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Objetivo. Determinar la toxicidad a dosis repetidas durante 28 dias, de la ingestidn por via oral del
agua termal de San Antonio de Putina-SAP-(Puno), en un modelo murino. Materiales y métodos.
Disefio experimental, se utilizaron diez ratas de experimentacién de cepa Holtzman, los que fueron
divididos en dos grupos de cinco cada uno: un grupo de estudio, al que se le administré en forma
repetida, agua termal traida de SAP, en una dosis de 1000 mg/kg en un volumen de 2 mL/100g, y
un grupo control con agua potable esterilizada en el mismo volumen. Se realizaron observaciones
clinicas diarias, determinacién semanal del peso corporal, y después de 28 dias se procedié con
el estudio histopatolédgico de drganos (corazdn, rifidn, higado y pulmoén) y la determinacion de
parametros hematoldgicos y bioquimicos; previo sacrificio de los animales de experimentacién.
Resultados. No se produjeron muertes (DL,> 1000 mg/kg) ni alteraciones permanentes de signos
clinicos. Se observé aumento de peso, sin diferencias estadisticas entre los grupos. Los resultados
hematoldgicos y bioquimicos reflejaron ligeras variaciones no significativas entre grupos, pero
dentro del rango de la normalidad. No se observaron alteraciones histopatolégicas. Conclusiones.
No se encontraron signos de toxicidad aguda ante la administracién de agua termomineral de San
Antonio de Putina (Puno) en dosis repetidas por un periodo de 28 dias.

Palabras clave: Manantiales de Aguas Termales; Balneologia; Pruebas de Toxicidad Aguda; Animales
de Experimentacion (Fuente: DeCS)

Repeated dose 28-day oral toxicity study of hot springs
water from San Antonio de Putina, Puno

Abstract

Objective. To determine 28-day oral acute toxicity at repeated doses of hot springs water from San
Antonio de Putina —SAP- (Puno) in rats. Materials and methods. Experimental design, ten Holtzman
rats were used, which were divided into two groups of five each: a study group that was exposed
to repeated administration of SAP hot spring water in a dose of 1000 mg / kg in a volume of 2
mL/100g; and a control group, which sterilized water was given in the same volume. Daily clinical
observations were made, weekly determination of body weight; and after 28 days; previous sacrifice
of animals, the histopathological study of organs (heart, kidney, liver and lung) and determination
of hematological and biochemical parameters were made. Results. No deaths (LD, > 1000 mg/kg)
or permanent alterations of clinical signs were observed. Weight gain without statistical differences
between the groups was observed. The hematological and biochemical results showed slight non-
significant variations between groups, but in normality levels. No histopathological alterations were
observed. Conclusions. No signs of acute toxicity were found after 28-days repeated administration
of hot spring water from San Antonio de Putina (Puno).

Keywords: Hot Springs; Balneotherapy; Toxicity Tests, Acute; Animal Experimentation (Source:
MeSH)
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Introduccion

La medicina termal o balneoterapia es la disciplina que
estudia las caracteristicas de estrategias terapéuticas que
involucran el uso de aguas termales, asi como sus efectos
bioldgicos y farmacoldgicos en los seres vivos . Estas
aguas termominerales tienen componentes distintos v,
por ende, distintos mecanismos de accion bioldgica con el
consiguiente potencial terapéutico @,

Estudios previos han encontrado resultados prometedores en
enfermedades reumatoldgicas como artritis reumatoide ¥,
lumbalgias ¥, fibromialgia ), y enfermedades dermatoldgicas
como psoriasis o dermatitis atdpica ©. Asimismo, el
tratamiento de diversas afecciones por medio del uso
de aguas termales fue considerado por la Organizacion
Mundial de la Salud, como un recurso a tener en cuenta en
la mejora del bienestar y la calidad de vida de pacientes con
enfermedades crdnicas . Por ejemplo, una reciente revision
sistematica de Antonelli et al. encontré que el tratamiento
con balneoterapia incrementaba significativamente la calidad
de vida de pacientes con osteoartritis de rodilla (tamafio de
efecto=-1,03 (IC 95% - 1,66 a - 0,40). Por lo tanto, resulta de
interés cientifico que los paises con riqueza en estos recursos
naturales destinen esfuerzos para la realizacién de estudios
que permitan evaluar los posibles efectos terapéuticos o
tdxicos posadministracion (&,

