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RESUMEN

Introduccion: la leptospirosis es una zoonosis de amplia distribucion mundial que
ocasiona grandes pérdidas a la salud del hombre.

Objetivo: determinar las alteraciones morfométricas de corazén y pulmoén en ratas
Wistar infectadas con leptospira canicola durante la prenez.

Métodos: estudio descriptivo, observacional y transversal, en el Laboratorio de
Investigaciones Biomédicas de la Universidad de Ciencias Médicas de Pinar del Rio, desde
septiembre 2016 hasta agosto 2018, en 120 crias de ratas Wistar posterior al sacrificio,
cuyas madres, durante la gestacién fueron inoculadas con cepas del serogrupoleptospira
canicula. Se estudiaron las variables: sexo, peso, volumen de corazéon y pulmones,
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longitud transversa, longitud sagital, y grosor del ventriculo izquierdo. Se realizé examen
morfométrico con la utilizacién del software MOTIC, y la digitalizacion de las imagenes
con una camara MOTIC-AM 3 acoplada a un estereoscopio, ambos conectados a un
ordenador para la recogida y analisis de los datos.

Resultados: predominaron los machos con un 55,84 %, donde se observd en ambos
sexos, disminucién del peso y volumen del corazén. El promedio morfométrico de la
longitud transversa, longitud sagital, y el grosor del ventriculo izquierdo del corazén
disminuyé sus longitudes. No existieron diferencias en ambos sexos en relacién al peso
y volumen de ambos pulmones.

Conclusiones: resultados similares, sin evaluar otros dafios, pueden ocurrir en el
hombre cuando se infecta con leptospirosis. Se debe incentivar el desarrollo de
investigaciones donde se utilicen otras cepas de leptospiras, que permitan evaluar y
evitar defectos en el desarrollo humano.

DeCS: LEPTOSPIRA; RATAS WISTAR; SEROGRUPOQO; ZOONOSIS; LEPTOSPIROSIS.

ABSTRACT

Introduction: leptospirosis is a zoonosis of wide-ranging distribution worldwide that
causes great losses to human health.

Objective: to determine the morphometric changes of heart and lung in Wistar rats
infected with canine leptospira during pregnancy.

Methods: descriptive, observational and cross-sectional study carried out at Pinar del
Rio University of Medical Sciences, mainly by the Biomedical Research Laboratory, from
September 2016 to August 2018, on 120 offspring of Wistar rats posterior to the
slaughter, whose mothers, during gestation, were inoculated with strains of the canicula
serogroup leptospira. The following variables were included in the study: sex, weight,
heart and lung volume, crosswise length, sagittal length, and left ventricle thickness.
Morphometric examination was performed with the use of MOTIC software and
digitalization of the images with a MOTIC-AM 3 camera coupled to a stereoscope, both
connected to a computer for data collection and analysis.

Results: male sex predominated with 55.84%, where a decrease in weight and heart
volume was observed in both genders. The morphometric average of crosswise length,
sagittal length and the thickness of the left ventricle of the heart decreased its lengths.
There were no differences in both sexes in relation to the weight and volume of both
lungs.

Conclusions: similar results, without evaluating other damages, can occur in men when
infected with leptospirosis. The development of researches where other strains of
leptospira can be used should be encouraged, in order to evaluate and avoid defects in
human development.

MeHS: LEPTOSPIRA; RATS, WISTAR; SEROGROUP; ZOONOSES; LEPTOSPIROSIS.

INTRODUCCION

La Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), durante las dos ultimas décadas,
sefala la reemergencia de 200 enfermedades infecciosas de origen zoondtico. El 43 %
de estas enfermedades tienen una distribucién mundial. Un ejemplo de ello lo constituye
la leptospirosis, una zoonosis que aun después de 125 afios de su primera descripcion,
es la de mas amplia distribucion mundial y la que mayores pérdidas ocasiona a la salud
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del hombre.» Es muy frecuente en los trdpicos.(2) Ha sido clasificada como una
enfermedad infecciosa emergente o reemergente, por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) y el US Centres forDisease Control and Prevention .

