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En este articulo, se mencionan brevemente los trabajos que se han realizado en el Instituto de
Biomedicina sobre el desarrollo de una vacuna contra la Leishmaniasis Cutanea Americana.
Estos han tenido como base el espectro de manifestaciones clinico-inmunolégicas de la
enfermedad, asi como su posible aplicacion en inmunoprofilaxis, mediante el estudio de los
posibles mecanismos de accidon de la mezcla de promastigotes de Leishmania muertos mas
Bacilos de Calmette-Guerin viables, que son los componentes de la vacuna desarrollada en éste
instituto.
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inmunoprofilaxis.

Title
Development of a vaccine against American Cutaneous Leishmaniasis based on the spectrum of
clinical-inmunological manifestation and possible application in inmunoprophylaxis.

Abstract

In this article, they are mentioned the investigational papers that have been carried out in the
institute of Biomedicina, about the development of a vaccine against American Cutaneous
Leishmaniasis. These papers have been based on the spectrum of clinical-immunological
manifestations of the illness, as well as their possible application in inmunoprophylaxis, by the
study of possible action mechanisms of the mixture of dead Leishmania promastigotes plus
viable Bacillus of Calmette-Guerin, that are the components of the vaccine developed in this
institute.
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Introduccion

Dos enfermedades, la Lepra y la Leishmaniasis, comparten aspectos clinicos, histopatologicos e
inmunoloégicos, lo que sugirié la posibilidad de que se pudiera usar una aproximacion similar en
los estudios de inmunoterapia e inmunoprofilaxis de ambas enfermedades (1, 2).

Las similitudes mencionadas en ambas afecciones, se expresan por medio de un espectro
clinico e histopatoldgico, que refleja la respuesta del hospedador humano frente a la infeccidn.
Desde el punto de vista inmunoldgico, se observa claramente un defecto especifico de la
inmunidad mediada por células, representado por las formas polares progresivas de ambas
afecciones, que se ha denominado inmunodeficiencia antigeno-especifica. Esto refleja la
presencia masiva del agente productor de la enfermedad en las células macrofagicas no
diferenciadas, y demuestra la deficiencia inmune mencionada.

Las personas afectadas por esta forma de la
afeccion, tanto en Lepra como en Leishmaniasis,
al realizarles pruebas intradérmicas con altas
concentraciones (6,4 x 108) de los antigenos
especificos, desencadenan una respuesta de tipo
nodular a las tres semanas de la inyeccion. La
estructura es muy similar al granuloma de la
enfermedad correspondiente, observandose que
el antigeno permanece en el interior de las
células durante largo tiempo. Esta es una
respuesta estructural isomoérfica, que se publicod
con la denominacion de Competency in Clearing
Bacilly Test (CCB Test) (3), que expresaria la
inmunodeficiencia especifica para esa
enfermedad. En la forma inmunodeficiente de
ambas enfermedades, la prueba intradérmica con
Bacilos de Calmette-Guerin (BCG), demostré la formacion de un granuloma inmune
caracterizado por una estructura tuberculoide (4, 5).

Figura 1
Leishmaniasis Cutinea Difusa [LCD)

En el estudio de las respuestas de estas formas polares (inmunodeficientes especificas), fue
razonable indagar el tipo de respuesta a una mezcla de antigeno especifico y BCG,
observandose el desarrollo de un granuloma inmune, con destruccion tanto del BCG como del
antigeno especifico (6). Por medio de este estudio se observé el cambio de la respuesta inmune,
de inmunodeficiente a altamente eficiente. Gracias a este cambio “in situ” se liberarian los
inmundgenos especificos correspondientes, lo cual hizo pensar en su uso posible como
inmunoterapia para esta afeccién. En el caso de la Leishmaniasis, a esta forma polar se le ha
denominado Leishmaniasis Cutanea Difusa (LCD), por la diseminacion de las lesiones (Figura

1),

La mencion de otras formas del espectro de la Leishmaniasis es absolutamente necesaria para
el estudio del efecto inmunoterapéutico en la Lesihmanisis Cutanea Americana (LCA). Fuera de
la forma polar inmunodeficiente, hay dos formas adicionales de esta enfermedad que completan
el espectro: la Leishmaniasis Cutanea Localizada (LCL) (Figura 2) y la Leishmaniasis Cutanea
Intermedia (LCI), esta ultima con sus variedades, Leishmaniasis Cutanea Intermedia cutanea
(LClc) (Figura 3) y Leishmaniasis Cutanea Intermedia mucosa (LCIm) (Figura 4) (9).

