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Los métodos quimicos empleados en
la preparaciéon de antigenos de Trypa-
nosoma cruzi han dado resultados va-
riables. Una vacuna preparada con cul-
tivos de T. ciuzi muertos con timerosal
fue reportado por Muniz et al.’, la cual
estimulaba la produccién de titulos de
aglutinacién altos en monos, pero era
incapaz de proteger contra una infec-
cién experimental con formas trypo-
mastisdticas metaciclicas de triatomas.
{agan y Norman? tampoco pudieron
proteger ratones inmunizandoles con
cultivos de T. cruzi muertos con time-
rosal. Hauschka et al’ empledé formas
sanguinolentas y cultivos de T. cruzi
tratados con formalina como vacunas
las cuales tampoco ofrecian proteccion
contra infecciones con formas sanguino-
lentas. También encontraron que va-
cunas preparadas con bazos liofilizados
c¢e ratones infectados, inducian cierto
orado de inmunidad funcional en rato-

125 observando, después de la confron-
tacidén, parasitemias mas bajas y una li-

gera prolongacién en el tiempo de so-
brevivencia. Otras preparaciones de T.
cruzi liofilizadas3,* o congeladas y des-
congeladas instantaneamente?®,® tam-
bién han creado resistencias significati-
ves en animales inmunizados. Neal y
Johson” reportaron estimulacién de re-
sistencia en ratones blancos usando an-
tigeno de T. cruzi muerto con formalina
o con 8—propialactone. Kierszenbaum
y Budzko® han demostrado un nivel
substancial de resistencia contra T. cru-
~i en ratones inmunizados con cultivos
homologos tratados con perclorato SO-
dico.

El presente trabajo se hizo con va-
cunas preparadas a base de cultivos de
la cepa Tulahuén de T. cruzi tratados
con detergentes ibénicos y no ionicos.

Ratones machos adultos, genéticamen-

ta susceptibles?,'’, de la raza C3H 'Ant,
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fueron inmunizados por varias rutas y

fyeron confrontados con la altamente

infectiva cepa Tulahuén en su forma
sanguinolenta. La estabilidad de estas
vacunas fue estudiada despues de ser
conservadas por diferentes periodos de
tiempo a diferentes temperaturas. La
eficacia de los procedimientos de inmu-
nizacién fue determinada cuantificando
los parasitos de la sangre y de varios te-
jidos. A la vez, se determind el tiempo
de sobrevivencia y se intenté recobrar
parasitos de la sangre y tejidos de ani-
males sobrevivientes, usando técnicas
de cultivo de tejidos y subinoculacio-
nes en ratones irradiados.

MATERIALES Y METODOS
Huespedes

Se usaron ratones machos C3H/Anf
de 2 a 3 meses de edad con pesos entre
13 a 19 g. Los animales fueron manteni-
dos a aproximadamente 21°C en jaulas
plasticas conteniendo entre 3 y 9 ani-
males por jaula con libre acceso a pelo-
tillas de comida y agua.

Pardsitos

Las formas sanguinolentas de 13 cepa
Tulahuén de T. cruzi fueron colectadas
por decapitacién de ratones con una in-
feccién de 10 dias; la sangre infectada
f.ue diluida en 0.55 M buffer fosfato sa-
lino (PBS), PH 7. Los animales fueron
confrontados por la via intraperitonex}
con 1_ ml PBS-sangre conteniendo
1 X10° — 2 % 105 T. erus; equivalente
a 100 — 200 dosis letal 20 (DL50). La

DL50 equivalente a 1 X 10? parasitos
se obtuvo de datos de mortalidad obser-
vados en grupos de 10 animales infects-
dos con niimeros variables de parasitos.

