora. Imediat dupa sacrificare,
maduva osoasa a fost izolatd atat din tibii, cat si din femurele membrelor
posterioare, in timp ce ovarele au fost recuperate din sistemul reproducator.
Sangele, celulele maduvei osoase si celulele germinale ovariene au fost
utilizate pentru analiza experimentala ulterioara a parametrilor de imbatranire.

Obiectivul studiului a fost evaluarea efectelor anti-imbatranire ale
ERAW asupra soarecilor femele C57BL/6J. A fost inceputa in mod intentionat
tratarea soarecilor de la varsta de 6 saptamani (corespunzatoare varstei de 13
ani) pana la varsta de 11 luni (corespunzitoare varstei de 41 de ani). In
comparatia soarecilor cu oamenii, este stiut faptul ca ciclul uman incepe in
jurul véarstei de 13 ani si se termina in jurul varstei de 45 de ani, cu o fertilitate
maxima intre 20 si 38 de ani (Schuiling si Likis, 2013), in timp ce fertilitatea
soarecilor C57BL incepe in jurul varstei de 4 - 7 saptadmani si care se termina
la varsta de 12 luni (Franks si Payne, 1970). Prin urmare, prin analogie, a fost
aleasa fereastra de timp intre 6 saptamani si 11 luni a perioadei de viata a
cobailor pentru a evalua efectul anti-imbatranire al ERAW in timpul unei
perioade stabilite de véarsta fertila a soarecilor pe deplin comparabila cu
aceeasi perioada a femeilor umane.

Recoltarea probelor de sénge de la soarecii CTR si ERAW a fost
efectuatad prin sangerare retro-orbitala (ROB) imediat inainte de sacrificiu.
Aceasta tehnica de flebotomie sigura a permis obtinerea de probe de inalta
calitate, cu un volum adecvat (500 pl/soarece) pentru analize suplimentare
(Sharma si colab., 2014). Probele de plasma (250 pl/soarece) au fost apoi
colectate si imediat analizate sau stocate la -80°C péana la analiza.

Imediat dupéa sacrificarea soarecilor CTR si ERAW, maduva osoasa a
fost obtinutd atat din tibii, cat si din femurele picioarelor posterioare ale
soarecilor (Amed si colab., 2016) si plasate in solutie fiziologica (NaCl),
celulele fiind separate si transformate intr-o suspensie unicelulara uniforma.
Suspensiile monocelulare au fost spalate de doua ori in PBS si prelucrate
imediat pentru urmatoarea analiza.
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Totodata, ovarele au fost disecate din sistemul reproducator (Duselis si
Vrana, 2007) si plasate in solutie fiziologica (NaCl) cu 1% tripsina si 0,1 uM din
EDTA. Celulele germinale ovariene au fost izolate, obtindndu-se o suspensie
uniforma unicelularé din tesutul ovarian. Suspensiile monocelulare au fost
spalate de doua ori in PBS si prelucrate imediat pentru urmatoarea analiza.

Determinarea cantitativa a concentratilor de telomeraza murina,
analiza nivelurilor totale de ROS, detectarea si cuantificarea nivelurilor totale
de glutation (GSH), céat si determinarea si cuantificarea activitatii de superoxid-
dismutaza au fost efectuate in preparatele din plasma obtinute de la soarecii
CTR si ERAW.

Detectarea telomerilor a fost efectuata in celulele maduvei osoase si in
celulele germinale ovariene ale soarecilor CTR si ERAW.

S-a observat o crestere a concentratiei de telomeraza in plasma
soarecilor tratati zilnic cu ERAW, in comparatie cu soarecii care beau apa
netratatd (grupul CTR). In special, cantitatea telomerazei a fost 75,5+5,1
ng/mL in grupul de studiu comparativ cu 56,0+5,2 ng/mL din grupul de control.
Acest set de rezultate a aratat ca un aport zilnic de ERAW dupa 10 luni de
tratament a indus o crestere semnificativa a nivelului de telomeraza din séange
(concentratii crescute de 1,4 ori ale enzimei in grupul ERAW in comparatie cu
grupul CTR).

Celulele maduvei osoase au fost semnificativ crescute, de 3 ori mai
mari in grupul ERAW in comparatie cu grupul CTR. Rezultatele analizei
lungimii telomerilor, obtinute prin citometrie in flux utilizdnd o sursa de lumina
cu excitatie la 488 nm au aratat ca lungimea acestora a fost semnificativ mai
mare (de 4 ori) la soarecii tratati cu ERAW in comparatie cu soarecii martori. A
fost investigat si efectul ERAW asupra lungimii telomerilor si in celulele
germinale ovariene. Comparativ cu celulele maduvei osoase, celulele
germinale ovariene au fost crescute semnificativ (de 1,3 ori) ih grupul ERAW
in comparatie cu grupul CTR. Cand a fost analizata lungimea telomerilor,
rezultatele au aratat ca telomerii au fost semnificativ mai lungi (de 2 ori) in
celulele germinale ovariene ale soarecilor ERAW in comparatie cu soarecii
CTR.

Pentru a evalua raspunsul sistemic anti-oxidant al tratamentului cu apa
alcalina, a fost analizat echilibrul redox al soarecilor tratati comparativ cu
soarecii netratati. In acest scop, au fost masurate nivelurile totale de ROS in
probele de plasma din ambele grupuri (Logozzi si colab., 2019). Rezultatele au
aratat ca ERAW a indus o scadere semnificativa in nivelurile ROS din sénge
comparativ cu grupul CTR.

Au fost, de asemenea evaluate nivelurile sanguine ale antioxidantilor
naturali, cum ar fi glutationul liber (GSH) si enzima superoxid dismutaza-1
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(SOD-1). Rezultatele au aratat o diferentd semnificativa in nivelurile GSH
dintre cele doua grupuri, cu cele mai ridicate niveluri de GSH in probele de
plasma din grupul ERAW in comparatie cu grupul CTR. Rezultate similare s-au
obtinut cu nivelurile sanguine SOD-1 care au fost semnificativ mai mari in
grupul ERAW in comparatie cu grupul CTR. Acest set de rezultate a aratat ca
aportul de ERAW cu o durata de 10 luni a dus la cresterea nivelului plasmatic
de antioxidanti naturali, cu o reducere consistenta a nivelurilor de ROS,
asistand la un control stabil al echilibrului redox.

Rezultatele experimentului realizat de Logozzi si colab. au aratat ca un
aport zilnic de ERAW a avut un efect anti-imbatranire clar, demonstrat de
cresterea atat a activitatii telomerazei, cat si a lungimii telomerilor, impreuna cu
o reducere semnificativa a nivelurilor sanguine de ROS, cu o crestere
consistenta atat a nivelurilor de GSH, céat si de SOD-1. Acest raspuns la apa
alcalina, atat la nivel sistemic, cat si la nivel de organ a fost, de asemenea,
consecvent cu o celularitate crescuta atat in maduva osoasa, cat si in ovare.
Aceste rezultate au sustinut un rol critic al ERAW in reducerea deteriorarii
ADN-ului in ntregul corp, printr-o prevenire clara a oxidarii crescute la nivel
celular si sistemic. Datele au fost in concordanta cu un alt studiu, in care apa
alcalina a avut un efect redus asupra nivelurilor de enzime antioxidante din
organism. De fapt, apa alcalina elibereaza enzime antioxidante puternice
precum SOD fintr-un mod in care pot contracara direct productia si acumularea
in tesuturi a radicalilor liberi in intregul corp (Abraham si Flebas., 2011).

S-a demonstrat faptul ca ERAW, suplimentata cu o serie de elemente
esentiale, poate avea un rol in imbunatatirea sau cel putin intarzierea
procesului de imbatranire. Fiecare dintre elementele esentiale poate contribui
direct la efectele demonstrate prin tratamentul cu apa alcalina. Cu toate
acestea, intr-o lucrare anterioara, alcalinitatea propriu-zisa a apei a contribuit
la Tmbunatatirea supravietuirii soarecilor tratati in comparatie cu soarecii
martor (Magro si colab., 2016).

Cu toate acestea, unele lucrari anterioare au aratat ca alcalinizarea
apei poate fi utila atat in prevenirea (Astigiano si colab., 2017) si tratarea
cancerelor, in combinatie cu chimioterapia (Spugnini si colab., 2014), atat in
modele murine, cat si la animalele de companie cu tumori spontane. In masura
in care stim despre cancer faptul ca acesta sufera de un pH scazut la nivel
microambiental, ambele lucrari au sustinut utilizarea alcalinizarii apei in
implementarea terapiilor existente (Pillai si colab., 2019).

Acest studiu realizat de Logozzi si colab. a fost primul care aratd ca
tratamentul cu ERAW imbunatateste semnificativ procesul de Tmbatranire la
nivel molecular. Tn fapt, acestia au aratat faptul ca ERAW a indus o crestere de
3 ori mai mare atéat a activitatii telomerazei in sdnge céat si a lungimii telomerilor
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in maduva osoasa si ovarele soarecilor tratati. Acest lucru a fost in
concordanta cu un raspuns puternic anti-oxidant la nivel sistemic, asa cum am
aratat anterior prin utilizarea unui compus puternic anti-oxidant, cum ar fi
papaya fermentata, in tratarea soarecilor afectati de un melanom (Logozzi si
colab., 2019). Ansamblul acestor rezultate sugereaza ca un aport zilnic de
AWS poate fi util atat in imbunatatirea procesului de imbatranire, cat si in
reducerea aparitiei tumorilor legate de imbatranire la persoanele in varsta,
independent de orice alt factor, inclusiv de gen. Cu toate acestea, s-a
demonstrat, de asemenea, ca in acest model de imbatrénire a femelelor,
tratamentul cu ERAW a indus o crestere a celularitatii in ovarele soarecilor
tratati, sugerand un efect care poate implica o fertilitate prelungita, trebuind
insa investigat cu experimente dedicate.