La palabra leptospira procede de dos raices griegas: leptoestrecho o delgado; espira-
espiral. La leptospirosis es una enfermedad trasmisible zoonodtica. Su agente causal es
la Leptospira Interrogans (complejo integrado por 23 serogrupos y 202 serovares). La
multiplicidad de serogrupos es una caracteristica bien conocida y su identificacion
presenta un problema dificil para los laboratorios no especializados.(

La bacteria patdgena leptospira, permanece en los tubulos renales de ciertos animales
silvestres, con mayor frecuencia en canguros, gatos monteses, nutrias, conejos y
caballos; se han reportado leptospira en aves, reptiles y anfibios.(?

Las primeras resefas historicas datan de la época de la invasion napolednica a Egipto, y
la Guerra Civil Americana. (?) Las leptospiras se observaron por primera vez en 1907, en
tejido de rifdn de un paciente descrito en un inicio como una victima fatal de fiebre
amarilla. La bacteria esta constituida por espiroquetas flexibles y helicoidales de 0,1 pm
de didmetro y de 6-20 ym de longitud, con extremidades incurvadas en forma de
gancho. Presentan tincion de Gram débil, ya que tienen la tipica estructura de pared de
Gram negativa. Para su visualizacidn se usan técnicas de impregnacion argéntica.®

En 1886, el internista aleman Adof Weil la describié en trabajadores agricolas. Inada e
Ido, en 1915, aislaron por primera vez el microorganismo causal. Noguchi en 1917, la
denomind por su forma espiral y delgada, leptospira. En Cuba, en el 1945, Marquez,
Soler y Curbelo presentaron el primer caso con diagndstico confirmado. Rodrigo Pérez
Carril, inicidé investigaciones en los sembradores de pangola en 1965, y en 1967 en
conjunto con Idort Stepanov y Adolfo Rodriguez de la Vega, reportaron un caso de
leptospira congénita.®

La patogenia de la leptospirosis incluye la penetracion del microorganismo debido a dos
mecanismos: la secrecion de enzimas como la colagenasa y gelatinasa, y el movimiento
activo de la bacteria, debido a su estructura helicoidal.(

El hombre se contagia al entrar en contacto con animales infectados o con el medio
ambiente contaminado con la orina de los mismos (se acarician o cuidan perros
enfermos, se atienden cochiqueras, se trabaja en la captura de perros, ratas o se
acarician animales portadores). La transmision directa de persona a persona es
excepcional, ya que la orina humana es acida lo que evita que una larga sobreviva de la
leptospira, sin embargo, cuando la enfermedad ocurre en una gestante, puede
producirse la infeccion fetal por via transplacentaria, lo que provoca abortos
prematuros.(:2)

La leptospirosis, es por tanto, un término amplio aplicado a la infeccidon causada por
diversos serotipos de leptospira, microorganismos antihigiénicos diferentes y con
morfologias iguales, que afectan sobre todo a los animales de vida libre, aunque también
a domésticos; todo lo que constituye fuentes de infeccion para el hombre.(?

En paises como Colombia, esta zoonosis es diagnosticada en pocas ocasiones, debido a
la falta de conocimiento de la enfermedad o ausencia de métodos diagnodsticos; sin
embargo es considerada un no un problema a nivel epidemioldgico, de tipo econémico y
social.®
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En Cuba la forma clinica icterohemorragica, provocada por la infeccidn leptospirodsica, se
conocia muy bien desde la segunda mitad del siglo XIX y los médicos la diferenciaban
de la fiebre amarilla.®® En la actualidad esta enfermedad constituye un problema de
salud que cobra mayor importancia, por lo que se investiga a través de estudios
seroldgicos, bacterioldgicos, clinicos y epidemioldgicos.() En aras de mejorar el estado
de salud de la poblacidn, se tienen en cuenta las transformaciones en el comportamiento
epidemioldgico y se enfrenta a esta enfermedad desde 1981, con un Programa Nacional
de Prevencién y Control de la Leptospirosis, que abarca tanto a la salud humana como
a la animal, y que se perfecciond a partir de 1997, donde se enfatiza en la necesidad de
fortalecer la prevencion primaria.(:3)

La impresion clinica de la infeccién por leptospira tiene un amplio espectro en el ser
humano, con oscilaciones que van desde procesos asintomaticos, que son los mas
frecuentes, formas de evolucidon benignas, hasta el desarrollo de cuadros graves
icterohemorragicos con colapso vascular y serio compromiso del funcionamiento hepato-
renal, que puede ser fatal (enfermedad de Weil).

