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Daiios renales en fetos de ratas Wistar infectadas con Leptospira canicola

Kidney damage in fetuses of Wistar rats infected with Leptospira canicola

Danos renais em fetos de ratos Wistar infectados com Leptospira canicola

Madelén Garcia-Otero'* =, Marien Garcia-Otero"

, Idicelis Corria-Martinez' -~ , Mariela Mosquera-

Escoba' , Eilin Armas-Gonzélez' -~ , Yamila Veldzquez-Hernandez'

"Universidad de Ciencias Médicas de Pinar del Rio. Facultad de Ciencias Médicas “Dr. Ernesto Che Guevara de la Serna”. Pinar

del Rio, Cuba.

"Hospital Provincial Docente Clinico Quirurgico "Leén Cuervo Rubio". Pinar del Rio, Cuba.

*Autora para la correspondencia: madelen72 @infomed.sld.cu

RESUMEN

Introduccion: la leptospirosis es una de las
zoonosis que en Cuba se presenta de forma
endémica, es causante de pérdidas humanas,
animales y econdmicas, por lo que es un
problema de salud. Las ratas constituyen un
vector transmisor de gran importancia. Trabajos
experimentales para estudiar las alteraciones
renales fetales en modelo de rata Wistar no se
han realizado en Cuba. Objetivo: identificar las
principales alteraciones morfométricas renales
en fetos de ratas Wistar infectadas con
serovariedad Leptospira canicola, en la
Universidad de Ciencias Médicas de Pinar del Rio
en el periodo comprendido entre 2017-2019.
Método: se realizd un estudio experimental en
ratas Wistar prefiadas: 2 grupos con tres
animales cada uno: el grupo experimental con
dosis de una concentracion bacteriana de 300
millones de leptospiras por mililitros; se inoculd
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1 ml a cada una infectdndolas con cepas de
Leptospira canicola. Se estudiaron los rifiones de
fetos extraidos por cesdrea y se analizaron las
variables: longitud renal y peso del rifién.
Resultados: los resultados obtenidos
confirmaron los dafios renales producidos por la
Leptospira canicola tanto en el eje mayor como
el menor de ambos rifiones, asi como
variaciones en el peso de las crias infectadas.
Conclusiones: la infeccion por Leptospira
canicola en ratas Wistar prefladas provoca
alteraciones en los rifiones de los fetos lo que
causa cambios en la morfometria de los ejes
tanto mayor como menor, asi como en el peso
corporal del feto, lo que conlleva a una
disminucion del peso renal.

Palabras clave: leptospirosis; Leptospira
canicola; rifidn; sistema renal; feto
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ABSTRACT

Introduction: leptospirosis is one of the
endemic zoonoses in Cuba, causing human,
animal and economic losses, making it a
significant health problem. Rats are a very
remarkable vector. Experimental work to study
fetal renal alterations in the Wistar rats has not
been carried out in Cuba. Objective: to identify
the main renal morphometric alterations in
fetuses of Wistar rats infected with serovar
Leptospira canicola, at the Universidad de
Ciencias Médicas de Pinar del Rio in the period
between 2017-2019. Method: an experimental
study was carried out in pregnant Wistar rats: 2
groups with three animals each: the
experimental group with a dose of bacterial
concentration of 300 million leptospires per
milliliter; 1 ml was inoculated to each one,
infecting them with strains of Leptospira
canicola. The kidneys of fetuses extracted by
cesarean section were studied, and the
variables: renal length and kidney weight were
analyzed. Results: the results obtained
confirmed kidney damage caused by Leptospira
canicola both in the major and minor axis of both
kidneys, as well as variations in the weight of the
infected pups. Conclusions: leptospiral infection
in pregnant Wistar rats causes alterations in the
kidneys of the fetuses, bringing changes in the
morphometry of both the major and minor axes,
as well as in the body weight of the fetus, which
leads to a decrease in renal weight.

