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VACUNACION CON LEISHMANIA HERTIGI CONTRA LA INFEGCION POSTERIOR
CON LEISHMANIA MEXICANA Y LEISHMANIA BRAZILIENS!IS EN HAMSTERS

¥ilka ‘T. TERRIENTES (1) y Rodrige ZELEDON (2)

RESUMEN

Una vacuna de promastigotos vivos de L. hertigi adicionada de coadyuvante
completo de Freund sélo produjo una proteccion parcial en hamsters contra la
infeceion por L. mexicana o L. braziliensis al retrasar, por periodos variables, la
aparicién de las lesiones. El retraso fue mayor cuando se usaron 3 dosgis de la
vacuna en vez <le una y mas marcado contra L, mexicana que contra 1. brazi-
Hensis. Un extracto de L. hertigi mezclado con coadyuvante incompleto si fue
capaz de producir proteccién total contra L. mexicang y una sola dosis fue mis
eficaz que tres. El mismo material antigénico sdlo ocasiond un retraso en la
aparicion de las lesiones cuando la infeccidn se produjo con L. braziliensis. Las
pruebas de inmuncdifusién e inmunoelectroforesis mostraron al menos una banda
en comun entre L. hertigi v los dos pardsitos humanos, que aparecen como no

correspondientes.

INTRODUGCION

Existen algunas experiencias, tanto en hu-
manos como en animales, tendientes a obtener
una vacunacién eficaz contra la leishmaniasis
cutdnea americana . Sin embargo, hasia el
mgpmento, los resultados mo han sido comple-
tamente satisfactorios. Esto es en parte debi-

dd a una compleja y variable esfructura anti-

génica del pardsito!® y a su forma de evadir
la respuesta inmunoldgica?.

Fntre los ensayos de vacunacién ufilizan-
do animales podemos mencionar los trabajos
de LAINSON & BRAY 3 en monos Rhesus (Ma-
caca mulatta). Observaron que L. mexicana y
L. bragiliensis protegen especificamente y que
I. mexicana protege contra la infeccién pos-
terior com L. braziliensis aunque con ésta dl-
tima no sucede lo contrario. Experimentos
posteriores 7 utilizando amastigotos pars  va-
cunar monos americanos (Cebus apella apella)
demostraron gue ni L. m. mexicana ni L. m.
amazonensis protegen contra la infeccién por
parasitos del complejo “praziliensis”, mien-

tras que subespecies de L. braziliensis produ-
cen fuerte resistencia contra L. m. amazonen-
sis: es decir exactamente lo contrario de lo
que sucedié con los monos asidticos. BRYCE-
SON et al.? inmunizaron cobayos con una Imee-
cla de extracto antigénico soluble e insoluble
de L. enriefiii y obtuvieron proteccién frente a
una infeccién posterior con la misma especie.
Sin embargo, despuss de inmunizar cobayos
con extractos de L. donovani, L. mexicana, ¥
L. braziliensis no obtuvieron proteccidn algu-
na contra L. enriettii. PRESTON & DUMON-
DE!2 lograron desarrollar en cobayos una
fuerte resistencia a una infeccién con L. en-
riettii utilizando para vacunarlos un antigeno
ribosomal de la misma especie. HERRER!
inyectd L. braziliensis en hamsters inoculdndo
los previamente con promastigotos de L. her-
tigi ¥ no encontré proteccidn alguna.

SCHNEIDER M, realizd estudios de inmu-
nodifusién con seis cepas de L. bertigi y las
compard con cepas humanas de L. braziliensis
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nia mexieana .y Leishmania braziliensls en hamsters.

hertigi contra la infeccidn posterior con Leishma-

¥ de L. mexicana. Encontrd que las dos prime-
ras daban una debil reaccidn cruzada mientras
que L. mexicana presenté ms&s bandas en co-

mun,

La L. hertigi del puerco espin mantiene una
buena relacidn huésped parasito, ya que pro-
duce una infeccién inaparente de larga dura-
cidn %16, Esta especie produce una intrader-

morreaccion de Montenegro positiva, compars- -

ble a la gue producen los antigenos prepara-
dos con especies humanas, en personas infec-
tadas con L. braziliensis (Zeleddn, datos no pu-
blicados).

Hste trabsjo tiene por objeto buscar la
induccidn de inmunidad protectora mediante el
uso de L. hertigi en hamsters que fueron luego
inoculados con L. mexicana y L. braziliensis.