Los cultivos de la cepa Tulahuén de
T. cruzi se hicieron en medio modifica-
do del medio dializado de Dusanic''.
Agar nutriente fue preparado con 10
mi extracto de carne Bacto, 5 g de Bac-
to peptona, 8 g de sodio cloruro y 15 g
de agar. El extracto de carne fue prepa-
rado con 3 g de polvo de carne Bacto y
1,600 ml de agua bidestilada. L.a mezcla
fue calentada por 1 hr a 50°C con agi-
tacion constante y por 5 min adiciona-
les a 80°C. La preparacion fue filtrada
a través de algodon y se ajustd el pH
del filtrado a 7.2 con 5 N hidréxido de
sodio a temperatura ambiente. Después
de anadir el agar se esterilizé la mez-
cla por 30 min a 16 lbs de presién guar-
dandose en el refrigerador hasta su uso.

La solucion de Locke consistié de una
mezcla de 90 ml de solucién A y de 10
ml de solucién B. La soluciéon A conte-
nia 8 g de cloruro de sodio, 0,2 g de clo-
ruro de potasio, 0.09 g de fosfato de so-
dio monobasico, 0.38 g de fosfato de sc-
dio dibasico anhidro, y 900 ml de agua
bidestilada.

Setenta y cinco ml de agar nutritivo
a 56°C fueron mezclados con 15 ml de
sangre defibrinada normal de conejc.
esta mezcla fue distribuida en tubos de
dialisis (2 ecm de didmetro por 56 cm
de largo). El tubo amarrado y seguro
fue lavado con solucién A e insertado
en un segundo tubo de dialisis de 2.5
cm de didmetro por 56 cm de largo.
Este tubo también fue asegurado y la-
vado en solucién A. Botellas Roux con-
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teniendo medio nutritivo de agar sangre
en los tubos dobles de dialisis mas 90
ml de solucién A fueron autoclavados
por 20 min a 16 lbs de presion. Una
vez que las botellas habian adquirido ia
temnperatura ambiente se anadié 10 ml
de soluciéon B estéril a cada una de las
hotellas. Cada botella asi preparada fue
inoculada con aproximadamente 5)10%
trypanosomas ¢ incubada a 27°C du-
rante 21 dias. Los trypanosomas que
crecieron en la fase liquida fueron co-
lectados por centrifugacion a 6,730 X g
por 20 min a 4°C en una centrifugado-
ra Sorvall RC2—B. El sobrenadante fue
removido y filtrado a través de filtros
Millipore de O.8u. El sedimento fue la-
vado 3 veces con PBS y resuspendido
en el buffer a fin de contar los parasitos
con el hemocitometro.

Preparacion de la vacuna

Un ml de suspension de trypanosc-
nias conteniendo 1 X 10? formas de T.
cruzi fue mezclado con 0.05 g de cola-
to de sodio (Sigma Chemical C., St.
Louis, MO o con 0.05 g de lubrol WX
(!mperial Chemical Litd., London) en 1
ml PBS. Los trypanosomas tratados con
colato fueron incubados por 30 min a
O"C. Otros tratados con Lubrol fue-
ron incubados a 21°C ya que no todes
los parasitos murieron a O°C. Al final
del periodo de incubacién se anadié 3
ml de PBS frio a cada preparacién y
observandoles al microscopio de luz se
encontrd membranas agregadas, mate-
rial flagelar y trypanosomas sin movi-
rm:ento.

Las preparaciones con colato fueron
dializadas con agitacion constante du-
rante 36 hr a 4°C contra alicuotas de
1,200 ml de PBS frio. Se cambi6 el
PBS cada 6 a 12 hr al menos 4 veces
durante el periodo de dialisis. Las
muestras tratadas con lubrol fueron
centrifugadas a 4°C por 90 min a
134,000 X g en una ultracentrifugadora
Beckman L2—65 B. El sobrenadante
fue descartado y el sedimento fue sus-
pendido en PBS frio y vuelto a centr:-
fugar en condiciones similares. Se des-
carté el sobrenadante y el sedimento
fue suspendido en 5 ml de PBS. Cin-
¢o ml de medio y 50 mg de gelatina en
5 ml PBS sometidos al mismo trata-
riiento de detergentes que las prepara-
ciones trypanosdomicas sirvieron para
inyectar ratones control.