O recenzie recenta sugereaza ca un control al echilibrului pH-ului n
corpul uman poate fi util in reducerea nivelului de dominanta bacteriana in
compartimentele in care exista coabitarea constitutiva intre bacterii si celulele
noastre epiteliale (de exemplu, intestinul) (Albina si colab., 2019). Acest lucru,
la réandul sau, sugereaza ca un aport zilnic de ERAW poate fi esential pentru a
evita cresterea excesiva a bacteriilor n timpul vietii. La femele, aportul de apa
si, poate, de apa alcalina este esential, intrucat apa este indispensabila pentru
functionarea deplina a mecanismelor naturale de tamponare (de exemplu,
productia de HCO3). O lucrare mai veche a prezentat faptul ca, desi
acidificarea intarzie aparitia osteoporozei (Barzel, 1975), o afectiune legata de
varsta a femeilor, a sugerat la randul sau ca consumul de apa alcalina este o
modalitate cheie de reducere a osteoporozei la femei. Un studiu clinic mai
recent a aratat ca administrarea zilnica de bicarbonat de potasiu la femeile
aflate post-menopauza a indus remineralizarea osoasa (Sebastian si colab.,
1994), sustinand in continuare un rol critic al apei alcaline pentru sanatatea
fiintelor umane.

Rezultatele obtinute de echipa lui Logozzi aratad ca un consum zilnic de
ERAW, induce:

e un efect antioxidant sistemic;

e 0 crestere atat a activitatii telomerazei, cat si a lungimii telomerilor (adica o
intarziere a procesului de imbatranire);

e 0 celularitate crescuta atat in maduva osoasa, cat si in ovarele soarecilor
tratati.

Toate acestea sunt fenomene care pot contribui la reducerea aparitiei
tumorilor legate de imbatranire la persoanele in varsta, prelungesc perioada
de fertilitate si prelungesc si Tmbunatatesc calitatea viatii, prin consumul
propriu-zis a unei cantitati substantiale de apa alcalina.
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9. Efectul pH-ului apei potabile asupra microbiotei intestinului uman
si asupra reglarii glucozei

Incidenta diabetului de tip 2 (T2D) este in continua crestere si se
estimeaza ca 592 de milioane de oameni din intreaga lume vor fi afectati de
aceasta boala pana in 2035, ceea ce face din T2D o provocare majora pentru
sanatatea publica (Guariguata si colab., 2014). Caracteristica esentiala a T2D
este hiperglicemia cauzatd de rezistenta la insulind hepatica si periferica,
insotita de disfunctia progresiva a celulelor beta. Cu toate acestea, etiologic si
fiziopatologic, T2D este o tulburare eterogend cu numerosi factori genetici si
ecologici care cresc riscul dezvoltarii fenotipului diabetic. Printre factorii de
mediu, variabilele legate de stilul de viata, cum ar fi inactivitatea fizica si
regimul alimentar dens, au fost recunoscute ca factori determinanti importanti
ai dezvoltarii T2D. Au fost identificati recent alti factori de risc potential
modificabili, inclusiv disbioza microbiotei intestinale (Karlsson si colab., 2013)
si incarcatura acida a dietei (Fagherazzi si colab., 2013).

S-a demonstrat faptul ca scaderea experimentalda a pH-ului sanguin in
limitele normale reduce sensibilitatea la insulina (DeFronzo si Beckles, 1979).
O dieta bogata in alimente acidogene poate induce dezechilibru acido-bazic al
intregului organism sub forma de acidoza metabolica de grad scazut
(Frassetto si colab., 1998), iar markerii acidozei induse de dietd au fost
asociati cu rezistenta la insulind (Maalouf si colab., 2007). Este de retinut
faptul ca, intr-un studiu recent realizat pe 66 485 de femei de varsta mijlocie,
aciditatea din dieta a prezis incidenta T2D pe o perioada de 14 ani,
independent de alti factori de risc cunoscuti (Fagherazzi si colab., 2013),
rezultat ce a fost coroborat independent intr-un studiu pe 120 053 americani
(Kiefte-de Jong si colab., 2017).

in timp ce rapoartele timpurii de disbioza la pacientii cu T2D (Karlsson
si colab., 2013) au fost probabil complicate de terapia farmaceutica (Forslund
si colab., 2015), un studiu recent efectuat pe 277 de danezi a raportat
modificari functionale specifice in microbiomul fecal al persoanelor nediabetice
rezistente la insulind (Pedersen si colab., 2016). Prin analize integrate de
metagenomica si metabolomica, combinate cu studii mecaniciste la soareci,
Prevotella copri si Bacteroides vulgatus au fost identificati drept factori
bacterieni ai rezistentei la insulina si a intolerantei la glucoza, confirmand astfel
rolul etiologic al microbiotei intestinale n patogeneza T2D. Desi s-a
demonstrat faptul ca nutrientii constituenti ai dietei sunt un factor determinant
puternic al ecologiei intestinale (Wu si colab., 2011), modificarile dietetice fiind
reflectate de modificarile compozitionale in cateva zile (David si colab., 2014),
raméane de sesizat daca caracteristicile microbiene asociate cu rezistenta la
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insuling si T2D la om sunt induse de tipare specific ale dietei, inclusiv de diete
acidogene.

Apa potabila alcalina a fost propusa de sustinatorii medicinei alternative
ca remediu pentru a contracara efectele unei diete acidogene. S-a raportat ca
modificarile pH-ului apei afecteaza atat compozitia microbiotei intestinale, cat
si metabolismul gazdei, dupa cum reiese din doua studii recente efectuate la
soareci diabetic-predispusi neobezi (NOD) (Sofi si colab., 2014). Un studiu
realizat de Wolf si colegii sai a aratat ca apa neutra (pH = 7) comparativ cu apa
acida (pH = 3) a crescut incidenta diabetului (Wolf si colab., 2014). Apa acida a
scazut, de asemenea, abundenta de firmicute si a crescut abundenta de
actinobacterii si proteobacterii. In contrast, un studiu realizat de Sofi si colab. a
constatat ca schimbarea apei potabile din acida (pH = 3) la neutra (pH = 7) a
scazut incidenta diabetului si a ratei de progresie a bolii, insotitd de o reducere
a abundentei genului Bacteroides si unele specii de Prevotella (P. oris, P.
copri, P. loescheii si P. melaninogenica), intrucéat alte specii de Prevotella (P.
shahii si P. multiformis) au fost crescute alaturi de specii de Parabacteroides
(P. distasonis si P. goldsteinii) (Sofi si colab., 2014). Diferentele in microbiota
intestinald de baza, impreuna cu diferenta in alte circumstante de mediu, au
fost propuse ca explicatie pentru rezultatele contradictorii privind incidenta
diabetului si rata de progresie (Zhao si colab., 2015). Important este faptul ca
ambele studii au aratat diferente substantiale in microbiota intestinald a
soarecilor care beau apa acida si neutra, demonstrand ca pH-ul apei potabile
poate avea un impact profund asupra comunitatii microbiene intestinale.
Soarecii NOD sunt cel mai frecvent utilizat model de rozatoare al diabetului
autoimun (King, 2012). De remarcat a fost un studiu recent ce a aratat ca
soarecii NOD dezvolta rezistenta la insulina, rezistenta la insulina hepatica
fiind prezenta deja in faza pre-diabetica si sensibilitatea la insulina musculara
fiind afectata inca din ziua a treia de la debutul diabetului (Jelenik si colab.,
2014). Luate impreuna, aceste observatii sugereaza ca efectele modificarilor
pH-ului apei potabile raportate de Wolf si colab. si Sofi si colab. pot fi partial
influentate de mecanisme care afecteaza rezistenta la insulind pe langa
insulita autoimuna marita.

In studiul realizat de Hansen si colab. (2018) au fost investigate
posibilele modificari compozitionale in comunitatea microbiana intestinala si
reglarea glucozei la adultii tineri sanatosi dupa administrarea de apa potabila
alcalina vs. apa potabila neutra. Voluntarii au fost recrutati prin publicitate prin
resurse online si prin publicitate ulterioara la campusurile Universitatii din
Copenhaga. Barbati sanatosi, nefumatori, cu varste cuprinse intre 18 si 35 de
ani, cu un indice de masa corporala cuprins intre 20,0 si 27,0 kg:m* au fost
eligibili pentru includere. Barbatii nu au fost eligibili daca au avut anterior o
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interventie chirurgicalda abdominald, nu au fost stabili in greutate timp de cel
putin doua luni, au primit tratament antibiotic in decursul ultimelor 2 luni sau au
avut un consum habitual de bauturi calorice sau indulcite artificial mai mult de
1 L/saptdmana sau un aport mediu de alcool peste 7 unitati/saptamana.
Participantii care au avut nevoie de tratament medical in timpul perioadei de
studiu au fost exclusi. Un total de 30 de voluntari au fost inclusi intr-un studiu
incrucisat, neorb, randomizat, cu doua perioade de interventie de 2 saptamani
si 0 perioada de intermisie interpusa de cel putin 3 saptamani. Participantii au
fost examinati inainte si dupa fiecare perioada de interventie. Secventa de
tratament a fost atribuitd la intdmplare prin utilizarea unui algoritm
computerizat. in timpul perioadelor de interventie, participantii au fost instruiti
sa-si potoleasca setea consumand apa experimentala. Participantii au fost
obligati sa ingereze cel putin doi litri distribuiti pe parcursul zilei si sa
inregistreze aportul zilnic. A fost interzisa administrarea regulata a apei de la
robinet in timpul perioadelor de interventie. Participantii au primit un recipient
portabil, etans pentru transportul si depozitarea apei in afara casei. in perioada
de intermisie de 3 saptamani dintre cele doua perioade de interventie,
participantii au fost instruiti sa revina la obiceiurile lor normale.