De acuerdo con reportes elaborados por el Instituto
Geoldgico, Minero y Metalurgico (INGEMET) del sector
Energia y Minas, durante los afios 1998-2001, en nuestro
pais se encontraron aproximadamente, 472 fuentes de
aguas termales, cada una con diferentes componentes
geoldgicos, minerales, y propiedades fisicas 3. En Puno
se encuentra el complejo de aguas termominerales de San
Antonio de Putina, que incluye las aguas termales: Huayna
Putina, Libertad, Wenceslao Molina, El Ruedo y Vidal
Lama. Estos recursos son clasificados, segun los andlisis de
INGEMET, en el grupo de aguas cloradas, con pH neutros
(6,5-6,8) y temperaturas que oscilan los 36-51 °C1*; ademas,
son empleadas por su municipio con fines turisticos, por lo
que son ampliamente conocidas por la poblacién en general
14151 Un estudio previo, que clasificd estas aguas como
sddicas, cloruradas y sulfatadas, determind la presencia de
actividad antioxidante; y la ausencia de toxicidad a los 14
dias de administracion ¢, El objetivo de este trabajo fue
determinar la toxicidad a dosis repetidas durante 28 dias de
la ingestién por via oral, del agua termal de San Antonio de
Putina (Puno), en un modelo murino.

Materiales y métodos

Recursos naturales

Se recolecté una muestra de agua de la fuente termal
Huayna Putina, a 3810 m de altitud, 14254°40” latitud sur
y 692 51°57” longitud oeste del meridiano de Greenwich,
de San Antonio de Putina-Puno. Para conservar la muestra,
se transportd a una temperatura de 4-8 °C, en un recipiente
estéril, hacia la ciudad de Lima.

Animales de experimentacion

Se emplearon 20 ratas Rattus norvegicus, cepa Holtzman
(diez de cada sexo) con cinco semanas de edad y un peso
de 259-267 g, los cuales fueron adquiridos en el Instituto
Nacional de Salud (INS, Lima—Perd). Estos animales se
readaptaron durante cinco dias en el Bioterio de la Facultad
de Medicina Humana de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos, a una temperatura ambiente (22-26 °C),
humedad de 60-70%, con ciclos de luz/oscuridad de 12 h; en
donde se les suministré agua y alimentacion ad libitum &7,

Durante el estudio se siguieron las especificaciones
propuestas por el documento de tépicos para el cuidado y
uso de los animales de laboratorio del Comité Institucional
para el Cuidado y Uso de Animales (CICUA, ILAR), y se
respetd la normativa vigente sobre el tema: Ley 27265-Ley
de Proteccidn a los Animales Domésticos y a los Animales
Silvestres Mantenidos en Cautiverio.

Estudio de toxicidad a dosis repetidas

El estudio de toxicidad durante 28 dias por via oral se
realizd segun las directrices de la Organization for Economic
Cooperation and Development (OECD) ensayo 407 8. Se
formaron dos grupos de diez ratas de manera aleatoria
(cinco de cada sexo): un grupo experimental, en el que
se empled un solo nivel de dosis de 1000 mg/kg de agua
termomineral, que fue administrada de forma directa sin
diluir en un volumen de 2 mL/100 g y un grupo control que
recibié agua potable esterilizada en dosis de 2 mL/100 g. Las
intervenciones fueron administradas una vez al dia, por via
oral durante 28 dias con la ayuda de una sonda intragastrica.

Medicion de signos de toxicidad

Se evalud la variacién del peso corporal a los 0, 7, 14, 21
y 28 dias; asi como la modificacion de signos clinicos
que evidencien toxicidad a la media hora, 3, 4, 48 y 72 h
después de la administracion. Se observd la presencia
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de reflejo de aprehension, definido como la fuerza
empleada para sujetarse a una superficie reticular; reflejo
de enderezamiento (tiempo en posicién decubito dorsal);
actividad espontanea, desordenes gastrointestinales y
cantidad de consumo de alimentos.

El dia 28, los animales fueron sometidos a anestesia general
con pentobarbital 10 mg/kg para la extraccién de sangre
por puncion intracardiaca. Con esta muestra se procedid a
realizar estudios hematoldgicos (hemoglobina, hematocrito,
recuento de gldbulos rojos y leucocitos (absoluto y relativo);
y bioquimicos (glucosa, urea, creatinina, aminotransferasa
de alanina [TGP], y aminotransferasa de aspartato [TGO]).