Figura 2

Leishmaniasis Cutinea Americana Localizada i
(LCL) Figura 3
Leishmaniasis Cutinea Intermedia cutinea (LCI)

Figura 4
Leishmaniasis Cutinea Intermedia Mucosa (LCM)

La forma LCL es la forma mas comun de la enfermedad que se ve en el Continente Americano
(94% de los casos); el resto esta formado por la LCl y un 0,1% de los casos por la LCD, que se
presenta en casos aislados o0 en pequefios grupos de 15 a 20 casos en una zona determinada.

La escogencia de la LCL para estudiar el efecto de la vacunaciéon, con la mezcla de
promastigotes de cultivos de Leishmania muertos mas BCG viable, obedeci6 a la gran
frecuencia de esta forma de la enfermedad y a la capacidad del hospedador de presentar una
respuesta adecuada al estimulo inmunoldgico provocado por la inmunoterapia (IT).

En los otros constituyentes del espectro, las formas Intermedia y Difusa, existe un compromiso
importante de la respuesta inmune. Este va desde una deficiencia total, como en el caso de la
LCD, hasta un desequilibrio de la respuesta, como el que se observa en la LCI (cutéanea y
mucosa). Estos ultimos pueden presentar trastornos variables; de esa manera, un porcentaje de
los casos puede responder a la IT, otros necesitan un tratamiento combinado de IT mas
quimioterapia (QT), y en un sector extremo, el tratamiento combinado de IT mas QT no afecta
las lesiones.

El concepto de trastorno inmune del area intermedia, ha sido aclarado por investigaciones
realizadas en el Instituto de Biomedicina (IB), donde se ha determinado la existencia en dicho
grupo de un trastorno en la respuesta Th1 y Th2, simultaneamente en diferentes grados, lo que
explicaria la diversidad de las respuestas ala IT y QT.

Aplicacion de la Inmunoterapia

Se inicié con un estudio comparativo, ciego y al azar, para un observador independiente, en dos grupos,
uno tratado con IT (mezcla de parasitos muertos de Leishmania brasiliensis mas BCG viable), y el otro
con QT, a base de antimonial pentavalente. Estos grupos fueron suficientemente grandes como para que
una diferencia de 15% fuera significativa, con un error alfa de 0,05, un error beta de 0,50 y un grupo
minimo de 34 participantes. Esta experiencia fue coordinada por un investigador independiente
perteneciente a la Organizacion Panamericana de la Salud, el Dr. Pedro Luis Castellanos (7).

Los 94 pacientes incluidos en ese estudio fueron de una misma area, y el periodo del estudio fue de 12
meses. Los principales requerimientos fueron: pacientes mayores de 12 afios, con lesiones localizadas de
menos de un aio de evolucion, no tener contraindicaciones para el tratamiento y firmar un formulario de
consentimiento informado. Previamente se obtuvo la aprobacion del Comité Etico del IB para realizar este
trabajo.

Los resultados mostraron tasas de curacién similares (94%) tanto para los pacientes con IT como QT. En
cambio, los efectos secundarios fueron escasos (5,8%) y leves en el grupo de IT, mientras que en el
grupo de QT fueron frecuentes (52,4%) y a menudo severos.

Posteriormente se realiz6 otro trabajo con 217 casos de un solo foco endémico, bajo las mismas
condiciones que el anterior (mayores de 12 afos, lesiones localizadas de menos de un afo de evolucion,
confirmacion parasitolégica, sin contraindicaciones para QT o IT y consentimiento informado por escrito

(8).

