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RESUMEN

Enlaregidon hiperendémica de “La Planta” en Guatire,
Edo. Miranda, Venezuela, hemos encontrado que el 23,2%
de los 56 pacientes tratados con una mezcla de
promastigotes muertos por calor + BCG no muestran
remisién clinica de la leishmaniasis cutanea.

El nimero de inoculaciones alcanz6 a %,Z,7 en los
que remitieron de la enfermedad en un lapso des&K67
mesesy 9,3 4,5 inoculaciones en los que no curaron de
las lesiones leishmanicas. Estos ultimos, necesitaron
45,8+ 33,2 dosis de Glucantirfipara obtener laregresion
de las lesiones, aproximadamente el doble de lo necesario
en los pacientes con leishmaniasis que no recibieron
previamente el tratamiento con promastigotes auto-
clavados + BCG.

El 39,5% de los pacientes tratados con promastigotes
muertos por calor + BCG que tuvieron remision clinica
de la lesion leishmanica presentaron recidivas de la
enfermedad en un lapso de 48&,830,5 meses ameritando
33 + 11 dosis del antimonial pentavalente para su
tratamiento. De estos pacientes 3 han presentado
segundas recidivas tratadas en igual forma.

El 100 % de los pacientes tratados con Glucantime
han tenido remisiéon clinica de la enfermedad con un
promedio de 2% 11 dosis en un lapso de 2+8.,4 meses.

En este grupo el 12,5% ha presentado recidivas de la
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enfermedad a los 32,6 38,22 meses de su aparente
remision clinica.

El 100% de los pacientes tratados con proteinas de
amastigotes de varias especies de leishmanias han
presentado remisién clinica de la enfermedad con=3,1
6,5 dosis en un lapso de 2431,9 meses sin que hasta
ahora hayan aparecido recidivas de la enfermedad en 24
meses de observacion.

El tiempo de remisién de las lesiones en los pacientes
tratados con promastigotes muertos por calor + BCG fue
mayor (p<0,0001) que el observado en los pacientes
tratados con Glucantinfe proteinas de amastigotes o en
las personas que presentaron remision espontanea de la
enfermedad.

Inmuno-
BCG.
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SUMMARY

In “La Planta” a hyperendemic zone for leishmaniasis
in Guatire, Miranda State, Venezuela, we have found
23.2% individuals, without clinical remission of the dis-
easein agroup of 56 patients with cutaneous leishmaniasis
treated with killed promastigotes+BCG.

The patients with clinical remission of the disease
needed 5.% 2.7 injections of promastigotes+BCG in 8.6
+ 6.7 months, while the patients without remission re-
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ceived 9.3+ 4.5 inoculations of the same mixture.

The patients without clinical remission of the disease
after treatment with promastigotes+BCG, needed 45.8
33.2 doses of Glucantifigfor clinical cure, twice as
much as patients with leishmaniasis that never received
the mixture of promastigotes + BCG.

39.5% of patients treated with promastigotes + BCG
that had clinical remission of lesions, presented arelapse
of cutaneous leishmaniasis after 48+430.5 months.
These patients needed 3311 doses of Glucantifigo
control the disease. Three of these patients had second
new relapses of cutaneous leishmaniasis.

100% of patients treated with Glucantifilead clini-
calremission of the disease with291 dosesin2.51.4
months. Inthis group, 12.5% patients presented relapses
of the disease after 32632.22 months of clinical cure.

100% of patients treated with proteins from
amastigotes of severdéishmania spp. showed clinical
remission of the disease with 8%6.5 doses in 2.3 1.9
months with no relapses of leishmaniasis, in 24 months of
observation.

The time of clinical remission of lesions was higher in
patients treated with promastigotes+BCG (p<0.001) than
in patients treated with Glucantifieamastigote pro-
teins or patients with spontaneous clinical remission of
the disease.

Immuno-
BCG

Key words: Cutaneous Leishmaniasis.
therapy. Chemotherapy. Promastigotes.
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INTRODUCCION

El uso de métodos basados en una terapéutica

inmunitaria para el tratamiento de diversos procesos
infecciosos no es nuevo. En 1902 Wright emple6

LEISHMANIASIS CUTANEA

reportando 58 % de curaciony 34% de reduccion en
el tamafio de las lesiones leishmanicas (4).

A los trabajos anteriores no se les presto atencion
y fueron marginados. Los investigadores perdieron
el interés por el tratamiento de los pacientes con
productos de accion inmunitaria debido a que Gaspar
Vianna en 1912, publica la curacion de las lesiones
clinicas al tratar la leishmaniasis cutanea con tartaro
emético (tartrato de antimonio y potasio) entroni-
zandose en la clinica el tratamiento quimioterapico
con antimoniales hasta el dia de hoy (5).

Sin embargo, esta quimioterapia a veces presenta
toxicidad, no puede usarse en mujeres embarazadas
y esta contraindicada en pacientes con enfermedad
renal o cardiaca. Ademas, los parasitos leishmanicos
pueden presentar resistencia alos antimoniales (6,7).

El estudio de la leishmaniasis en animales
experimentales ha permitido entender numerosos
hechos importantes sobre la patogenia y evolucién
clinica de la enfermedad.

El éxito en la lucha contra la infeccién por el
parasitoLeishmania en todas las cepas de ratones
depende del desarrollo de inmunidad celular en el
animal infectado, proceso complejo, responsable de
la destruccién de los amastigotes intracelulares
presentes en los tejidos (8).

Los ratones BALB/c susceptibles ala enfermedad,
poseen un sistema inmunitario incapaz de controlar
la infeccion porLeishmania major, pues sus
macrofagos no pueden detener la proliferacién
intracelular de los parasitos en el sitio de la
inoculacioén o en las visceras infectadas.

Los ratones de la cepa BALB/c inyectados con
amastigotes deLeishmania trépica en la
almohadilla plantar desarrollan una infeccién masiva

como inmunoterapia unavacuna preparada a base decon inflamacion local, adenopatias regionales,

estafilococos para el tratamiento de la furunculosis
y del acné (1).

Di Cristina y Caronia en 1912, trataron la
infeccion por el parasito leishmanico con unavacuna
preparada con promastigotes muertos por calor,
inyectandoselos a 7 pacientes con leishmaniasis vis-
ceral sin observar mejoria en la evolucion clinica de
la enfermedad (2).

Row en 1912, inyect6 promastigotes de un cultivo
de Leishmania major, muertos por calor, a 3
pacientes con leishmaniasis cutanea los cuales
curaron completamente (3). Estas experiencias las
repite Dubovsky en 1943 en 35 pacientes con
leishmaniasis cutanea tratados de manera similar,
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hepato-esplenomegalia, diseminaciéon de los
parasitos en el organismo y muerte del animal.

Esta progresion de la enfermedad puede
explicarse por: 1- Los macrofagos no responden a
las linfoquinas inductoras de los mecanismos de
proteccién que destruyen a los parasitos in vitro
(9,10). 2- Las células adherentes (macrofagos) de
los bazos de los ratones infectados teishmania
major suprimen la respuesta inmunitaria de los
linfocitos normales (11). 3- Los linfocitos de los
animales infectados en respuesta a mitdgenos o
antigenos del parasito in vitro producen una cantidad
menor de linfoquinas activadoras de macré6fagos
(12). 4- Losratones BALB/c generan una poblacion
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de células T supresoras durante la infeccion leishmanicas primarias, en comparacién con los
leishmanica (12). controles y 3 de los 8 animales tratados presentaron
En sintesis, por una parte los linfocitos del ani- Metastasis cutaneas a distancia 8 meses después de

mal infectado en respuesta a diversos antigenos o & infeccion (17).
mitdégenos tienen una produccion deficiente de En 1987, Fortier y col. publican que los
linfoquinas capaces de inducir la activacion de amastigotes aislados de las lesiones de ratones
macréfagos y por la otra existe una respuesta infectados, administrados en una mezcla junto con
defectuosa de los macréfagos a las linfoquinas, por BCG vivo en la almohadilla plantar, protegen a los
lo cual estas células no pueden destruir los parasitosratones BALB/c de la diseminacién metastasica de
que albergan en su citoplasma. los parasitos a las visceras y por lo tanto de una
Una forma de aumentar la respuesta inmunitaria infeccionletal sistémica. Esta mezcla de amastigotes
para obviar estos defectos en los macréfagos es + BCG tambiéninduce un 50% de disminucion en el
usando agentes inmuno-estimuladores no tamafodelaslesionescutaneas, 12 semanas después
especificos, como el bacilo de Calmette-Guerin de la infeccion, efecto mucho mas pronunciado en
(BCG). ratones de la cepa P/J que en BALB/c (18).

En tal sentido se ha visto que la infeccién de Estos mismos autores observaron que al inducir

ratones con BCG induce una hiperplasia del sistema Una respuesta inmunitaria sistémica contra BCG en
fagocitico (13) mediante la activacion de los l0s ratones, 10 dias antes de la inoculacion de la

macréfagos capaces de inhibir el crecimiento de las Mezcla de amastigotes + BCG en la almohadilla
bacterias intracelulares (14). plantar, los animales muestran proteccion total contra
la enfermedad cutadnea, desarrollando también
inmunidad contra la reinfeccion. Sin embargo, en
estos experimentos al igual que en los de Weintraub
y Weinbaum (16) siempre se encontraron parasitos
leishmanicos abundantes en los ganglios linfaticos
qgue drenan el area de la lesion cutanea (18).

Adicionalmente, los ratones tratados con BCG
muestran un aumento en la magnitud y en la duracion
de larespuesta de sensibilidad tardia inducida por la
inmunizacién con eritrocitos de carnero. Este
fendmeno se observa aun con dosis de eritrocitos
que inducen unarespuesta inmunitaria humoral, con
un titulo alto de anticuerpos y una respuesta de  La vacunacion con BCG induce también una
inmunidad celular baja a juzgar por la reaccion de reaccion de Mitsuda positiva en la mayoria de las

sensibilidad tardia la cual es casi nula (15). personas previamente negativas, por lo cual se
propuso en el pasado su uso para realizar programas

preventivos contralalepra, pues el bacilo de la lepra

. o . it no se ha podido cultivar en el laboratorio y

vivos) por via i.v., antes de la infeccion con 50 000 . . O
. . P . aparentemente tiene poca inmunogenicidad.

amastigotes deeishmania tropicase producia una )
reducciéon moderada en la severidad de laenfermedad ~ Hanks y Fernandez en 1956, usando el modelo
cutanea, en el grado de visceralizacién del parasito €xperimental de la lepra murina en ratas Wistar
y en la mortalidad de los ratones, en comparacién a Susceptibles a la infeccién lepromatosa por
los animales que no habian recibido BCG. Es de micobacterias, encontraron queMycobacterium
encontraron leishmanias en los ganglios linfaticos POr Via subcutanea e intracutanea, protegia

que drenan la lesion, tanto en los animales tratados Significativamente contra la infeccion pldrleprae
con BCG como en los controles (16). murium producida por la administracion intra-

cutanea del bacilo en una suspension testicular 63
dias después de lainmunizacién. La severidad de la
enfermedad fue seguida mediante el peso promedio
de los lepromas en el sitio de la inoculacion y por el
&orcentaje de sitios de inoculacién por raspado de la
piel que se habian transformado en lepromatosos.
Los valores dieron, en animales inmunizados con la
mezcla deM leprae murium + BCG y luego infec-
tados, 0,2gy 0,1%, respectivamente, mientras en los

En 1977 Weintraub y Weinbaum observaron que
al administrar BCG a ratones BALB/c (1X1BCG

Grimaldi y col. en 1980 encuentran resultados
diferentes a Weintraub y Weinbaum, pues al tratar a
los ratones susceptibles, 3 meses después de la
infeccién porL mexicana con 5x13 BCG i.p.
seqguido 10 dias después de 8 aplicaciones semanale
de 6 x 160 BCG intralesional con escarificacién en
patron de malla mediante aguja hipodérmica,
observaron un crecimiento acelerado de las lesiones
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controles estos valores alcanzaron 2,7gy 1,1% (19). de 6,4 x 16 promastigotes en 0,4 ml de solucién
Posteriormente Convit y col en 1974, aplican salina por dosis y se inactivaron por calor mediante
estaidea en seres humanos pensando que la apariciorfutoclave (23).
clinica de la lepra se debe a la ausencia de una Los autores precedentesreportan, en 94 pacientes
respuesta de células T antigeno-especifica contra con leishmaniasis cutanea, un 94% de curacién a las
Mycobacterium lepraeen los individuos infectados, 32 semanas en 52 pacientes tratados con la mezcla
la cual podriainducirse mediante un agente inmuno- de promastigotes + BCG, similar alo obtenido en 42
estimulador como el BCG. pacientes tratados con Glucantitn@3).