Keywords: leptospirosis; leptospires; kidney;
renal system; fetus
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RESUMO

Introdugdo: a leptospirose é uma das zoonoses
endémicas em Cuba, causando prejuizos
humanos, animais e econémicos, tornando-se
um problema de saude. Os ratos sao um vetor
transmissor muito importante. Trabalho
experimental para estudar as alteracdes renais
fetais no modelo de rato Wistar nao foi realizado
em Cuba. Objetivo: identificar as principais
alteragdes morfométricas renais em fetos de
ratos Wistar infectados com sorovar Leptospira
canicola, na Universidad de Ciencias Médicas de
Pinar del Rio no periodo entre 2017-2019.
Método: estudo experimental realizado em
ratas Wistar prenhes: 2 grupos com trés animais
cada: o grupo experimental com dose de
concentracdo bacteriana de 300 milhdes de
leptospiras por mililitro; 1 ml fora inoculado em
cada um, infectando-os com cepas de Leptospira
canicola. Foram estudados os rins de fetos
extraidos por cesariana e analisadas as variaveis:
comprimento renal e peso renal. Resultados: os
resultados obtidos confirmaram o dano renal
causado por Leptospira canicola tanto no eixo
maior quanto no eixo menor de ambos os rins,
bem como variagbes no peso dos filhotes
infectados. Conclusdes: a infeccdo por
Leptospira canicola em ratas Wistar prenhes
causa alteragbes nos rins dos fetos, o que
provoca alteragcdes na morfometria dos eixos
maior e menor, bem como no peso corporal do
feto, o que leva a uma diminui¢cdo da peso do
rim.

Palavras-chave: leptospirose;
canicola; rim; sistema renal; feto
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INTRODUCCION

La leptospirosis es una zoonosis de gran impacto en la salud animal y en la salud publica; produce gran
morbilidad y mortalidad en el mundo, principalmente en regiones de climas tropicales. Es un género de
bacterias del orden de los espiroquetales, es un término amplio, aplicado a la infeccién causada por
diversas serovariedades de Leptospira (L), antigénicamente diferentes y morfolégicamente iguales, que
afecta principalmente a animales tanto de vida libre como domésticos, constituyendo estas fuentes de
infeccién para el hombre, siendo una zoonosis, de amplia distribucién mundial. Histéricamente se ha
considerado como la zoonosis de mayor repercusion internacional y que mayores dafios ha provocado
desde el punto de vista social y econémico.™

Dicha enfermedad es producida por una espiroqueta del género Leptospira, el cual incluye al menos 21
especies agrupadas en tres grupos: patdgenas, no patégenas e intermedias basadas en su filogenia 16S
ARNr.(2)

Esta zoonosis afecta a las mas diversas especies animales de sangre caliente y friay, por ende, al hombre
y la mujer en cualquier etapa de su vida. La mujer embarazada corre un doble riesgo infectdndose ella y
también al producto concebido pues las leptospiras atraviesan la membrana placentaria. Esto daria lugar
a graves trastornos en el desarrollo embrionario, siendo el rifién uno de los érganos mas afectados.

Las leptospiras colonizan, preferentemente, el rifidn, debido a la gran cantidad de lipidos (acidos grasos)
gue poseen estos érganos y, en menor frecuencia, colonizan el pulmén y el pericardio. El sitio anatdmico
de predileccién son los tubulos renales proximales, donde pueden permanecer hasta 4 semanas después
de una infeccién aguda en humanos y, de forma intermitente, por afios, en animales.®

En la fase inmune aparecen los anticuerpos IgM. La leptospirosis ictérica o sindrome de Weil se
caracteriza por dafio en higado, rifidn y disfuncién vascular, ocurre en 5 %-10 % de los casos y, de esos,
son fatales alrededor de 20 %-40 %. Han sido reportados en la literatura casos de leptospirosis en la
prefez y en el feto en que generalmente los fetos han sido abortados o han muerto en utero, también
otros han nacido saludables.®

El feto puede estar en riesgo aun en caso de que la madre esté asintomatica, especialmente en el primer
y segundo trimestre ya que la inmunidad adaptativa del feto no funciona. El feto comienza a producir
ciertos niveles de IgM durante el tercer trimestre pero aun asi puede haber una placenta isquémica que
puede causar su muerte por lo que se recomienda un monitoreo del embarazo.®

Los efectos de la leptospirosis sobre la madre y el producto de la concepcidon no estan descritos con
precision, aunque si se plantea que mas del 90 % de las gestantes sintomaticas padecen la enfermedad
de forma leve o moderada.®”)

El cuadro renal es predominante en la leptospirosis y hasta hace poco tiempo la causa principal de la
mortalidad. Se ha observado la presencia de leptospiras en los rifiones fetales, las anomalias de la funcién
renal pueden ser profundas y desproporcionadas con respecto a los cambios histolégicos observados en
el rifidn. El comprometimiento renal puede manifestarse en una amplia gama de grados que incluye
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desde simples alteraciones del sedimento urinario hasta cuadros gravisimos de insuficiencia renal aguda.
Este ultimo compromiso representa la principal causa de dbito.