.MA’I‘ERIAL Y METODOS
1) Cepas de Leishmania

L. hertigi (em-170) proveniente de un cul-
tivo en medio de Senekjie con 80 a 100 sub-
cultivos y aislada de un puerco espin de Costa
Rica 1%; L. braziliensis (HSJD-23) aislads del ta-
bique nasal de un caso mucoso humano, ino-
culada en hamsters, reaislada en el mismo me-
dio yusada con 2 a 4 subcultivos; L. mexicana

mexicana (CCR) de caso humano, reaislada de
hamster y usada con 4 a 6 sul_acultivos.

2) Disefio Experimental

Se utilizaron 96 hamsters adultos Jjovenes,
en ocho grupos de 12 cada uno. Para cada ex-
perimento se hicleron ecuatro subgrupes de tres
animales cada uno.

A) Vacunacién con promastigotos vivos de L.
hertigi

Se utilizaron cultives de 7 a 9 dias en me-
dio de Senekjie, lavados ¥y cenirifugados tres
veces por 15 minutos, en sclucién salina al
0.85% a 800 x g ¥ resuspendidos en Ia misma
hasta lograr la concentracidn requerida de pro-
mastigotos utilizande una cdmara de Neubauer
para contarlos.

Se procedid a la vacunacidn de acuerdo
con el Experimento 1 (Cuadro I). EI indeulo
¥ el coadyuvante se inyectaron separadamente
en el mismo sitio, siempre por via subcutdnes
nasal al menos que se especifique otra cosa.
Para el Experimento 2 se procedid igual, ex-
cép_to que la vacuna contenia 108 x 106 flage-
lados por animal ¥ el indeulo de L. braziliensis,
12 x 108, Para los experimentos 3 y 4 se pro-
cedid de acuerdo con el Cuadro IT.

CUADRO 1

Procedimiento. en ia vacunacién con una dosis de vacuna can promastigotos vivos de L. hertigi e inoculacién posterior de
L. mexicana
Experimento 1

Subgrupos: Al : A2 A3 A4
Dia 0: 50 X 10° promastigotos 50 X 10° promastigotos Sol. salina 0.5 mi Sol. salina 0.5 m!
’ de L. hertigi en 0.5 de L. hertigi en 0.5 Ceadyuvante completo Sol. salina 0.2 ml
ml Scl. salina ml Sol. salina de Freund 0.2 ml
Coadyuvante completo Solucidn salina 0.2 mi
de Freund 0.2 mi
Dia 35; Inoculacidn de 15 X 10¢

bromastigotos de L. mexicana z todos los hamsters en el mismo sitio

B) Vaeunacién eon extracto de I.. hertigi

Se utilizd una suspension lavada de 200 x
106 flagelados/ml (74 #g Nitrégeno/ml). La rup-
tura de las células se efectud por periodos al-
ternos de congelacién a —10°C y descongela-
cidn subita a 37°C por diez veces. Se determi-
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no Ia concentracidri de nitrégeno por el mé-
todo de LANGS.

Se procedid a la vacunacidn de acuerdo con
los Cuadros IiI y IV.

Los hamsters se observaron semanalraente
para la aparicidn de signos de Ia enfermedad
(nddulos o lesiones tumorales)., Se tomaron

~medidas de largo v ancho de Iag lesiones en
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CTADRO IT

Procedimiento en la vacunacidn con tres dosis de vacuna eon promastigotos vives de L. hertigi e inoculacién posterior con

L. mexicana
Experimentos 3 ¥y 4

c3 — D3
Subcutdneo nasal 0.15
ml de selucidn salina

Ceadyuvante completo
de Freund 0.1 ml

Subcutdneo nasal 0.15
ml de solucién salina

_ Coadyuvante completo

de Freund 0.1 ml en
la planta de la mano
derecha

0.2 ml de solucién sa-
lina

~Coadyuvante completo

de Freund 0.1 ml en la
planta de la manc iz
quierda

C4 — D4
Idem

Solueion salina 0.1 ml

Idem.