Estos autores, al inyectd leprae muertos en Mayrink y col. en Brasil en 1992, han usado el
las lesiones dérmicas de los pacientes leprosos, tratamiento con promastigotes muertos pero sin
encuentran granulomas de macrofagos indife- afiadirle BCG en 62 pacientes con leishmaniasis
renciados llenos de bacilos que persisten varios cutanea inyectandoles una vacuna polivalente
meses, mientras que al inyectar BCG o una mezcla desarrollada por ellos, constituida por promastigotes
de BCG +M leprae, observan granulomas in- deb5 cepasde leishmanias, preparados en dos formas:
munitarios donde las micobacterias fueron la mitad sonicados, la otra mitad de los parésitos
eliminadas a los 21 dias en el caso de inyectar indemnes, y luego toda la mezcla resuspendida en
solamente BCG, o a los 30 dias después de la solucion tamponada fosfato-mertiolate 1:10 000 a
inyeccion con la mezcla de ambas micobacterias una concentracion final de 240y/ml, sin ningln
(20). tipo de adyuvante (24).

Convity col. en 1986, usando la mezcla de ambas De los 62 pacientes tratados con la vacuna
micobacterias como tratamiento en varios cientos polivalente el 76% (47/62) fue considerado curado.
de pacientes con lepra lepromatosa, lepra El 24% (15/62) no respondié al tratamiento y
indeterminada y en contactos Mitsuda-negativos, recibieron Glucantim®
encuentran cambios inmunolégicos favorables, con En trabajos anteriores hemos encontrado que las
mejoria de los sintomas en una proporcion sustancial |gjshmanias pueden ser cultivadas en la forma
de los pacientes asi tratados (21). intracelular o amastigote usando un medio libre de

Sin embargo, Convity col. en 1992 publican un células, creado en nuestro laboratorio (25,26).
ensayo de campo, comparando el BCG solo con la Posteriormente demostramos que estos parasitos
mezcla de BCGMycobaterium leprae inyectados tratados con inhibidores de enzimas proteoliticas
por via intradérmica en la espalda del paciente con protegian al animal experimental contrala infeccion
un seguimiento clinico de 5 afios. En este ensayo leishménica (27,28). Finalmente, aislamos de estos
encontraron que la mezcla de ambas micobacterias amastigotes, 8 proteinas capaces de proteger contra
no ofrece una proteccion mejor al paciente con lepra laleishmaniasis cutanea, a seres humanos residentes
al compararla con el BCG solo. EI analisis en areas tanto endémicas como hiperendémicas de
retrospectivo de los datos sugiere que el BCG usado la enfermedad (29).
solo, confiere una proteccion substancial contra la  Enp este trabajo presentaremos los resultados sobre
lepra (eficiencia de la vacuna BCG: 56%, limites de | remision clinica de las lesiones en pacientes con
confianza del 95% de 27-74%), observando ademas |gjshmaniasis cutanea tratados con proteinas de
que varias dosis de BCG mejoran la respuesta inmune gmastigotes de varias especies de leishmanias a fin
y ofrecen una proteccion adicional (22). de compararlos con el efecto quimioterapico del

En 1987 Convit y col. usan como tratamiento Glucantimé&. También demostraremos que la mezcla
para la leishmaniasis cutanea la mezcla constituida de promastigotes + BCG no es un tratamiento eficaz
por promastigotes de cultivo muertos por calor para el control de la leishmaniasis cutanea en los
unidos al BCG vivo, administrados por via seres humanos, pues un porcentaje alto de los
subcutanea. Los promastigotes de la mezcla pacientes tratados no muestran remision clinica de
pertenecian a una cepa Heishmania mexicana las lesiones. En los pacientes con remision clinica,
aislada de un paciente con leishmaniasis cutanea un tiempo después de la cicatrizacién de las Ulceras
difusa, cultivada en medio liquido tres-antibiético leishmanicas aparecen recidivas de la enfermedad.
de la GIBCQO, suplementado con 20% de suero fetal Por otra parte, la inyeccion de promastigotes+BCG
bovino. Los parasitos se llevaron a una concentracion presenta efectos secundarios indeseables en el area
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de la inoculacion y numerosos pacientes muestran en una centrifuga Sorvall lavandose dos veces con

cicatrices queloideas en el area de la Glcera primaria. SST. Luego se resuspendieron en SST para ser
sonicados por 3 min a 4°C determinandose el
contenido proteico por el método de Lowry y col.
(32). Seguidamente se les afladio alimina (hidréxido

MATERIALES Y METODOS de aluminio, gel de baja viscosidad “Rehydragel”
Reheis Inc, New Jersey) a una concentracién de 1 ml
Parasitos /mg de proteina de cada una de las cepas de leishma-
Se usaron las siguientes especies de leishmanias:Ni8s ya nombradas, las cuales fueron afiadidas a
L. amazonensis(La: IFLA/BR/67/PH8);L vene- partes iguales a fin de obtener una concentracion
zuelensis(Lv : MHOM/VE/80/H16); L brasilien- final de 1000ug/ml de antigeno leishmanico.
sis (Lb : MHOM/VE/75/H27); yL chagasi(Lch: Lavacuna es administrada en dosis semanales de

MHOM/BR/74/PP75). Los distintos parasitos fueron 500ug la primera dosis y luego 8Q@ en las dosis
cultivados en Medio Sintético Enriquecido (MSE) subsiguientes por via intramuscular en la regién
suplementado con 5% (v/v) de suero fetal bovino deltoidea.

(SFB, Gibco) y cada cepa incubada a latemperatura  En cada una de las instancias de la preparacion
particular de transformacion a la forma amastigote de |la vacuna se tomaron muestras para el control de
como hemos publicado con anterioridad (25,26).  |a esterilidad a fin de descartar cualquier conta-
Cada cepa no es usada para la vacuna cuando haninaciéon. Las muestras se sembraron en MSE
sido cultivada durante mas de 30 repiques sucesivos, suplementado con 5% de SFB y luego se incubaron
ya que los parasitos pierden virulencia, asi como por 72 h a 37°C. También, una vez envasada en el
también la capacidad para transformarse en frasco ampolla multidosis, ya lista para uso se
amastigotes. Por lo tanto, una vez cumplidos los 30 tomaron alicuotas y se sembraron en placas de agar
pasajes en cultivo, las cepas de leishmanias son conteniendo 12,5% (p/v) de bacto peptona (Difco);
aisladas de nuevo de la almohadilla plantar de ratones 12,5% (p/v) de extracto de levadura (Becton
BALB/c donde son mantenidas in vivo mediante Dickinson); 37,5% (p/v) D(+) glucosa mono-
repiques sucesivos cada 3-4 semanas. EI| nuevo hidratada (Merck)y 37,5% (p/v) de BBL agar (Becton
aislamiento se realiza en MSE suplementado con Dickinson). Las muestras se incubaron a 37°C por
5% (v/v) de SFB como ya hemos publicado (25,26). 48 horas para descartar bacterias de crecimiento
rapidoy por 3 semanas a 26°C para descartar bacterias
de crecimiento lento y hongos. Toda vacuna conta-

Preparacion de la vacuna : :
B minada con hongos o bacterias era desechada.

Una vez que los parésitos en el cultivo llegaron
a la fase estacionaria de crecimiento en la forma ) .
amastigote (25,26) se centrifugaron a 800 xg por 20 Pacientes analizados
min a 4°C y se lavaron 2 veces con solucién salina  Los vecinos de la zona de “El Ingenio” se
tamponada (SST: 0,01 M P, 15 M NaCl, pH 7,4) dirigieron a nuestro laboratorio en el IVIC, pues
mediante centrifugaciones sucesivas. Poste- estaban interesados en recibir la vacuna contra la
riormente se suspendieron en Medio Minimo leishmaniasis que nosotros hemos desarrollado y
Esencial de Eagle (MEM, GIBCO) suplementado aplicado en otras zonas cercanas a Guatire, Edo.
con 150ug/ml de tosil-L-lisina-clorometil-cetona  Miranda, Venezuela (29).
(TLCK) a 30°C por 3 dias, lo cual asegura la muerte | a zona de “El Ingenio”, situada en los alrede-
de todos los parasitos como hemos publicado con dores de Guatire a 35 km por carretera hacia el este
anterioridad (27,28). A continuacion los parasitos de Caracas es una comunidad rural dispersa donde la
se centrifugarona 12100 x g por 10 min a 4°C en una |eishmaniasis es hiperendémica como ya lo hemos
centrifuga Sorvall y se lavaron dos veces con SST pyblicado con anterioridad (29). En esta comunidad
mediante centrifugaciones sucesivas. Seguidamente existe una prevalencia de 162%una incidencia de

se incubaron en MEM suplementado con 0,12% de casos de leishmaniasis de 5,7 - 132, Hésde 1972
NONIDET-P-40 (NP40 Sigma) por 30 min a 4°C, g 1994,

usando métodos ya publicados (30,31). Posterior-
mente se centrifugarona 12 100 x g por 10 min a 4°C

Para detectar los casos de leishmaniasis se
realizaron visitas casa por casa. Se estudiaron 168
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personas las cuales se agruparon en cuatro categoriagnfermedad fueron analizados mediante ELISA,
diferentes, segun el tratamiento recibido: 1- “Immunobloting” e intradermoreaccién con an-
Pacientes que recibieron una mezcla de pro- tigenos especificos de 4 especies de leishmanias,
mastigotes + BCG por via s.c. (n = 56) en la como hemos publicado con anterioridad (31).
Medicatura rural de Araira, Edo. Miranda, o en el También se les tomo biopsiay frotis por aposiciéon a
Instituto de Biomedicina, Hospital Vargas de fin de demostrarlos parasitos con el microscopio de
Caracas; 2- Pacientes tratados con Glucarftime luz. Paralelamente, se tomé biopsia por aspiraciéon
40) en el Instituto de Medicina Tropical Universidad para el cultivo de las leishmanias en medios de
Central de Venezuela, Caracas. 3- Pacientes tratadoscultivo desarrollados en nuestro laboratorio (25,26)
con nuestravacuna (n = 29) constituida por proteinas y para inoculacién en la almohadilla plantar de
de amastigotes de varias especies de leishmaniasratones BALB/c.

administrada por via i.m.; 4- Pacientes que curaron
espontaneamente de la enfermedad (n = 40).

El seguimiento de todos los casos se realiz6
mediante visitas domiciliarias cada 15 dias, elabo-
rando la historia clinica en cada paciente, régimen
que aun contintda vigente al momento de escribir
este trabajo (septiembre 1995).

Criterio de curacién

Se consider6 como remision clinica efectiva de
la infeccidon leishmanica la involucién total de
lesiones ulceradas previamente diagnosticadas
mediante la presencia de parasitos las cuales fueron
substituidas por tejido de cicatriz y que no se hayan
reactivado en un periodo menor de 6 meses después
Intradermoreaccion de la cicatrizacion.

La intradermoreaccién(IDR) se realizé
inyectando por via intradérmicadgy de antigeno
polivalente en 0,1 ml de SST. EI antigeno usado RESULTADOS
tiene la misma composicion del empleado en la
preparacion de la vacuna con las cuatro especies de
leishmanias ya mencionadas, envasado en frasco-
ampolla multidosis a la concentracion deml
de proteina en SST, al cual se le practican las mismas
pruebas de esterilidad ya descritas para el caso de la
vacuna.

