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RESUMEN: Ante el incremento en la presentacion de casos de leptospirosis, en Cuba se llevé
a cabo la obtencion y desarrollo de la vacuna antileptospirdsica vax-Spiral, en el Instituto Finlay, a
partir de cepas circulantes aisladas en nuestro medio. El estudio de embriotoxicidad y teratogénesis
de esta vacuna se realizd en ratas Sprague-Dawley preiiadas, a las que se administré diferentes
dosis de la vacuna vax-Spiral durante el periodo de organogénesis, con el objetivo de evaluar sus
potencialidades téxicas en el organismo materno, embrionario y fetal. Los resultados obtenidos
muestran que la administracién de la vacuna a ratas gestantes, no evidencid toxicidad materna. En
nuestras condiciones experimentales, no hubo diferencias estadisticamente significativas, respecto
a los parametros de toxicidad embrionaria y fetal evaluados entre los grupos de animales tratados
con la vacuna, ni con respecto a los controles a los que se les administré el vehiculo.

DeCS: VACUNAS/aislamiento & purificacién; LEPTOSPIROSIS; TESTS DE TOXICIDAD/métodos;
TERATOGENOS/toxicidad; RATAS SPRAGUE-DAWLEY.

La leptospirosis es una antropo-
zoonosis ampliamente extendidaen el pla-
netat? y se presenta con mucha més fre-
cuenciaen los paises tropicales. Se conoce
gue esdafiinatanto paralos animalescomo
parael hombrey se describe como unaen-
fermedad infecto-contagiosa-aguda, cuyo
agente causal es la bacteria Leptospira
interrogans, especie patégena del género
leptospira.®

! Licenciada en Biologia. Investigadora Agregada.
2 Licenciados en Ciencias Farmacéutica.

3 Licenciados en Ciencias Farmacéuticas.

4 Técnica en Procesos Biolégicos.

L as principales manifestaciones clini-
cas de esta enfermedad son fiebre, cefalea,
deshidratacion, hemorragia 'y deficiencias
renales y hepéticas.* Se reportan ademés,
abortos esponténeos, lesiones fetales y
muerte fetal, tanto en animales como en
mujeres que han sufrido laenfermedad du-
rante la gestacion.>5®

En la actualidad, las investigaciones
acercadelaleptospirosisadquieren mucha
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importanciapor €l incremento delapresen-
tacion de casos. Ante esta situacion, una
de las principales medidas preventivas es
lavacunacion y el objetivo fundamental a
cumplimentar ha sido la obtencién de una
vacuna cubana a partir de cepas circulan-
tes aisladas en nuestro medio.

En nuestro pais existen las condiciones
ambientalesfavorablesqueposibilitanlaalta
incidenciay morhilidad dedichaenfermedad.?
Es por eso que teniendo en cuenta sus ca
racteristicas, su efecto sobre animalesy
mujeres embarazadas y su repercusion
econOmica y socia, nuestro trabajo tiene
COmo objetivo:

- Redlizar la evaluacion embriotoxica y
teratogénicadelavacunavax-Spiral, como
parte del programa de evaluaciones
preclinicas que debe cumplimentarse para
Su registro y posterior empleo en humanos.

Métodos

Seutilizaron ratasdelalinea Sprague-
-Dawley jovenes (10 a1l sem), virgenesy
en edad reproductiva, provenientes del
Centro Nacional paralaProduccion de Ani-
males de Laboratorio, con un peso entre
180y 200 g. Estas se mantuvieron, durante
todo el experimento, con un régimen de
temperaturade 21 + 2 ° C, con unahumedad
de 50 a70 %y un fotoperiodo de 12 h luz
durante el cual se les proporcioné agua 'y
alimento avoluntad.

Los animales fueron sometidos a un
periodo de adaptacion de 2 sem y se
aleatorizaron utilizando el sistema
computadorizadoLabtools, paraconformar
6 grupos experimental esde 20 hembraspre-
fladas cada uno.

Los machos fueron colocados en ca-
jas individuales y en horas de la tarde se
aparearon arazon de 2 hembras por macho.
A lamafianasiguiente serealiz6 € exudado
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vaginal, con el objetivo de verificar la co-
pula. La presencia de espermatozoides en
el exudado vaginal setorn6 como signo de
prefiez y se considerd este diacomo el dia
cero de la gestacion.

A las hembras prefiadas se les admi-
nistré lavacunao el vehiculoa2 nivelesde
dosis0,5y 1 mL por viaintraperitoneal en
diferentes estadios de la organogénesis,
como se presenta en latabla 1.

TABLA 1.
Inoculacion Dosis  Producto a

Grupo (diasdelagestacion) (ml) administrar

1 6 y15 0,5 Vacuna

2 6y 15 1,0 Vacuna

3 6, 10y 15 0,5 Vacuna

4 6, 8, 10, 12y 15 0,5 Vacuna

5 6,8,10,12y 15 0,5 Vehiculo

6 6y15 1,0 Vehiculo

L as hembras prefiadas fueron pesadas
y observadas diariamente, con €l objetivo
de detectar lapresenciade sangreen lava-
gina como indice de aborto.