Solucidn salina 0.1 ml
en la planta de la ma-
no derecha

Idem

Solucidn - salina 0.3 ml
en la planta de la ma-
no izguierda

Subgrupos C: Incculacién de 14 X 106 promastigotds de L. mexicana a todos los hamsters -
Subgrupos I: Inoculacidén de 12 X 10° promastigotos de L. braziliensis a todos los hamsters

Subgrupos: ¢l — D1 c2 — D2

Dia 0: Subcutdneo nasal 26 X TIdem
10¢ promastigotos de L.
hertigi en 0.15 ml -
Coadyuvante completo Solucién salina 0.1 ml
de Freund 0.1 ml

Dia 7T Subcutdneo nasal 25 X Idem
10¢ promastigotos de L.
hertigi en 0.15 ml
Coadyuvante compleio Solucidn salina 0.1 ml
Freund 0.1 ml en la en la planta de la ma-
plania de la mano de- no derecha
recha

Dia 14: Subeutdneo nasal 50 X Idem
10° promastigotos de L.
hertigi en 0.2 ml
Coadyuvante completo Solucién salina 0.1 ml
de Freund 0.1 ml en en la planta de la ma-
la planta de la mano no izquierda
izguierda

Dia 49:

CUADRO III
FProcedimiento

ziliensis
Experimentos 5 y 6

en vacunacion con una dosis de extracto de L. hertigi, -e inoculacion posterior con L. mexicana y' L. bra-

E} — F3
Emulsién de 0.2 ml de
solucion salina y 9.3
ml de coadyuvante in-

B4 — F4
Solucidn salina 0.6 ml

Subgrupos: El — ¥1 E2 — F2
Dia O: Emulsion de 0.3 ml de 0.3 ml de extracto de
extracto de L. hertigl L. hertigi (22.2 yg N/
(22.2 pg N/ml) en 0.3 ml) en 0.3 ml de so-
ml de coadyuvante in- lucidn salina
completo de Freund
Dia 35:

completo de Freund

Subgrupos E: Inoculacich de 13 X 10° promastigotos de L. mexicana 2 todos - los ‘hamsters

Subgrupos F: Inoculacion de 12 X 10¢ promastigotos de L. braziliensis a todos los hamsters

milimetros utilizando un calibrador con ver-
nier.

Antes de empezar un experimento y antes
de darlo por terminado se hizo la prueba in-
tradérmica de Montenegro, con 0.1 ml de una
suspension de promastigotos de L. hertigi con
14 pg N/ml y 0.5% de fenol.

C) Determinacion de antigenos cormunes
Para extraer los antigenos y preparar los

antisueros en conejos se seguié el método de
BRAY & LAINSON L

Para el método de Ouchterlony se: usaron
7 ml de agarosa al 0.75% en solucidn salina
tamponada com fosfatos 0.15 M (pH 7.2) con
azida de sodic (3/5000) en léminas de vidrio
de 7.5 x 3.9 cm, gue tenian una base de agar
ai 0.5%. Los antigenos se usaron a una con-
centracién de 10 mg/ml (74 ag N/mi) para L.
hertigi, 20 mg/ml (156 pg N/ml) para L. brazi-
liensis ¥ 20 mg/ml (168 pg N/ml) para L. me-
xicana. Los antisueros se usaron sin diluir.
Se dejaron reaccionar por 48 horas a tempe-
ratura ambiente en cdrara humeda.
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CUADRO IV

Procedimiente en la vacunacidn con tres dosis de extracto de L. hertigi e inoculacicn pesterior con L. mexicana y L. bra-

ziliensis

Experimentos 7 y 8

Subgrupos: Gi — HI1 a2 — 12 G3 — H3 G4 — H4

Dia O Emulsién de 0.1 ml de 0.1 ml de extracto de Emulsidn de 0.1 ml de Solucidn salina 0.2 ml
extracto de L. hertigi L. hertigi (7.4 ug N/ solucién salina y 9.1
(7.4 g N/ml} en 0.1 ml) en 0.1 ml de so- ml de coadyuvante in-
mi de coadyuvante in- lucidn salina completo de Freund
completo de Freund

Dia T: Idem Idem Idem Tdem

Dia 14; Idem Idem Tdem Idem

Da 49: S_uhgrupos G: Incculacion de 13 X 100 promastigotos de L. mexicana a todos los hamsters

Subgrupos H: Inoculacion de 13 X 10° promastigotos de L. braziliensis a todos los hamsters

Para el método de inmunoelectroforesis se
usaron laminas de vidrio de 2.5 x 7.5 em con
7 ml de agarosa en forma similar s las anterio-
res. Se usé solucidn tampon de barbituratos
de fuerza idnica 0.05 y pH 8.2. La electrofore-
sis de cada antigeno se dejé correr por 2 horas
¥ 30 minutos con una intensidad de corriente
de 8 miliamperios por limina, segin el méto-
do de CROWLE?. Una vez finalizada la elec-
troforesis se adiciond el antisuero COrrespon-
diente y se dejé reaccionar por dos dias en:
cimara huimeda.