No se detectaron parasitos vivos per
observaciones microscépicas de las va-
cunas preparadas o de muestras de san-
gre de animales vacunados sin confron-
tar. Muestras de las vacunas (0.1 ml
per tubo) y muestras de sangre de ani-
males vacunados sin confrontar (10 ul
de sangre por tubo) también fueron in-
cubados a 27°C en medio nutritivo de
agar sangre!? donde tampoco se pudie-
ron detectar trypanosomas vivos.

Estudios de inmunizacion

Grupos de 5 ratones fueron inmun.-
zados por via intraperitoneal (ip) con
2 % 108 T. cruzi de cultivo tratados con
detergente y administrados en inyec-
ciones de 1 ml. Otros grupos de 5 rato-
nes fueron inmunizados por la via sub-
cutédnea (sc) o intramuscular (im) con
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una conteniendo 1 X 10°
T. cruzi tratados con detergente. Ani-
males control fueron inoculados en for-
ma similar con medio, PBS o con gela-
tina o medio tratado con detergentt?. Un
grupo de 5 animales fue inmunizado
ana sola vez y confrontado 21 dias des-
sués: los otros grupos fueron vacuna-
;los 3 veces a intervalos de 7 dias. To-
dos los animales fueron confrontados
con 1—2 X 10° formas sanguinolentas
a los 21 o 42 dias después del ultimo
tratamiento. El corazén, higado y bazo
de ratones no inmunizados e inmuniza-
dos confrontados fueron examinados
buscando formas amastigéticas tisula-
res durante varios intervalos de tiempo
después de la confrontacion. Dos gru-
pos de 5 animales cada uno fueron in-
raunizados con 3 inyecciones de 2 X 10°
T. cruzi tratados con colato. Los tejides
de cada uno de estos animales fueron
examinados a los 15 y 40 dias, después
de la confrontacién. En forma similar
se examinaron 15 dias después de la
confrontacién los tejidos de 4 animales
vacunados 3 veces con 2 X 10% T. cruzi
tratados con Lubrol asi como los tejidos
de aquellos animales controles.

La estabilidad de las vacunas de T.
cruzi tratadas con colato fue examinada
después de permanecer a 4°C T
dias y a —T76°C por 28 dias. Ratones re-
cibieron 3 inyecciones 1p cada una de 1

m.. equivalente a 2 X 10% formas d-
cultivo de ¢

¢ 5 ml de vac

da rreparacién guardada a
4°C (5 ratones) o a —76°C (9 ratones).
Un grupo de 5 ratones sirvio de contrn!
y tue administrado PBS. Todos los ani-
frrmas sanguinolentas de T. cruzi a los
1ales fueron confrontados con 1 105

——— e

21 dias después del Gltimo tratamiento
Seguidamente se determinaron las pa-
rasitemias de la sangre y los tiempos de
scbrevivencia.

VM onitoreo de las infecciones

Se contaron los parasitos trypomasti-
gbéticos sanguinolentos distinguiéndoles
entre las formas largas de movimiento
rapido y las formas pequenas y gruesas
caracterizadas por sus movimientos len-
tos. El conteo se hizo en muestras de
sangre obtenidas entre el 42 y 129 dia
y en el dia 40 después de la confronta-
cidon, al menos que se indique lo contra-
rio Las parasitimias de la sangre fue-
ron cuantificadas de acuerdo al método
modificado de Roberson et al’’. Cua-
tro ul de sangre se colectaron de la ve-
na caudal de cada raton utilizando una
micropipeta (Clay Adams, Parsivpany,
NdJ); esta sangre fue transferida unifor-
memente a un portaobjetos bajo un cu-
breobjetos de 18 x 18 mm. Los parasitos
fueron contados en 32 campos micros-
cOpicos usando una magnificacion de
400 x y un micrémetro ocular calibra-
do (American Opticol Corp., Buffalo,
INY). Los resultados se expresaron co-
mo el nimero de T. cruzi por ml de
sangre.