Estudio histopatoldgico

Los animales fueron sacrificados con sobredosis de
pentobarbital (100 mg/kg), posteriormente se obtuvieron
muestras de tejidos cardiaco, renal, pulmonar y hepatico.
Estas muestras fueron fijadas en parafina y tefiidas con
hematoxilina & eosina, con la finalidad de buscar signos
de toxicidad celular o pérdida de la estructura tisular. Las
laminas resultantes fueron interpretadas por un médico
anatomopatdlogo con experiencia en el tema.

Andlisis estadistico

La descripcién de variables se expresé en medias y desviacion
estandar. Por otro lado, la comparacién estadistica de los
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valores de los estudios bioquimicos y hematicos se desarrolld
mediante la prueba T de Student para medias independientes.
De forma similar, la medicidn de la variacién de pesos en el
tiempo por grupo de estudio se evalud a través del ANOVA de
dos factores con medidas repetidas. Este analisis estadistico se
realizo con el programa SPSS Statistics para Windows, version
17.0. SPSS Inc. Released 2008 ©. Se consideraron diferencias

estadisticamente significativas, aquellas con p<0,05.

Resultados

Los resultados muestran un incremento del peso corporal
en el grupo al que se le administré agua termal de San
Antonio de Putina (A10,5 g); a diferencia del grupo control
que mostré un incremento menor (A7,2 g). Sin embargo,
las diferencias no fueron estadisticamente significativas,
sin encontrarse efectos del grupo y del tiempo en los pesos
(p>0,05) (Grafico 1).

Durante la evaluacion de los signos clinicos se evidencio
que los animales de experimentacion mantuvieron
reflejos protectores normales, conservaron el reflejo de
enderezamiento y presentaron actividad espontanea
durante los 28 dias. No se encontro casos de alteraciones
gastrointestinales; asimismo, el consumo de alimentos y
agua fue homogéneo en todos los grupos, mostrando un
patron estable (Tabla 1).
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Grafico 1. Comportamiento de las medias de pesos del control y el grupo de estudio durante los 28 dias del estudio.
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Tabla 2. Signos clinicos observados después de la administracion de agua termomineral de San Antonio de Putina-Puno en forma

repetida durante 28 dias.

Periodo de Observacion Signos Clinicos

Media hora después de la administracion

Somnolencia y agrupacion al centro de la jaula

A partir de las 3 h de la administracion

Signos de recuperacion

A partir de 4 h de la administracion

Reflejo postural normal, habitos de aseo y consumo de

alimento y agua normales

Segundo dia

Agrupacion intermitente en los extremos de la jaula

Desde el tercer dia, hasta el final del estudio

No se apreciaron signos de toxicidad, los animales se
mostraron normales en su comportamiento y habito de vida

Durante el analisis de parametros hematicos no se
encontraron diferencias significativas en algin elemento
de analisis entre el grupo de estudio y el grupo control. De
forma similar, el andlisis bioquimico a los 28 dias determiné
que no hubo variacidon significativa en los niveles de
glicemia, urea, colesterol, TGP o TGO entre los grupos de
estudio (Tabla 2).

Con respecto a la evaluacién histopatoldgica, tampoco se
evidenciaron signos de necrosis celular ni de distorsion de

la estructura tisular en alguna de las muestras de tejido
cardiaco, hepatico, renal o pulmonar (Grafico 2).

Discusion

Al probar el efecto toxicoldgico de las aguas termales de
Huayna Putina se observé que la administracion repetida
de dichas aguas a una dosis limite de 1000 mg/kg de masa
corporal, por 28 dias, no provocé signos de toxicidad en el
modelo animal utilizado.

Tabla 2. Comparacion de valores promedio de pardmetros hematicos entre grupos de estudio.