Fiecare participant a primit un dispozitiv comercial validat (PUREPRO
USA CORP, IL SUA) capabil sa produca apa cu pH specific prin schimb de
ioni si electroliza, pentru a fi utilizat in timpul fiecarei perioade de interventie.
Dispozitivele au fost instalate la robinetul de apa potabila in casele
participantilor. Pentru fiecare participant, acelasi dispozitiv a fost utilizat in
timpul ambelor perioade de interventie. Pentru interventia cu apa potabila
neutra, pH-ul mediu a fost de 7,19 (intervalul 7,01-7,38), iar pentru interventia
cu apa potabila alcalina, pH-ul mediu a fost de 9,06 (intervalul 8,64-9,44),
corespunzand unei diferente medii de pH de 1,87 (intervalul 1,55- 2.33) intre
interventii.

Simptomele gastro-intestinale au fost evaluate printr-un chestionar
digital, iar analizele de sénge, urina si fecale, cat si colectarea datelor
atropomorfice s-au realizat constant pe parcursul celor 2 perioade de
interventie.

In urma analizei rezultatelor testelor realizate, echipa lui Hansen nu a
observat un efect al modificarii pH-ului apei potabile asupra diversitatii globale.
In mod similar, nu s-a observat niciun efect pentru bogatia microbiotei la
compararea interventiilor cu apa alcalind si neutrd. Cu toate acestea, in
analizele post hoc, comparand esantioane pre si post-interventie pentru
fiecare interventie, a fost observata o crestere de 15,8% a bogatiei observate
si o crestere a bogatiei estimate dupa interventia cu apa neutra care a ramas
semnificativa dupa corectie pentru testarea multipla. La fel, a existat o crestere
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de 9,5% in diversitatea globala reprezentatd de indicele Shannon, desi efectul
nu a fost semnificativ statistic dupa corectarea multiplicitati. Nu a fost
observata nicio modificare a bogatiei sau a diversitatii globale in timpul
interventiei cu apa alcalina.

Principala coordonare a ordinii structurii comunitatii si a apartenentei la
comunitate, astfel cum a fost evaluata prin diferentierea Bray-Curtis si
distantele UniFrac (neponderate si ponderate) au dezvaluit raspunsuri foarte
individuale atat la interventiile cu apéa alcalina, cat si la cele neutre. Efectul
apei alcaline Tn raport cu apa neutra asupra structurii comunitatii a fost analizat
prin compararea probelor post-interventie din cele doua perioade. Folosind
analiza PERMANOVA, nu a fost observata nicio diferentd intre cele doua
interventii. In perioadele de interventie individuale a fost sesizat un efect al
apei neutre asupra calitatii de membru al comunitatii, insa care nu a ramas
semnificativ statistic. Nu a fost observat niciun efect asupra structurii
comunitatii sau a apartenentei la comunitate Tn timpul interventiei alcaline.

Compozitia de baza a microbiotei fundamentale a fost dominata de
membrii celor doua ordine majore Bacteroidete (49,7%) si Firmicutes (45,4%)
cu Prevotellaceae (24,9%), Lachnospiraceae (20,7%), Bacteroidaceae
(18,6%) si Ruminococcaceae (15,6%) ca familii predominante, desi cu variatii
substantiale inter-individuale. Nu a fost sesizat niciun efect diferential
semnificativ al celor doua interventii la nivelul taxonilor colectivi, insa nominal,
10 taxoni au fost mai putin abundenti si unul a fost mai abundent dupa
interventia alcalind decat dupa interventia neutra. Rezultatele agregate la nivel
de gen au fost similare, fara efecte semnificative ale apei alcaline fatéd de cea
neutra.

Privind modificarea abundentei relative a taxonilor individuali in fiecare
perioada de interventie, a fost observat un efect al apei neutre pe 40 din 201
taxoni de baza, dintre care 6 au prezentat un efect semnificativ: trei atribuite
genului Bacteroides, unul atribuit speciilor Prevotella copri, unul atribuit familiei
Ruminococcaceae si unul atribuit ordinului Clostridiales. De asemenea, a fost
exprimat un efect al interventiei apei alcaline asupra abundentei relative a 11
taxoni de baza, dar niciunul nu a ramas semnificativ statistic.

Toti participantii au fost toleranti la glucoza si au avut glucoza normala
la repaus la examinarea initiala. Testul global ce a luat in considerare toate
punctele de timp esantionate nu a aratat o diferentd semnificativa intre
interventii, nici in concentratia de glucoza plasmatica (p = 0,13), nici in
concentratia serica de insulina (p = 0,53) dupa cele doua interventii. In mod
similar, atunci cand au fost luate in considerare numai glucoza si insulina
stimulate (adica 30 pana la 120 de minute de la interventie) nu a existat un
efect semnificativ al apei alcaline in comparatie cu cea neutra (P = 0,07 si 0,39
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pentru glucoza si respectiv insulind). Luand in considerare punctele de timp
individuale separat, analizele effectuate de Hansen si colab. au aratat faptul ca
glucoza plasmatica a fost cu 9,3% mai mare la 30 de minute dupa interventia
cu apa alcalina comparativ cu interventia cu apa neutra. Este important de
mentionat ca niciunul dintre efectele observate asupra glucozei plasmatice nu
a rezistat corectiei pentru multiplicitate la o ratda de descoperire falsa
predefinita de 5%. Nu a existat un efect detectabil al apei alcaline in
comparatie cu apa neutra asupra concentratiei serice de insulina si nici nu a
fost sesizat un efect asupra indicilor functiei celulelor beta sau a rezistentei la
insulind. Tn mod similar, nu a existat un efect distinct al apei alcaline in
comparatie cu apa neutra asupra hsCRP (p = 0,89). Nu a existat un efect
masurabil al apei alcaline in comparatie cu cea neutra asupra pH-ului urinei in
repaus alimentar (p= 0,69).

Nu au fost observate nicio diferenta in frecventa miscarilor intestinale si
nici in severitatea simptomelor gastro-intestinale la compararea interventiilor
cu apa alcalina si neutra.

in studiul realizat de echipa lui Hanen si colab. au fost inclusi doar
voluntari s@natosi in incercarea de a reduce potentialele efecte confuzive
legate de sex, demografie si starea de sadnéatate. in consecinta, nu poate fi
exclus faptul ca o modificare a pH-ului apei potabile ar putea afecta compozitia
microbiotei intestinale Tn cazul disbiozei preexistente. Mai mult, este posibil ca
un efect asupra metabolismului glucozei sa fie mai pronuntat la persoanele
rezistente la insulina sau la persoanele cu functie redusa a celulelor beta.

Compozitia microbiotei intestinale la momentul initial a fost comparabila
cu ceea ce a fost raportat anterior la indivizii sanatosi, atat in ceea ce priveste
abundenta medie a taxonilor majori, cat si variatia interindividuala (Segata si
colab., 2012). Dupa cum au subliniat Wolf si colab. si Sofi si colab., rezultatele
contrastante observate la soarecii NOD sunt posibil atribuibile variatiei initiale a
microbiotei intestinale. Limitari similare se aplica atunci cand se studiaza
oamenii cu un stil de viatd neingradit, in care variatia compozitionala
interindividuald la variatia temporala initiala si intraindividuald este probabil
mult mai mare decét la soarecii de laborator.

Un studiu realizat de Murakami si colegii sai a investigat efectul apei
minerale bogate Tn bicarbonat fata de apa de la robinet asupra reglarii glucozei
si a compozitiei microbiotei intestinale la 19 voluntari sanatosi (Murakami si
colab., 2015). Acestia au raportat o scadere semnificativa a glico-albuminei,
precum si o crestere a abundentei relative a famililor Bacteroidaceae,
Christensenellaecae, Dehalobacteriaceae, Erysipelotrichaceae,
Oxalobacteraceae, Porphyromonadaceae si Rikenellaceae, precum si o
scadere a familiei Bifidobacteriaceae dupa consumul a 500 ml apa bogata in
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bicarbonat timp de 1 saptdmana. De observat, concentratia de bicarbonat a
fost de 100 de ori mai mare in apa bogata in bicarbonat comparativ cu apa de
la robinet, in timp ce pH-ul a fost mai mic (7,07 comparativ cu 7,58 in apa de la
robinet). Acest lucru evidentiaza aspecte importante privind efectele potentiale
ale variatiei pH-ului apei potabile. pH-ul ca masura a activitatii ionilor de
hidrogen a unei soluti apoase nu spune nimic despre capacitatea de
tamponare a solutiei mentionate. De exemplu, o solutie de bicarbonat de sodiu
este de multe ori mai eficienta in tamponarea mediului acid din stomac decéat o
solutie de hidroxid de sodiu cu acelasi pH. Avand in vedere rezultatele care
arata o crestere a familillor Streptococcaceae si Micrococcacaea asociate cu
utilizarea inhibitorilor pompei de protoni (Jackson si colab., 2015), este
rezonabil s& se presupuna ca efectul potential al apei potabile asupra
microbiotei intestinale este legat de capacitatea de tamponare a acesteia.
Compozitia minerald a apei poate avea, de asemenea, un efect asupra
compozitiei microbiotei intestinale, indiferent de proprietatile acido-bazice.
Cationii divalenti afecteaza stabilitatea membranei exterioare a bacteriilor
Gram-negative (Clifton si colab., 2015) si sunt implicate in procesele de
imobilitate, transport si diferentiere celulara (Dominguez, 2004).

