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RESUMEN: & ensayo de microniicleos trasplacentario, ha sido desarrollado con el objetivo
de evaluar el potencial genotdxico en la descendencia y demostrar la capacidad de un agente
de causar dafios cromosémicos durante el periodo prenatal. Este realiza el registro de aberra-
ciones cromosdmicas, demostrando si una sustancia determinada puede ser clastogénica o
aneugénica en el feto, a través de la exposicion materna. En el presente trabajo se evalia,
mediante este método, el potencial genotéxico de la vacuna antileptospirdsica cubana vax-
Spiral desarrollada por el Instituto Finlay, y destinada a la inmunizacion de los grupos de
riesgo donde pueden estar incluidas las gestantes. La vacuna vax-Spiral y el placebo no
mostraron efectos clastogénicos para ninguna de las dosis evaluadas a través de este ensa-
yo, bajo nuestras condiciones experimentales.

DeCS: VACUNAS/aislamiento & purificacion; LEPTOSPIROSIS; EMBARAZO; TESTS DE
MICRONUCLEOS/métodos; TESTS DE MUTAGENICIDAD/métodos.

Desde € siglo xix se comienzaatener
conocimiento sobre la leptospirosis y es
precisamente en e afio 1886 que Adolfo
Wil en Alemania, describe por primeravez
esta enfermedad en humanos.*

En 1978 seinician las investigacio-
nes sobre esta enfermedad en el Labora-
torio del Instituto Nacional de Higieney
Epidemiologia para su diagnostico,?y a

! Licenciada en Biologia. Investigadora Agregada.

partir del afio 1981 el Ministerio de Salud
Pdblica, conjuntamente con € Ministerio
delaAgriculturay € Instituto Nacional de
Medicina Veterinaria, ponen en gecucion
en nuestro pais el Primer Programade Pre-
vencion y Control dela L eptospirosis, con
el proposito fundamental de controlarlay
prevenirlatanto en el hombre como en los
animales.?

2 Licenciada en Ciencias Farmacéutica. Aspirante a Investigadora.

3 Licenciados en Ciencias Farmacéutica.
4 Técnica en Procesos Biolégicos.
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El hombre constituye un huésped
ocasional de leptospiras y adquiere la
enfermedad por contacto con productos
patol 6gicos de animales infectados o por
el contacto con el agua, el suelo y los
alimentos, contaminados con la orina de
animales enfermos y portadores en fase de
leptospiruria®

Los programas de inmunizacion
antileptospirésica en € pais se iniciaron
hace agunos afios con una vacuna sovié-
tica, con el inconveniente de que en su
confeccién no se emplearon cepas
autéctonas. Actualmente se esta desarro-
[lando la evaluacion de la vacuna cubana
producida por d Ingtituto Finlay apartir de
cepas aisladas en nuestro pais, con resulta
dos alentadores para la proteccion de los
grupos de alto riesgo, donde pueden estar
incluidas las embarazadas, por 1o que es
necesarialaeval uacion toxico-reproductiva
de esta vacuna.

El ensayo de micronucleos tras-
placentarios es empleado para evaluar la
capacidad de un agente de causar dafios
cromosdmicos durante el periodo prenatal,
como resultado delaexposicion delamadre
a un agente.® En egte estudio, este sera
ensayo utilizado con el objetivo de evaluar
el efecto genotdxico, tanto enlamadre como
en el feto, que puede provocar laadminis-
tracion de la vacuna antileptospirosica
cubana vax-Spiral durante el periodo
gestacional.

Métodos

Se realizaron dos ensayos: el de
micronuicleos en médula 6sea maternay €
de micronticleos trasplacentarios en higado
feta. Setrabg 6 conratonesdelalineEaNMRI
virgenes, de9al3semdeedady fértiles,
suministrados por e Centro Necional parala
Produccién de Animales de Laboratorio, y
con un peso entre 20y 30 g. Estos se man-
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tuvieron en adaptacion durante 2 sem., bajo
condiciones ambientales controladas, como
Se muestra a continuacion:

Temperatura -21+2°C
Humedad -50-70%
lluminacion  -12 horasluz
Alimentacion y agua a voluntad.