El conteo de pariasitos en tejidos se
efectud en impresiones de érgancs co-
loreados con Giemsa ,de acuerdo al mé-
todo desarrollado por Stauber!*,!? para
Leishmania. Varias impresiones de ca-
da oérgano fueron examinados micros-
ccpicamente a una magnificaciéon de
1,000 x. Los resultados fueron expresa-
dos como el niimero de formas amast’
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goticas por 1,000 ntcleos de células
huéspedes.

Aislamiento de T. CRUZI de ratones
immunizados que sobrevivieron la in-

feccion.

T.0s métodos usados por Martinez—
Silva et al ¢ y por Allain y Kagan!7 se
siguieron con ciertas modificaciones. Se
examinaron a los animales que fueron
inmunizados 3 veces con 2 X 108 T. cru-
zi tratados con colato; estas vacunas
{ueron administradas ip con 7 dias de
intervalo y los animales fueron confro:i-
tados con 1 X 10° T. cruzi sanguinolen-
to trypromastigotico a los 21 dias des-
pues de la Gltima vacuna. Al tiempo de
correr este experimento estos animaies
habian sobrevivido 3 meses después de
ia confrontacion.

Diez de estos ratones y 3 animales
controles no inmunizados confrontadcs,
ectos ultimos con parasitemia de 10 dias
fueron sangrados por puncién cardiaca
en condiciones estériles. Los corazones
fueron removidos ascépticamente y ho-
mogenizados en PBS estéril. La por-
ciéon liquida de cada homogenado fus
lnoculado ip en un ratén adulto previa-
mente irradiado con 300 rads. Cinco dé-
cimas de ml de la sangre obtenida por
Puncion cardiaca fue mezelada con una
cantidad igual de PBS estéril conte-
niendo 5 unidades de heparina, 100
unicades de penicilina G y 100 ug de
¢streptomicina, por ml. Cada muestra
tue centrifugada a 192 x g por 100 min
y el sobrenadante fue transferido a tu-
bos estériles para ser centrifugados
de nuevo a 1,203 x g por 15 min. El se-

dimento fue suspendido en 0.5 ml PBS
y cantidades iguales fueron inoculadas
en 2 tubos de cultivo de tejidos por ca-
da muestra.

El cultivo de tejidos consistié de cé-
lulas de rinén de mono Rhesus en tu-
bos (Gibco, Gram Island, N'Y). Las cé-
lulas en cada tubo crecieron en 2 mi
de medio basal de Eagle (BME) conte-
niendo 0.5 por ciento suero de feto de
bovino y 50 unidades de penicilina G
mas 50 ug de estreptomicina, por ml.
Cada cultivo fue provisto de medio
fresco 2 veces a la semana. En los culti-
vos inoculados con el material de ex-
rerimentacion se hizo el primer cambio
del medio a los 3 dias después de la ino-
culaciéon. Muestras de la porcién liqui-
da fueron removidas 2 veces a la sema-
na con una aguja bacterioldgica y se
chequedé microscopicamente por pre-
sencia de parasitos. La sangre de los
animales irradiados que recibieron ho-
mogenados de tejido de corazén fue
examinada a los 14 y 28 dias contando
160 campos microscopicos a una mag-
nificacién de 400 x.