Dupa cum s-a demonstrat recent folosind seturi de date bazate pe
populatie (Falony si colab., 2016), studiile de interventie care vizeaza
identificarea unei schimbari de microbiomi specifice unei asociatii cunoscute
sunt susceptibile de a necesita dimensiuni considerabile ale esantionului.
Astfel, obsrvatiile realizate de Hansen si colab. sunt de natura exploratorie si
nu se poate exclude faptul ca o dimensiune mai mare a esantionului ar fi aratat
o diferenta semnificativa intre cele doua interventii.

Limitarile studiului prezentat includ anumite aspecte ale proiectarii sale.
Participantii au fost instruiti sa isi mentina tiparul de dieta obisnuit. Cu toate
acestea, orice modificare neintentionata a dietei in timpul perioadei de studiu
ar putea influenta atat microbiota intestinala, cat si reglarea glucozei,
ascunzand orice efect real al modificarii pH-ului apei potabile.

In analiza post hoc, analizele modificarilor compozitiei microbiotelor in
cadrul fiecarei interventii au observat o crestere semnificativd a abundentei
relative a sase taxoni, precum si o crestere semnificativa a bogatiei observate
si estimate, in timpul interventiei cu apa neutra. Nu au fost observate efecte
semnificative in timpul interventiilor alcaline. O explicatie posibila pentru acest
efect aparent ar putea fi faptul ca participantii au baut mai mult in timpul
perioadelor de interventie decat au facut-o de obicei, deoarece era necesar un
aport zilnic minim de 2 litri. O alta posibila explicatie este ca bauturile obisnuite
au fost inlocuite cu apa in timpul perioadelor de interventie. Printre participantii
la studiu se numarau si bautori obisnuiti de cafea. Efectele cafelei
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(decofeinizate, precum si cofeinizate) asupra fiziologiei gastro-intestinale
includ secretia crescuta de acid gastric, contractia vezicii biliare si motilitatea
rectosigmoida (Boekema si colab., 2009). in paralel cu aceste efecte
stimulatoare, s-au demonstrat modificarile compozitiei microbiotei intestinale
induse de cafea la sobolanii cu continut ridicat de grasimi (Coean si colab.,
2014) si cresterea abundentei de Bifidobacterium sp. la oameni (Jaquet si
colab., 2009). Modificarea consumului de cafea in timpul interventiilor nu a fost
inregistratd si orice efect al substitutiei bauturilor este doar speculativ. De
asemenea, este posibil ca schimbarea compozitionala observata sa fie
cauzata de un efect al masinii, indiferent de pH-ul ales. Cu toate acestea,
natura exacta a unui astfel de efect este necunoscuta.

10. Asocierea dintre dieta alcalina, apa alcalina si cancer

Publicul larg este incurajat de presa ca, pentru prevenirea cancerului,
sa isi determine valoarea aciditatii salivei sau urinei pentru a-si evalua
aciditatea corpului si ulterior, sa isi modifice dieta in mod corespunzator. Dieta
alcalind este promovata pe baza afirmatiilor ca dietele moderne acidifica
organismul, cauzand boli, inclusiv cancer, osteoporoza si boli cardiovasculare
(Corrett, 2015). Dieta alcalina este, de asemenea, promovata in cazul
diabetului zaharat si hipertensiunii arteriale. Promotorii acestei diete sustin ca
schimbarea alimentara cu selectii mai mult ,alcaline” impiedica toate aceste
conditii (Corrett, 2015) si are capacitatea de a trata cancerul odata ce a fost
dezvoltat (Marra, 2014). Aceasta dietd se bazeaza pe conceptul ca
substantele minerale din alimente fac corpul acid, alcalin sau neutru (Dwyer si
colab., 1985).

Dieta alcalind este conceputa pentru a oferi mai multi ioni alcalini,
bazata fiind pe ipoteza cenusii acide care s-a dezvoltat acum peste 100 de ani
(Sherman si Gettler, 1912). Aceasta sugereaza ca, pentru a obtine o
incarcatura mai alcalina, trebuie consumate mai multe fructe si legume cu un
aport moderat de proteine. In timp ce comercializarea acestei diete implica
faptul ca modificarile dietei vor creste pH-ul sistemic, un studiu randomizat
bine condus al acestor modificari ale dietei a concluzionat faptul ca schimbarile
implementate au modificat doar pH-ul sistemic cu 0,014 unitati, in timp ce pH-
ul urinei a crescut cu 1,02 unitati. Acest studiu releva faptul ca modificarile
dietei pot modifica pH-ul urinei, dar nu modificd pH-ul séngelui (Buclin si
colab., 2001). Mai mult, faptul ca efectul fosforului asupra metabolismului
calciului a fost opus celui care a fost prezis de ipoteza (Fenton si colab., 2009)
ridica intrebari despre validitatea ipotezei in primul rand. Aditional, o revizuire
asupra corpului de dovezi privind ipoteza cenusii acide / alcaline pentru
sanatatea densitatii osoase a constatat ca ipoteza nu este sustinutd si nu
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exista dovezi cum ca modificarea incarcaturii de acid din dietd imbunatateste
sanatatea oaselor (Fenton si colab., 2011).

Dieta alcalina promoveaza nu numai un regim alimentar specific, ci si
vanzarea de suplimente si aparate alcalinizatoare de apa aferente, prin
aproape toate instrumentele media, inclusiv site-uri web, carti si videoclipuri
(Ohsawa, 2012). Din experiente anterioare, pacientii de cancer sunt abordati
de vanzatori care promoveaza alcalinizatoarele de apa ca modalitate de
tratare a cancerului. Studiile sugereaza ca un numar substantial si in crestere
de pacienti utilizeaza internetul pentru a obtine informatii despre sanatate
(Helft si colab., 2003), fapt care poate sa nu fie inofensiv. Oncologii raporteaza
ca utilizarea internetului de catre pacientii cu cancer contribuie la confuzie si
anxietate in randul acestora (Helft si colab., 2003).

Exista dovezi asupra faptului ca unele celule canceroase si tumori
cresc bine intr-un mediu acid n laborator (McCarty si Whitaker, 2010). Tn timp
ce dieta alcalina este promovata pentru a corecta starea acida pe care o
creeaza dieta moderna, Institutulul American de Cercetare a Cancerului si
Societatea Canadiana a Cancerului au declarat ca organismul regleaza strans
pH-ul sistemic si ca alegerile alimentare vor afecta doar pH-ul urinei si nu
aciditatea corpului (American Institute of Cancer Research, 2012). Studiile
arata ca, in timp ce pH-ul urinei se modifica drept raspuns la modificarile dietei,
pH-ul din sédnge, nu (Maurer si colab., 2003). Deoarece potentialul de formare
al acidului/bazei alimentelor modificd pH-ul urinar (Maurer si colab., 2003),
cancerul tractului urinar poate fi un punct important in investigarea afirmatiilor
din dieta alcalina pentru prevenirea si tratarea cancerului.

in anul 2015, Fenton si Huang au realizat un studiu ce a avut drept
obiectiv efectuarea unei cautari ample a literaturii publicate si nepublicate
pentru a determina daca exista dovezi ale unei relatii cauzale intre
acidul/alcalinul dietetic si etiologia cancerului si/sau tratamentul acestei boli.
Au fost cautate studii umane observationale ale aporturilor acido-bazice,
consumul sarurilor suplimentare pentru modificarea pH-ului sistemic (cum ar fi
bicarbonatul de potasiu sau citratul de potasiu) si consumul de apa alcalinag, cu
rezultate asupra cancerului (atat etiologice, cat si terapeutice). Nu au fost
impuse restrictii de limba sau de data a publicarii. Au fost luati in considerare
participantii umani de toate varstele si mediile. Studiile fara cercetari originale
si studii non-umane au fost excluse din aceasta revizuire. Ambii recenzori au
examinat titlurile articolelor pentru relevanta subiectului si potentiala potrivire la
criteriile de includere in mod independent, cu planul de a utiliza discutia si
rezolutia prin atingerea consensului cu privire la orice diferente in evaluari. A
fost folosita Scala Newcastle-Ottawa pentru a evalua studiul inclus pentru
riscul de prejudecata (Wells si colab., 2000).
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Un total de 8278 de citate au fost identificate, iar 252 de rezumate au
fost revizuite pentru potentiala potrivire cu cerintele acestui articol. Doar un
studiu a indeplinit criteriile impuse (Wright si colab., 2005) si a fost inclus in
aceasta revizuire sistematica. Cautarea din literatura a localizat, de asemenea,
0 revizuire sistematica care nu a gasit dovezi pentru dieta alcalind (Huebner si
colab., 2014) si doua recenzii narative care discuta despre dieta alcalina si
cancer (Robey, 2012). Revizuirea sistematica, publicata in 2014, a raportat
rezultate pentru articole pe tema dietei alkaline si cancer intr-o cautare pe
Google, insa nu a raportat descoperiri ale acestor articole sau citarile acestora
(Huebner si colab., 2014). Cele doua recenzii narative nu au inclus studii
efectuate pe om despre o asociere intre dieta acida / alcalina si cancer. Robey
(2012) a concluzionat faptul ca exista numeroase cai sistemice afectate de
acidoza indusa de dieta care poate favoriza cancerul, dar un rol cauzal este
slab definit. Recenzia lui Lee si Shen a sugerat o analogie post hoc intre
conceptele din medicina traditionala chineza despre yin si yang si dieta acida /
alcalina, dar nu a mentionat niciun studiu privind dieta acida / alcalina si
cancer.