Sobre las formas clinicas sintomaticas de la enfermedad, el 80-90 % evolucionaron en
una forma anictérica benigna, y el 10-20 % como leptospirosis grave con ictericia e
insuficiencia renal. La triada de fiebre, cefalea y artromialgias, combinadas con el
antecedente de exposicion, es indicadora de infeccidn por leptospira.(?

De acuerdo a la clasificacion seroldgica, el género Leptospiras incluye leptospiras
saprofitas (Leptospirabiflexa sensu lato) y patogénicas (Leptospira interrogans sensu
lato). Existen mas de 260 serovares de L. interrogans, los serovares que estan
antigénicamente relacionados, son agrupados en sergrupos.(®

En la actualidad se llevan a cabo estudios con ratas Wistar, que son una de las razas
mas populares y utilizadas en la cotidianidad, para la investigacién en laboratorios, pues
sirven como una importante herramienta de investigacion, esto exige el control estricto
de variables como la edad, el sexo y el peso corporal, y de esta forma poder extrapolar
los resultados al modelo humano; ademas la aplicacion de los métodos morfométricos
en las Ciencias Biomédicas, permitira el conocimiento de muchas enfermedades,(®) sobre
todo la leptospirosis, considerada como una de las enfermedades zoondticas de mayor
distribucion a nivel mundial.

En Cuba se han realizado investigaciones con ratas Wistar sobre diferentes temas de
interés biomédico;*® sin embargo no se cuentan con estudios que revelen alteraciones
morfométricas y los efectos de la infeccién por leptospiras, en drganos como corazon y
pulmoén en la vida prenatal. Por todo esto, se decidio realizar esta investigacion, para
determinar las alteraciones morfométricas de corazén y pulmoén, en ratas Wistar
gestadas, e infectadas con leptospira canicola.

METODOS

Se realiz6 un estudio observacional descriptivo y transversal, en el Laboratorio de
Investigaciones Biomédicas de la Universidad de Ciencias Médicas de Pinar del Rio, desde
septiembre de 2016 a agosto de 2018, en 120 crias de ratas Wistar posterior al sacrificio,
cuyas madres durante la gestacion fueron inoculadas con cepas del serogrupo leptospira
canicola.
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Esto permitié la extraccién por métodos quirlrgicos del corazéon y pulmones, con el
objetivo de determinar las alteraciones morfométricas provocadas en estos érganos, en
ratas Wistar gestadas infectadas experimentalmente con leptospira canicola.Se
estudiaron las variables; sexo, peso, volumen de ambos dérganos y las longitudes
transversal, sagital del corazén; asi como el grosor del ventriculo izquierdo.

Para la realizaciéon de un examen morfométrico de las muestras se utilizo el software
MOTIC. El procedimiento se inicié con la clasificacion, separacién, ordenamiento de las
muestras. La digitalizacion de las imagenes fue realizada con una camara MOTIC-AM 3,
acoplada a un estereoscopio, ambos conectados a un ordenador para la recogida y
analisis de los datos.

El personal que trabajé en el estudio fue acreditado y con los conocimientos necesarios
para la ejecucién del mismo, se tuvo en cuenta lo establecido en la Guia de Buenas
Practicas para el Cuidado, Uso, y Reproduccion de los Animales para la
Experimentacion, en el CENPALAB.

Para el procesamiento de la informacion se utilizé el paquete estadistico SPSS/PC version
10.0, lo cual posibilitd el calculo de medidas descriptivas para variables cualitativas como
las frecuencias absolutas y porcentajes. Los resultados se ilustraron en tablas
estadisticas.

RESULTADOS

En la muestra de estudio predominaron los machos con un 55,84 %, se observd una
disminucién del peso del corazén en ambos sexos (tabla 1).