La insuficiencia renal es primariamente el resultado del dafo tisular y es habitual encontrar leptospiras
en laluz tubular. Las alteraciones inflamatorias en el rifién pueden observarse en los estadios mas tardios
del desenvolvimiento de la lesién renal. Las lesiones renales parecen iniciarse dentro de los glomérulos
durante la migracion de las leptospiras, luego surgen las alteraciones tubulo intersticiales causadas
también por la migracién de dentro de los capilares peritubulares para el intersticio y tubulos,
responsabilizandose por el compromiso renal que puede variar de simple disminucién de la funcién
glomerular hasta insuficiencia renal. Por los daios que causa la leptospira a nivel renal consideramos
gue el estudio en fetos de ratas infestados por Leptospira canicola es de gran importancia ya que escasos
reportes se han centrado en los cambios morfoldgicos atribuibles a la leptospirosis.(®”)

Tiene una amplia distribucion geografica por el gran espectro de hospederos y reservorios mamiferos
gue mantienen la bacteria en sus rifiones debido a que esta infecta y coloniza los tubulos proximales
renales. Estos animales excretan en su orina de manera continua y muchas veces de forma crdnica la
espiroqueta al medio ambiente aumentando las probabilidades de infeccién de otros hospederos
susceptibles.(®

Globalmente se presentan entre 1 030 000 casos nuevos y 58 900 muertes al afno aproximadamente. La
incidencia de leptospirosis en América se ha estimado en 12,5 casos por 100.000 habitantes; segun
estudios poblaciones cada afo se presentan mds de 350 000 casos nuevos de leptospirosis, sin embargo,
se notifican menos de los que en realidad ocurren. En los Estados Unidos de Norteamérica se identifican
cada afio entre 100 y 200 casos de esta enfermedad.®

Es una zoonosis potencialmente mortal, que predomina en regiones tropicales. Es endémica en Oceania,
Asia y América del Sur, pero en los ultimos afios ha aumentado el nimero de casos en Europa, América
del Norte y Africa, considerandose una enfermedad mundialmente reemergente. Las tasas de
leptospirosis humana varian segun la regién, desde 0,5 por cada 100 000 habitantes. En Europa se
encuentra en 95 por cada 100.000 habitantes en Africa.(®

En la Region de las Américas, la tasa anual de morbilidad fluctia entre un minimo de 3,9 casos por cada
100 000 habitantes, con mayor incidencia en el Sur de América Latina y un maximo de 50,7 casos en el
Caribe.(*9)

La leptospirosis es una enfermedad endémico-epidémica en Cuba. Desde 1980 se han reportado
centenares de casos confirmados. Actualmente esta enfermedad ocupa el sexto lugar entre las
enfermedades de declaracion obligatoria. En contraste con su baja tasa de morbilidad, la enfermedad
implica una alta probabilidad de muerte. En la actualidad esta afeccion clasifica entre las 35 primeras
causas de muerte en nuestro pais y en el 2013 causé mas muertes que la tuberculosis.!?)

En dicha isla esta enfermedad constituye un problema de salud y cada vez cobra mayor importancia,
esto ha sido demostrado por muchos trabajos publicados en el pais de autores que han investigado
desde el Oriente hasta el Occidente del mismo, haciendo estudios serolégicos, bacterioldgicos, clinicos
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y epidemioldgicos y que son referidos por estos autores que mencionamos aqui. Por lo que el Programa
Nacional de Prevencién y Control de la Leptospirosis Humana guia las acciones a realizar en los diferentes
niveles de salud.(?

En los ultimos afos las tasas de incidencia han disminuido, sin embargo, de acuerdo con la literatura
consultada y partiendo de las condiciones subtropicales de Cuba se favorece mucho la existencia de
fuentes permanentes de infeccidn para estos microorganismos, por cuanto posee condiciones muy
semejantes a las de otros paises de América y el Caribe.1?)