Amndlisis estadistico

La prueba t de Estudiante fue usada
vara indicar diferencias entre medianas
de las parasitemias estudiadas. La mor-
talidad fue analizada con la pru-eba de
Kolmogorov-Smirnov “goodnee of fit”
y se reportaron diferencias cuando el
nivel de significancia fue menos de

0.05%%.
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RESULTADOS

La figura 1 ilustra las parasitemias de

ratones inmunizados y 1o inmunizados

confrontados con 1 X 105 trypomastigo-
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FIGURA 1.—Pamasitimias en ratones inmuni-
zados con 2x108 formas de cultivo de T. cruzi
tratados con con colato (O 0) o con lu-
brol (0———0) administrados 3 veces a 7
dias de intervalo, Ratones control recibieron
PBS y medio de cultivo libre de parasitos
(O———0). Un grupo control (O——O0) no
recibio tratamiento. Todos los animales fue--
ron confrontados con 1x105 T. cruzi 21 dias
después de la tltima inyeccion. Datos estan
presentados como la mediana —+ error standar

tes. Durante varios dias después de la
confrontacién no se detectaron parasi-
tos entre 20 y 40 por ciento de los rato-
nes Inyectados 3 veces con cultivos de
T. cruzi tratados con colato. El resto de
9§19 grupo de animales mostrs 1 para-
51t en los 39 Campos microscépicos
contados o lo que equivaldria a tener
4 % 10* parasitos por ml de sangre. En

)

contraste los animales inmunizados 3
veces con cultivos de T. cruzi tratados
con Lubrol desarrollaron parasitemias
similares a las de los animales control
Ademas, aquellos animales que recibie-
ron vacunas preparadas con colato, so-
brevivieron la infeccion (Fig. 2) mien-
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FIGURA 2.— Mortalidades de ratones vacu-
nados con 2x108 formas de cultivo de T. cruzi
tratados con colato (O 0O) o lubrol
(O 0) administrados 3 veces a 7 dias de
intervalo. Ratones control recibieron PBS vy
medio de cultivo libre de parasitos (0——0).
Un grupo control (O———0O) no recibid tra-
tamiento. Todos los animales fueron confron-
tados con 1x105 T. cruzi 21 dias después de la
ultima inyeccién.

tras que aquellos animales que recibie-
ron vacunas preparadas con Lubrol, tu-
vieron mortalidades similares a los con-
troles.

El efecto de 1 (0) 3 inyecciones de T.
cruzt preparadas con colato sz demos-
tro por la presencia de menos parasitos
en la sangre de animales inmunizados
con 3 dosis, en contraste con la parasite-
mia de los animales que recibieron una
unica dosis (Fig. 3), aunque ambos gru-
pos presentaron menos parasitos que
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FIGURA 3.— Parasitimias en ratones inmu-
nizados con 2x10% formas de cultivo de T.
cruzi tratados con colato. Animales recibie-
ron por la via intraperitoneal una (O———0O)
o 3 vacunas (O 0) a 7 dias de intervalo.
Ratones control (O— — —0) fueron adminis-
trados 3 veces 1 ml. de PBS. Todos los ani-
males fueron confrontados con 2x10° T. cruzi
21 dias después de la ultima inyeccion. Datos
estan presentados coom la mediana -+ error
standar.

los animales control. Cuarenta por cien-
to de los animales inmunizados 3 veces
no mostraron parasitemias detectables.
Lous otros 60 por ciento presentaron 1
flagelado en los 32 campos examinados.
Solamente trypomastigotes gruesos de
rmovimiento lento fueron observados =n
esias preparaciones. Todos los animales
Inmunizados con una sola dosis vacuna!l
rnostraron parasitemias significante-
mente mas elevadas en las que se ob-
servo tanto los trypomastigotes grue-
sos, de movimiento lento, como las for-
n:zS largas caracterizadas por sus mo-
vimientos rapidos. El maximo ntimero
de esaos ultimos trypomastigotes fueron
detectados a los diez dias después de
la confrontacién (0.8 x 10° formas lar-
gas por ml. de sangre): en contraste,

40

en los animales control se detectaron
2.6 X 10° formas largas por ml. de san-
gre a los 8 dias de la infeccién.