Studiul realizat de Wright si colab. (2005), a fost unul prospectiv de
cohortd, situat in interiorul studiului a-tocoferolului si al B-carotenului utilizate n
preventia cancerului. S-a examinat cantitatea de acid din dietd si rata de
aparitie a cancerului la vezica urinara. Expunerea utilizata in acest studiu a
fost o estimare a excretiei acide nete renale, pe baza aporturilor alimentare si
a antropometriei. Nu s-au gasit studii care sa fi examinat orice alte rezultate
ale cancerului sau neoplaziei corelate cu dieta, alcalinitate, apa alcalina,
utilizarea unei diete alcaline sau schimbarea incarcaturii de acid din dieta
pentru tratamentul cancerului. Wright si colab. au examinat relatia dintre
excretia acida neta renala estimata din dietd utilizdnd un chestionar privind
frecventa alimentelor (si inaltimea masuratd si greutatea subiectilor pentru
estimarea excretiei de acid organic urinar) si riscul de cancer al vezicii urinare
intr-o cohorta mare de 27 096 de barbati fumatori. Estimarea riscului relativ
pentru cancerul de vezica urinara a fost de 1,15 pentru indivizii din cel mai acid
versus cel mai putin acid grup, asa cum a fost evaluata intr-un model de riscuri
proportionale multivariate, o relatie ce nu este statistic relevanta. Acesti
cercetatori au testat, de asemenea, daca urina acida a fost asociata cu un risc
crescut de cancer al vezicii urinare la un subgrup de fumatori pe termen lung.
Printre barbatii care au fumat mai mult de 45 de ani, a existat un risc relativ
ajustat, nesemnificativ, de ocurenta a cancerului de vezica urinara de 1,72 cu
niveluri ale excretiei acide nete mai ridicate.

Revizuirea realizatéd de Fenton si Huang (2015), bazaté pe un singur
studiu observational relevant, nu a gasit suport pentru ipoteza cenusii acide
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care sugereaza ca acidul din dieta cauzeaza sau contribuie la dezvoltarea
cancerului. Cautarea realizata in literatura de specialitate nu a identificat studii
despre aceasta ipoteza pentru alte forme de cancer sau tratament pentru
cancer. In plus, cautarea nu a reusit sa localizeze niciun studiu care sa
evalueze daca apa alcalina are un rol in prevenirea sau tratamentul
cancerului. Astfel, exista o lipsa de sprijin pentru orice sfaturi adresate
publicului cu privire la ipoteza cenusii acide, dieta alcalind si / sau apa alcalina
si relatiile lor cu cancerul.

Unele articole sugereaza ca modificarile homeostaziei acido-bazice in
micromediul adiacent tumorii sunt frecvente in patologia cancerului (McCarty si
Whitaker, 2010) si ca lichidul interstitial tumoral are o capacitate de tamponare
redusa comparativ cu tesuturile normale si, impreund cu ratele ridicate de
productie a produselor finale metabolice, tumorile pot provoca un mediu
extracelular acid (Gillies si colab., 2004). in plus, terapia cancerului poate fi
influentata de pH. Unele studii in vitro si pe animale au sugerat ca alcaloza
metabolica poate fi utila in imbunatatirea unor regimuri de tratament pentru
cancer (Raghunand si Gillies, 2001).

Cu toate acestea, aceste examinari in vitro si pe cobai asupra
comportamentului celulelor canceroase se afla in faza de generare a
ipotezelor si nu ar trebui sa fie extrapolate la sanatatea umana. Aceste studii
de cultura celulara nu ofera dovezi cu privire la etiologia sau tratamentul
cancerului. Studiile au demonstrat ca suplimentele alcaline (Maurer si colab.,
2003) sau dietele care promoveaza alcalinizarea (Buclin si colab., 2001) pot
modifica pH-ul urinei. Cu toate acestea, ele nu modifica semnificativ pH-ul
sistemic global (Maurer si colab., 2003). Trei studii privind interventiile de
incarcare acida au masurat atat modificarile pH-ului din urina, cat si ale
sangelui ca urmare a diferitelor interventii, inclusiv modificari ale consumului
de alimente (Buclin si colab., 2001), ingerarea de sare de bicarbonat (Maurer
si colab., 2003) sau de fosfat (Krapf si colab., 1995). In fiecare caz, pH-ul
urinei a crescut semnificativ, de la 0,2 la 1,2 unitati, in timp ce pH-ul din séange
s-a modificat minimal, cu doar 0,01 (Maurer si colab., 2003) la 0,02 (Krapf si
colab., 1995) unitati. Aceastd comparatie aratd ca rinichii sunt eficienti in
privinta eliminarii acidului pentru a mentine echilibrul sistemic al pH-ului si ca
pH-ul urinei nu ofera o masurare a pH-ului sistemic.

Niciunul dintre aceste studii nu a sustinut ipotezele care sugereaza ca
apa alcalina sustine o sanatate buna. Au fost gasite cateva rezultate vizand
efectele apei alcaline, inclusiv la om, reprezentate de secretia gastrica inhibata
(Drobnik, 2000), golire redusa a vezicii biliare (Gasbarrini si colab., 1991) si
reactii toxice (Lendowshi si colab., 2015), iar in cazul puilor de sobolan, de
necroza cardiaca (Watanabe si colab., 1997) si restrictie de crestere (Merne si
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colab., 2001). Prin urmare, promovarea apei alcaline ca promotor al a sanatatii
nu este inca sustinuta de dovezi.

Poate exista o problema de siguranta care implica consumul unei ,diete
alcaline” urmata de cresterea pH-ului urinei la pacientii cu cancer al vezicii
urinare. De exemplu, influenta ciprofloxacinei pe liniile celulare ale vezicii
umane sugereaza ca potentialul antiproliferativ si efectul antitumoral al acestui
medicament pot fi superioare la pH scazut in urind (Guetowska si colab.,
2010). In general, consideratiile de sigurantd pentru cresterea pH-ului urinar la
pacientii cu cancer al vezicii urinare care urmeaza anumite tratamente de
terapie impotriva cancerului trebuie evaluate Tnainte ca pacientii sa efectueze
modificari ale pH-ului urinei.

Directia studiilor viitoare se poate concentra pe analize sistematice
pentru examinarea relatiilor dintre dieta alcalind si alte conditii de sanatate.
Mai multe studii prospective observationale au sugerat o relatie intre
incarcatura acida si riscul de diabet de tip 2 (Akter si colab., 2016) precum si
hipertensiune (Akter si colab., 2015). Cu toate acestea, estimarile efectului
sunt de magnitudine mica, sub pragul riscului relativ de 2, minimul considerat a
indica asocieri importante (Guyatt si colab., 2011). Alte studii prospective au
sugerat o lipsa de asociere intre incarcatura acida din dieta si riscurile
diabetului de tip 2 (Engberink si colab., 2012) precum si hipertensiune (Xu si
colab., 2014). Mai mult, in studiile observationale, este posibila o confuzie
reziduala (Guyatt si colab., 2011), datorata variabilelor stilului de viata care
sunt corelate, insa neluate in considerare la momentul experimentului. Prin
urmare, nu se recomanda sugerarea ca informatiile din astfel de studii sa
reprezinte relatii cauzale independente (loannidis si colab., 2009).

Este posibil ca unele dintre aceste alimente (fructele proaspete,
legumele, radacinile si tuberculii si leguminoasele cu un aport moderat de
proteine) sa aiba efecte de protectie impotriva cancerului, nu prin calitatile lor
de promovare a aciditatii / alcalinitatii, ci mai degraba datorita compusilor
nutritivi si non-nutritivi. O revizuire sistematica si meta-analiza a studiilor
prospective aratd ca un aport ridicat de fibre dietare este asociat cu un risc
redus de cancer colorectal (Aune si colab., 2012). O revizuire si meta-analiza a
cercetarilor epidemiologice privind activitatea fizica, dieta si adipozitatea au
constatat ca un model dietetic prudent cu aporturi ridicate de fructe, legume,
cereale integrale, leguminoase si peste pare ca este protectoare impotriva
cancerului de san (Patterson si colab., 2010). Cu toate acestea, dieta alcalina
promoveaza excluderea multor alimente, dintre care mai multe contribuie cu
numeroase substante nutritive si nutrienti benefici.
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11. Efectul apei alcaline cu pH ridicat asupra vascozitatii sangelui la
adultii sanatosi

Apa este un nutrient esential pentru viata, iar hidratarea joaca un rol
critic in performanta fizica a omului, precum si in prevenirea bolilor cronice.
Deshidratarea este un factor contributor, bine acceptat, la afectarea
performantei fizice umane, rezultdnd in orientari stabilite pentru inlocuirea
lichidelor in multe profesii care implica activitate fizica semnificativa, inclusiv
sportivi (Sawka si colab., 2007). Deficientele mediate de deshidratare pot
produce efecte nefavorabile, cum ar fi suprasolicitare cardiovasculara,
solicitare calorica, functia neurologica si metabolica modificate (Mountain si
colab., 1992).

Reducerea masei corporale cu 2% sau mai mult din cauza transpiratiei
in timpul exercitiilor a fost bine stabilita pentru a fi corelatd cu performante
aerobice si fiziologice afectate. In timp ce aceastd afectare implicd factori
termoreglatori metabolici, neurologici si cardiovasculari importanti, principalul
factor limitativ al performantei exercitiului este deriva cardiovasculara,
reflectdnd o rezerva in scadere a volumului sangvin cerebral si presiunea
arteriala medie in timpul exercitiilor intense sau prelungite, impreuna cu o
crestere a ritmului cardiac (Cheuvrot si colab., 2010). Cresterile acestuia din
urma induse de efort, cu o scadere a volumului miocardic, se pot corela strans
cu gradul de deshidratare (Mountain si colab., 1992). S-a demonstrat ca
deshidratarea creste rezistenta vasculara sistemica cu 17 6% comparativ cu
euhidratarea n timpul efortului prelungit (p < 0,05) (Gonzalez-Alonso si colab.,
1995).

