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RESUMEN
Las evaluaciones toxicológicas de las vacunas son más rigurosas cada día y las pruebas de inocuidad específicas
e inespecíficas no se consideran ya suficientes. La vacuna antileptospirósica Vax-SPIRAL para uso en humanos,
está constituida por células inactivadas químicamente e hidróxido de aluminio como adyuvante. Los estudios
preclínicos para evaluar el perfil de seguridad de las vacunas contra la leptospirosis, incluyen las pruebas de
toxicidad de dosis única en una especie animal al menos. Para cumplir este requisito, se aplicó una dosis de Vax-
SPIRAL o de cada componente de la vacuna a un total de 200 ratones OF1 (100 de cada sexo) por vía intramuscular
o intraperitoneal, los cuales fueron observados durante 14 días. Se determinaron los incrementos de peso
corporal y el promedio de consumo de agua y alimentos. Al finalizar el período experimental se realizaron
estudios anatomopatológicos. No se encontraron síntomas clínicos de toxicidad y las diferencias entre las varia-
bles evaluadas no fueron significativas desde el punto de vista estadístico y/o biológico. Se observaron formacio-
nes granulomatosas propias del adyuvante utilizado y las demás lesiones detectadas fueron incidentales. Los
resultados evidenciaron una baja toxicidad de la vacuna Vax-SPIRAL.
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ABSTRACT
Toxicological Evaluation in Mice of an Initial Safe Single Dose for Vax-SPIRAL, a Cuban Vaccine against
Leptospirosis. Toxicological tests on vaccines are increasingly exigent, and specific and non-specific safety tests
are not considered sufficient any longer. Vax-SPIRAL is an inactivated whole-cell leptospiral vaccine adsorbed to
aluminum hydroxide. The toxicity test by single dose in at least one animal species is included among the pre-
clinical tests demanded to satisfactorily demonstrate the safety of vaccines against Leptospirosis. The aim of this
work was to fulfill this requisite. A single dose of Vax-SPIRAL or of each component of the vaccine were inoculated
to 200 OF1 mice (100 of each sex) by intramuscular or intraperitoneal routes. Mice were observed for 14 days,
and body weight increases, water consumption and food intake were measured. Two weeks after inoculation all
mice were sacrificed for anatomopathological examination. No clinical symptoms of toxicity were observed and
differences between treatments were not biologically or statistically significant. Granulomatous processes typical
of depot adjuvants, as well as incidental lesions, were found during macro- and microscopic examinations. The
results demonstrated the low toxicity of a single dose of Vax-SPIRAL in mice.
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Introducción
La leptospirosis es una enfermedad sistémica febril que
afecta a los seres humanos y al resto de los vertebrados
de sangre caliente. Está extendida por todo el mundo,
aunque su mayor incidencia se produce en regiones tro-
picales y subtropicales [1]. La vacunación continúa siendo
la mejor forma de control de la enfermedad y las vacu-
nas de células inactivadas químicamente han sido muy
utilizadas en varios países [2, 3]. En la actualidad, Cuba
desarrolla una vacuna polivalente de células inactivadas
químicamente adyuvada con hidróxido de aluminio, Vax-
SPIRAL. Esta vacuna presenta ventajas en relación con
otras vacunas como la procedente de la antigua URSS,
en aspectos tan importantes como la reactogenicidad [4].

Las evaluaciones toxicológicas de las vacunas son
más rigurosas cada día. Las determinaciones relacio-
nadas con su seguridad potencial, incluyen estudios de
toxicidad sistémica general, tolerancia local, pirogeni-
cidad, efectos inmunológicos adversos como la sensi-
bilización, y, en algunos casos, estudios teratogénicos

y del sistema reproductor. Las pruebas preclínicas de
toxicidad en dosis única y en dosis repetidas brindan
una valiosa información sobre la seguridad del produc-
to, al incluir el estudio macroscópico e histopatológico
de órganos importantes, así como evaluaciones de las
vías de administración y el régimen de dosificación [5].
La mayoría de las vacunas absorbidas emplean fosfato
e hidróxido de aluminio como adyuvantes. Sin embar-
go, la cantidad de adyuvante requerida para obtener
una eficacia adecuada es tan elevada en ocasiones,
que los principales efectos adversos relacionados con
la vacuna se pueden deber sólo al adyuvante. No obs-
tante, se ha demostrado en general la seguridad de
estos adyuvantes a partir de su extenso uso clínico y
preclínico [5].