Los pacientes fueron evaluados por medio de un examen clinico general, pruebas de laboratorio y
pruebas intradérmicas con Leishmanina y Tuberculina. Posteriormente fueron distribuidos al azar en dos
grupos control: uno que recibiria BCG solo (n=42) y otro a ser tratado con QT (n=51), y en un grupo activo
(n=124). Los pacientes fueron evaluados cada 2 semanas por un observador independiente. Los
resultados de los grupos con QT e IT fueron comparables (>90% de curaciones). La tasa de curacion fue
mucho menor en el grupo con BCG solo (42%). La tasa de efectos secundarios fue de 49% en el grupo
con QT, y menor de 5% en los grupos con IT y BCG. Este estudio también incluyé 11 pacientes con
formas intermedias de la enfermedad, los cuales mostraron curacién o notable mejoria, y 10 pacientes
con leishmaniasis difusa, 9 de los cuales también mostraron marcada mejoria clinica.

Durante el periodo comprendido entre 1990-1999 se aplicé IT a la LCL con caracter experimental en
Venezuela. Un total de 11532 casos de LCL recibieron una mezcla de promastigotes de Leishmania
muertos por calor mas BCG liofilizado. De estos pacientes se evaluaron detalladamente 5341 casos,
provenientes de diferentes areas del pais. La curacion clinica varié entre 91,2% y 98,7%, con un promedio
de 95,7%. Las reacciones adversas fueron muy moderadas y todas debidas a la respuesta al BCG. La IT
fallé6 en 143 casos, incluyendo 54,5% con lesiones tipicas de LCL y 45,5% con lesiones intermedias no
mucosas. El numero de fracasos en los casos de LCI sugiere que en dicho grupo se debe utilizar un
tratamiento mixto (IT + QT) o aumentar el numero de dosis de IT. (11, 12)

El alto porcentaje de curaciones clinicas logradas con la IT, asociada a muy pocos efectos secundarios y
un bajo costo del tratamiento, debido a que no es necesario utilizar examenes de laboratorio, ni la
infraestructura necesaria para administrar inyecciones diarias, apoyan el uso de rutina de la IT en el medio
rural, donde no existen estas facilidades.

En la Tabla 1 se presentan los datos numéricos de los casos con LCL de diferentes estados de Venezuela
tratados con IT.

No. Pacientes Curaciom Fallas del

Estado (ubicacion) R Clinica Tratamiento
n % n %

Ménda (oeste) 1757 17354 98,7 23 1,3
Miranda (centro) 04 751 93,4 53 i, &
Anzostegui (este) 1495 1364 91,2 131 8,8
Sucre (este) 1285 1263 98,3 22 1,7
Tota 5341 5112 95,7 229 4.3

Tabla 1
Respuesta clinica a la inmunoterapia da pacientes con Leishmaniasis Cutanea Americana Localizada
an diferantes areas de Venezuela [ 19850-1505)

En el curso del desarrollo de la IT en el Instituto de Biomedicina, y por el hecho de haberse presentado
fallas a la IT con promastigotes autoclavados de Leishmania brasiliensis mas BCG, en algunos casos de
LCL, y frecuentemente en casos de LCI (cutanea y mucosa), se realizaron investigaciones para aumentar
la efectividad del tratamiento en estas formas de la enfermedad. En este sentido, se realizaron estudios,
por medio de electroforesis, de las proteinas del parasito leishmanico tratado a diferentes temperaturas,
determinandose que la pasteurizacion a 56°C durante 30 minutos producia la muerte del parasito, con una
discreta modificacién de las proteinas del parasito leishmanico pasteurizado, en comparacion con las
proteinas del parasito no tratado. Con esta vacuna modificada, se realizé un estudio experimental en
ratones BALB/c inoculados con L. brasiliensis, observandose ausencia de fendmenos secundarios y una
respuesta mas efectiva en comparacion con la vacuna autoclavada.

Gracias a un convenio con el Instituto Nacional de Higiene, todos los lotes de vacuna pasteurizada fueron
analizados en relacion a muerte del parasito, esterilidad y toxicidad, determinandose que eran aptas para
Su uso en seres humanos.

Se realizaron cuatro estudios con la vacuna pasteurizada:

a) Inmunoterapia Fase |

b) Inmunoprofilaxis Fase |

¢) Inmunoprofilaxis Fase Il

d) Inmunoterapia en un pequefio grupo de pacientes que no respondian al tratamiento antimonial, 3 con
lesiones de LCD incipientes y 4 con lesiones mucosas de LCI.