Ninguno de los animales que recibie-
ron 3 dosis de vacuna preparada con
colato murieron de la infeccién, sin em-
bargo, 60 por ciento de los animales in-
munizados con una sola dosis vacunal
murieron de infeccién a los 32 dias,
pero la mortalidad en este grupo fue
mas baja que en el grupo control (Fig.
4j.
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FIGURA 4.— Mortalidades de ratones inmu-
nizados con 2x10% formas de cultivo de T
cruzi tratados con colato. Animales recibie-
ron vor la via intraperitoneal una (O——0)
¢ 3 vacunas (0——0) a 7 dias de intervalo.
Ratones control (O—O) fueron administrados
3 veces 1 ml. de PBS. Todos los animales
fueron confrontados con 2x105 T. cruzi 21
dias después de la tultima inyeccion.

Se encontraron pocos parasitos en la
sangre de animales inmunizados 3 ve-
ces por la via im o sc (Fig. 5). No se
detectd parasitemias en 40 por ciento de
los animales; el 60 por ciento restante
mostré 1 trypanosoma (forma gruesa)
en los 32 campos examinados. No se de-
tectaron parasitos largos de movimiea-
tos rapidos y ninguno de los animales
vacunados murié de infeccion, a dife-
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FIGURA 5.— Parasitimias en ratones con
1x108 formas de cultivo de T. cruzi tratados
con colato y administrados por via subcuta-
nea (0——0) o intramuscular (0——0) 3
veces a 7 dias de intervalo. Ratones control
(O— — —0) recibieron 3 veces 1 ml. de PBS.
Todos los animales fueron confrontados con
1x10° T. cruzi 21 dias después de la ultima
inyeccion. Datos estan presentados como la
mediana + error standar.

rencia del grupo control donde todos
murieron a los 18 dias de la infeccién
(Fig. 6).
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FIGBIRA 6.— Mortalidades de ratones inmu-
Luzai.o.s con 1x108 formas de cultivo de T.
Vr’um trataadnps con colato y administrados por

1a subcutinea (O O) p intramuscular
dias de intervalo . Ra-

‘ ) recibieron 3 veces 1
ml. de PBS. Todos los animales fueron con-

frontados con 1
R x105 T, Cruzi ~ 2 ’
de la Gltima inyeccién i s despuds

Se estudiaron los efectos de intervalo
de tiempo entre la inmunizacién v la
confrontacion durante la infeccién. Los
animales fueron confrontados con
1 X 10° trypanosomas sanguinolentos 3
los 35 0 a los 56 dias despuéés de la pri-
mera vacuna. Todos los animales con-
trol estuvieron infectados con aproxi-
madamente 5 X 10° parédsitos por ml.
de sangre a los 12 dias de la confronta-
cion y tuvieron un tiempo de sobrev:-
vencia medio de 16 dias. Los ratones
inmunizados no mostraron parasitemias
detectables por exdmenes microscdpi-
cos de muestras de sangre y ademés
sobrevivieron la infeccién. Formas ti-
sulares amastigéticas, fueron observa-
das en animales control no inmunizados
y en los animales que recibieron vacu-
na tratada con Lubrol. No se detectu-
ron parasitos en los tejidos de los rato-
nes inmunizados con vacunas prepara-
das con colato y confrontados a diferen-
tes periodos de tiempo (Tabla I.)

Las vacunas a base de cultives de T.
cruzt tratados con colato probaron se:
inestables al ser guardadas a 4°C por 7
dias 0 a —76°C por 28 dias ya que al
vacunar ratones con estas preparacio-
nes y luego confrontarlos, se observé
que las parasitemias de la sangre a los
12 dias de la confrontacién y el tiempe
de sobrevivencia, eran similares a las
de los animales control.