Numeroase studii au evaluat efectul rehidratant al lichidelor in jurul
sesiunilor de exercitii, care au inclus suplimentarea cu apa, apa de cocos,
sucuri, ceaiuri, bauturi racoritoare, precum si bauturi cu carbohidrati, electroliti
si glicerol (Kalman si colab., 2012). In majoritatea acestor studii, b&uturile au
fost administrate pe cale orald dupa o deshidratare provocata si abilitatile de
rehidratare ale lichidelor de inlocuire specifice au fost evaluate folosind
biomarkeri, evaluari ale performantei fizice si chestionare subiective. Un studiu
care a implicat 6 barbati sanatosi a sugerat faptul ca concentratiile mai mari,
comparativ cu cele mai mici ale unei solutii de carbohidrati-electroliti au fost
mai eficiente in restabilirea hidratéarii dupa exercitii (Evans si colab., 2009). Un
studiu efectuat pe 10 jucatori de fotbal a raportat ca modificarile de masa
corporala si de volum plasmatic induse de efort au fost mai mici odata cu
ingestia unei bauturi glucidice-glicerolice decat a unei bauturi carbohidrate,
evidentiind o hidratare Tmbunatatita prin adaugarea de glicerol (Siegler si
colab., 2009). Un alt studiu care a monitorizat biomarkerii de hidratare a aratat
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ca apa de cocos nu a hidratat semnificativ mai bine decat apa normala
(Kalman si colab., 2012).

S-a presupus ca apa alcalina este superioara apei purificate standard in
restabilirea rehidratarii si a vascozitatii sdngelui in timpul unei perioade de
recuperare de 2 ore dupa deshidratarea indusa de efort. Cu toate acestea,
studii structurate specific ale unuia sau mai multor biomarkeri in timpul
rehidratarii dupa exercitii, nu au stabilit un biomarker standard pentru perioada
de recuperare. Weidman si colab. au proiectat in anul 2016 un studiu
randomizat, dublu-orb, pentru a caracteriza si a compara magnitudinea si rata
de rehidratare a apei electrolizate cu pH ridicat fata de apa purificatd standard
prin evaluarea nivelurilor serice ale unui biomarker specific al vascozitatii
sangelui integral ca obiectiv principal. In plus fatd de masurarea vascozitatii
sangelui, au fost evaluate urmatoarele obiective secundare: vascozitatea
sangelui la viteza mica de modificare anatomica, osmolaritatea plasmatica,
bioimpedanta si modificarile greutatii corporale.

Studiul a fost realizat pe 100 de voluntari adulti (50 de barbati, 50 de
femei), intre 25 si 49 de ani. Participantii eligibili au fost adulti sanatosi, care nu
fumeaza, avand un indice de masa corporala mai mic sau egal cu 29 si carora
nu le-a fost administrat orice tip de medicament timp de cel putin o saptamana
Tnainte de participarea la studiu.

Cele doua bauturi studiate au fost reprezentate de apa imbuteliata
standard, drept control, avand un pH normal cu minerale adaugate pentru gust
si apa alcalina electrolizata (ERAW), cu pH ridicat si adaos de minerale pentru
gust, drept bautura de tratament experimental.

Subiectilor li s-a permis sa& consume alimente si apa dupa bunul plac
inainte de studiu. In urma unei evaluari initiale, participantii au fost rugati sa se
abtina de la consumul de alimente sau lichide. Evaluarile initiale pentru masa
corporald, impedanta bioelectrica si semnele vitale (ritmul cardiac, tensiunea
arteriala sistolica si cea diastolica, rata respiratiei, temperatura corpului) au fost
colectate la inceperea studiului, Thainte de exercitiul fizic. Probele de sange au
fost colectate prin punctie venoasa pentru evaluarea vascozitatii sangelui
integral si a osmolalitatii plasmatice. In urma masurilor initiale, subiectii au
efectuat sesiuni de exercitii aerobice moderate intr-un mediu cald (30 °C, 70%
umiditate relativa) pana cand au atins o stare deshidratata. Durata exercitiului
a variat intre subiecti. Cu toate acestea, tinta pragului de deshidratare a fost
standardizata la 2,0 +0,2%, pierderea in greutate corporala datorata efectelor
unei perioade de exercitiu Tn producerea unei deshidratari usoare. Dupa
incheierea perioadei de exercitiu si atingerea unei stari deshidratate,
participantii la studiu s-au mutat intr-un mediu termo-neutru (21°C, 60%
umiditate relativa), unde s-au odihnit 20 de minute. Dupa aceasta perioada de
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odihnda, au fost evaluate semnele vitale, greutatea si bioimpedanta. n plus, s-
au recoltat probe de sénge pentru evaluarea vascozitati sangelui si a
osmolaritatii plasmatice.

Un studiu anterior, care a evaluat efectul solutiei orale de carbohidrati
asupra ratei de absorbtie, a raportat o reducere de aproximativ 3% a volumului
plasmatic pe parcursul unui interval de 105 minute dupa consumul bauturii (Shi
si colab., 1995). Studiul realizat de echipa lui Weidman a incorporat o perioada
de urmarire de 120 de minute — considerata a avea o durata suficient de lunga
pentru a arata orice efect al rehidratarii in timpul recuperarii — ce a fost
impartita intr-o perioada de rehidratare de 30 de minute si o perioada de
recuperare de 90 de minute. Participantii au fost rehidratati oral cu apa
standard sau apa alcalina (TO00 pana la TO30 min). Masa apei consumate in
perioada de rehidratare a fost calculata in functie de schimbarea masei
corporale a participantului in timpul exercitiului. Cantitatea recomandata de
lichide a fost determinata utilizand o formula de 20 ml de lichid la 1 kg de
greutate corporala, adicd 2% din greutatea corporala initiala inainte de
exercitiu. Subiectii au fost obligati sa consume intreaga cantitate de apa
desemnata dupa exercitii ad libitum in 30 de minute. Probele de sénge au fost
colectate pentru vascozitatea sangelui integral si osmolaritatea plasmei la
T015 min si TO30 min Tn aceasta perioada de rehidratare.

Au fost colectate date suplimentare in timpul perioadei de recuperare
de 90 de minute (TO30 pana la T120 min) pentru a evalua pe deplin
eventualele variatii potentiale ale parametrilor masurati. Vascozitatea sangelui
si osmolaritatea plasmatica au fost evaluate de sapte ori: la momentul initial si
la sase intervale ulterioare (T000, T015, T030, T060, TO90 si T120 min).
Analiza bioimpedantei si masuratorile modificarii masei corporale au fost
efectuate de cinci ori: la momentul initial si la patru intervale ulterioare (T0O0O,
T045, TO75 si T120 min). Semnele vitale au fost evaluate in total de trei ori: la
momentul initial, la TOOO si T120 min.

Datele au fost analizate folosind atat statistici descriptive, cat si
inferentiale. Au fost planificate Tn prealabil patru analize separate: compararea
modificarii procentuale a biomarkerilor, compararea pantei liniilor de regresie,
diferentele absolute si analizele modelului mixt. O comparatie a modificarii
procentuale a fiecarei masuri rezultate a fost efectuata in timpul perioadei de
rehidratare si recuperare. O astfel de analiza a fost destinatd sa compenseze
diferentele individuale la valorile initiale si la valorile TOOO min. Valorile medii
pentru fiecare grup si estimarile erorilor standard pentru fiecare interval de
incredere trebuiau calculate si concluziile facute pe baza acestor diferente.

Modificarea procentuala in timpul perioadei de rehidratare de la TO0O0 la
T120 min a fost calculata pentru fiecare masuratoare, reflectand magnitudinea
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generald a hidratarii in timpul perioadei de rehidratare si recuperare, dupa
deshidratarea standardizata indusa de efort, compensand in acelasi timp
diferentele inter-individuale la momentul initial si TOOO min. Subiectii au
actionat ca propriile lor controale, iar variabilitatea inter-individuala a punctelor
finale a fost moderata prin impartirea diferentei intre starea deshidratata a
subiectului (TOOO0 min) si starea finala rehidratata (T120 min) dupa valoarea
starii proprii de deshidratare.

Dupa rehidratare si recuperare, modificarea procentuald medie pentru
vascozitatea sistolica a sangelui, masurata la o ratd 300 s, la subiectii carora
li s-a administrat apa standard a fost 3,36%, in timp ce pentru apa alcalina,
modificarea procentuald medie a fost 6,30% (p=0,03). In mod nominal, apa
alcalina a redus semnificativ si a restabilit vascozitatea sangelui in timpul unei
perioade de rehidratare de 120 de minute cu 87,50% mai mult decat apa
standard. Dupa rehidratare si recuperare, modificarea procentuald medie
pentru vascozitatea diastolica a sangelui (masurata la o ratd mica, de 5 s?) la
subiectii carora li s-a administrat apa de control a fost de 5,43%, in timp ce
modificarea procentualda medie pentru apa alcalina a fost de 9,35%. Mai mult,
nicio alta variabila rezultata, care serveste drept marker de hidratare, nu a
demonstrat o diferenta semnificativa intre cele doua grupe de tratament atunci
cand se compara schimbarea procentuala a masurii rezultatului in timpul
perioadei de rehidratare (TO00 la T120 min).

Nu a fost detectata nicio diferentd semnificativd in parametrul pantei
intre cele doua axe de tratament pentru fiecare punct final. S-a observat o
tendinta pentru media nivelurilor de véascozitate sistolica si diastolica a
sangelui, care au scazut mai repede (panta negativa mai mare) pentru apa
alcalina in comparatie cu cea standard. S-a observat ca impedanta bioelectrica
a crescut mai rapid pentru apa alcalina in comparatie cu apa de control.