El grupo de pacientes tratados con la mezcla de
promastigotes+BCG esta conformado por 56 perso-
nas de las cuales el 53% pertenece al sexo masculino
y el 47% al sexo femenino. En sumayoria (77%) son
menores de 25 afios de edad (Cuadro 1).

La cuantificacion de la reaccioén intradérmica se
realizo dibujando con un boligrafo el area rojiza
hasta el borde del nddulo que aparece a las 48 horas

después de lainoculacion del antigeno, en las perso- Cuadro 1

nas con reaccion positiva. Este dibujo sobre la piel Eyolucion de los pacientes tratados con promastigotes
es luego transferido a papel milimetrado, frotando + BCG distribuidos seglin sexo y grupos de edad

el reverso del papel con un algodén humedecido en

alcohol. Luego se cuentan los cuadritos del papel REMISION ~ NO REMISION

milimetrado dentro del area dibujada por el n6dulo

del paciente para cuantificar el area de la reacciony MASCULINOS “:_30 21 (70'0?’) 9 (30’0?’)
se estima el diametro (d=2r) de la misma usando la F_E(')\AZEZI\IS,ISNPS n=26 22 (84,6%) 4 (15,4%)
formula para el calculo del area del circulo: A3)(r 2_25; n=43 37 (86,1%) 6 (13,9%)

Toda reaccion con un diametro mayor de 5mm alas . ,g n=13 6 (46,2%) 7 (53,8%)
48 horas de la inoculacion del antigeno es p=p,00624
considerada positiva. Cada papel milimetrado es

guardado en la historia clinica del paciente. Total n=56 43 (76,8%) 13(23,2%)
. L . L El valor de p se calculé por medio de la prueba exacta de
Diagndstico de leishmaniasis Fisher, comparando las cuatro variables en los pacientes
Todos los pacientes con sospecha clinica de la cony sin remision clinica en los distintos sexos y grupos
de edad.
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De todo el grupo, el 76,8% mostré remision con proteinas de amastigotes en Junio de 1995,
clinica de las lesiones mientras que en el 23,2%, las remitiendo en dos meses. Asi mismo observamos
Ulceras leishmanicas persistieron (Cuadro 1) a pesar dos Ulceras leishmanicas tratadas con 12 ino-
de haber recibido en promedio 6:63,5 inocu- culaciones de promastigotes+BCG que persistieron

laciones de promastigotes+BCG, numero que durante 1 afio después de lo cual fueron tratadas con
aumenta a 9,2 4,5 inoculaciones en los no curados 40 dosis de GlucantimgFigura 2).

en comparacion a las 5¢72,7 inoculaciones en los

pacientes con remision clinica de la enfermedad
(Cuadro 2). En la Figura 1 observamos una Ulcera
persistente de 2 afios de evolucion a pesar de 8
inoculaciones de promastigotes+BCG. Fue tratado

Figura 1. Paciente masculino de 18 afios de edad con una

Glcera leishméanica en el dedo mefiique de la mano i ) . .
izquierda, activa desde junio de 1993 a pesar de haber Flgura 2.. Paciente me'ls.culln'o de 19 afios con dos ulceras
recibido 8 inoculaciones sucesivas de promastigotes+BCG |eishmanicas de aparicion simultanea en 1992, tratadas
por 2 afios en la region deltoidea sin obtener remisién de €on 12inoculaciones de promastigotes+BCG, persistiendo
la lesion hasta junio de 1995 cuando fue tratado con !as lesiones por un lapso de 1 afio, después de lo cual
proteinas de amastigotes de varias especies de leishma-recibité 40 dosis de Glucantieremitiendo las lesiones.
nias, curando en 2 meses.

Cuadro 2

Comparacién del nimero de inoculaciones, tiempo de remisidn clinica y dosis de Glucantime después de la
administracién de promastigotes + BCG distribuidos segln sexo y edad

Dosis Glucantime

Ndamero Tiempo pacientes sin
Inoculaciones de remisién remision
Total Remisién No remision Pro+ BCG post pro+ BCG

MASCULINOS n=30 7,1+ 4,0 6,0+ 2,8 9,7+ 5,1 9,6+ 7,6 55,0+ 49,4

FEMENINOS n=26 5% 2,7 55+ 2,6 8,0+ 2,8 7,1+ 5,2 43,5+ 28,1
p=0,1878 p=0,5471 p=0,55021 p=0,2108 p=0,6785

<25 n=43 6,4+ 3,4 5,8+ 2,8 9,6+ 4,8 10,1+ 9,4 36,2+ 32,5

>25 n=13 7,5+ 4,1 4,5+ 2,3 6,5+ 2,3 7,4+ 5,7 65,0+ 35,3
p=0,3371% p=0,2880 p=0,141% p=0,1574 p=0,1556

Total n=56 6,6+ 3,5 5,7+ 2,7 9,3+ 4,5 8,6+ 6,7 45,8+ 33,2

Ip calculado por prueba t de Student no pareada en los distintos sexos y grupos de edad
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No encontramos diferencias significativas entre
masculinos y femeninos (p=0,22) en cuanto al

LEISHMANIASIS CUTANEA

De los 17 pacientes con recidivas 4 curaron sin
tratamiento mientras que de los 13 restantes, 8

namero de personas donde las lesiones no remitieron necesitaron tratamiento con Glucantfim@3 = 11
pero si en cuanto al mayor nimero de ausencia de dosis) y 5 fueron tratados con proteinas de amas-

remisién en los mayores de 25 afios (p=0,006),
(Cuadro 1). Tampoco encontramos diferencias signi-
ficativas en cuanto al nimero de inoculaciones de
promastigotes+BCG entre masculinos y femeninos

tigotes (4 dosis) remitiendo totalmente las lesiones
leishmanicas. En el grupo que curé sin tratamiento
se han presentado de nuevo segundas recidivas en
tres pacientes que han ameritado tratamiento con

o entre los grupos de edad en las personas con o sinGlucantime.

remisién de las lesiones leishmanicas después del
tratamiento (Cuadro 2).

El tiempo de remision clinica de las lesiones en
todo el grupo fue de 8:66,7 meses no encontrandose
diferencias significativas entre masculinos y feme-
ninos (p=0,21) o entre los grupos de edad (p=0,15)
(Cuadro 2).

Los pacientes no curados que ameritaron trata-
miento con Glucantinfedespués de la administra-
cion de promastigotes+BCG, necesitaron 4%,8
33,2 dosis del antimonial pentavalente para conseguir
la remisién clinica de las lesiones siendo mayor el
numero de dosis en los pacientes masculinos:(55
49) y en los > de 25 afios de edad £35) aunque
sin diferencias estadisticamente significativas
(Cuadro 2).

En el 39,5% de los pacientes (17/43) tratados con
promastigotes+BCG se encontraron recidivas de la
enfermedad a los 48,4 30,5 meses de haber
cicatrizado la lesiéon primaria (4 afios después). No
encontramos diferencias significativas en el nimero
de recidivas ni en el tiempo de su aparicidon entre
masculinos y femeninos o entre los grupos de edad
(Cuadro 3).

Enla Figura 3 observamos la reactivacién de una
cicatriz leishmanica después de 18 inoculaciones de
promastigotes+BCG. EIl paciente necesit6 trata-
miento con 80 ampollas de Glucantime para su
completa remision. También observamos en un
paciente, la reactivacion de la lesiéon (Figura 4a) 6
meses después de haber recibido 8 inoculaciones de
promastigotes+BCG, comenzando el proceso por el
borde de la cicatriz (Figura 4b) y remitiendo clini-
camente después de 40 dosis de Glucaritime

Un nifio de 3 afios tratado en diciembre de 1992
con 4 inoculaciones de promastigotes+BCG (Figura
5a), hizo una reactivacion de la lesion primaria
(flechas) 4 meses después del tratamiento (Figura
5b)y ademas presenté recidiva de la enfermedad en
la forma de una Ulcera secundaria (asterisco) en
mayo de 1993 (Figura 5c).

También hemos observado recidivas (asterisco)
6 meses después de laremision de la lesion primaria
(flecha) con 6 inoculaciones de promastigotes+BCG
(Figura 6); 6 afios después de 8 inoculaciones de
promastigotes+BCG (Figura 7); 1 afio después (as-
terisco) de 8 inoculaciones de promastigotes +BCG

Cuadro 3

Recidivas de la enfermedad en pacientes tratados con promastigotes + BCG
distribuidos segun sexo y grupos de edad

Aparicion

SIN CON recidiva

recidiva recidiva (meses)

MASCULINOS n=30 22 (73,3%) 8 (26,7%) 46:334,8
FEMENINOS n=26 17 (65,4%) 9 (34,6%) p=0,57024 47,2+ 27,6 p=0,953%

<25 n=43 31 (72,0%) 12 (28,0%) 48+531,8
>25 n=13 8 (61,5%) 5 (38,5%) p=0.50439 48,0+ 31,7 p=0,9768

Total n=56 39 (69,7%) 17 (30,4%) 48+430,5

LEl valor de p se calculé por medio de la prueba exacta de Fisher, comparando las 4 variables en pacientes sin recidiva

y con recidiva segln sexo y grupos de edad.

2 El valor de p se calcul6 con prueba t de Student no pareada comparando los tiempos en los sexos y grupos de edad.

334

Vol. 103, N° 4, diciembre 1995



O'DALY CARBONELL JA ET AL

Figura 3. Reactivaciéon de una cicatriz leishmanica
(flecha) tratada con 18 inoculaciones de promasti-
gotes+BCG que comenzo6 al final del tratamiento y que
luego requirié la administracion de 80 dosis de
Glucantime hasta la remision de la lesion.

(Figura 8); y 4 meses después (asterisco) de 16
inoculaciones de promastigotes+BCG (Figura 9A,
1B, 1IC).

Elgrupo de 40 pacientes tratados con Glucantime,
conformado por igual numero de hombres (53%) y
mujeres (46%), mostré un 100% de remisidn clinica
de las lesiones con un promedio de:2X0 dosis del
antimonial pentavalente en un tiempo de 2,5,4
meses. Tanto el nGmero de dosis como el tiempo de
curacion fue similar en hombres y mujeres y en
menores 0 mayores de 25 afios. Notese que la dosis
en el caso de los pacientes tratados con promastigotes
+BCG es casi el doble de la necesaria para laremision
clinica de las lesiones en pacientes tratados con
Glucantimé (29+ 20) que no han recibido la mezcla
de promastigotes+BCG con anterioridad (Cuadro
4).

El 12,5% de los pacientes tratados con Glucan-
time, presento recidiva de la enfermedad a los 32,6
+ 38,2 meses de laremision clinica de las lesiones (3
afios). De estos pacientes 2 curaron sin tratamiento
y 3 necesitaron 285,7 dosis de Glucantime para su
nueva curacion (Cuadro 4).

Los 29 pacientes leishmanicos tratados con las
proteinas de amastigotes de varias especies de leish-
manias presentaron remision total de las lesiones en
el 100% de los casos, con un promedio de+8615
dosis en 2,3+ 1,9 meses. EI numero de dosis
(p=0,02) y el tiempo (p=0,01) de remision de las
lesiones fue menor en mujeres que en hombres. En
24 meses de observaciéon no hemos encontrado
recidivas de la enfermedad (Cuadro 5).

Figura 4. Paciente de 40 afios de edad quien tuvo leishmaniasis en 1991, recibiendo 8 inoculaciones de
promastigotes + BCG, después de lo cual tuvo remision de la lesién en 6 meses. Posteriormente la lesion se
reactivo (flecha 4a) en noviembre de 1992, proceso que comienza por el borde de la Ulcera (flecha, 4b) y que

ameritd tratamiento con 40 dosis de Glucanfime

Gac Méd Caracas
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Figura 5. Nifio de 3 afilos que tuvo leishmaniasis en el
hombro izquierdo en diciembre de 1992 (flecha, Figura
5a) habiendo sido tratado con 4 inoculaciones de
promastigotes+BCG. La lesién primaria se reactivo 4
meses después del tratamiento (flecha, Figura 5b) y ademas s
presentd recidiva de la enfermedad en mayo de 1993
(asterisco, 5ay 5¢).