Las laminas se lavaron por dos dias en
saling ftamponada y una noche en agua desti-
lada. Se tifieron 5 minutos en “Amido Black”
¥ se aclararon con dcido acético al 5%.

RESULTADOS

Los resultados cbtenidos con promastigotos ..
vivos de L. hertigi contra la infeccién con L.
mexicana sdlo mostraron un retraso de 12 se-
manas el la aparicién de las lesiones cuando
los hamsters. recibieron la vacuna con coadyu-
vante, También hubo un retraso, aungue me-
hor (8 semanas), cuando recibieron s6lo coa-
dyuvante En los harnsters que recibieron tres
dosis de vacuna mds coadyuvante las lesiones
fueron menores que en los que recibieron uns
dosis.

Cuando se usaron promastigotos vives de
L. heriigi contra la infeccidn posterior con L.
braziliensis, el retraso fue atin menor (6 sema-
nas) sin mucha diferencia entre los animales
con vacuna y coadyuvante v Jlos controles con:
s6lo coadyuvante.

216

El uso de una- dosis de extracto de L. her-
tigi y coadyuvante incompieto de Freund, con-
tra la infecci6n posterior con L. mexicana pro-
dujo una proteccion completa en los hams-
ters al no presentar lesiones ni pardsitos de-
mostrables por cultivos, frotis o cortes de te-
jidos, después de ser observados bor 24 se-
manas. Ni el extracto ni el coadyuvante por
separado indujeron esta proteccidn, aunque el
coadyuvante solo, produjo un retrasg (de unas
10 semanas) en el abultamiento de lg lesion,

Cuando se usaron tres dosis de extracto de
L. hertigi y coadyuvante incompleto de Freund
se obtuvo una proteccidén parcial, ya que se ob-
servé una pequefia drea depilada v engrosada
en el dorso de la nariz con un retraso de 18
semanas. En este caso, se observaron amnasti-
gotos en los frotis y cortes histoldgicos asi co-
mo promastigotos en el cultivo. Wi coadyu-
vante solo, si bien produjo um retraso de 10
semanas en el abultamiento de las lesiones, las
mismas fueron c¢laramente mayores y levanta-
das.

El extracto de L. hertigi junto con coadyu-
vante incompleto contra la inoculacién poste-
rior con L. braziliensis sélo produjo un retra-
50 en la manifestacidn de las lesiones pero
luego no hubo mucha diferencia en el tamaifio
con Jos animales controles. En cuatro animales
de experimentos diferentes se observaron me-
tdstasis en las patas ¥/0 rabo. Dos de ellos
inoculados con L. mexicana ¥ los otros dos con
L. braziliensis, correspondiendo en este tltimo
caso a animales que recibieron tres 1nyec010-
nes de coadyuvante completo.
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Todas las pruebas intradérmicas de Mon-
tenegro fueron positivas en todos los grupos,
90 gsemanas después de efectuada la infeccidn
aun en el grupo en el que las lesiones nunca
se manifestaron. '

En las pruebas de inmunodifusién se ob-
servé un arco en comun entre L. hertigi y L.
braziliensis, cuando se usé antisuero contra E.
hertigi, asimismo entre L. mexicana y T. hertigi
cuando se usé un antisuero contra L. mexicana.
Tisas bandas en comun son diferentes para ca-
da caso, tanto por inmunodifusién como por
inmunoelectroforesis.

DISCUSION

La respuesta a la inmunizacidn en nues-
tros experimentos, demostrd que un extracto
de promastigotos de L. hertigi fue eficaz cuan-
do se usé con coadyuvante incompleto de
Freund v el organismo infectante fue L. mexi-
cana. Hste fue el Unico easo en que la pro-
teccion fue completa, ya que no hubo lesidn
aparente ni presencia de pardsitos. El extrac-
to sin coadyuvante pasa sin dejar huella por-
gue no permanece ¥ no da tiempo para que
se desarrolle la respuesta inmune. PRESTON
& DUMONDE 1 sugieren que los pardsitos in-
fectantes son destruidos por la interaccion de
linfocitos v maecréfagos mientras que el anti-
cuerpo tiene un papel cooperative en el ani-
mal! inmune. BRYCESON et al? obtuvieron
una proteccién total en cobayos cuando inyec-
taron en las plantas de las patas una mezcia
de extracto soluble e insoluble de L. enriettii
y coadyuvante incompleto de Freund y una pro-
teccién parcial, una pequefla ulcera a las seis
sernanas Que curd espontdneamente, con extrac-
to soluble e insoluble de L. enriettii y coadyu-
vante incompleto de Freund.