Muestras de sangre tomadas de 2 ani-
raales del grupo que recibié vacunas
tratadas con colato y que resistieron la
conirontacién con T. cruzi, mostraron
parasitos después de 21 o 24 dias en cul-
tivo de tejidos Tabla II). Muestras de
sangre del resto de estos animales in-
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TABLA 1

T. cruzi en tejidos de animales inmunizados con cultivos homoélogos tra-
tados con colato y corfrontados con formas sanguinolentas.

Niimero Material inocu-
de lado antes de Ia
ratones confrontacion®

Dias después de la
confrontacion
con T. CRUZI**

Formas amastigoticas / 1000 nucleos***

Corazon Higado Bazo

5 Medio o PBS 15
5 T. cruzi (colato) 15
5 T. cruzi (colato) 40
4 T. cruzi (colato) 15

154 16 6213 " 34— 1
s i U+ T
153+ 11 70== 13  30x= 1

Ratones fueron inoculados 3 veces cada i dias con! ml de PBS, medio de cultivo o
2 x 10% formas de cultivo tratados con colato o con lubrel, por inyeccion.

Confrontacion consi:tido de 1 x 10° formas sanguinclentas de T. eruzi, noculadas 21

dias después de la ultima inyeccion.

ats oy 22
o O

Mediana — desviacién estandar, Conteos fueron hechos en inpresiones coloreadas

con Gienca. El signo negativo indica que no se obervaron parasitos por este método.

munizados no mostraron parasitcs en
cultivo de tejidos aun conservandolos
durante 28 dias. Al contrario, las mues-
tras de sangre de ratones infectados no
inmunizados presentaban abundantes
rasitos a los 7 dias de inoculados en
cultivo de tejidos.

Ocho de los 10 ratones irradiados ino-
culados con homogenados de corazoén
de ratones inmunizados que resistieron
la confrontacién con T. eruzi, mostraron
escasos parasitos en cultivo de tejides
a los 28 dias de incubacién. En cambio
la sangre de los animales irradiados ino-
culados con homogenados de corazonm
de ratones no inmunizados, con 10 dias

de infeccién, dio lugar a la aparicién de
abundantes ntimeros de parasitos des-
pués de 14 dias en cultivo de tejidos
(Tabla II). |

DISCUSION

La inmunizacién contra las formas
sanguinolentas de T. cruzi con cultivos
homologos tratados con colato, produce
resistencia a la confrontacién letal, uti-
lizando animales conocidos por su sus-
ceptibilidad a la cepa virulenta Tula-
huén de este parasito. El colato sédico
ha sido reportado como un modsarado
cetergente idnico que se combina con
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TABLA II

Deteccién de T. cruzi de la sangre y tejidos de animales inmunizados que

sobrevivieron infecciones letales con formas sanguinolentas.

Inmunizacion antes de la
confrontacion®

Método de deteccion de T. CRUZI
En cultivo de tejidos

En ratones irradiados

T. cruzi (colato)
Ninguna

2/10% | 8/10
3/3 3/3

* Ratones inmunizados recibieron 3 vecesa 7 dias de intervalo el equivalente a 2 x 108
T. cruzi en cultivo tratados con colato. Los animales sobrevivieron la confrontacién
con 1 x 10° formas sanguinolentas de T. cruzi, por 3 meses al tiempo de ser sacrificados
para estos experimentos. Se obtuvo la sangre y el corazon (homogenizado) de cada
uno de estos animales incluyendo los controles no inmunizados v se inocularon en 2
tubos de cultivo de tejido de rinén de mono Rhesus y en 1 ratén irradiado (300 rads),

por cada animal estudiado.

o

las membranas causando alteraciones
en su estructura pero con muy poca
desnaturalizacién de sus componentes!”.
La interaccién del colato con los parési-
tos, puede exponer antigenos en tal for-
ma que son mejor reconocidos por cé-
lulas inmunocompetentes®” responsa-
bles de despertar la respuesta inmunc-
l6gica contra los parasitos. El lubrol uti-
lizado de acuerdo a la metodologia ae
estos experimentos, parece alterar la
antigenicidad de las fracciones trypano-
somicas utilizadas después de que fue-
ren centrifugadas a 134,000 X g. en tal
forma que no fueron capaces de provo-
car alguna resistencia,