Figura 6. Paciente de 17 afios con Ulcera leishmanica Figura 7. Paciente femenino de 8 afios de edad que tuvo
(flecha) en 1989, cuando recibi6 6 inoculaciones de (lceraleishmanica en 1989 la cual remitié (flecha) con 10
promastigotes+BCG después de lo cual la lesién remitio inoculaciones de promastigotes+BCG en un lapso de 24
clinicamente en un lapso de 6 meses. Posteriormente en meses. Posteriormente en abril de 1995 aparece Ulcera
agosto de 1993 presenta una recidiva de la enfermedad recidiva (asterisco) en la misma pierna derecha.
(asterisco) en la mufieca del mismo brazo que remitié con

30 dosis de Glucantinie
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Figura 8. Paciente femenino de 22 afios que presentd
Ulcera leishméanica en la pierna izquierda en septiembre
de 1992, recibiendo 8 inoculaciones de promas-
tigotes+BCG, remitiendo la lesién en un lapso de 10
meses dejando una cicatriz prominente (flecha).
Posteriormente, en septiembre de 1993 aparece recidiva
enla base del 4° dedo del pie izquierdo (asterisco), la cual
remitié espontaneamente.

Gac Méd Caracas

Como puede observarse, una lesion extensa en el
pabellén auricular derecho (Figura 10a) remitié
totalmente después de 25 dosis de proteinas de
amastigotes a los 8 meses de tratamiento (Figura
10b); una dulcera leishmanica en pierna derecha
(Figura 11a) después de 13 dosis en un lapso de 3
meses (Figura 11b); una Ulceraleishmanica en pierna
derecha (Figura 12a) después de 22 dosis en un
lapso de 5 meses (Figura 12b); una tlcera leishmanica
en dorso del muslo izquierdo (Figura 13a) después
de 8 dosis en un lapso de 2 meses (Figura 13b); una
Ulceraleishmanica en dorso de pierna derecha (Figura
14a) después de 9 dosis en un lapso de 2,2 meses
(14b); dos ulceras en tobillos (Figura 15a) después
de 4 dosis en 1 mes (Figura 15b); una Ulcera en dedo
pulgar de mano derecha (Figura 16a) después de 14
dosis en 3,5 meses (Figura 16b) y una Ulcera en
antebrazo izquierdo (17a) después de 5 dosis en 1,2
meses (Figura 17b).

Lainfeccion por el parasito leishménico conduce
a veces a la curacion espontanea de la enfermedad.
Estacifraalcanza a 14,2% en personas no vacunadas
IDR negativas en la zona del Ingenio (29)

Figura 9. Paciente masculino de 58 afios de edad que
presentd Ulcera leishméanica (9a) en marzo de 1992
recibiendo 16 inoculaciones (9b) de promastigotes+BCG
remitiendo clinicamente (flecha) al afio y medio después
del tratamiento (9a). Posteriormente presenta recidiva de
la enfermedad (asterisco, 9a y 9c¢) a los 4 meses de
finalizado el tratamiento ameritando la aplicacion de 40
ampollas de Glucantinfehasta su remision clinica,
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Figura 10. Paciente masculino de 40 afios con lesién leishmanica en pabell6n auricular derecho antes (10a) y después (10b)
de 25 dosis de proteinas de amastigotes de varias especies de leishmanias, en un lapso de 8 meses hasta la remision clinica
de la lesion.

Figura 11. Paciente femenino de 25 afios de edad con Ulcera leishmanica en pierna derecha en marzo de 1994 antes (11a)
y después (11b) de 13 dosis de proteinas de amastigotes de varias especies de leishmanias en un lapso de 3 meses.
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Cuadro 4
Evolucién de los pacientes tratados con Glucantime
Tiempo
Promedio Promedio aparicion
Remision de dosis de remisién Sin Con de recidiva
clinica aplicadas (meses) recidiva recidiva (meses)
FEMENINOS n=21 21 (100%) 26 15 2,59+ 1,54 18 (85,8%) 3 (14,2%) 21,6616,25
MASCULINOS n=19 19 (100%) 32 25 2,50+ 1,34 17 (89,5%) 2 (10,5%) 49,6666,4
p=0,3578 p=0,4273 p=1,¢ p=0,0689
<25 n=20 20 (100%) 28 19 2,97+ 1,46 18 (90,0%) 2 (10,0%) 49,6666,46
>25 n=20 20 (100%) 3@ 22 2,03+ 1,23 17 (85,0%) 3 (15,0%) 21,6616,25
p=0,7600 p=0,339% p=1,¢ p=0,075%
Total n=40 40 (100%) 23 20 2,565+ 1,42 35 5 (12,5%) 32,6 38,22

1 El valor de p se calculé con prueba t de Student no pareada en los distintos sexos y grupos de edad.
2El valor de p se calculé por medio de la prueba exacta de Fisher, comparando las 4 variables en pacientes sin recidiva

y con recidiva segln sexo y grupos de edad.

Cuadro 5
Evolucién de los pacientes tratados con proteinas de amastigotes
Promedio Tiempo Aparicion
Remision de dosis de remisioén de recidiva

clinica aplicadas (meses) (meses)
FEMENINOS n=13 13 (100%) 54,1 1,47+ 0,57 0
MASCULINOS n=16 16 (100%) 11,&7,7 p=0,0283 3,25+ 2,46 p=0,0169 0
<25 n=14 14 (100%) 8,2 8,0 1,92+ 1,64 0
>25 n=15 15 (100%) 8,%#6,1 p=0,8426 2,58+ 2,12 p=0,3592 0
Total n=29 29 (100%) 8,£6,5 2,31+ 1,91 0

1p calculado por prueba t de Student en los distintos sexos y grupos de edad.
’Dos afios de seguimiento después de remision clinica.

Cuadro 6

Evolucién de los pacientes con remisién clinica Los 46 pacientes que presentaron remision espon-
espontanea tAnea de las lesiones en su mayoria pertenecieron al

Tiempo sexo masculino (58,69%) y a los menores de 25 afios

Remision  de remision de edad (58,69%), con un tiempo de remisiéon de 3,2

clinica (meses) + 2,5 meses sin diferencias significativas en los

distintos grupos estudiados (Cuadro 6). Enla Figura
FEMENINOS 19 (100%) 3,65 3,22 18a puede observarse la Glcera leishméanica en un
MASCULINOS 27 (100%) 2,8% 1,85 p=0,4273 paciente que habia tenido leishmaniasis hace 7 afios,
<25 27 (100%) 3,22 2,01 la cual remitié espontaneamente en 1 mes (Figura
>25 19 (100%) 3,82 3,25 p=0,3391 18b). En la figura 19a observamos una ulcera en un
Total 46 (100%) 3,23 2,56 paciente con IDR negativa previa que en 5 meses

! calculado por prueba t de Student en los distintos sexos remitio completamente sin tratamiento (Figura 19b).

y grupos de edad.
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Cuadro 7

Comparacién de los tiempos de remisién clinica de las lesiones
en pacientes sometidos a diversos tratamientos

Remision
espontanea Promastigotes Proteinas de
VS. + BCG amastigotes Glucantime
Tiempo promedio (meses) 3,23 8,6 2,31 2,55
NUmero de personas 46 56 29 40
Desviacion estandar 2,56 6,73 1,91 1,42
Error estandar 0,48 0,95 0,46 0,25
Minimo 1 1 1 1
Maximo 11 36 8 6
Prueba t no pareada
Diferencia promedio 5,278 -0,92 -0,3199
Intervalo de confianza de 95% [3,28 a 7,45] [-2,02 a 0,18] [-0,58 a 1,22]
p para dos colas <0,0001 0,1005 0,4847

Cuadro 8

Diametro de las cicatrices en pacientes tratados con promastigotes+BCG Glucantime,
proteinas de amastigotes y los que curaron espontdneamente

Remision Promastigotes Proteinas de Glucantime
espontanea y BCG amastigotes
FEMENINOS n=19 2,1& 2,04 n=30 2,44 1,56 n=13 1,65 1,12 n=24 3,93 2,08
MASCULINOS n=27 2,55 2,97 n=26 2,58 1,41 n=16 2,08 0,8 n=16 2,69 0,75
<25 n=27 2,22 3,0 n=48 2,59 1,54 n=14 1,6% 0,98 n=16 3,14 1,31
>25 n=19 2,65 1,96 n=8 2,03 1,05 n=15 2,1% 0,88 n=24 3,64 2,05
Total n=46 2,4+ 2,58 n=56 2,48 1,46 n=29 1,% 0,96 n=40 3,44 1,77
Cuadro 9

Comparacioén de los tamafios de las Ulceras leishmanicas de los pacientes con remisién espontanea con los pacientes al
final del tratamiento con promastigotes+ BCG, proteinas de amastigotes o Glucantime

Remision
espontanea Promastigotes Proteinas de Glucantime
VS. y BCG amastigotes
Didmetro promedio (cm) 2,4 2,48 1,9 3,44
NUumero de personas 46 56 29 40
Desviacion estandar 2,58 1,46 0,96 1,46
Error estandar 0,55 0,17 0,16 0,41
Minimo 0,4 0,3 0,4 1
Maximo 12 8 4 8
Prueba t no pareada
Diferencia promedio 0,079 0,321 1,040
Intervalo de confianza de 95% -0.73 a 0,885 -1,49 a 0,49 1,22 a 1,95
p para dos colas 0,844 0,321 0,027
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Figura 12. Paciente masculino de 14 afios de edad con Ulcera leishmanica en pierna derecha en noviembre
de 1994 antes (12a) y después (12b) de 22 dosis de proteinas de amastigotes de varias especies de
leishmanias en un lapso de 5 meses hasta la remision clinica de las lesiones.

Figura 13. Paciente femenino de 15 afios de edad con Ulcera leishméanica en dorso del muslo izquierdo antes
(13a) y después (13b) de 8 dosis de proteinas de amastigotes de varias especies de leishmanias en un lapso
de 2 meses.

Figura 14. Paciente femenino de 35 afios de edad con Ulcera leishmanica en dorso de pierna derecha en
febrero de 1995 antes (14a) y después (14b) de 9 dosis de proteinas de amastigotes de varias especies de
leishmanias en un lapso de 9 semanas.
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Figura 15. Paciente masculino de 9 afios de edad, con 2 Ulceras leishménicas en ambos tobillos antes
(flecha, 15a) y después (asteriscos, 15b) de 4 dosis de proteinas de amastigotes de varias especies de
leishmanias, en un lapso de 1 mes.

b

Figura 16. Paciente masculino de 30 afios con Ulcera leishmanica en base del dedo pulgar de la mano derecha
en julio de 1994 antes (16a) y después (16b) de 14 dosis de proteinas de amastigotes de varias especies de
leishmanias en un lapso de 3,5 meses.

o] |
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Figura 17. Paciente masculino de 10 afios de edad con Ulcera leishméanica en antebrazo izquierdo en junio
de 1994 antes (17a) y después (17b) de 5 dosis de proteinas de amastigotes de varias especies de
leishmanias en un lapso de 5 semanas.
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Cuadro 10

Diametro de la intradermoreaccién con antigenos de amastigotes después de los diversos tratamientos

Remisién
espontanea Promastigotes Proteinas de Glucantime
VS. y BCG amastigotes
Diametro promedio (mm) 11,9 15,0 11,8 11,7
NUmero de personas 46 56 29 40
Desviacion estandar 3,5 3,8 4,9 5,4
Error estandar 1,17 1,3 1,7 1,9
Minimo 6,3 7,2 6,5 4.7
Maximo 17,4 20,6 20,9 21,9
Prueba t no pareada
Diferencia promedio 3,100 -0,090 -0,190
Intervalo de confianza del 95% [1,65 a 4,54] [-2,03 a 1,83] [-2,03 a 1,72]
p para dos colas <0,0001 0,918 0,837

Figura 18. Paciente femenino de 53 afios de edad con 21,04 mm de IDR en 1993 que presenté Ulcera
leishmanica en hombro izquierdo en 1987 con remision clinica espontanea de la lesion en un lapso de 2-3
meses. Posteriormente presento lesion ulcerativa con abundantes parasitos en piernaizquierda en agosto de

1994 (18a) que remitid espontaneamente en 1 mes (18b).