Se redlizaron determinaciones de he-
moglobinay hematdcrito, losdias0y 20 de
laprefiez. Seregistré el nimero de cuerpos
|Gteos, implantaciones, fetos vivos, muer-
tes tempranas y tardias, peso fetal, peso
materno y peso de los 6rganos (higado, ri-
fidny Utero gravido), el diadel sacrificio.

Se revisaron todos |os fetos minucio-
samente paraobservar lapresenciade mal-
formacionesexternas. Paraladeterminacion
de fetos con malformaciones viscerales se
fijo lamitad de estos en Bouin y posterior-
mente selesrealizaron los cortes deWil son;’
los restantes fetos se fijaron en alcohol al
95 %Yy seanalizaron en buscade malforma-
ciones Gseas, siguiendo los procedimien-
tosdeaclaracidny tincion defetos conrojo
deadlizarina S, segin Dawson.®

A lasvariables estudiadas se les reali-
z6 e andlisisde normalidad delamuestray
homogenicidad delas varianzas, ambos por
la prueba de Bartlett-Box. Ademas se les
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realizé el andlisisdevarianzapor laprueba
de ANOVA alas que corresponden a peso
materno, Utero gravido y peso relativo de
higado y rifiones.

A lasvariablescuyasvarianzasno fue-
ron homogéneas selesrealizo lapruebade
Fisher y aaquellas que no tuvieron distri-
bucién normal selesrealizaron las pruebas
no paramétricas Kruskal-Wallis.

TABLA 2. Evaluacién de la toxicidad materna

Resultados

Las siguientes tablas muestran los
resultados obtenidosen laevaluacion dela
toxicidad materna, embrionariay fetal, dela
vacuna antileptospirdsica cubana vax-
Spiral, en ratas Sprague-Dawley prefiadas
cuya edad oscila entre 10 y 11 sem (ver
tablas2,3y 4.

X+DS X+DS XtDS X+DS X£DS X£DS
Variables N Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6
Peso (dia 0) (g) 20212,2+14,6 214,4+16,3 205,5+12,7 210,4+15,9 209,4+7,00 210,3+14,5
Peso (dia 20) (g) 20309,3+34,7 311,6+30,1 317,2+17,1 307,2+20,8 315,1+10,3 311,0+22,6
Hemoglobina (g/dL) 20 11,3+0,7  11,4+0,9 11,2+0,9 11,4+1,1 11,6+1,1  11,6+0,9
Hemoglobina,(g/dL) 20 10,0+1,1 9,9+1,7 9,7£1,6 9,4+1,0 9,7+0,9 10,8+1,6
Hematdcrito, (pcv) 20 0,41+0,25 0,41+0,25 0,40+0,35 0,41+0,29  0,40+0,30 0,40+0,33
Ijlemat(')crito20 (pcv) 20 0,36+0,37 0,35+0,59 0,36+0,54 0,36+0,60 0,36+0,20 0,35+0,96
Utero gravido (g) 20 50,0+21,0 56,9+16,6 60,9+11,9 51,7£19,0  60,1+10,8 49,9+22,8
Rifion derecho (g) 20 0,7+0,08 0,7+0,10 0,7+0,10 0,7+0,08 0,7+0,05 0,7+0,10
Rifién izquierdo (gy 20 0,7+0,10 0,70+1,06 0,7+0,09 0,7+0,08 0,7+0,10 0,7+0,08
Higado (q) 20 9,7+100 10,2+0,90 10,7+1,20  10,3+0,90 10,2+0,80 10,0+1,40
p < 0,05
TABLA 3. Efecto embriotoxico

X+DS X+DS X+DS X+DS X+DS X+DS
Variables N Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6
Cuerpos luteos 20 14,7+2,9 15,3+2,7 15,2+3,5 14,5+3,5 15,1+3,0 14,5+4,8
Implantes 20 10,0+3,4 9,9+3,9 11,4+1,6 10,1+3,4 11,5+1,7 9,7+4,2
Fetos vivos 20 10,0£1,1 10,0£1,1 10,0£1,1 10,0£1,1 10,0£1,1 10,0+1,1
Muertes tempranas 20 10,0+1,1 10,0%1,1 10,0%1,1 10,0%1,1 10,0£1,1 10,0+1,1
Muertes tardias 20 0 0 0 0 0 0
Peso de machos 20 3,60+0,3 3,70+0,3 3,70+0,6 3,70+0,2 3,60+0,3 3,80+0,2
Peso de hembras 20 3,60+0,3 3,60+0,2 3,70+0,5 3,60+0,3 3,60+0,3 3,60+0,3
Peso total 20 3,60+0,3 3,60+0,2 3,70£0,9 3,60+0,3 3,60+0,2 3,70+0,3
p < 0,05
TABLA 4. Fetos con anomalias esqueléticas y viscerales por camada