Tabla 1. Distribucion de las crias de ratas segln sexo y peso del corazén. Universidad
de Ciencias Médicas de Pinar del Rio. 2016-2018.

Desviacion

Sexo Val_or estandar No. %
promedio(cm) (cm)
Hembras 0.014 0.006 53 44,16
Machos 0.011 0.005 67 55,84

El volumen promedio del corazén de las crias de ratas inoculadas con leptospiras, mostré
valores menores, sin diferencias con relacion al sexo (tabla 2).

Tabla 2. Comportamiento del volumen del corazén

Sex0 | Lromedio | esténdar | NO- %
Hembras 0.016 0.007 53 44,16
Machos 0.017 0.005 67 55,84
Total 120 100
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El promedio de la variables morfométricas: longitud transversa, longitud sagital y el
grosor del ventriculo izquierdo del corazén (tabla 4), mostré una disminucién de las
longitudes del corazén en estas crias de ratas (tabla 3).

Tabla 3. Comportamiento de otras variables morfométricas del corazon

Otras variables

.l . . Desviacion
morfometrllcas del Media estandar
corazon
Longitud transversal 7.600 0.004
Longitud sagital 3.400 0.005
Grosor del ventriculo 1.179 0.005
izquierdo

El peso del pulmén derecho e izquierdo, muestra diferencias significativas en ambos
sexos (tabla 4).

Tabla 4. Peso del pulmén derecho e izquierdo.

Pulmoén derecho Pulmoén izquierdo
Sexo Valor Desviacion Valor Desviacion
promedio estandar promedio estandar
Hembras 0.116 0.004 0.115 0.005
Machos 0.119 0.005 0.117 0.006

No se observan diferencias significativas en relacién al volumen de los pulmones derecho
e izquierdo, en ambos sexos (tabla 5).

Tabla 5. Volumen del pulmén derecho e izquierdo.

Pulmoén derecho Pulmon izquierdo
Sexo Valor Desviacion Valor Desviacién
promedio estandar promedio estandar
Hembras 0.044 0.003 0.013 0.004
Machos 0.045 0.004 0.014 0.005

DISCUSION

Diversos estudios revelan la importancia que en estos momentos ha ganado la
morfometria con microscopia Optica, inmunohistoquimica y microscopia electrdnica,
catalogada como herramienta fundamental para el estudio de diferentes estructuras.(”

Una investigacion realizada por Lemus Quintana y col,® demostrd que a pesar de que la
rata es portadora de leptospirosis también sufren dafios; refieren que es indudable que
las ratas, incluso las de laboratorio, resisten la infeccion leptospiral mejor que otros
modelos como el hamster, el guerbil, y el cobayo; no obstante, esa caracteristica es la
que permite que para este tipo de estudio embriohistolégico, sea un modelo animal
especial.
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Resultados similares a los del presente estudio fueron encontrados en otras
investigaciones, donde fue inoculada también la cepa canicola en ratas, lo que provocd
un parto prematuro, todas las crias tuvieron bajo peso al nacer, muy por debajo de los
controles al menos entre 2 y 2,5 gramos, y con trastornos hemorragicos en las
extremidades.(®

La espiroqueta, después de penetrar la mucosa o la solucién de continuidad de la piel,
se disemina a través del torrente sanguineo y produce una vasculitis infecciosa en la que
se dafian las células endoteliales capilares, ello ocasiona las alteraciones principales de
la enfermedad en higado, rifiones, pulmones, cerebro y meninges; corazén, musculos,
ojos, asi como desviacion del liquido intravascular al extravascular. Todo esto genera
hipovolemia que complica la disfuncidon renal y provoca la muerte por hemorragia
generalizada de las mucosas, la piel y las superficies serosas, con fallo multiorganico
agudo, insuficiencia renal o hepatica aguda e incluso, hemorragia pulmonar.(®

Se observé en otro estudio que se produjo un retardo del crecimiento de la placenta y
del producto, asi como isquemia fetal o muerte.(19