Figura 19. Paciente femenino de 20 afios de edad con IDR negativa que presento Ulcera leishmanica en
antebrazo izquierdo en octubre de 1993 (19a), lesidon que remitié en forma espontanea en 5 meses de

evolucion (19b).
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Cuadro 11 Al comparar los tiempos de remisién clinica
espontanea (3,2 meses) con los tiempos de remisién
Diametro de las inoculaciones subcutaneas en pacientesge |gs pacientes que recibieron la mezcla de promas-
tratados con promastigotes + BCG tigotes +BCG (8,6 meses), encontramos una diferen-

Numero de inoculaciones 141 cia significativa entre ambos grupos (p<0,0001), no
Diametro promedio (mm) 5,9 asi al compararlos con los tiempos de remision en
Desviacion estandar (mm) 2,64 los pacientes que recibieron proteinas de amastigotes
Minimo (mm) 1

(2,3 meses, p =0,20) o Glucantime (2,5 meses, p =

Maximo (mm) 14 0,19) (Cuadro 7).

Error estandar (mm) 0,2

Figura 20. Paciente masculino de 17 afios que presento Figura 21. Paciente de la Figura 6 con cicatriz queloidea
Ulcera leishménica en la espalda en 1992, recibiendo 6 resjdual.

inoculaciones de promastigotes+BCG remitiendo
clinicamente la lesién en un lapso de 8 meses quedando
con una cicatriz hipertrofica de apariencia queloidea.

Cuadro 12

Comparacion del numero de casos de recidivas con los distintos tratamientos

Remisién
espontanea Promastigotes Proteinas de Glucantime
VS. y BCG amastigotes

NUmero de recidivas 4 17 0 5
NUmero de personas 46 56 29 40
Prueba exacta de Fisher
p para las dos colas 0,012 - 0,72
Riesgo relativo 0,219 - 0,667
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Figura 22. Paciente masculino de 21 afios con leishma- Figura 24. Paciente de la Figura 3 mostrando los n6dulos
niasis en septiembre de 1989, cuando recibié 6 inocu- cicatriciales dejados por las 18 inoculaciones de
laciones de promastigotes+BCG, con remisién clinica en promastigotes+BCG, similares en ambos brazos. En la
un lapso de 8 meses dejando como secuela una cicatriz foto se muestran las inoculaciones del brazo izquierdo
hipertréfica en el area de la lesién. solamente.

Figura 23. Paciente de la Figura 2 mostrando las 12
inoculaciones de promastigotes+BCG en ambas regiones
deltoideas.

Figura 25. Paciente de la Figura 8 con los nodulos
cicatriciales dejados por las inoculaciones de
promastigotes+BCG

Gac Méd Caracas 345



EFECTOS TERAPEUTICOS EN LEISHMANIASIS CUTANEA

Los diametros de las cicatrices después del lesiones leishmanicas en una cuarta parte de los
tratamiento fueron menores en los pacientes que pacientes tratados residentes de “La Planta”, un area
recibieron proteinas de amastigotes y en los de hiperendémica de leishmaniasis situada en Guatire,
remisién espontanea de la enfermedad. En cambio, Edo. Miranda, Venezuela.
los tratados con promastigotes+BCG o Glucantime La persistencia de las lesiones ulcerosas en la
presentaron diametros mayores, no observando dife- piel de los pacientes infectados se observo a pesar
rencias en cuanto a sexo o grupos de edad (Cuadroge haber recibido el doble de inyecciones de la

8). Tampoco encontramos diferencias significativas mezcla de promastigotes + BCG en comparacion

grupos nombrados (Cuadro 9). de la enfermedad.

Varios pacientes que recibieron el tratamiento de Estos resultados contrastan con lo publicado por
promastigotes+BCG presentaron cicatrices que- convyit y col. (23) quienes reportan un 94% de
loides en el sitio de la lesion (Figuras 20, 21y 22). cyracién alas 32 semanas en 52 pacientes inyectados

La intradermoreaccion con antigenos de amasti- con 3 dosis de la mezcla de promastigotes+BCG (2
gotes de las cuatro especies de leishmanias emplea-inyecciones de 0,25 ml cada una, en cada brazo, por
das en la vacuna, dio valores mas altos en los dosis, es decir 6 inoculaciones).

pacientes tratados con promastigotes+BCG que en  para explicar la alta tasa (23,2%) de ausencia de
los que recibieron proteinas de amastigotes, remision clinica de las lesiones observada después
Al comparar los diametros de los que remitieron pjanta”, debemos analizar varios factores. Empeza-
espontaneamente con Ios_que reC|b|eron_ proteinas remos por el papel que desempefia la ruta de inocu-
de amastigotes o Glucantime no hubo diferencias |acion subcutanea empleada por Convit y col. (23).
significativas, sdlo al comparar estos valores con
S . En 1974, Lemma y Cole demostraron que los
las personas que recibieron promastigotes+BCG . . . . . A
; . R promastigotes irradiados deeishmania enrrietti
encontramos diferencias significativas (p=0,0001) . . .
al inyectarlos como antigeno por via s.c. eran
(Cuadro 10). ST
. ) . ) totalmente ineficientes para proteger a cobayos
El diametro promedio de las inoculaciones de c¢ontra la infeccién leishmanica (33).
promastigotes+BCG que dejaron cicatrices en el
89% de los pacientes fue de 5,9 mm con un rango de
1-14 mm como se observa en el Cuadro 11y en las irradiados con 150 krad o muertos por calor

Figuras 23, 24, y 25). . S
inyectados por via i.v. protegen a los ratones sus-
Al comparar el nimero de recidivas en pacientes ceptibles BALB\c contra una infeccién mortal por
con curacion espontanea vs. aquellos pacientes | gishmania major, sin embargo al suministrar 2 x
sometidos a distintos tratamientos encontramos un 1 promastigotes a través de 4 inyecciones s.c. y
mayor nimero de casos en los pacientes que |uego unai.v. los animales no se protegen contra la
recibieron la mezcla de promastigotes + BCG (p= infeccion con 2 x 10parasitos. Los ratones con la
0,012). Al realizar la misma comparacion con 10s jpyeccion intravenosa sola si estan protegidos contra

pacientes tratados con Glucantime, el numero de |5 enfermedad, los que recibieron la inyeccion s.c.
recidivas es similar alos que remitieron espontanea- g (34).
;neer};e'e:'fﬁﬁﬂ;%raec,o lgim;;cfgﬁtzgtr?rg?afgsld'(\:/g‘r?_ Los.parésitos irra,diados administrados mediante
proteinas de amastigotes de varias especies de Ieish_myeccmnes subcutangas son capaces de bloguear el
manias (Cuadro 12). e]‘egto protector_de_l mismo antigeno inyectado por
viai.v. El efecto inhibidor puede observarse con una
sola inyeccioén, aunque con una menor potencia que
al usar 4 inyecciones s.c. y éstas son efectivas hasta
DISCUSION contra 4 inmunizaciones i.v. semanales. El bloqueo
de larespuesta protectora producido por lainyeccion
s.c. persiste por 100 dias y se puede observar un
efecto bloqueador débil por una inyeccion s.c.
después de la inyeccion i.v. (34).

En otra serie de experimentos, Liew y col. en
1985 prueban sin lugar a dudas que los promastigotes

En este trabajo hemos presentado evidencias de
gue el efecto terapéutico de la mezcla de promas-
tigotes+BCG no induce la remision clinica de las

346 Vol. 103, N° 4, diciembre 1995



O’'DALY CARBONELL JA ET AL

El bloqueo de la proteccién inducida por la a altas dosis por via parenteral engendran células T
inyeccion i.v. no depende de la viabilidad de los que suprimen la RST cutanea (36).

promastigotes ya que se obtiene inyectando por via | os ratones con 4 inyecciones s.c. de promasti-
s.c. parasitos muertos por calor, por formol o por gotesirradiados desarrollan RST especifica, iguales
sonicacion. El efecto se observa tanto en ratones alos ratones convalescientes de una infeccic’)m_por
SUSCGptibleS como en ratones resistentes a la major, sin embargo los ratones inyectados por via
enfermedad y es independiente del complejo mayor s.c. presentan una infeccién leishmanica mayor.
de hlStocompatlbllldad H-2. La base de este efecto Esto quizé_s sea debido a que las |infoquinas que
puede deberse a la sensibilizacion de diferentes jnducenla RST son distintas a las linfoquinas respon-
células presentadoras de antigeno localizadas en laggples de una respuesta de inmunidad celular
via i.v. o la via s.c., las cuales estimularan en un protectora contra la enfermedad (CMI) .

caso (viai.v.) células T ayudadoras o en el otro (via Estas ideas son corroboradas por McGurn y col.
s.c.) células T supresoras de larespuesta inmunitariaen 1990 usando una forma avirulentaldmajor |,

respectivamente (34). producida por mutagenos quimicos capaces de
Estos mismos autores publican en un trabajo inmunizar ratones BALB/c y C57BL/6 contra una

posterior que la induccion del efecto blogqueador de cepa de. major virulenta. Lainmunizacién sélo se

la inyeccion s.c. es leishmania-especifico, pues la consigui6 al inyectar el parasito avirulento por via

inhibicién de la proteccion puede obtenerse con jy. oi.p. pues al usar la vias.c. se observé mas bien

promastigotes dé.eishmania donovani pero no una exacerbacién de la infeccién gomajor. La

con epimastigotes dérypanosoma cruzi. proteccién obtenida por las viai.v. oi.p. pudo trans-
Liew y col. también reportan que las inyecciones ferirse con células T CD4+ , pero no con CD8+ (37).

S.C. ml]ltlples no inhiben la respuesta de anticuerpos Por lo tanto, no se deben inyectar los paré_sitos
inducida por la inyecccion i.v. y mas bien inducen porvia subcutanea pues esto ha conducido en varios
sensibilizacién linfocitaria primaria (“priming”) para  trabajos realizados con animales experimentales no
la produccion de anticuerpos, por lo que larespuesta sglo a un incremento significativo de la enfermedad,
humoral no parece ser importante en este caso. Lassino a un b|oqueo del efecto protector de la
inyecciones s.c. de parasitos irradiados indujeron inmunizacioén por via intravenosa. Por lo tanto, el

unarespuesta de sensibilidad tardia (RST) que pudo yso de tal procedimiento esta contraindicado en
transferirse tanto local como sistémicamente, aunque seres humanos.

mas débil que en los animales curados de la enfer-
medad experimental, asi como también desenca- del
denaronrespuestas linfocitarias especificas medidas
mediante ensayos de transformacion linfocitaria,
menores que en los animales curados (35).