Folosind analize de model mixt, s-a observat ca efectul tratamentului cu
apa alcalina, comparativ cu cel al apei standard, a prezentat un efect indeosebi
asupra vascozitatii diastolice (p=0,02). Efectul tratamentului cu apa alcalina nu
a fost observat ca fiind semnificativ pentru celelalte masuratori ale vascozitatii
diastolice a sangelui, osmolaritatii plasmatice sau a indicilor de impedanta
bioelectrica. Analiza modelului mixt a confirmat diferenta semnificativa a
efectului apei alcaline asupra vascozitatii sangelui, aratand ca aceasta a avut
un efect semnificativ statistic asupra vascozitatii sistolice a sangelui in
comparatie cu controlul. Cu toate acestea, interactiunea dintre tratament-grup
de studiu-timp asupra vascozitatii sistolice a sangelui nu a fost in sine
semnificativa.

Interesul pentru studiul biomarkerilor pentru hidratare s-a intensificat in
ultimii ani. Totusi utilitatea relativa a markerilor depinde de mediu si de natura
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stimulilor aplicati intr-un studiu dat. Chiar si in studiile privind raspunsurile la
deshidratarea acuta indusa de efort, un biomarker standard pentru starea de
hidratare s-a dovedit evaziv (Cheuvront si colab., 2010). Vascozitatea a fost
utilizaté ca obiectiv principal final in studiul realizat de Weidman si colab.
pentru a reflecta hidratarea intravasculara si a fost in mod clar afectatd de
deshidratarea indusa de efort. Mai multe studii anterioare au raportat cresteri
ale vascozitatii sdngelui dupa exercitii (Smith si colab., 2015). Intr-un studiu pe
20 de adulti sanatosi, s-a raportat ca vascozitatea sangelui creste dupa 15
minute de exercitiu submaximal (Nageswari si colab., 2002). intr-un studiu
clinic anterior efectuat pe 47 de femei cu anduranta ridicata si femei
neantrenate, nivelele medii ale vascozitatii dupa 1 ora de exercitiu maxim au
fost raportate ca fiind cu 12,6% mai mare, o crestere de magnitudine mai mare
decat ar putea fi atribuitd hematocritului, care a crescut cu o medie de 8,9%
(Martin si colab., 1985).

Vascozitatea sangelui nu este statica, ci se schimba dramatic in functie
de forta de frecare sangelui. Forta se calculeaza prin impartirea vitezei de
curgere la diametrul lumenului. Cand sangele se misca rapid la varful sistolei,
acesta este la o valuare mare si o consistenta relativ mai subtire, deoarece
eritrocitele sunt dispersate. La rate de frecare ridicate, vascozitatea sistolica
este influentata de nivelurile de hematocrit si de deformabilitatea eritrocitelor,
in timp ce la rate de frecare mici, vascozitatea diastolica este influentatd de
agregarea eritrocitard (Cocklet si colab., 2007). Din acest motiv, vascozitatea
sistolica a séngelui poate fi capabila sa ofere un marker mai direct al starii de
hidratare decat vascozitatea diastolica a sangelui.

Diferenta esentiald intre apa alcalin electrolizata, cu pH ridicat si apa
potabila standard, purificata prin osmoza inversa, utilizata drept control
reprezintd gradul de alcalinitate. Intr-un studiu pe 1136 de femei japoneze,
Murakami si colab. au constatat ca incarcatura dietetica acida a fost asociata
in mod independent cu o crestere semnificativa a presiunii sangvine sistolice si
diastolice, a lipoproteinelor cu densitate mica (LDL) si a nivelurilor totale de
colesterol, a indicelui de masa corporala si a circumferintei taliei (Murakami si
colab., 2008). Acesti cercetatori au sugerat ca factorii de risc cardiaci
metabolici nefavorabili pot fi indusi de acidozd metabolica usoara care a
crescut productia de cortizol. Heil a raportat o crestere semnificativd a pH-ului
sanguin secundar consumului de apa alcalind bogatd in minerale (Heil si
colab., 2010). Separat, Heil si colab. au demonstrat o hidratare generala mai
rapida si mai buna cu apa alcalina decat cu apa standard imbuteliata, la zece
ciclisti barbati. Markerii de hidratare raportati aici au fost greutatea specifica a
urinei, debitul de urind, concentratia proteinelor serice si retentia de apa (Heil si
colab., 2009). In ambele studii, efectele au durat cel putin o saptamana pana
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au aparut dupa consumul obisnuit de apa alcalina. In timp ce Heil si colab. nu
au efectuat studii mecaniciste, acestia au emis ipoteza ca alcalinitatea sangelui
a fost schimbata ca urmare a absorbtiei directe a mineralelor alcaline ih sange
si ca retentia de apa intravasculaturd a fost imbunatatita prin absorbtia de
minerale suplimentare in sédnge (Heil si colab., 2010). Intr-un studiu mai recent
realizat de acelasi grup, s-a sugerat ca marirea pH-ului extracelular poate
influenta fluxul sanguin indirect prin modificarea concentratiilor interstitiale de
potasiu (Heil si colab., 2012).

Separat, un studiu care utilizeaza un protocol de deshidratare indus de
efort pentru a compara efectul a doua bauturi asupra markerilor pentru stresul
oxidativ a aratat ca recuperarea rehidratarii dupa ingestia fie a unei bauturi
carbohidrat-electrolitice, fie a apei a redus nivelurile de malondialdehida, un
marker comun pentru stresul oxidativ, in raport cu concentratiile plasmatice de
malondialdehida in stare deshidratatd (Paik si colab., 2009). Perturbarile
fluxului sanguin promoveaza o stare oxidativa in care se acumuleaza specii
reactive de oxigen. Celulele rosii din sénge, in special, sunt vulnerabile la
mediul oxidativ din corpul uman si, ca o consecinta a continutului de fier, sunt
capabile sa produca proprii radicali liberi (Baskurt si colab., 2003). Acest
proces de auto-oxidare are loc in momentul in care hemoglobina oxidata e
degradata si elabereaza un superoxid. In acelasi timp, ionul de Fier (Fe?*) din
structura hemoglobinei este oxidat la Fe®" hemoglobind, producand
methemoglobina care este incapabila sa transporte oxigen (Halliwell si coleg.,
1999). Peroxizii din organism degradeaza proteinele hemoglobinei si determina
eritrocitele sa elibereze hem si fier. Fortele necesare pentru ca celulele rosii sa
perfuzeze capilarele pot determina membranele celulare sa elibereze ioni,
provocand leziuni suplimentare membranelor lipidice (Ney si colab., 1990).
Atunci cand speciile reactive de oxigen initiaza peroxidarea membranelor
lipidice, proteinele membranei celulare devin adesea reticulate, iar celulele rosii
devin mai rigide, cu o deformabilitate mai mica (Halliwell si colab., 1999).
Productia de methemoglobina, modificarea si degradarea proteinelor,
reticularea proteinelor membranare, peroxidarea lipidelor, reticularea
hemoglobinei si afectarea proprietatilor de suprafata sunt toate mecanisme prin
care stresul oxidativ modifica functional celulele rosii din sange (Baskurt si
colab., 2003). Aceste mecanisme modificd proprietatile celulare, inclusiv
fluiditatea membranei redusa si agregarea crescuta, ceea ce duce la cresterea
vascozitatii sdngelui si a fluxului sangvin (Nwose si colab., 2007).

Un studiu separat, realizat pe 154 de subiecti cu diferite stadii ale
diabetului zaharat si martori sanatosi a aratat cad mai mult de 76% din stresul
oxidativ la subiectii aparent sanatosi a fost asociat cu cresterea vascozitatii
totale a sangelui, cu o prevalenta de 95% in grupul cu prediabetic si cu 92% in
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grupul cu diabet zaharat. (Richards si colab., 2010). Acest studiu clinic a
masurat markerii stresului oxidativ al eritrocitelor, incluzédnd glutationul
eritrocitar, methemoglobina si malondialdehida. Asocierile dintre stresul
oxidativ al celulelor rosii din sédnge si vascozitatea séngelui modificata la
subiectii sanatosi, precum si cei cu diabet zaharat si pacientii prediabetici,
sugereaza ca vascozitatea sangelui poate fi un marker pentru stresul oxidativ
subiacent.

Este speculat faptul ca diferentele dintre nivelurile de vascozitate
sistolica cauzate de apa alcalina, comparativ cu controlul, dupa deshidratare,
poate fi mediat de influenta speciilor reactive de oxigen asupra membranelor
eritrocitare si deformabilitatea acestora. Sunt necesare studii suplimentare
pentru a determina daca apa alcalina cu pH ridicat este direct asociata cu
reducerea stresului oxidativ. In ceea ce priveste osmolaritatea plasmatica drept
marker de hidratare, Armstrong a remarcat faptul ca un singur standard
universal, inclusiv osmolalitatea plasmatica, nu este posibil pentru toate
cerintele de evaluare a hidratarii (Armstrong si colab., 2007). El a afirmat ca
schimbarea masei corporale este cea mai precisa evaluare a hidratarii in timp
real, iar analiza biomarkerilor, care nu includea vascozitatea sangelui, a
sugerat ca precizia majoritatii markerilor de hidratare nu este sustinuta in mod
constant. Modificarile masei corporale reflectd pierderile de apa din corp si
castigurile secundare transpiratiei si, respectiv, aportului de apé. In consecinta,
modificarile de masa sunt foarte frecvent masurate in studii si servesc drept
punct de referintda pentru alti markeri de hidratare. Desi osmolaritatea
plasmatica este considerata printre cei mai buni indici disponibili, niciuna dintre
analizele efectuate in experimentul lui Weidman si colab. nu a aratat diferente
semnificative intre apa alcalind si cea standard pentru acest marker.
Osmolaritatea plasmaticd nu incorporeaza influenta continutului celular din
sange si este dificil de evaluat atunci cand apa corporald totala, aportul de
lichide si pierderile de lichid sunt modificate.