Parametro Grupo Estudio Grupo Control Valor p

Hematicos
Hemoglobina (g/dL) 14,2+1,1 14,6 +0,7 0,433
Hematocrito (%) 41,8+3,2 43,2+2,1 0,433
Hematies (x10%°/mm?3) 4,6+0,3 4,7+0,2 0,433
Leucocitos (x103/mL) 11,3+1,2 10,4+ 1,0 0,192
Linfocitos (%) 77,0%5,4 81,8+49 0,181
Neutrofilos segmentados (%) 19,8 +4,9 16,2+4,6 0,266
Monocitos (%) 3,0£1,7 1,6+0,8 0,147
Neutrofilos encayados (%) 0,2+0,4 0,4+0,5 0,545
Eosindfilos (%) 0,0£0,0 0,0+0,0 NA
Basofilos (%) 0,0+£0,0 0,0+0,0 NA

Bioquimicos
Glucosa (mg/dL) 103,6 +12,5 99,0+ 8,5 0,469
Urea (mg/dL) 40,2+ 6,3 30,3+17,7 0,276
Creatinina (mg/dL) 0,8+0,1 0,7+0,4 0,609
TGO (UI/L) 161,4 + 23,5 135,1+77,9 0,491
TGP (UI/L) 130,9+40,4 85,9 +48,8 0,152

Resultados expresados en promedio + desviacion estandar.

REV PERU MED INTEGRATIVA.2018;3(2):78-84. |

81



Llahuilla JA & Arroyo JL

Grafico 2. Cortes histoldgicos de 6rganos en animales de experimentacion expuestos a la administracion repetida
de termomineral de San Antonio de Putina-Puno. Tincién hematoxilina & eosina (10x). A. Corazon; B. Rifién; C.
Pulmon; D. Higado.

El andlisis estadistico de comparacién del peso corporal
entre el grupo de estudio y el grupo control no encontré
diferencias significativas (p>0,05); sin embargo, si se observo
un aumento de peso en ambos grupos. Vilcanqui-Pérez
et al. " estimaron que una dieta control en ratas machos
Holtzman con 45 * 2 dias de nacidos, ocasiona un aumento
de peso de 5,1 + 0,5 g/dia. Por otro lado, Cossio-Bolafios et
al. %, establecieron curvas de crecimiento fisioldgicas en
ratas Wistar, las que mencionan que ratas machos entre
siete y nueve semanas deberian tener un percentil 50 (p50)
de peso de 108,2 g - 158 g, lo cual esta debajo de lo hallado
en este estudio. Asimismo, las variaciones de peso entre
el p50 y p75 en estas edades, se encuentran entre 50,1g —
54,1g. Sin embargo, al no encontrarse curvas de crecimiento
especificas para la cepa Holtzman, no queda claro si la
informacion de estos estudios es extrapolable a los animales
de experimentacion de nuestra investigacion; ademas, otros
estudios como el de Ochoa et al. ?) muestran valores de
peso corporal similares a los encontrados en este estudio.
Se recomienda que futuros estudios puedan abordar la
posibilidad de elaborar curvas estandarizadas para esta
cepa, que es de uso comun en nuestro medio.
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La administracién de la sustancia de ensayo no produjo
mortalidad, aunque se evidencié una alteracion transitoria
de algunos signos clinicos (somnolencia, inquietud), lo que,
por su rapida recuperacion, podria ser atribuida a un estado
de estrés, caracteristico del inicio de la fase experimental
de cualquier estudio [22]. Asimismo, no se encontraron
signos de toxicidad aguda en la evaluacién de las muestras
histopatoldgicas de tejidos susceptibles (cardiaco, renal,
pulmonar y hepatico); lo que difiere ligeramente de lo
encontrado en un estudio anterior realizado por este mismo
equipo de investigacion [16], en donde se evidenciaron
signos de alteraciones leves en el ambito hepatico y renal
durante la experiencia de evaluacion de toxicidad aguda,
14 dias después de la administracion Unica de este recurso
natural. Esto podria reafirmar la hipdtesis planteada en
el mencionado estudio, en donde se sugiere que estas
alteraciones podian ser atribuidas a la ingesta de “agentes
extrafios” y eran susceptibles a regeneracion.

Por otro lado, los valores de parametros hematoldgicos y
bioquimicos estaban dentro de los valores de referencia
estimados por estudios previos como el de Filho et al.
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en el caso de valores de hemoglobina, conteo de hematies,
y leucocitos (conteo total y formula diferenciada). Mientras
que los valores de glucosa, urea, creatinina y enzimas
hepdticas, estuvieron acorde a los limites de normalidad
encontrados por Sharp y Villano 22,

Estos resultados permiten establecer que la DL, del
consumo via oral de aguas termales de Huayna Putina se
encuentra por encima de 1000 mg/kg, lo que, de acuerdo a
la guia 420 de la OECD/OCDE, permite reservar pruebas con
dosis mayores a situaciones extremadamente necesarias
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