Un segundo punto que explicaria la ineficacia
tratamiento de promastigotes+BCG es el uso de
parasitos muertos por calor, pues se ha demostrado
gue tal tratamiento los transforma en antigenos
incapaces de inducir proteccién en el vertebrado
A pesar de esta RST/ayudadora, al transferir infectado posteriormente con parasitos leishmanicos.
5x107<_:elulas_T esplénicas de anlm_ales m_mun!zados Rivier y col. en 1993 comparan la cepa IR76 de
con 4 inyecciones s.c. de promastigotes irradiados a L major de alta virulencia, denominada asi pues
_receptp/res_ normales la respuesta proteciora de Iaproduce lesiones que no curan en las cepas de ratones
inyeccion i.v. es tof[almente/bloqueada, efecto que CBA, con la cepa dd major LV39 de menor
no se obser\_/a al qwtar !as células T,(suprespr_as) del virulencia, que reproduce en los mismos ratones las
Ziz?jedefleir:)ltr?;é Irl]_r;tinzl?aLdSO‘lﬁl:-a;eclzls)lr?t:g?:glsdt(;rr? l]lcera_s de piel observada}s en el hombre ipfectado
' , con leishmanias. Estas ulceras en el raton curan
completamente el efecto protector de las células T espontaneamente en 2-4 meses después de la

de un anllmgl inyectado _porlv_la I(.j\_/.dcuand05281bads infeccidn, igual alo que se observa en algunos casos
son mezciadas en un animal irradiado con rad. ge leishmaniasis humana. La cepa IR76 ha sido

Fstas 2eltf[|as T prodlumda,sl r;or lfli_ inyeccion S.Coll SON también empleada en ensayos de leishmanizacién
an potentes como las células T supresoras de Un_ <. cc humanos (38).

animal con enfermedad progresiva crénica (35). ) . ,
L S1ul bles de la RST ind Los promastigotes de IR76 irradiados con 150
as celulas responsables de 1a S€ aucen a4 inyectados por via s.c. 0 i.v. en contradiccién

norm’almente mmumzando con c,ualqmer antigeno ., trabajos anteriores, confieren un alto grado de
por vias.c., mientras que los antigenos presentados
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proteccién a ratones CBA al infectarlos con cepas
de L major homologas (IR76) o heterélogas

Es un hecho comin aceptar como dogma que la
vacuna BCG protege contrala infeccidn tuberculosa,

(LV39)(37). Ladiferencia con los trabajos de Liew que es un antigeno inocuo, normalizado, sin riesgo
(34) quizas radique en que estos autores usaron unapara el paciente y que puede ser usado con una
cepa de ratones distinta, lo cual trae a colaciéon la confianza absoluta, conceptos que sin embargo se
variabilidad de la respuesta entre una cepa de ratén han tambaleado en la actualidad.

a otra y por ende en la poblacion heterozigota ani- Las vacunas del bacilo Calmette-Guerin (BCG)
mal o humana, lo cual discutiremos mas adelante. gon preparaciones liofilizadas de una cepa de Myco-
Los parasitos muertos resultaron menos eficientes bacterium bovis atenuada en el laboratorio. El
que los parasitos vivos irradiados para inducir producto terminado se prepara a partir de varias
proteccién contra la infecciéon. Una dosis de 150 cepas, todas derivadas del cultivo original pero que
krad como minimo era necesaria para quitarle la difieren entre si, tanto en la estructura del ADN, asi
virulencia a los parasitos segun pruebas realizadas como en suinmunogenicidad y en sus caracteristicas
en BALB/c ya que cualquier dosis de radiacion bioquimicas (39).
menor produce en los animales Ulceras leishmanicas. | 3 respuesta inmunitaria al BCG induce un estado
Sin embargo a pesar de esta radiacién gamma no de sensibilidad a la tuberculina en una proporcion
todas las leishmanias estaban inactivadas pues segrande de individuos previamente no reactivos al
detectaron parasitos vivos en la almohadilla plantar ppp, |a cual confiere protecciéon contra formas
y ganglios inguinales 28 dias (CBA) o 18 semanas seyeras de tuberculosis en nifios y adolescentes
(BALB/c) después de lainoculacion parasitaria (38). incluyendo la tuberculosis miliar y la meningitis
Los promastigotes irradiados con 150 krad se tuberculosa (40). Sin embargo, existe evidencia de
transformaron en amastigotes in vitro. Sin em- complicaciones locales severas tales como adenitis
bargo, después de 4 dias en cultivo la mayoria supurativay osteomielitis en las personas vacunadas
murieron, contrario a lo observado con parasitos no (41,42).
irradiados. Las células de los nodulos linfaticos de Lavacunacion se realiza de rutina en nifios cuando
los animales inmunizados con parasitos irradiados exjste un riesgo evidente de infeccion. Sin em-
fueron capaces de activar macréfagos infectados pargo, se ha encontrado que el efecto protector del
para destruir a los parasitos intracelulares (38). BCG en nifios mayores y en adultos es mucho mas
El grado maximo de inmunoproteccion se obtuvo variable y no siempre presente.

con los promastigotes irradiados viables quizas La confianza en la vacuna BCG disminuyé
porque estos se transforman en amastigotes en elgespués de realizar en los afios 70 en Madras, India,
huésped vertebrado. Rivier y col. también obser- g mayor estudio prospectivo en todo el mundo,
varon que la adicién de adjuvantes no mejoré el gonde no se encontré efecto protector alguno contra
pequefio efecto protector observado con la vacuna |3 tuberculosis pulmonar en la poblaciéon vacunada
preparada con leishmanias muertas. con BCG. En este estudio se vacunaron 200 000

Almezclar BCG alavacuna con parasitos muertos nifios con reaccion previa a la tuberculina negativa
la preparacion resulté menos activa en la proteccidén sin encontrar reduccion en la susceptibilidad de los
contra la enfermedad. Al inyectar BCG solo en la mismos a la tuberculosis pulmonar (43-46).

cola del animal se indujo un cierto grado de En 12 de 14 estudios llevados a cabo en paises
resistencia al desarrollo de la Ulcera causada por jndustrializados se realizaron ensayos de campo en
LV39, resistencia que disminuy6 al afiadir las leish- poblaciones mas pequefias encontrando que el BCG
manias muertas. En este experimento, la reduccion protegia contra la tuberculosis clinica (47). S6lo un

en el tamafio de la lesion en los ratones fue de 45% gstudio de tamafio estadisticamente significativo en

con el BCG solo y de 18% cuando los parasitos pyerto Rico no demostré efecto protector al vacunar
muertos se combinaron con el BCG (38). con BCG (48).

Es decir, los parasitos muertos no sélo son | gs resultados del estudio de Madras se inter-
ineficientes para inmunizar a los animales sino que pretaron como fallas metodolégicas debido a varia-
anulan el pequefo efecto protector observado en I0s pjes confusas tales como: 1-Potencia inmunogénica
animales tratados con BCG solo, por lo tanto, la jnadecuada de diferentes preparaciones de BCG (49-
mezcla de promastigotes muertos por calor+BCG no 53) 2-variabilidad del efecto protector del BCG
se debe usar en seres humanos. contra diferentes formas clinicas de tuberculosis, 3-
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Variabilidad en la virulencia de diferentes cepas de
Mycobaterium tuberculosis, (54) 4-Coexistencia
de otras micobacterias inmunogénicas en la
poblaciéon estudiada, 5-Factores genéticos o
demograficos.

Estudios posteriores basados en el control caso
por caso y en el meta-analisis de los datos en los
grupos vacunadosy controles han permitido concluir
que hay un 50% de reduccién en el riesgo de contraer
tuberculosis en niflos que han recibido BCG y que
existe una proteccion contra la diseminacién de la
enfermedad en los grupos vacunados (55-57).

Al aplicar la vacuna BCG sola o acompafiada de
otro antigeno, es imprescindible tener en cuenta
hoy en dia que la vacuna alternada de BCG implica
el riesgo de unainfecciéon tuberculosa generalizada
en sujetos inmunosuprimidos, por lo cual debe
hacerse la pesquisa del virus de inmunodeficiencia
humana (VIH) en todas las personas candidatas a
recibir BCG (58).

En sintesis, al usar BCG debemos tomar en
cuenta todos los parametros nombrados ya que la
variabilidad en su capacidad inmunogénicay en su
accién protectora es muy alta, y los resultados a
obtener dependen de numerosos factores incon-
trolables, presentes tanto en el propio bacilo como
en el hospedero vertebrado.

Los estudios en ratones han permitido entender
un poco méas los mecanismos genéticos de la accidn
del BCG en el huésped vertebrado.

La resistencia a la infeccion con dosis bajas de
BCG (1C0/ratén), esta bajo el control de un gen
autosémico dominante localizado en el cromosoma
I llamado el gen BCG, el cual existe en la forma de
dos alelos: BcgR (resistente) y BcgS (susceptible).
La resistencia de los animales al BCG en la fase
inicial de la infeccion depende de la activacion de
los macrofagos los cuales destruyen al mycobacte-
rium localizado en el citoplasma. EIl cese del
crecimiento bacteriano en ratones BcgS ocurre entre
la 3a 'y 4a semana post-infeccion y esta asociada al
desarrollo de inmunidad celular (CMI) (59).

Laresistenciay susceptibilidad a lainfeccién de
la cepa BCG Montreal ha sido comparada con varias
cepas usadas para vacunar contra la tuberculosis en
el mundo, como las cepas Pasteur (cepa 1172 P2),
Glaxo (cepa 1070), Japén (cepa 172), Copenhagen
(cepa 1331) y la cepa de trabajo de la WHO (cepa
WHO 3). La comparacién se basoé en el andlisis del
crecimiento de los diferentes BCG en el bazo e
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higado de las cepas de raton C57BL/6, BALBI/c,
C3H/HeN y DBA/2 después de la inyeccioni.v. de 2
x 10* Unidades Formadoras de Colonias (UFC)/
raton. El indice de infeccion a las 3 semanas fue de
4,74y 7,12 en C57BL/6 y BALB/c (susceptibles) y
de 0,16 y 0,18 en C3H y DAB (resistentes)
respectivamente (59).

Como resultado de estos trabajos, Da Silva y
Goncalves en 1992, usan el ratén de la cepa DBA/2
con resistencia natural al BCG para probar el efecto
de la mezcla de parasitos+BCG en el curso de la
leishmaniasis experimental. El DBA/2 también es
resistente a la infeccién paramazonensisya que
la lesién se desarrolla lentamente, persiste por 12
meses y el ratbn permanece vivo hasta 15 meses
después de la infeccion.

Los animales fueron tratados con BCG (2 %/10
ratén) porvias.c. en laalmohadilla plantar izquierda,
14 dias antes de la inmunizacion con fraccién mi-
crosomal (2@wg/ratén) de promastigotes en el mismo
sitio. Seis dias después de la Gltimainmunizacion se
infectaron con 1 x 1amastigotes en la almohadilla
plantar derecha. Las lesiones en el grupo vacunado
con BCG+fraccion microsomal fueron 2-3 veces
mayores que en los controles 12 meses después de la
infeccion, con un gran numero de amastigotes en los
macrofagos localizados en el sitio del inoculo
infectante. Es decir, la mezcla de paréasitos+BCG
exacerbo la enfermedad (60).

Estos experimentos, al igual que los de Riviery
col. ya citados (38), arrojan serias dudas acerca del
uso de la mezcla de promastigotes+BCG para
controlar la leishmaniasis y creemos que es una
evidencia sélida mas que contraindica totalmente el
uso de este tratamiento contra la leishmaniasis en
seres humanos.

Convit y col. realizan una prueba intradérmica
previa a la aplicacién de los promastigotes+BCG.
La cantidad usada en la primera dosis de BCG
estuvo en funcién de la respuesta del paciente a una
prueba de tuberculina leida a las 48 horas, realizada
previa a la vacunacion. Cuando el diametro de la
induracién era menor de 10 mm, inyectaron 0,2 mg
de BCG, cuando el diametro estaba entre 10y 20 mm
inyectaron 0,02 mg y cuando estaba por encima de
20 mm inyectaron 0,01 mg. En dosis posteriores
usaron 0,1 mg de BCG (23) .