Pasado este tiempo fueron sometidos a
esquemade apareoy aquellashembrasenlas
gue se constatd la presencia del tapén
esperméatico a diasiguientedel apareo, seles
considerd este como € diacero delaprefiez.
Estas fueron marcadas y aleatorizadas para
constituir los 5 grupos experimental es, con
3 hembras prefiadas cada uno, como se
muestraenlatablal.

Laviade administracion empleadafue
laintraperitoneal. Se realizaron adminis-
trecioneslosdias 14, 15y 16 delagestacion
y 24 h después de la Ultima inoculacién se
procedio al sacrificio delas gestantes por
dislocacion cervical y se obtuvieron las
muestras de médula 6sea materna e hi-
gado fetal.

El registro de aberraciones serealiz6
atravésdel conteo de eritrocitos policro-
maticos con presencia de micronicleos
hasta 2 000 eritrocitos policromaticos por
madrey 1 000 por feto (VPCE Mn/PCE
totales).

El indice de citotoxicidad se determind
mediante la evaluacion de larelacion entre
eritrocitos policrométicos y eritrocitos
normocrométicos (PCE/NCE), en 2 000 cé-
lulas contadas.

En el procesamiento estadistico se uti-
liz6 el programaTonystat. Debido aquelos
datos experimental es no seguian unadistri-
bucion normal ni eran sensibles a ninguna
de las transformaciones de escala conoci-
das, seleaplico el programa estadistico no
paramétrico Kruskall Wallisy se verificaron
los resultados a través del test de Student
Newman Keuls, donde se utilizé paratodos
| os casos una probabilidad menor de 0,05.
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Resultados Discusion

Las siguientes tablas muestran los El incremento delapresenciade célu-
resultados de citotoxicidad materna y las micronucleadas refleja el dafio
genotoxicidad maternay fetal, de lava- genotoxico causado por agentes que pro-
cuna vax-Spiral, evaluada en ratones de ducen dafio cromosémico o no disyuncién.
lalineaNMRI, cuyaedad oscilaentre 9y Las dosis utilizadas de la vacuna
13 sem. vax-Spiral (0,5y 1,0 ml) y de placebo
TABLA 1.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5

Sustancia Ciclosfosfamida Agua destilada Vacuna Vacuna Placebo
Dosis 40 mg/kg 1,0 mL 0,5 mL 1,0 mL 1,0 mL

TABLA 2. Comportamiento de la genotoxicidad materna entre los grupos de trabajo

Grupo Sustancia Dosis % (PCE-NCE)+DS
1 Ciclofosfamida 20 mg/kg 2,0£0,01"""
2 Agua destilada 1,0 mL 0,16+£0,04 ns
3 Vacuna 0,5 mL 0,16+0,04 ns
4 Vacuna 1,0 mL 0,10+0,03 ns
5 Placebo 1,0 mL 0,18+0,04 ns

TABLA 3. Comportamiento de la genotoxicidad fetal entre los grupos de trabajo

Grupo Sustancia Dosis % (PCE - NCE) + DS
1 Ciclofosfamida 20 mg/kg 5,11+0,23 ™"
2 Agua destilada 1,0 mL 0,35+0,05 ns
3 Vacuna 0,5 mL 0,23+£0,04 ns
4 Vacuna 1,0 mL 0,50+0,07 ns
5 Placebo 1,0 mL 0,30+0,05 ns

TABLA 4. Comportamiento de la citotoxicidad materna entre los grupos de trabajo

Grupo Sustancia Dosis % (PCE - NCE) + DS
1 Ciclofosfamida 20 mg/kg 0,44 +0,14™"
2 Agua destilada 1,0 mL 2,18+0,24 ns
3 Vacuna 0,5 mL 1,51+0,37 ns
4 Vacuna 1,0 mL 0,94+0,90 ns
5 Placebo 1,0 mL 1,72+0,71 ns
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(1,0 ml) presentaron frecuencia de cé-
[ulasmicronucleadassimilar alaobtenidapor
€l grupo control negativo (agua destilada)
sin que existieran diferencias significativas
entredlosparap<=0,05, locudl reflgaquela
vacuna vax-Spiral no caus6 dafio
clastogénico enlasdosisutilizadasy por la
viautilizada.