Este trabajo tuvo como objetivo hacer una evalua-
ción toxicológica de la vacuna Vax-SPIRAL, tras su
aplicación a ratones OF1 en dosis única a través de dos
vías de administración diferentes.
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Materiales y Métodos
Se utilizaron 100 ratones OF1 de cada sexo. El peso
corporal fue de 18-22 g y la edad estuvo comprendida
entre 8 y 10 semanas. Estos animales fueron suminis-
trados por el Centro Nacional para la Producción de
Animales de Laboratorio (CENPALAB, Cuba).

Se emplearon condiciones sanitarias convencionales y
la temperatura y la humedad relativa se controlaron en el
rango óptimo para esta especie [6]. Los ratones se ali-
mentaron con el pienso correspondiente a esta especie y
categoría, el cual fue suministrado por el CENPALAB
con su certificado de calidad. El agua y el alimento se
suministraron de forma controlada, pero en cantidades
suficientes para permitir su ingestión ad libitum.

Para cada sexo se conformaron 10 grupos de 10
ratones cada uno: se inocularon 5 grupos por la vía
intramuscular (IM) y los otros 5 por la vía intraperitoneal
(IP). La distribución de los ratones en los grupos expe-
rimentales se realizó aleatoriamente y los grupos se hi-
cieron corresponder con los tratamientos: 1) vacuna
final Vax-SPIRAL, 2) adyuvante (hidróxido de alumi-
nio 2 mg/mL), 3) Tiomersal (0,1 mg/mL), 4) tampón
fosfato (PBS) y 5) ningún tratamiento (grupo control).

Las concentraciones de los productos a probar fue-
ron equivalentes a las de la vacuna Vax-SPIRAL:
• Células de Leptospira canicola serovar canicola:

5-8 x107

• Células de  L. icterohaemorrhagiae serovar.
copenhageni: 5-8 x107

• Células de L. pomona serovar mozdok: 5-8 x107

• Hidróxido de aluminio: 1 mg
• Tiomersal: 0,05 mg
• PBS: cantidad suficiente para 0,5 mL

Se utilizó el lote No. 4001 de la vacuna Vax-SPIRAL.
La vacuna y sus componentes se administraron en una
sola dosis. El volumen aplicado en la extremidad poste-
rior derecha (a nivel de los músculos cuádriceps femoral
y semitendinoso) y en la zona ventral media del abdo-
men, fue el máximo permisible para cada una de las
vías (vía IP: 0,5 mL; vía IM: 0,05 mL ) [7].

Se pesaron los animales antes de la inoculación, a
las 72 h y a los 14 días. La observación clínica se llevó
a cabo dos veces al día, durante 14 días y a doble cie-
gas. El consumo de agua se registró diariamente du-
rante los 14 días de observación. Cada día se colocó un
frasco de 200 mL de agua acidulada (pH 2,5-2,8) y se
determinó la diferencia entre la cantidad suministrada
y el remanente luego de 24 h. Con estos datos se cal-
culó el consumo promedio de agua por animal y se eva-
luó de forma similar el consumo de alimentos (cantidad
inicial de alimento: 250 g).

Al décimocuarto día, los 200 animales fueron sacri-
ficados por un método indoloro (sobredosis de
pentobarbital sódico aplicada por vía IP, 200 mg/kg de
peso vivo). Se llevó a cabo la observación macroscópica
de todos los animales y se tomaron muestras de 20%
de ellos (40 animales) para estudios histopatológicos.

De los animales inoculados por la vía IP, se tomaron
muestras del sistema nervioso central (SNC), el páncreas,
el corazón, el hígado, los riñones, el bazo, el peritoneo y
los ganglios mesentéricos, y de los animales inoculados
por la vía IM, muestras de estos mismos órganos y de
tejidos del sitio de inoculación y de los ganglios linfáticos
regionales. Los fragmentos se fijaron en formaldehído
neutro 10%, se procesaron mediante la técnica de inclu-

sión en parafina, se cortaron en un micrótomo y se tiñeron
con hematoxilina-eosina.

El protocolo de investigación se sometió a la evalua-
ción de la comisión de ética institucional, la cual consi-
deró adecuados los procedimientos de mantenimiento,
ensayo y eutanasia.