En la provincia de Pinar del Rio, se ha notado una tendencia descendente de la morbilidad y mortalidad
de la leptospirosis en los Ultimos afios, sin embargo, la prevalencia de factores de riesgo que vulneran a
la poblacién, teniendo en cuenta las condiciones climatoldgicas, epidemioldgicas y medioambientales
hace que no se logren resultados estables en la disminucién de la tasa de incidencia.!*3) Debido a esto Ia
Universidad de Ciencias Médicas de Pinar del Rio ha sido un centro donde se han realizado importantes
investigaciones en relacidn al tema y en sus diferentes aristas que van desde el diagndstico precoz,
patogenia, estudios seroldgicos y experimentales en diferentes serovariedades. Algunos investigadores
han estudiado a profundidad por mds de una década tanto la enfermedad como el germen que da lugar
a la misma.(1?

La leptospirosis una enfermedad reemergente, por todo lo anterior se decide realizar esta investigacidon
con el objetivo de identificar las principales alteraciones morfométricas renales en fetos de ratas Wistar
infectadas con serovariedad Leptospira canicola, en la Universidad de Ciencias Médicas de Pinar del Rio
en el periodo comprendido entre 2017-2019.

METODO

Se realizé un estudio experimental, en la Universidad de Ciencias Médicas de Pinar del Rio, en el periodo
comprendido entre 2017-2019 en ratas Wistar. El estudio fue conducido y se rigié por lo establecido en
la Guia de Buenas Practicas para el cuidado, uso y reproduccién de los Animales para la Experimentacién
del CENPALAB.

Se escogid la rata pues es una especie aceptada para el estudio planteado por la factibilidad de su
manejo, numero de fetos, factibilidad econdmica de tenencia y manutencién; ademas, presenta corto
tiempo de gestacidén y estabilidad genética. Se utilizé la raza Wistar por su factibilidad al momento de Ia
investigacién.

Todas las hembras fueron alojadas en grupos de 3 en 6 cajas las que serian infestadas y un grupo control
sano y los machos a razén de 2 por caja. Antes del apareamiento los machos fueron ubicados
individualmente. Posterior al apareamiento, las hembras presuntamente prenadas, se alojaron a razén
de 1 por caja hasta el final del estudio. Las cajas eran plasticas con tapa de rejilla (INPUD) y se ubicaron
en estantes.
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Se mantuvieron con encamado de bagazo de cafa desmeollado esterilizado en autoclave (POT
01.01.05.003) en la Direccion de Animales Gnotobidticos.

Se les suministré dieta comercial granulada esterilizable EAO: 1004 (Cenpalab, AlyCo®) para roedores,
con Certificado de Calidad, que se suministrd a libertad durante el estudio. El agua se esterilizdé (POT
05.01.06.021) y fue suministrada a libertad, en frascos de 250 y 500 ml.

Para el estudio se utilizaron 21 hembras, en dos oportunidades, que fueron seleccionadas y distribuidas
aleatoriamente segun el POT 05.01.03.002 en 6 grupos experimentales empleando el programa
Labtools, administrandosele la serovariedad de leptospira.

Los machos fueron utilizados en el estudio como sementales solamente por lo que no fueron distribuidos
en grupos experimentales, ni recibieron la administracién de las sustancias a evaluar.

Durante cada periodo del estudio (antes del apareamiento, hembras alojadas en grupos de 1 por caja),
estas fueron identificadas por grupos mediante tarjetas donde se registré la identificacion del animal, el
cadigo, tipo y grupo de ensayo, especie, linea, sexo, edad, fecha de comienzo (dia 0) y fecha de probable
del parto (dia 21).

Posterior al apareamiento fueron cambiadas las tarjetas por otras que reflejaron igualmente todos los
datos de los animales y del estudio, pero incluyeron fecha del dia 14 y 20 de la prefiez. La sustancia de
los ensayos fueron inéculos de una concentracién bacteriana de 300 millones de leptospiras por ml, se
inoculé 1 ml a cada animal por via intraperitoneal (IP).

El apareamiento se realizé en 3 etapas.
1. Realizacion de exudado vaginal para determinar la fase del ciclo estral.