Para esta etapa de la investigacion, los objetivos fueron:

Inmunoprofilaxis

 Evaluar la seguridad del producto propuesto en humanos

 Evaluar la capacidad del producto para generar respuesta inmunolégicamente demostrable en humanos
» Determinar la mejor concentracion de promastigotes requeridas para generar una adecuada respuesta
inmunoldgica

Inmunoterapia

« Evaluar Seguridad, Tolerancia e Inmunogenicidad del antigeno de promastigotes inactivados por
pasteurizacion mas BCG, desarrollado en el Instituto de Biomedicina de Caracas Venezuela, en pacientes
con diagnostico parasitologico de leishmaniasis cutanea localizada.
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Pre-Tratamiento Post-Tratamiento

Figura 5
Leishmaniasis Cutinea Intermedia Mucosa (LCM)

Pre-Tratamiento FPost-Tratamiento

Figura &
Lesiones de Leishmaniasis Intermedia (LCI)

Actividades realizadas en el Instituto de Biomedicina

Fase | de inmunoprofilaxis

Se selecciond la comunidad de Guayabal, localizada en el Municipio Santa Cruz de Mora del
Estado Mérida, por ser un area con antecedentes importantes de casos de leishmaniasis y
encontrarse actualmente sin actividad.

Se realizaron una serie de reuniones con las autoridades de salud locales para plantear el
trabajo a realizar y lograr su autorizacion y colaboracién en la realizacion del mismo.

Se realizaron encuestas en la comunidad para la seleccién de los voluntarios sanos, incluyendo
la aplicacion de la prueba intradérmica con leishmanina, la cual debia ser francamente negativa
como requisito indispensable para el ingreso al protocolo. Del grupo total evaluado de cerca de
100 personas, se seleccionaron 14 que cumplian todos los requisitos.

El grupo quedoé conformado por catorce individuos voluntarios sanos, con edades comprendidas
entre los 18 y los 46 anos, con un promedio de 28,57 anos. En total participaron en el estudio 7
individuos del sexo femenino e igual numero de individuos del sexo masculino. Cada uno de los
grupos (Gl y Gll) se conform6 de 7 individuos, en el grupo Gl, 3 femeninos y 4 masculinos,
mientras que en el grupo Gll, 4 femeninos y 3 masculinos. De este grupo de 14 voluntarios, uno
(IMP-007) recibi6 una sola dosis y posteriormente se excluyé del protocolo, por tener
antecedentes médicos de ulcera gastrica, que no habia referido durante el interrogatorio inicial.

El resto del grupo fue sometido a todos los requerimientos del protocolo, recibiendo tres dosis a
los intervalos indicados. Se realizaron los examenes de laboratorio prevacunacion repitiéndose
en dos ocasiones, posterior a la segunda y a la tercera dosis.

Los estudios inmunoldgicos previos al ingreso, fueron realizados a los 14 voluntarios, luego
fueron divididos en dos subgrupos, a uno de los cuales se le practic6 examen inmunoldgico
posterior a la primera dosis y al otro posterior a la segunda dosis. Finalmente, a todos se les
practico examen inmunologico posterior a la tercera dosis.

El seguimiento diario de los efectos colaterales, tanto generales como locales, se realizé sin
inconvenientes, mediante el llenado de un folleto disefiado para tal fin y bajo la orientacion
permanente del inspector de salud. Sélo se observaron efectos colaterales leves y dentro del
rango esperado.

La aplicacion de la intradermoreaccion de Montenegro (leishmanina), se realizé en todo el grupo,
observandose el viraje a una leishmanina positiva en todos los casos. En la actualidad se estan
realizando los analisis de los resultados de los examenes inmunoldgicos.

Esta parte del trabajo fue ejecutada por el Dr. Héctor De Lima.

Fase Il de inmunoprofilaxis

Para esta fase se seleccioné la poblacion de Birongo, en cuyo casco y comunidades vecinas se
registré un total de 1.655 habitantes, de ellos 430 (269 del sexo femenino y 161 del masculino)
reunian los criterios de inclusion.

Los participantes fueron distribuidos al azar en dos grupos, uno de los cuales recibié dos dosis
de la combinacién de promastigotes pasteurizados mas BCG y el otro recibio tres dosis, con
intervalo de seis semanas entre las dosis, ademas de un tercer grupo que recibié dos dosis de
BCG con seis semanas de intervalo entre dosis.