Grupol Grupo2 Grupo3 Grupo4 Grupo5  Grupo 6

Variables N % % % % % %
Fetos con anomalias esque-
|éticas por camada 20 1,35 1,05 0,65 1,06 0,85 1,45
Fetos con anomalias viscerales
por camada 20 1,45 1,10 0,30 1,05 0,85 0,70
Total de fetos con anomalias
por camada 20 2,80 2,15 0,95 2,11 1,70 2,15
p < 0,05
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Discusion
TOXICIDAD MATERNA

La administracién durante la organo-
génesis de la vacuna vax-Spira y del ve-
hiculo (alhidrogdl) aratas Sprague--Dawley,
no evidencio toxicidad materna, ya que no
se afecto € peso corporal de las madresy
no se encontraron diferencias significati-
vas entre |os grupos eval uados, con res-
pecto al peso de los drganos (rifiones,
higado y Utero gravido), corroborando los
resultados obtenidos en los estudios de
toxi cidad general (Arnoroto RM. Ensayode
embriotoxicidad y teratogénesis. Controles
negativos y positivos en ratas y coneos.
Tesis para optar por € titulo de Licenciado
en Ciencias Farmacéuticas, 1996. CENATOX,
LaHabana).

No se observaron diferencias signifi-
cativas entre los grupos tratados con las
diferentesdosisdelavacunay el vehiculo,
con respecto alas cifras de hemoglobinay
hematdcrito; aunque el dia cero de la pre-
fiez los animales presentaron valores mas
bajos de hemoglobina y hematdcrito, que
los reportados en la literatura para ratas
Sprague-Dawley de 10 a 13 sem. Esto po-
dria deberse a factores nutricionales.

Toxicidad embrionaria
y fetal

La administracién de la vacuna y €l
vehiculo no afecté los parametros
embrionarios y fetales, ya que no se obtu-
vieron diferencias significativas entre los
animales tratados con las diferentes dosis
de la vacuna y € vehiculo, en cuanto al
numero de cuerpos | Gteos, implantaciones,
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fetos vivos, muertes tempranas y tardias,
donde se obtuvo valores similares a los
controles negativos histéricos del Labo-
ratorio de Toxicologia Reproductiva del
Centro Nacional de Toxicologiay a los
reportados en laliteratura.®

El comportamiento del peso corporal
de los fetos, € nimero de anomaliasy de
fetos con anomalias por camada, tanto
esquel éticas como viscerales, fue similar
entre los grupos tratados con la vacuna 'y
los controles alos que se les administro e
vehiculo.

En este estudio, se encontrd que €l
ndmero defetos con anomalias por camada
resulté mayor que el reportado para esta
linea de ratas; esto podria estar relacionado
con € hecho de que adl inicioy a fina del
experimento, losanimales presentaron cifras
de hemoglobina por debajo de 11,0 g/dL y
estudios anteriores realizados en e Labo-
ratorio de Toxicologia Reproductiva del
Centro Nacional de Toxicologia, reportaron
unacorrelacion positivaentreel nimero de
fetos con anomalias por camada, cuyas
madres presentaron cifras de hemoglobina
menoresde 11,0 g/dL al finalizar laprefiez.
Este resultado podria ser atribuido afacto-
res nutricionales, teniendo en cuenta que
la demanda de nutrientes es mucho mayor
durantelagestacion, y quelalineaderatas
Sprague-Dawley ha sido histéricamente
reportada como adecuadaparalaegjecucion
de estudios reproductivos por su bajo in-
dice de anomalias esponténeas.

Los resultados obtenidos demuestran
gue la administracion de la vacuna vax-
Spira y del vehiculo, alas dosisy viade
administracién utilizadas, no resulté
embriotéxicani teratogénica, ni indujo toxi-
cidad materna, en las condiciones experi-
mentales.
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SUMMARY: As a result of the increase of cases of leptospirosis in Cuba, the vax-Spiral
antileptospirosis vaccine was obtained and developed from circulating strains isolated in our
environmnet at “Finlay” Institute. The study of embriotoxicity and teratogenesis of this vaccine
was conducted in Sprague-Dawley pregnant rats that were administered different doses of the vax-
Spiral vaccine during the period of organogenesis in order to evaluate its toxic potentialities in the
maternal, embrionary and fetal organism. According to the results, no maternal toxicity was
observed among the pregnant rats that received the vaccine. Under our experimentral conditions,
no statistically significant differences were found neither in the parameters of embrionary and fetal
toxicity evaluated in the groups of animals treated with the vaccine, nor in the controls that were
administered the vehicle.

Subject headings: VACCINES/isolation & purification; LEPTOSPIROSIS; TOXICITY TESTS/methods;
TERATOGENS/toxicity; RATS, SPRAGUE-DAWLEY.
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