Este procedimiento se realizd una vez que la rata hembra ya se encontraba identificada; se cargo la
pipeta con 100 ml de solucién salina 0,9 %; se insertd la punta 1 o0 2 mm dentro de la vagina y se
descargd y cargd suavemente la solucidn salina. Se deposité el contenido celular en un portaobjeto
limpio marcado con el nimero del animal. Posteriormente se pasé a identificar la fase del ciclo estral
en que se encontraba.

La caracterizacidn de cada fase estuvo basada en la proporcidon entre los 3 tipos de células observadas
en el exudado vaginal: células epiteliales (redondeadas y nucleadas), células cornificadas (irregulares
y anucleadas) y leucocitos (redondos y pequefios).

Si la rata se encontraba en proestro o estro se paso a la etapa de apareamiento. Si se encontraba en
metaestro se esperd 3 dias para el apareamiento, si se encontraba en diestro se esperd 2 dias.
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2. Apareamiento propiamente dicho.

Se puso la rata hembra en una caja grande, se colocé en la misma un puiado de viruta del encamado
con olor del macho que se utilizé, varias horas antes del apareamiento (preferiblemente en la
mafiana). Después de las 4:00 p.m. se colocé el macho seleccionado en la caja donde estaba la
hembra. Al dia siguiente, antes de 8:30 a.m., se saco el macho y se regresé a su caja y se comprobo el
apareamiento (pasado este tiempo se corre el riesgo de falsos negativos).

3. Realizacién de exudado vaginal comprobatorio del apareamiento.

Se realizé el mismo procedimiento que en la etapa 1. Para la recoleccidn de muestra de contenido
vaginal se utilizé una punta limpia para cada hembra para prevenir infecciones vaginales o trasladar
espermatozoides de una rata a otra. Si habia presencia de un tapdn vaginal se anoté la hembra como
prefada. Si no se halld tapdn, se deposité el contenido celular en un portaobjeto limpio con el nUmero
del animal. Se examind el portaobjeto bajo el microscopio con aumento de 10x10 para detectar la
presencia de espermatozoides. Si hubo espermatozoides presentes se considerd la hembra como
prefiada, si no los hubo se consideré como no apareada.

De no haber ocurrido el apareo segun la citologia vaginal se determind en qué fase del ciclo estral se
encontraba para planificarlo nuevamente.

Las hembras con exudado vaginal comprobatorio positivo (+) fueron pesadas. Se anoté el peso y la fecha
como dia cero de la gestacion y se calculd la fecha probable de parto. (Se pusieron todos estos datos en
la tarjeta de identificacion del animal).

Las hembras fueron pesadas en dias alternos para comprobar el aumento de peso y confirmar la
gestacion (la ganancia de peso los primeros 10 dias debe ser de mas de 40 g aproximadamente).

De cada grupo de estudio fueron sacrificados todos los embriones y fetos, de cada embridn se estudio
el rifdn, se midid el peso y su morfometria

Para el sacrificio de los animales los mismos fueron narcotizados con éter dietilico, posteriormente
desangrados por incisién de la vena femoral y, finalmente, se aplicé la dislocacién cervical.

Los datos obtenidos se procesaron con la utilizacidn de técnicas estadisticas descriptiva realizando el
resumen de las variables cualitativas mediante frecuencias absolutas, relativas porcentual.

Se calculé la media y la mediana, asi como la desviacion estandar y se aplicaron las pruebas estadisticas
U Mann Whitney para comparar variables cuantitativas y la prueba de Spearman para relacionarlas
donde fue posible.

El ensayo fue conducido y se rigié por lo establecido en la Guia de Buenas Practicas para el cuidado, uso
y reproduccién de los Animales para la Experimentacion segun las normas del CENPALAB, asi como la
realizacion de la eutanasia en animales de experimentacidn.(19
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RESULTADOS

Se observé que el eje mayor del rifidn fetal fue superior a la del grupo experimental (Tabla 1).

Tabla 1. Descripcidn estadistica del eje mayor del rifién fetal

Grupo de estudio Media Minimo Maximo Mediana Rango Desviacion estandar
A 4,66 4,50 4,79 4,66 0,29 0,10
B 4,13 3,70 4,37 4,20 0,67 0,19

Se observd en el grupo experimental infestado por L. canicola una menor concentracion de las

mediciones renales (Figura 1), lo cual demostré que en este grupo las longitudes en los ejes fueron
menores.
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Fig. 1. Distribucion de los casos teniendo en cuenta eje
menor y mayor en cada grupo de estudio.