Previamente, a todos los participantes se les aplicd prueba intradérmica de leishmanina,
aplicando solo la dosis a los negativos. Esta prueba se repitidé a las seis semanas de recibida la
ultima dosis.

Se aplicaron dos dosis del producto combinado a 116 personas, 96 recibieron tres dosis, y el
grupo que recibié BCG tuvo 105 individuos, de los cuales so6lo 100 recibieron las dos dosis. 17
de las personas que iniciaron el estudio recibieron solo una dosis del producto combinado. A 28
de los voluntarios se les tom6 muestra inicial de sangre y se tomd otra muestra seis semanas
después de cada dosis.

Actualmente, ya se han suministrado todas las dosis previstas de la combinacion de
promastigotes mas BCG, y se estan aplicando las segundas pruebas intradérmicas de
leishmanina a los voluntarios que recibieron las tres dosis. Ademas, se estan tomando las
muestras de sangre para los estudios de inmunidad celular a los 28 voluntarios seleccionados
para realizarles la prueba.

Este trabajo fue realizado por el Dr. Federico Merckl.

Fase | de inmunoterapia

Se selecciond la comunidad de Araira, localizada en el Municipio Zamora del Estado Miranda,
por ser un area con antecedentes importantes de casos de leishmaniasis y encontrarse
actualmente en franca actividad, con un numero de 125 casos reportados para el afio 2002. Se
realizaron una serie de reuniones con las autoridades de salud locales para plantear el trabajo a
realizar y lograr su autorizacion y colaboracion en la realizacion del mismo. El ambulatorio de
Araira cuenta con una consulta permanente (lunes, miércoles y viernes) exclusiva para
leishmaniasis a cargo de la Dra. Aribel Cedefio.

Se evaluaron 85 pacientes, de los cuales solamente 9 cumplian con los requisitos necesarios
para su ingreso al protocolo. Este grupo de 9 pacientes voluntarios, fue sometido a todos los
requerimientos del estudio, recibiendo tres dosis a los intervalos indicados. Se realizaron los
examenes de laboratorio prevacunacion, repitiéndose en dos ocasiones, posterior a la segunda
y a la tercera dosis. Los estudios inmunologicos previos al ingreso fueron realizados a los 9
voluntarios, luego fueron repetidos después de la tercera dosis.

El seguimiento de los efectos colaterales, tanto generales como locales, se realizd sin
inconvenientes, mediante el llenado de un folleto disefado para tal fin y bajo la orientacion
permanente del inspector de salud. Solo se observaron efectos colaterales leves y dentro del
rango esperado. En la actualidad se esta realizando el analisis de los resultados de los
examenes inmunoldgicos.

Este trabajo fue realizado por el Dr. Héctor De Lima.

Fase Il de inmunoterapia

Actualmente en progreso, en el servicio central de Dermatologia Sanitaria con sede en el
Instituto de Biomedicina. Una experiencia en la comunidad de San Andrés durante un brote,
permitié evaluar la eficacia del producto, al tratar 52 pacientes de un total de 62 casos
diagnosticados, ya que 10 curaron espontaneamente en el intervalo entre la primera consulta y
el diagnéstico. De ellos, 51 curaron y 1 se perdié de control. Ninguno tuvo efectos adversos.

Este trabajo fue realizado por la Dra. Belkis Blanco.

Con respecto a la ultima experiencia, en el tratamiento de pacientes con lesiones iniciales de
LCD (n=3) y pacientes con lesiones mucosas de LCI (n=4), la mayoria de ellos no respondi6 al
tratamiento con antimoniales pentavalentes. En un total de 7 pacientes, el minimo de dosis vario
entre 7 y 10. Actualmente tienen mas de un aio de observacién con aparente curacion. (13)
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NOTA: Toda la informacion que se brinda en este articulo es de cara cter investigativo y con fines académicos y de actualizacion para
estudiantes y profesionales de la salud. En ningun caso es de caracter general ni sustituye el asesoramiento de un médico. Ante cualquier
duda que pueda tener sobre su estado de salud, consulte con su médico o especialista.