Analiza impedantei bioelectrice a fost utilizata pe scara larga pentru a
evalua starea de hidratare. Acest instrument permite determinarea volumelor
de apa in diferite compartimente fluidice ale corpului. Este posibil ca
deshidratarea acuta si rehidratarea consecventa in cadrul studiului descris mai
sus (2% masa corporald) sa nu fi reusit sa prezica cu exactitate modificarile din
apa corporala care altfel ar fi putut fi determinate prin evaluarea modificarilor
masei corporale. Mai mult, la sportivi cu grasime corporala scazuta,
modificarile mici ale apei din corp pot fi raportate gresit ca modificari ale
grasimii corporale prin testarea bioimpedantei (Saunders si colab., 1998).
Modificarile volumului extracelular si ale osmolaritatii pot afecta, de asemenea,
precizia evaluarilor impedantei bioelectrice (Berneis si colab., 2000).
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12. Mecanismul de actiune al ARW

Amenintarile semnificative pentru sanatate implica acumularea de ROS,
insotita de metabolismul lipidic dereglat si inflamatie, care sunt factorii de risc
primari pentru bolile metabolice din ce in ce mai raspandite legate de stilul de
viatd (Remig si colab, 2010). Din aceasta perspectiva, este important sa se
exploreze relatia dintre eliminarea ROS, controlul inflamator si metabolismul
lipidelor. Cercetarile privind apa ionizata alcalina au crescut de la prima sa
abordare Tn Japonia in anii 1990 (Henry & Chambron, 2013). in prezent, ARW
a fost aplicat in mai multe domenii, inclusiv in industria alimentara, agricultura
si medicina. A primit o atentie extraordinara datorita tratamentului sau medical
eficient si nou pentru diferite boli imunitare si de stres oxidativ in China,
Japonia si Coreea (Shirahata si colab, 2012; Huang si colab, 2006). ARW
prezinta proprietati speciale, cum ar fi un pH alcalin, o valoare ORP negativa a
moleculelor de apa cu grupe mici si un continut ridicat de hidrogen dizolvat. in
general, ARW se formeaza prin electroliza, prin care apa (H20) se
descompune in oxigen (O2) si hidrogen (H2) datoritd unui curent electric.
Generatia ARW a progresat si a avansat. Cel mai recent, poate fi acum
generata folosind energie regenerabila (Brauns & Turek, 2020). ARW poate fi,
de asemenea, generata cu diversi aditivi cum ar fi minerale alcaline si
nanoparticule (Huang si colab, 2008; Yan si colab, 2011), pentru a creste
efectele sale antioxidante si terapeutice.

O serie de studii au aratat ca ARW are proprietati antioxidante si, astfel,
ajuta la contracararea radicalilor liberi din organism. Radicalii liberi pot provoca
imbatranirea prematurd si alte boli si afectiuni. Se crede ca proprietatile
chimice ale ARW, in special pH-ul sau, contribuie la efectele sale benefice.
ARW prezintd un pH mai mare decat apa de la robinet, care joaca un rol
important in eficacitatea sa cunoscuta. Un studiu anterior a aratat ca ARW ar
putea induce eficient apararea antioxidantd dependenta de H202 si HOCI si
poate reduce stresul oxidativ indus de H202 si HOCI (Huang si colab, 2003).
Prin mecanismul mentionat mai sus, suplimentarea cu ARW a aratat
urmatoarele beneficii potentiale: Tmbunatatirea sanatatii tractului digestiv
(Koseki si colab, 2007); atenuarea severitatii bolilor in vivo (Lee si colab, 2009);
imbunatatirea starii corporale a subiectilor in varsta (Yang si colab, 2007). Cu
toate acestea, procesul si mecanismele precise prin care ARW contribuie la
imbunatétirea si prevenirea bolilor nu au fost pe deplin intelese. in conformitate
cu aceasta, efectele ARW au fost confirmate, iar mecanismul sdu de actiune a
fost evaluat, in mai multe modele, inclusiv modele animale si clinice. Tn mod
specific, au fost investigate potentialele beneficii ale ARW asupra raspunsului
imun, inclusiv efectul acestuia asupra echilibrului dintre activarea Th1 si Th2
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(Yang si colab, 2007). Unele studii au sugerat cd& ARW ar putea provoca
modificari ale activitatii metabolice in vivo (Vorobjeva, 2005).

in acelasi timp, ARW prezintd un pH mai mare decat apa de la robinet.
Consumul de ARW ar fi benefic nu numai in bolile gastrointestinale, ci si in pH-
ul sangelui. Se stie ca pH-ul ridicat al apei alcaline, afecteaza gruparea
moleculelor de apa, producand grupuri de apa mai mici care ar putea permite
apei cu continut scazut de alcalii sa intre eficient in celuld, sa mareasca
hidratarea intracelulara, sa elimine deseurile si sa previna utilizarea inutila.
(Yoon si colab, 2011). Pana acum, aceste rezultate au intarit si mai mult
concluziile lui Kim si Yokoyama (1997) si Watanabe si colab. (1997), care au
descoperit ca suplimentarea pe termen lung cu ARW a normalizat nivelurile
anormale de glucoza din sange si lipide. in plus, Li si colab. (2011) au raportat
recent ca ARW a prevenit apoptoza celulelor B pancreatice si ca ingestia pe
termen lung a ARW a fincetinit dezvoltarea simptomelor ntr-un model de
soarece de diabet zaharat de tip 1, prevenind generarea de specii reactive de
oxigen derivate din alloxan. Studiile anterioare au demonstrat, de asemenea,
ca ARW protejeaza impotriva acumularii de lipide si colesterol in organism (Jin
si colab, 2006a; Jin si colab, 2006b). Ignacio si colaboratorii (Ignacio si colab,
2013; Ignacio si colab, 2014) au conceput studii pentru a confirma efectele
ARW in bolile legate de acumularea de grasime, cum ar fi obezitatea. Se crede
ca profilarea imunitatii, inclusiv reteaua Th1/Th2 si profilarea citokinelor, este
importanta n tratamentul bolilor inflamatorii, cum ar fi obezitatea (Yoon si
colab, 2011). Interventiile terapeutice, cum ar fi cele cu ARW, cu citokine
specifice de tip antiinflamator/Th-2, furnizeazéd dovezi promitatoare ca
tratament impotriva raspunsului proinflamator in exces in obezitate. Pe langa
aceasta, apa alcalina faciliteaza dezintegrarea lipidelor. Aceste rezultate au
fost sustinute de profilurile lipidice ale soarecilor: colorarea cu rosu ulei O a
aratat ca consumul de ARW a redus acumularea de grasime in ficat. Mai mult,
datele moleculare au aratat ca suplimentarea cu ARW a indus expresia genei
CYP7A1, care codifica colesterolul 7a-hidroxilaza, primul pas si limitator de
viteza in calea sinteticda a acidului biliar, locul principal de reglare si
mecanismul principal pentru eliminarea colesterolului din organism (Pullinger si
colab, 2002). Pe baza acestor rezultate, se pare ca ARW exercita efecte anti-
obezitate prin inducerea CYP7A1, care joaca un rol critic in homeostazia
colesterolului in organism. Cercetarile din ultimele decenii au evidentiat
interventia ROS in sanatate si boli. in general, existda o asociere intre
eliberarea proteinelor citotoxice, producerea de ROS, inflamatie si dominanta
citokinelor imune.

Conform studiilor clinice care au implicat ARW administrat oral pentru
tratamentul bolii senile si recuperarea pacientilor internati, nu au existat efecte
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distincte pozitive sau negative la pacientii in varsta (Yang si colab, 2007). Cu
toate acestea, toti parametrii sdngelui masurati au fost in limitele lor normale,
inclusiv leucocite, adiponectina, colesterol, potasiu si enzime hepatice asociate
cu metabolismul lipidic (Kim & Kim, 2006). Prin urmare, s-ar putea concluziona
ca ARW nu induce efecte adverse si ar putea duce la o stare corporala
favorabila. Consumul de ARW ar putea duce la proprietati potential benefice de
promovare a sanatatii. Apa buna nu ar trebui sa fie doar lipsita de poluanti, ci
sa aiba si efecte benefice asupra sanatati, cum ar fi capacitatea de a
detoxifica sangele, de a intari sistemul imunitar si de a contracara radicalii liberi
nocivi. Tendinta articolelor recente cu privire la efectul ARW asupra diferitelor
boli ale stilului de viata s-a dovedit a fi semnificativa, date care arata ca exista
o scadere semnificativa a obezitatii induse de dieta bogata in grasimi si a
colesterolului total, precum si profiluri lipidice imbunatatite ale indivizilor. Luata
impreund, apa alcalind cu un pH intre 8 si 10 are un feedback pozitiv asupra
diabetului si obezitatii, precum si un efect sinergic asupra modificarii stilului de
viatd, cum ar fi exercitiile fizice. Poate reduce stresul oxidativ si biomarkerii
inflamatori si poate elimina si inhiba productia de ROS, crescéand astfel
nivelurile de antioxidanti. De asemenea, imbunatateste starea de hidratare si
echilibrul acido-bazic, reducand perturbarile in continutul de electroliti al
fluidelor si accelerand rata metabolismului.
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