En nuestros experimentos se observé una
proteccion parcial manifestada por una lesidn
menor o discreta inducida por tres dosis de
extracto ¥ coadyuvante incompleto, frente a
una infeccion posterior con L. mexicana. En
este caso el desarrollo de la respuesta humo-
ral pudo ocurrir primero con la subsecuente
depresién parcial de la respuesta celular. Con
promastigotos vivos de L. hertigi los resultados
fueron diferentes. En los experimentos reall-
zados tratando de inmunizar con una ¥y tres
dosis de promastigotos vivos ¥y coadyuvante
completo de Freund, contra una infeccion pos-

terior con L. mexicana, no se obtuvo gran di-
ferencia. Las lesiones sufrieron apenas un Ye-
traso similar en ambos casos, asi como tam-
bién cuando se usé el coadyuvante solo, 1o cual
puede ser atribuido al efecto inespecifico de
éste por si mismo.

En los experimentos en que se utilizg. L.
braziliensis para producir una infeccion no hu-
ho diferencias importantes en el uso de una
o de tres dosis de vacuna, ya fuera con pro-
mastigotos vivos o. con extracto.

El hecho de que en nuestros experimentos
los hamsters infectados con L. braziliensis pre:
sentaran lesiones metastdsicas comprobadas
parasitolégicamente, podria ser explicado co-
mo un efecto producido por el condyuvante
completo de Freund, probablemente porque de-
primidé la respuesta del huésped, quizds por
exceso de dogis!. La falta de diseminacion de
los miembros del complejo “braziliensis” con
la -consecuente produccidn de metdstasis en
contraste con los del complejo “mexicana”, es
un hecho generalmente aceptado 615,

El hecho de que la prueba intradérmica de
Montenegro fuera positiva también en el gru-
PO en que se obtuvo una proteccién combpleta
sefiala gque algunos pardsitos de L. mexicana
logran sensibilizar linfocitos especificos capa-
ces de produeir una reaccion de ‘hipersensibi-
lidad retardada.

Los resultados obtenidos por inmumnodifu-
sign demuestran la presencia de una banda eb
comtin entre L, hertigi ¥ L. mexicana sungue
también existe otra banda en comin, que se
muestra diferente, entre L. hertigi y L. brazi-
liensis. SCHNEIDER 4 encontré por inmuno-
difusion que L. hertigi presenta mayor rela-
cién y reacciones mds intensas con L. mexica-
na que con L. braziliensis. HERRER* no obtu-
vo proteccicn con L. hertigi contra L. brazilien-
sis ¥ considerd que se debia a una- ausencia de
relacion inmunoldgica entre ellas. No obstante,
una relacidn inmunolégica demostrada in vitro
o aun in vive, como la prueba cruzada de Mon-
tenegro, no nos indica que los aniigenos co-
munes en juego son los mismos que intervienen
en el proceso inmunitario que rechaza la in-
feccion.

Nuestro trabaijo confirma la necesidad de
realizar més estudios inmunoldgicos ¥ parasito-
16gicos en la busqueda de una vacuna eficaz
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contra la leishmaniasis. El hecho de que en
nuestro Continente las diferentes cepas o0 subes-
becies muestran variadag caracteristicas, difi-
culta mds anin este propdsito.

SUMMARY

Vaccination -of hamsters with Leishmania herti-
gl against subseqient Infection by L. mexicana
and L. braziliensis

- A vaccine of live Leishmania hertigi pro-
mastigotes, with Freund’'s complete adjuvant,
produced only partial immunity in hamsters
ingeulated with L. mexicana and L. brazilien-
sis (retardation in the appearance of the le-
sions). On the other hand, an extract of L.
hertigi with incomplete adjuvant produced to-
tal immunity against L. mexicana and one dose
Wwas more affective than three; there wag
only a retardation in the appearance of the le-
sions in the case of L. braziliensis. Immuno-
diffusion and immunoelectrophoresis showed
that there was at least one commeon band bet-
ween L. hertigi and the two human Parasites.
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