La relacion existente entre embrioto-
xicidad, teratogénesisy genotoxicidad hasido
ampliamente descrita por varios autores. La
expresion del dafio genético en células
germinalestanto en lamadre como en e pa-
dre se manifiestageneralmente como inferti-
lidad, abortos esponténeos, muertes
embrionariasy reducciondd pesofetd,” mien-
tras que la expresion del dafio genético en
células sométicas depende de multiplesfac-
toresy mecanismos que no se encuentran
aln esclarecidos.®

Estudios realizados con la ciclo-
fosfamidademuestran unaintimarelacién
entre el dafio cromosdmico causado en
el higado fetal (utilizando el ensayo de
microncleos trasplacentarios) y € efecto
teratogénico causado por esta sustancia.®
Porter plantealahipétesis, de queel efecto
clastogénico podriatener unaexpresion en
el dafio estructural cuando se administrala
sustancia durante la prefiez.

La evaluacion de la vacuna mediante
el ensayo de MNTS ha demostrado que la

vacuna no resulto clastogénicaen losfetos
después de la exposicidon materna. Los es-
tudios de embriotoxicidad y teratogénesis
realizados con iguales niveles de dosis de
vacuna(0,5y 1,0 mL), han demostrado que
no presenta efecto embriotéxico ni
teratogénico en las ratas (Gonzalez S,
Friman M. Evaluacion de la toxicidad
embrionariay fetal delavacunavax-Spiral.
Tesis para optar por d titulo de Licenciado
en CienciasFarmacéuticas, 1998. CENATOX,
LaHabana), lo que podriaestar relacionado
con la hipétesis planteada de la posible
relacion entre el efecto clastogénicoy el
dafio estructural, ya que la vacuna
antileptospirdsica cubana (vax-Spiral) no
resulté clastogénica, embriotéxica, ni
teratogénica.

Lasdosisde 0,5y 1,0 mL, correspon-
dientes con las dosis terapéutica y doble
delavacunavax-Spird respectivamente, asi
como las dosis de placebo, presentaron
valores de células micronucleadas
estadisticamente no significativos en rela-
cién con los reportados para €l agua desti-
lada (grupo 2), utilizadaen este experimen-
to como control negativo por su demostra-
dainocuidad.”® Estos resultados nos permi-
ten plantear que bajo nuestras condiciones, ni
lavacunavax-Spird, ni € vehiculo, resultaron
citotoxicos en la médula ésea materna, ni
genotdxicos en madresy fetos.

SUMMARY: The transplacental micronuclei trial has been developed aimed at evaluating
the genotoxic potential in the descendants, demonstrating the capacity of an agent for causing
cromosomal damages during the prenatal period. The registration of the cromosomal aberrations
shows when a specific substance may be clastogenic or aneugenic in the fetus through the maternal
exposure. In the present paper, the genotoxic potential of the Cuban vax-Spiral antileptospirosis
vaccine developed by “Finlay” Institute to immunize the risk groups, where the pregnants may be
included, is evaluated by using this method. The vax-Spiral vaccine and the placebo did not have
clastogenic effects in any of the doses evaluated by this assay under our experimental conditions.

Subject headings: VACCINES/isolation & purification; LEPTOSPIROSIS; PREGNANCY; MICRONUCLEUS

TESTS/methods; MUTAGENICITY TESTS/methods.
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