Se observé la diferencia existente del peso corporal de las crias en el grupo control y en el experimental
infestado por L. canicola en el que fue menor este parametro, segun muestra la Figura 2.

Existié una relacién significativa entre el peso corporal y el peso renal de los fetos con una P=0,00 y
R=0,92 para un 95 % de certeza. El valor de R fue proximo a 1 por lo que la relacion fue directa y fuerte,
demostrandose que a menor peso corporal menor peso renal.
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Fig. 2. Comparacioén del peso corporal de las crias teniendo en
cuenta el grupo de estudio.

DISCUSION

En la presente investigacion se analizaron los rifiones de los fetos infectados con L. canicola en la etapa
prenatal y se detectd que la infeccidon provocé disminucidn del tamafio de este 6rgano.

La informacién publicada sobre el efecto de la leptospirosis en cuanto a la morfometria en rifiones fetales
es limitada, no se encontré en la literatura abundante referencia de articulos o de investigaciones
experimentales, especialmente en este modelo animal; no obstante en investigaciones revisadas se
plantea que el desarrollo fetal se caracteriza por patrones secuenciales de crecimiento, maduracién
organica vy tisular, determinado por el medio materno, la funcién uteroplacentaria y el potencial de
crecimiento genético inherente al feto. Cuando las circunstancias son dptimas ninguno de estos factores
tienen un efecto limitante sobre la velocidad del crecimiento y el desarrollo fetal.(®

Monzén Tamargo™3) en su estudio sobre Morfometria en corazén y pulmén en ratas Wistar infestadas
por la L. canicola durante la gestacion, demostrd una disminucion significativa en las dimensiones de
estos érganos ante la infeccién por la espiroqueta.

L. icterohaemorrhagiae se asocia a una lesién primaria en higado, en tanto que L. canicola produce
frecuentemente una lesién renal.)

La leptospirosis es causante de ictericia neonatal, la infeccidon es transmitida trasplacentariamente con
leptospirosis intrauterina que puede causar placentitis o placenta isquémica, con hemorragias, cuadro
hepatorrenal y puede terminar en la muerte, si el feto nace puede presentar desarrollo anormal.(**)

Por lo cual la predileccién de la leptospira por los tubulos contorneados proximales y la presencia de la
misma en etapa embrionaria puede afectar la formacién del rifién definitivo, pues para ello es necesaria
la induccidén entre la yema ureteral y el blastema metanéfrico para formar la nefrona, unidad estructural
y funcional del rifion.>
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Con respecto a esto existen evidencias en animales que sugieren que el feto se adapta a un ambiente
intrauterino adverso enlenteciendo su metabolismo y crecimiento a través de un proceso conocido como
“programacion intrauterina”. Esta estrategia adaptativa aparentemente incrementa la supervivencia a
corto plazo, pero tiene consecuencias adversas para la salud a largo plazo.*3

Belizan, et al.!*® plantean en estudios realizados en Argentina que los principales trastornos y afecciones
gue causan un crecimiento intrauterino retardado son las alteraciones placentarias, enfermedades
renales, cardiopatias, enfermedad hipertensiva, diabetes mellitus grave, entre otros; con el
conocimiento de que las leptospiras tienen predileccion por los rifiones y afectan el desarrollo normal
de los mismos, puede ser causa de la disminucion de su peso debido a la infeccion por leptospiras
relacionando esta con la disminucidn del peso corporal.

En el reporte de un caso de infeccion materna por L. canicola en el primer trimestre del embarazo, ain
recibiendo tratamiento el feto se infecta y aparece la muerte en el periodo neonatal, al pasar
desapercibida esta posible etiologia.('”)

CONCLUSIONES

Se concluye que la infeccion por Leptospira canicola en ratas Wistar prefiadas provoca alteraciones en
los rifiones de los fetos lo que causa cambios en la morfometria de los ejes tanto mayor como menor,
asi como en el peso corporal del feto, lo que conlleva a una disminucién del peso renal.
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