La mezcla era preparada al momento de usarse y
se inyectaba por via intradérmica la mitad de la
dosis en cada region deltoidea (0,25 ml en cada uno
de los dos sitios, es decir dos inoculaciones por
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dosis). La segunda dosis era administrada 6-8 protecciény no alas cantidades correspondientes al
semanas y la tercera dosis 12-18 semanas despuésango de supresion de la respuesta inmune. Convit
(23). Este procedimiento suma a la variabilidad de y col. lo realizan mediante una intradermoreaccién
las cepas de BCG, la variabilidad en la respuesta cuya validez cuantitativa para inferir y extrapolar la
inmunitaria de las personas tratadas, igual a lo dosis protectora de BCG a ser administrada al
observado con diferentes cepas de ratones (34,38)paciente no es confiable por ser impredecible (23).

pues la respuesta protectora de los pacientes varia Lainyeccion de promastigotes+BCG deja nédulos

segun la dosis de BCG que se use en cada caso.y cjcatrices visibles y persistentes en el sitio de la
Quizas esto también ayude a explicar el alto jnoculacion.

porcentaje de pacientes con ausencia de curacion

- Convit col. reportan como complicaciones
clinica de la enfermedad. y P P

) o ) “ligeras” de la inyeccion de promastigotes +BCG:
Para interpretar el efecto de distintas dosis de npecrosis y ulceracion en el sitio de la inoculacion

BCG es menester entender el concepto del fenomenoentre 1,5-1,9 c¢m de diametro, complicaciones
“variacion de fase”. Este puede definirse mejor «moderadas”: tlceras entre 2-3 cm de diametro con
como la ausencia de una verdadera relacién dosis- jnflamacion ganglionar regional que no requirieron
respuesta entre dosis crecientes del adyuvante (BCGratamiento especifico y complicaciones “severas”:
u otros) y la respuesta inmunitaria del hospedero gjceras mayores de 3 cm muy profundas con efectos
vertebrado contra un reto antigénico especifico.  sjstémicos. En la serie estudiada por ellos reportan
El fendmeno se caracteriza porque al producir que los efectos secundarios fueron todos “ligeros”
pequefios cambios en la dosis de adyuvante se in-alcanzando al 5,8% de los pacientes tratados. El
duce un cambio de fase de la respuesta inmune deldiametro de las cicatrices en las escaras después de
hospedero vertebrado, a saber: la respuesta inmu-la primera dosis de inmunoterapia fue de 52804
nitaria cambia de una estimulacion (positiva) a una mm, después de la segunda dosis 4,826 mm y
supresion (negativa) comparada con la respuesta después de la tercera dosis 3#0,82 mm (23).

inmunitaria obtenida sin el adyuvante. En nuestro estudio la presencia de nédulos y
Como el parametro dosis actia como una varia- cicatrices (Figuras 21 a 25) alcanzé al 89 % de los
ble continua es posible obtener diferentes grados de pacientes tratados con promastigotes+BCG, con un
estimulacion y supresion de la respuesta inmune, asi diametro promedio similar al reportado por Convity
como un rango de dosis donde no se observa efectocol. (22) en la primera dosis de tratamiento, pero

alguno. con un rango de variabilidad muy grande (1-14
Utilizando el tumor LMC1 en ratas Lewis se mm). El mayor porcentaje de efectos secundarios
estudio el efecto de distintas dosis (200-2 @gPde observados en los pacientes analizados por nosotros

BCG inyectado por viai.v. en el animal 12 dias antes duizas se deba al alto nimero de personas con
del implante del tumor. En el maximo de ausencia de remision de las lesiones los cuales
estimulacion 250ug de BCG) el crecimiento del recibieron mayor nimero de inyecciones s.c. de
tumor se redujo de 2 300 mina 600 mM y la promastigotes+BCG.

sobrevida del huésped aumenté de 0 a 70%. Por Convity col. no encuentran cambios estadistica-
encima de 25ug de BCG se encontré6 inmuno- mente significativos en la reactividad inmunitaria
supresion aumentando tanto el crecimiento del tu- del grupo de pacientes tratado con inmunoterapia ni
mor de 2 300 mia 3 800 mry, como también la tampoco en el grupo tratado con Glucantime siendo
mortalidad de los animales a un 100%. Por encima la variacién en la IDR de los pacientes desde 21,88
de 750ug de BCG se obtuvo de nuevo un efecto +9,14 mm (promastigotes+BCG)y 20,58,02 mm
beneficioso disminuyendo el tumor de 2 000 ham (quimioterapia) antes del tratamiento hasta 26,8
900 mnt aumentando la sobrevida del huésped a 8,72 mm (promastigotes+BCG) y 24+78,71 mm
60% (61). (quimioterapia) después del tratamiento (23).

Estos experimentos pueden explicar la variabi- En nuestro trabajo, usando las proteinas de amas-
lidad tan grande de la respuesta protectora contra la tigotes como antigeno paralaIDR, hemos encontrado
leishmaniasis cutanea observada en los pacientesque las personas tratadas con promastigotes+BCG
con leishmaniasis, pues es muy dificil en el ser tienen una IDR de diametro mayor con diferencias
humano calcular la dosis exacta de BCG que significativas (p = 0,0001) al compararla con los
corresponda a las cantidades de BCG inductoras devalores obtenidos en los otros grupos estudiados.
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Ello quizas se deba a la inyeccién s.c. del antigeno, Rodrigues y col. en 1987 describieron el glico-
la cual estimula preferencialmente la sensibilidad conjugado gp10/20 purificado deamazonensisel
cutanea como hemos discutido en parrafos anteriores. cual, al inyectarlo a ratones por via s.c. o i.p. induce
Es menester recordar los experimentos en una respuesta de sensibilidad retardada a los
animales ya mencionados donde la inyeccion del antigenos del parasito, un aumento significativo en
parésito por via s.c. induce una exacerbacion de la el tamafio de la lesion y el empeoramiento de la
enfermedad y el bloqueo de la respuesta inmunitaria enfermedad en los animales infectados posterior-
protectora, obtenida con la inyeccion parenteral de mente con el parasito leishmanico. Encontraron
los paréasitos irradiados a pesar de una IDR positiva. también que el efecto del gp 10/20 es mediado por
Estas conclusiones contraindican una vez mas el usouna célula T de fenotipo L3T4+ la cual transfiere
de promastigotes+BCG por la via s.c. en seres hu- tanto el efecto del aumento del tamafio de la lesion
manos. como la aparicidon de sensibilidad retardada a los
antigenos del parasito a ratones receptores normales

En Brasil, Mayrink y col. han usado los promas- <<%
singénicos (62).

tigotes muertos sin BCG para tratar la leishmaniasis

cutanea. El tratamiento fue administrado por via Estos experimentos son una prueba mas de que
i.m. profunda. EI primer curso de tratamiento no deben usarse parasitos completos para la
consistié: primer 1° dia 24g, 2° dia 48.g, 3° dia 72 profilaxia o tratamiento de la leishmaniasis en seres

ug, 4° dia 96ug, 5° - 10° dia 12Qg. Después del humanos pues estamos inyectando fracciones
primer curso de tratamiento, 10 dias de descanso y inmunosupresoras que sensibilizaran a las células T
luego 10 dias de tratamiento recibiendo 129 e inducirdn un aumento de la lesion y el empeo-

diarios (50Qul). Un curso de tratamiento se considera ramiento de la enfermedad.

10 dias de tratamiento y 10 dias de descanso (24). Castés y col. en 1994 analizan la respuesta

El 82% de los pacientes curados recibié un inmunitaria celular en voluntarios sanos vacunados
promedio de 7 20Qg de promastigotes (2-10 cursos con la mezcla de promastigotes muertos por calor +
de tratamiento, entre 20-100 inyecciones i.m., BCG, inyectados por vias.c. Utilizan 208 personas
durante un tiempo de 5,7-28,57 semanas) y el 17,6% doblemente negativas al PPD y al antigeno
recibi6 36 480ug (11-19 cursos de tratamiento, leishmanico (promastigotes tratados con autoclave).
entre 110 y 190 inyecciones i.m., durante 31,42-54, Eluniverso en estudio fue dividido en cuatro grupos
28 semanas). El 88% de los pacientes con lesionesque recibieron: 1- Promastigotes de una cepa de
cutadneas multiples mostré remisién clinica con 28 amazonensigcepa MEL) muertos por calor + BCG
320ug, el 75% de los pacientes con leishmaniasis (n=68); 2-BCG (cepa Copenhagen) solamente
muco-cutanea con 8 16@, mientras que el 24% de  (n=47); 3- Promastigotes muertos por calor
los pacientes no respondié a las inyecciones de pro- solamente (n=47); 4- El diluente (solucion salina)
mastigotes y amerité tratamiento con Glucantime como placebo (n=46), (61). El nimero de parasitos
(24). inoculados y la manera de administrar el BCG ya se

Creemos que el nimero de dosis de promastigotes han descrito en una referencia anterior (23). Los
muertos para obtener la remisién clinica de las Periodos de observacion de los resultados se
lesiones en los trabajos de Mayrink y col. es dividieron en: 1-Tiempo 0, antes de la vacunacion

exageradamente alto (100-200 inyecciones), en cuando se aplica la primera dosis de vacuna; 2-
contraste con las proteinas de amastigotes de nuestral €MPO 1 cuando se administra la segunda dosis de
vacuna que con s6lo 84 6,5 dosis en promedio  Yacuna a los 45-75 dl_as de la primera d03|.s, 3-
indujeron la remision clinica de las lesiones. Ello Tiempo 2 cuando se |f1yecta la tercera dos!s de
significa que los antigenos de Mayrink y col. son de Yacuna entre 62-196 dias de la primera dosis, 4-
baja inmunogenicidad de alli la gran cantidad de 11€mPo 3 alos 54-328 dias de la primera dosis; y 5-

proteina (7 - 28 mg) que es necesario inocular a los Tiempo 4 a los 141-644 dias de la primera dosis d(_e
pacientes con leishmaniasis cutanea. vacuna. Como puede observarse en este trabajo

ot ; i I la falta existe una gran variabilidad en el tiempo de
_Llro punto a considerar para explicar ia faita de aplicacion de las dosis de vacuna y también en el
eficiencia de los promastigotes completos en los

S tiempo de seguimiento de los pacientes vacunados,
preparados terapéuticos usados hasta ahora tanto e

Brasil (24 v la (23 | ' ©No cual dificulta la interpretacion de los resultados
rasil ( )’C(_)mo en venezue a (23) es la presencia introduciendo un rango muy amplio en los valores
en los parasitos de factores inmunosupresores.
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obtenidos en cada paciente estudiado. La variaciéon leishmanicos la respuesta fue menor del 40% de las
en estos parametros de tiempo de vacunacién y personas al tiempo 3 y 4 en todos los grupos,
seguimiento es atribuido por los autores a problemas aumentando en el tiempo 4 a 60% en los grupos que
logisticos y a la insurgencia popular ocurrida el 27 recibieron promastigotes+BCG o promastigotes so-
de febrero de 1989 en Caracas (63). los. Es decir, existe una supresion de la respuesta
Los autores observan en los pacientes de los linfocitaria después de la tercera dosis de promas-
cuatro grupos un aumento en la respuesta intra- tigotes +BCG (63).
dérmica al retarlos con todos los antigenos empleados  La estimulacién con PPD indujo la produccion
para la inmunizaciéon a los tiempos 3 y 4 en de interferony en todos los grupos incluyendo el
comparacion con el tiempo 0, siendo mayor el placebo. La magnitud fue similar al tiempo 4 en
incremento de la IDR al usar PPD que al emplear los vacunados con promastigotes +BCG y en los que
antigenos leishmanicos. recibieron BCG solo. La respuesta fue también

En las figuras publicadas en el trabajo se observa igual en los vacunados con promastigotes solos y
que la respuesta de las personas vacunadas conPlacebo.
promastigotes+BCG y de los individuos vacunados La respuesta de interferonal estimular con
con BCG solo, al tiempo 4 es igual y de un valor antigeno leishmanico fue muy baja, menor al 30%
mayor que la respuesta de las personas vacunadasen todos los grupos en todos los tiempos analizados
con promastigotes solos o con placebo. Por cierto, en el trabajo de estos autores. Los porcentajes de
extrafia el que estos dos ultimos grupos de vacunaciénrespondedores también bajaron a 40% o menos al
(promastigotes solos y placebo) mostraron una tiempo 3 en todos los grupos tanto al estimular con
respuesta idéntica a la intradermoreaccion con PPD PPD como con antigeno leishmanico aumentando a

(63).