Los incrementos de peso se compararon mediante aná-
lisis de varianza (ANOVA) de clasificación triple (trata-
miento x sexo x vía), y el consumo de agua y alimento,
mediante ANOVA múltiple con mediciones repetidas (tra-
tamiento x sexo x vía x semana). En los casos en que el
ANOVA fue significativo, se aplicó la prueba de Duncan
para determinar la diferencia entre medias. También se
estudiaron las interacciones entre los tratamientos, los sexos
y las vías de administración. La frecuencia de lesiones en
los grupos tratados y los controles se comparó mediante
la prueba de Fisher. Los valores de p < 0,05 se considera-
ron significativos estadísticamente.

Resultados
Todos los ratones aumentaron su peso corporal durante
las primeras 72 h posteriores a la administración de los
productos. Cuando se analizaron todos los valores de
incrementos de peso corporal mediante un ANOVA de
clasificación triple (tratamiento x vía x sexo), no se ob-
servaron diferencias significativas estadísticamente en-
tre los tratamientos (p > 0,05) en ninguno de los períodos
estudiados (0-3, 3-14 y 0-14 días) (Figura 1). Durante
los 14 días de observación posteriores a la inoculación,
todos los grupos mostraron incrementos medios de peso
corporal superiores a 5,5 g.

Los machos aumentaron de peso más que las hem-
bras (9,4 ± 0,5 g vs. 3,8  ± 0,3 g) (p < 0,05) y no se
observaron diferencias entre las vías de administra-
ción. Tampoco existió una interacción significativa
(p > 0,05) entre los tratamientos y el sexo o la vía de
administración.

El consumo promedio de alimento fue similar
(p > 0,05) en todos los grupos de tratamiento durante
los 14 días del experimento (todas las medias oscilaron
entre 5,1 ± 0,5 y 5,9 ± 0,6 g diarios por animal). Asi-
mismo, el consumo de cada grupo fue superior (p < 0,05)
en la primera semana comparado con la segunda (da-
tos no mostrados). No se evidenciaron diferencias en-
tre las vías de administración (p < 0,01) y los machos
consumieron más que las hembras (6,2 ± 0,6 g y
4,9 ± 0,4 g, respectivamente).

Ningún grupo tratado se diferenció estadísticamente
de los controles (p > 0,05) en cuanto al consumo de
agua. Sólo el grupo tratado con Tiomersal mostró un
consumo ligeramente más bajo (p < 0,05), comparado
con los grupos tratados con la vacuna y con PBS. No
obstante, las diferencias fueron poco significativas desde
el punto de vista biológico (0,3-0,5 g). El consumo de
agua de los machos fue mayor que el de las hembras
(5,8 ± 0,4 vs. 4,9 ± 0,3 mL) (p < 0,01). No hubo
interacción significativa (p > 0,05) entre los tratamien-
tos y las vías de administración en relación con el con-
sumo de agua (Figura 2).

En las observaciones clínicas realizadas dos veces
al día, no se observaron síntomas que evidenciaran pro-
cesos patológicos, ni se registró la muerte de algún ani-
mal durante el ensayo. Solamente en los machos de los
grupos inoculados con tiomersal se encontraron lesio-
nes supurativas a nivel del escroto.
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Entre los hallazgos anatomopatológicos, se observó
degeneración vacuolar de los hepatocitos en 25% (2/8)
de los ratones controles y en 31% (10/32) de los rato-
nes pertenecientes a los demás grupos experimentales
(p = 0,37). También se produjeron hemorragias focales
en pulmón en 16% de los animales tratados y en 13%
de los controles (p = 0,41). Estas lesiones se encontra-
ron en ratones inoculados por ambas vías, tanto en los
machos como en las hembras.

En los grupos en que se utilizó el adyuvante (vacuna
y adyuvante), se observaron formaciones granuloma-
tosas de tipo macrofágico a nivel del sitio de inocula-
ción (vía IM) o diseminadas en la cavidad abdominal
(vía IP). En la piel de los ratones machos tratados con
Tiomersal, se observaron, microscópicamente, proce-
sos granulomatosos y con absceso a nivel de la epider-
mis y del tejido subcutáneo.

Discusión
Por ser Vax-SPIRAL una vacuna de células comple-
tas inactivadas y adsorbida en hidróxido de aluminio, se
previó una disminución inicial del peso teniendo en cuen-
ta el aumento de la actividad metabólica que generan
los procesos de desintoxicación con el consiguiente
consumo de energía [8]. Sin embargo, todos los rato-
nes tuvieron un aumento de peso similar en los tres
intervalos analizados en este experimento, independien-
temente del tratamiento aplicado.

Los valores de aumento de peso para cada período
estudiado, coinciden con los obtenidos en un ensayo
similar en el que se evaluó la toxicidad de la vacuna
antitifoidica VA-DIFTET en dosis única y en la mis-
ma especie [9].