En investigaciones del mismo tipo, se inoculan cepas Pomona y se plantea que esta cepa
provocé infertilidad, muerte perinatal de las crias y muerte de la madre, profusas
hemorragias, lesiones visibles en higado y rifion.(1

Algunos investigadores plantean que varios factores son incriminados como
responsables por la agresién miocardica, entre ellos la accién directa de las leptospiras
o sus productos toxicos, las alteraciones inmunopatoldgicas y las metabdlicas. En un
estudio experimental se demostrd la existencia de antigeno de leptospira en la luz, y
adosado a la pared de vasos miocardicos, lo que reafirma la idea de que el
microorganismo lesionaria de manera directa a la célula endotelial, esto ocasiona anoxia
y muerte de la fibra miocardica.(!?

Con relacién al peso del corazén, se observo ligera disminucion, lo cual esta relacionado
con los efectos vasculares que producen las leptospiras, pues en el corazon se presentan
hemorragias pericardicas y endocardicas, disrupcién en la organizacién de las fibras
miocardicas, miocarditis y necrosis miocitica dispersa, que puede acompanarse de
dilatacion de uno o ambos ventriculos.(!2 También se ha encontrado arteritis
coronaria.(3)

Esta disminucion del volumen estaria asociada con la disminucién de la transcripcién de
genes relacionados con la hipertrofia cardiaca, no crecimiento compensatorio o
remodelamiento. Podria producirse como resultado de la alteracion de la expresion de
genes como la alfa actina cardiaca, la ciclina G1, la histamina y la subunidad 2 de la
NADH deshidrogenasa en respuesta a una restriccion significativa de nutrientes, que ha
sido asociada a hipertrofia cardiaca en otras especies, incluida el hombre.(®

En el musculo estriado, desde el punto de vista microscopico, se observan cambios
focales necréticos, que se consideran tipicos de la leptospirosis, lo cual influye en el
volumen de dicha estructura. Existe relacién entre las modificaciones morfométricas y
las hemorragias intersticiales subendocardiacas y pequefios focos de inflamacion
linfocitaria con neutrdfilos ocasionales.

Por su parte, la disminucidn del grosor del ventriculo izquierdo se acompafidé, como se
esperaba, del aumento de la luz ventricular, resultados que coinciden con los reportados
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en la literatura.® La hipertrofia ventricular izquierda podria ser el resultado de una
hiperplasia compensadora en respuesta a una disminucién del nimero de cardiomiocitos
en el momento del nacimiento.'4

Este remodelamiento cardiaco en etapas tempranas podria ademas, desencadenar
alteraciones fibréticas en etapas posteriores. Estos animales desarrollarian una fibrosis
intersticial del ventriculo izquierdo, como resultado de un trastorno temprano en la
regulacién de la proliferacion de los cardiomiocitos, y una subsecuente hipertrofia celular
gue podria resultar en una acumulacién de colagenos en etapas posteriores de la vida.

Otros estudios muestran diferentes resultados al plantear la aparicién de hipertrofia
ventricular izquierda como expresién de remodelamiento patoldgico del ventriculo
izquierdo, como derivacién del cambio de la expresidon de isoformas de cadenas pesadas
de miosina alfa a beta con la consiguiente alteracion de la maquinaria contractil cardiaca
(en las ratas la isoforma alfa predomina en el musculo cardiaco sano, mientras que la
forma beta lo hace durante el remodelamiento ventricular izquierdo patolégico con
contraccion miocardica lenta y menos eficiente). También reportan una significativa
acumulacién de colageno tipo I y III asociada a la reduccidon de la expresion de
metaloproteinasa de la matriz (MMP-2) en el corazén.(*>)

El peso del pulmdn derecho e izquierdo en ambos sexos es alterado, lo que pudiera
relacionarse con el dafo vascular pulmonar, que puede ser el resultado de una respuesta
inmunoldgica con coagulacién intravascular diseminada, secundario a toxinas de
leptospiras. La toxina especifica responsable permanece sin identificar, algunas
posibilidades incluyen proteinas de membrana, glicoproteinas de membrana,
hemolisinas y lipopolisacaridos La afectacién pulmonar produce neumonitis hemorragica,
sobre todo en lobulos inferiores de ambos pulmones. (3