En el caso de usar antigenos leishmanicos
(promastigotes muertos mediante autoclave) todos
los grupos respondieron con una IDR similar,
incluyendo el placebo a los tiempos 3y 4. Sélo al
tiempo 3 se encontraron diferencias significativas
en los valores de la IDR entre los pacientes que
recibieron la mezcla de promastigotes+BCG y el
resto de los grupos (63). Aqui vemos de nuevo la
inmensa variabilidad en la respuesta inmunitaria
que ya hemos discutido en parrafos precedentes.

El 80% de las personas que recibieron promas-
tigotes + BCG o BCG solo respondieron al PPD
intradérmico, porcentaje que disminuye a 60% en el
grupo que recibié promastigotes solos y en los que
recibieron placebo al tiempo 4. Al probar los
antigenos leishmanicos, sélo el 30-40% mostré
positividad al tiempo 4 pues la conversion fue muy
baja al tiempo 3 (40% los que recibieron
promastigotes+BCG y menos del 20% el resto de los
grupos) Esto nos indica que la respuesta de
inmunidad celular en los grupos vacunados es en
general muy baja (63) .

Los indices de estimulacion linfocitaria fueron

menores que en pacientes con leishmaniasis cutanea

y muy variables en los distintos tiempos de

40-60% en todos los grupos incluyendo el placebo al
tiempo 4. Es decir, se repite la inmunosupresion ya
observada en el experimento de la estimulacion
linfocitaria después de la tercera dosis de promas-
tigotes + BCG (63).

El efecto observado con el PPD enlos grupos que
no recibieron BCG es debido, segln los autores, a la
exposicion ambiental de las personas a los antigenos
de las micobacterias o también quizas a la respuesta
inducida por las intradermoreacciones realizadas en
los pacientes al tiempo 0 y al tiempo 3. Sin em-
bargo, en todo el experimento el porcentaje maximo
de conversion a IDR positiva con antigenos de leish-
mania fue de 37,5% y estos pacientes también
recibieron intradermoreacciones con antigeno
leishmanico. También es complicado explicar en
estos experimentos el que 85% de los vacunados de
los grupos con promastigotes+BCG o con promas-
tigotes solos, tenian alguna forma de respuesta
celular a los antigenos de leishmania 12-18 meses
después de la vacunaci6on en ausencia de una
respuesta intradérmica positiva. Los autores postulan
antigenos cruzados entre BCG y leishmania para
explicar sus resultados (63).

En todo este trabajo los autores no reportan la
incidencia de leishmaniasis en los grupos vacunados

observacién. El nimero de personas con respuestaCon Ias distintas preparaciones ya nombradas, por lo

blastogénica positiva al PPD disminuy6 a 20% o

cual es muy dificil relacionar los distintos proce-

entre 40-60% al tiempo 4. Al usar los antigenos

352

del paciente a la infeccion.
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Por otra parte, se deconoce si tal o cual
procedimiento fue o no efectivo en la proteccién

recibieron placebo. Es importante notar que todos
los grupos produjeron niveles de anticuerpos

contra la enfermedad, lo cual impide llegar a menores que los encontrados en pacientes con
conclusiones sobre la relevancia de los resultados y leishmaniasis utilizados como control (64).
sobre la aplicacion futura a seres humanos de tal 0 | gs niveles de IgG anti-leishmania aumentaron
cual método de vacunacion (63). No debemos olvidar ep todos los grupos vacunados independientemente
que existe una evidencia clara de inmunosupresion ge sj el antigeno leishmania estaba o no incluido en
después de la tercera dosis de promastigotes+BCG. |5 inoculaciéon. Este patrén para los autores es
Sharples y col. en 1994, usan el mismo grupo de sugestivo de un ciclo estacional en respuesta a la
pacientes vacunados con las preparaciones ya exposicion endémica a los antigenos leishmanicos
detalladas en lareferencia de Castésy col. y analizan (64).
los niveles de anticuerpos anti-BCG, anti-PPD, anti- La presencia de antigenos de leishmania en el
M leprae y anti-L mexicana por el método de grupo vacunado con promastigotes+ BCG suprime
ELISA enlos 4 grupos vacunados (64). Estos autores |5 respuesta de anticuerposvabovis / M tubercu-
encuentran que la presencia de promastigotes |gsjsy, por otra parte, aumenta el nimero de perso-
muertos en la inoculacion de promastigotes+BCG, nasque responden positivamente con IgG anti-leish-
suprime la respuesta humoral al BCG medido en la manja. De nuevo los autores consideran que esta
placade BCG-ELISA, asi como también larespuesta respuesta esta relacionada con la exposicion a
humoral al PPD. La presencia de promastigotes gntigenos de leishmania presentes en el area
muertos suprime cualquier respuesta potencial de gndémica o a una respuesta a las intradermo-
anticuerpos al PPD en el grupo vacunado con reacciones practicadas en los distintos pacientes
promastigotes+BCG vy, al tiempo 2 se vid una c¢on anterioridad, mas bien que relacionados con las
disminucién significa_tiva en !as unidades de ygcunas administradas a los pacientes (64).
anticuerpos en los pacientes asi tratados (64). Los autores sugieren que la administracién de

En el caso de usav leprae como antigeno, los  BCG podria conducir a una respuesta que exacerbaria
grupos vacunados con promastigotes + BCG y con |3 enfermedad asociada a la presencia de anticuerpos
BCG solo, mostraron aumento en las unidades de y céglulas TH2 en los individuos vacunados. De
anticuerpos antil leprae al tiempo de la segunday  nyevo, a pesar de que los autores invocan la expo-

tercera vacuna, incremento que desaparecio 1 afiosjcion de los pacientes a la infeccion leishmanica
después de lavacunacion. En este caso la adicion depresente en el area endémica para explicar sus

parasitos muertos no tuvo efecto en los niveles de resyltados, no suministran la incidencia de la

anticuerpos al compararlos con el grupo que recibié enfermedad en los grupos vacunados con las distintas
BCG solo (64). preparaciones por lo cual es muy dificil llegar a

Al analizar los anticuerpos anti-leishmania se conclusiones ciertas sobre los procedimientos de
encontré un patron similar en todos los grupos vacunacion empleados en los distintos pacientes
vacunados (incluyendo al placebo), indicativo segin estudiados (64).

los autores, de variaciones estacionales indepen-  Todos los trabajos tanto en animales experimen-
dientes de la condicion de vacunacion. Tambi€n tales como en humanos aqui citados, nos permiten
piensan que los distintos grupos pueden estar concluir, que la mezcla de promastigotes muertos
respondiendo al antigeno de los promastigotes por calor + BCG no debe ser utilizada en seres

presente en las pruebas intradérmicas antes de lapnymanos como ha sido propuesto por Convit y col.
vacunaciony al tiempo 3 después de la tercera dosis (23,63-65).

de vacuna (64).

Sin embargo, esta Ultima explicacion de la
variacion estacional no es posible aplicarla a los
resultados obtenidos con los anticuerpos anti-
micobacterias, donde los pacientes también
recibieron pruebas intradérmicas con PPD y no se
encontraron diferencias estadisticamente signifi-
cativas entre los que tuvieron respuestas positivas
en los 4 grupos vacunados, incluyendo a los que

CONCLUSIONES

1. Lainyeccionde BCG en animales experimen-
tales después de la infeccion dogishmania
mexicana induce un crecimiento acelerado
de las lesiones asi como la aparicién de
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metastasis cutaneas (38).

En los experimentos con animales donde se
reporta proteccion contrala leishmaniasis ex-
perimental usan como antigeno amastigotes
+BCG y no promastigotes+BCG. Sin em-
bargo, siempre encuentran parasitos abun-
dantes en los ganglios linfaticos que drenan la
lesion (18).

El BCG administrado antes de la infeccién
experimental coheishmaniatrépicainduce

en los animales una reduccion moderada de la
enfermedad cutanea, pero siempre se encuen-
tran paréasitos abundantes en los ganglios
linfaticos que drenan la lesién (16).

La mezcla ddycobacterium leprae+ BCG

no da al paciente lepromatoso una proteccién
mejor que el BCG solo, el cual por si mismo
confiere una proteccién substancial contra la
lepra (22).

Los promastigotes irradiados deishmania
enrrietti inyectados por via subcutanea son
incapaces de proteger a cobayos contra la
infeccion leishmanica (33).

Promastigotes irradiados Heishmania ma-

jor inyectados por via s.c no protegen contra
la leishmaniasis experimental y destruyen la
accion protectora de los mismos promastigotes
inyectados por via intravenosa. El bloqueo
de la accion protectora también se obtiene
con promastigotes muertos por calor, formol
0 sonicacion inyectados por via subcutanea
(34).

La immunizacion con formas avirulentas de
Leishmania major por via subcutanea con-
duce a la exacerbacion de la leishmaniasis
experimental (37).

El BCG solo induce en ratones, un 45% de
reduccion en el tamafio de la lesion leish-
manica pero al afiadirle promastigotes muertos
la reduccion en el tamafio de la lesion es solo
de 18% (38).

Las muestras de BCG de origen diferente
tienen inmunogenicidad (49-53) y virulencia
(54) variables y se han publicado estudios de
campo donde se demuestra que el BCG no
protege contra la tuberculosis humana (43-
46, 48).

Es necesario realizar la busqueda del virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) antes de
aplicar el BCG en la poblacién, pues se tiene

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

el riesgo de una infeccién tuberculosa gene-
ralizada (58) .

Los ratones DBA/2 resistentes a la infeccion

por BCG y también resistentes a la infeccion

experimental poLeishmania amazonensis

al ser inmunizados con paréasitos + BCG

muestran una exacerbacion de la enfermedad
(60).

EI BCG muestra el fendmeno de “variacion de

fase” en el animal vertebrado. Existen dosis

de BCG que inducen un efecto protector,

mientras que otras cuantitativamente muy

cerca de las primeras, provocan un efecto
inmunosupresor y por ende exacerbacion de
la leishmaniasis cutanea. La dosis que induce
uno u otro efecto es imposible de cuantificar

en seres humanos (61).

La inyeccion subcutanea de promastigotes
+BCG induce efectos indeseables en el sitio
de la inoculacion y cicatrices de aspecto
gueloideo en la Ulcera leishmanica primaria.

La vacuna polivalente con promastigotes

muertos usada en Brasil es de baja inmuno-
genicidad, requiriendo en seres humanos una
cantidad exagerada de dosis para obtener la
remision clinica de las lesiones leishmanicas
(24).

Los promastigotes completos poseen frac-
ciones inmunosupresoras que inducen la
exacerbacion de laleishmaniasis cutanea (62).

Los trabajos que evaltan la inmunidad hu-
moral y celular en pacientes tratados con
promastigotes+BCG no presentan evidencias
(63,64) que sirvan de base para la aplicacién
de este tratamiento a seres humanos (65).

En la regidon hiperendémica de leishmaniasis
de “La Planta”, en Guatire, Edo. Miranda, el
23,2% de los pacientes leishmanicos
sometidos a tratamiento con promastigotes
+BCG no mostraron remisién clinica de las
lesionesyenel 39,5% de las personas tratadas
gue clinicamente remitieron, aparecieron
recidivas de la enfermedad a los 4 afios de su
aparente curacion. Es decir el 62,7% de las
personas tratadas con promastigotes+BCG no
mostraron proteccion contra la leishmaniasis
cutanea.

Los pacientes leishmanicos tratados con
proteinas de amastigotes de varias especies
de leishmanias sin BCG, presentaron 100%
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de remision clinica de las lesiones. Hasta

ahora no hemos encontrado en 24 meses de
observacioén recidivas de la enfermedad ni

tampoco efectos ni secuelas indeseables en
los pacientes tratados.

No estamos de acuerdo en que la mezcla de
promastigotes muertos por calor + BCG se
aplique a seres humanos para el tratamiento
de la leishmaniasis cutanea.

Hemos solicitado que la Academia Nacional
de Medicina intervenga en la solucion de este
problema que afecta la salud de los vene-
zolanos.
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