Estos resultados concuerdan con los de la prueba de
inocuidad general inespecífica realizada a varios lotes
de Vax-SPIRAL, en el sentido de que todos los anima-
les aumentaron su peso corporal y no se observó ningún
síntoma de toxicidad [10]. Asimismo, estos hallazgos
coinciden con los resultados de otras pruebas
toxicológicas a que ha sido sometida esta vacuna [11].

El comportamiento de la variable “consumo de ali-
mentos” constituye otra evidencia de la baja toxicidad
de las sustancias evaluadas. Normalmente, durante los
primeros días, la presencia de sustancias tóxicas pro-
voca una disminución en el consumo de alimentos en
los animales. Luego, este consumo tiende a aumentar
para compensar la pérdida inicial y evitar el desgaste
tisular [9]. Estos eventos no se detectaron en el ensayo
y se obtuvo un efecto similar por las dos vías de admi-
nistración utilizadas, cuando, por razones de biodispo-
nibilidad y dosis, se esperaba una respuesta más
marcada por la vía IP.

El hecho de que la ganancia de peso vivo y el consu-
mo de agua y alimentos hayan sido mayores en los
machos que en las hembras, puede obedecer a diferen-
cias fisiológicas entre los dos sexos. De la misma for-
ma, es lógico que haya habido mayor consumo de agua
y alimentos en los animales durante la segunda semana
del experimento en virtud de su mayor peso, lo cual
incrementa el consumo básico o de mantenimiento.

La ausencia de interacciones entre los tratamientos y
el sexo, y entre los tratamientos y la vía, puede sugerir: 1)
una baja toxicidad de los productos probados, teniendo en
cuenta que dosis mayores y la administración por una vía
que ofrece mayor biodisponibilidad (IP) mostraron efec-

tos similares a los de su contraparte; 2) poco compromiso
de la función hepática en los procesos de desintoxicación
del organismo de dichos productos, considerando que no
se evidenciaron diferencias entre una vía que permite el
metabolismo de primer paso en el hígado, y otra que per-
mite que el producto se distribuya sistémicamente y lue-
go llegue al hígado; y 3) similitud entre los mecanismos
de desintoxicación del organismo de estos productos en
los machos y las hembras.

Las observaciones clínicas no mostraron síntomas
que evidenciaran trastornos patológicos, mucho menos
aquellos descritos para la leptospirosis en otras espe-
cies de animales de laboratorio [12-14].

Desde el punto de vista anatomopatológico, los pro-
cesos congestivos y hemorrágicos encontrados se ob-
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Figura 1. Medias generales (incluyen ambos sexos y vías) de los incrementos de peso corporal
en los ratones. No existen diferencias significativas (p > 0,05) entre los grupos experimentales
en ninguno de los períodos estudiados.

Figura 2. Consumo de agua promedio durante la primera
y segunda semanas posteriores a la administración de los
productos. No existen diferencias estadísticamente significati-
vas (p < 0,05) entre los controles y los grupos tratados.
Durante la segunda semana todos los grupos consumen más
que en la primera (p < 0,01).
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servan con frecuencia al aplicar una sobredosis de
anestésicos barbitúricos, puesto que estas sustancias
producen paro cardiaco y respiratorio [15]. La degene-
ración vacuolar a nivel de los hepatocitos pudiera estar
relacionada con el alto contenido energético de la dieta
[16], sobre todo si se considera que estas lesiones apa-
recieron tanto en los grupos experimentales como en
los controles.

Los procesos granulomatosos de tipo macrofágico
que se observaron en el punto de inoculación para la
vía IM y diseminados en la cavidad abdominal para la
vía IP, coinciden con los hallazgos descritos en el caso
de adyuvantes de depósito como el hidróxido de alumi-

nio y que desempeñan un papel importante en el desa-
rrollo y la duración de la respuesta inmunitaria [17-21].

Las lesiones cutáneas que se observaron en algunos
animales machos, pudieran estar relacionadas con trau-
mas ocasionados por las peleas frecuentes que se pro-
ducen entre los ratones, las cuales se infectaron luego
con gérmenes piógenos. Estas lesiones no parecen tener
relación con los productos empleados en el ensayo.

Teniendo en cuenta los resultados de las investi-
gaciones realizadas, se puede concluir que la vacuna
Vax-SPIRAL fue satisfactoria en la prueba toxicoló-
gica de dosis única aplicada a ratones por dos vías de
administración.
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