Algunas citoquinas, como FNT, pueden estar involucradas en la patogénesis de la
leptospirosis. Niveles altos de FNT- se asocia con complicaciones pulmén, comparado
con estructuras que no sufren. También se observan signos de vasculitis. Aunque los
dafios pulmonares son comunes en leptospirosis, también existen complicaciones
extrapulmonares. El compromiso pulmonar no guarda relacion con la cepa de
leptospira. (1)

Es necesario sefialar que los hallazgos histologicos mas frecuentes comprenden
congestion y hemorragia pulmonar, sin infiltrado inflamatorio prominente. Otros datos

histopatoldgicos incluyen edema pulmonar, depdsito de fibrina y reaccién fibroblastica.
(13)

En el pulmon, los hallazgos de pacientes con leptospirosis son hemorragia pulmonar
fatales caracterizados por la ausencia de inflamacion, la escasez de microorganismos
demostrados por inmuno-histoquimica o impregnacion argéntica y franca hemorragia.
La hemorragia pulmonar es mas que un problema pulmonar, se suman otros factores de
riesgo ocasionales como la hipopotasemia, elevacion de productos de desecho del
metabolismo. Los reportes de hemorragia pulmonar van en aumento, sobre todo en el
sudeste asiatico. En una revisién de leptospirosis en Brasil, la muerte fue asociada en
un alto por ciento, con hemorragia pulmonar.(*>

Con relacién al volumen de los pulmones derecho e izquierdo, estas alteraciones se
deben a los cambios fisiopatoldgicos originados por el germen, se incluyeron las
alteraciones poco especificas, aunque fue posible demostrar focos de hemorragias y con
discreta inflamacidn linfocitaria intersticial. Existe intensa hemorragia intraalveolar, con
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discreto aumento de la celularidad intersticial por hiperplasia e infiltrado leve de linfocitos
mono nucleados.

La agresion pulmonar, que se manifiesta en su forma mas grave por un cuadro de
neumonia hemorragica, parece relacionarse con la accidn directa de una toxina sobre la
pared capilar. Las lesiones son observadas con mayor frecuencia en la periferia y bases
pulmonares, como consecuencia de la abundancia de capilares y mayor vigor de los
movimientos respiratorios de esas areas.®)

Con relacion al pulmén, las lesiones de dicho drgano: el enfisema y el edema pulmonar,
dafios especificos; ademas de neumonitis y todos los trastornos circulatorios que pueden
conducir al paro respiratorio y la muerte. Con relacién a los danos histoldgicos, refieren
gue estuvieron presentes en la totalidad de los érganos estudiados en las madres. Hubo
un predominio de trastornos circulatorios con vasculitis, congestién y hemorragias, sobre
todo en higado, corazén, pulmén, bazo y rifién.

Las leptospiras invaden los vasos sanguineos y linfaticos y causan dafio epitelial y
hemorragias. Un hallazgo caracteristico es la vasculitis de capilares con manifestaciones
de edema endotelial, necrosis, e infiltraciéon linfocitaria. Una glicoproteina téxica
producida por las leptospiras es responsable de la unién a los capilares y la hemorragia.
La mayoria de los signos y sintomas clinicos son causados por los capilares y endotelios
dafiados, los cuales pueden resultar en hemorragias pulmonares fatales.®

CONCLUSIONES

En el estudio realizado, predominaron los machos. Hubo disminucion del peso y volumen
del corazén en ambos sexos. Otras variables morfométricos fueron menores, un ejemplo
de ellos es el promedio de peso y volumen del pulmén derecho e izquierdo.

Resultados similares, sin evaluar otros dafios, pueden ocurrir en el hombre cuando se
infecta con leptospirosis. Es necesario incentivar el desarrollo de investigaciones donde
se utilicen otras cepas de leptospiras, con el fin de evaluar la presencia de iguales
cambios morfométricos de corazén y pulmén en crias de ratas Wistar, y determinar asi
los posibles perjuicios que pueden ocasionar en humanos.
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