La inmunizacién con 3 dosis cada una
equivalente a 2 X 108 T. cruzi de culti-
Vos tratados con colato y administrades
a 7 dias de intervalo, previene la mo-r-
talidad y reduce las parasitemias de la

Nimero de ratones encontrados con infeccién sobre el ntimero total observado.

sangre y de los tejidos a niveles que 1o
son facilmente detectables con métodcs
convencionales. Un estimulo de la acti-
vidad fagocitaria no parece contribuir
significantemente a la resistencia obser-
vada, ya que la administracién de me-
dio de cultivo o gelatina, tratados o no
con colato, no parece alterar el curso de
las infecciones. Atin mas, el desarrolio
de infecciones letales en animales con-
troles inoculados con medio de cultivo
de T. cruzi, parecen indicar que exoai-
tigenos o antigenos provenientes del
metabolismo de T. c¢ruzi en cultivo a9
intervinieron en el desarrollo de resis:
tencias.

L.os animales vacunados con culti
tratados con colato exhibieron resistef-
cias a infecciones letales con formas
sanguinolentas de T. cruzt por al me.I‘lO-s
42 dias después de la tltima inmuniz4s

vOS
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cion. Tal inmunidad funcional parece
también extenderse a los tejidos ya que
el nimero de formas amastigéticas en
los animales inmunizados se redujo a
n:veles que no pudieron ser detectados
por la técnica de impresidén de tejidos.
De todas formas, se logré recobrar pa-
rasitos de la sangre y tejidos de anima-
les inmunizados por inoculacidon en cul-
tivo celular de rinén de mono o a su vez
por inoculacién en ratones irradiados
no infectados. Estas técnicas son mas
sensibles que las examinaciones micros-
cépicas de sangre o de impresiones de
tejidos provenientes de animales que
resistieron la infeccién. Cuando se en-
contraron parasitos en la sangre de ani-
males inmunes, éstos eran de las formas
trypomostigoticas lentas y gruesas que
S¢ cree son resistentes a la respuesta
mmunolégica®!. Las formas delgadas,
caracterizadas por su movimiento rapi-
do en muestras de sangre fresca, no fue-
ron encontradas en animales vacuna-
dos con 3 inyecciones de cultivos con T.
cruzi tratados con colato. Ante estos re-
sultados, es de esperarse que estudian-
dc el pleomorfismo 122! durante el cur-
so de la infeccién en animales imuniza-
dos 0 no inmunizados, se encuentren di-
ferencias antigénicas e infectivas muy
significativas entre estas formas.

La inmunizacién efectiva lograda
utilizando la via intraperitoneal, in-
(ramuscular o subcutanea, parece ser
¢ependiente del ntimero de dosis admi-
nistradas y del uso inmediato de estas
cespués de su preparacidn ya que Su
potencial para estimular proteccién, se
tierde cuando dichas vacunas se guar-
den a 4°C o a —T6°C. otros autores

también han reportado inestabilidad
antigénica en varios homogenados de T.
ciuzt guardados en condiciones simila-
res previo a su uso?2. Al contrario,
otros autores’,”® han podido mantencr
sSus preparaciones antigénicas estables
a diferentes temperaturas. Es de espe-
rar que una caracterizacion fisica y bio-
quimica de esta vacuna preparada con
colato y conservada a diferentes tempe-
raturas durante varios intervalos de
tiempo, nos de informacién sobre su
inestabilidad relativa. Por otro lado un
estudio comparativo inmunolégico Ae
componentes aislados de esta vacuna,
revelaria las fracciones antigénicas en-
vueltas en el estimulo de la resistencia
contra infecciones letales de T. cruzi
exhibidas por animales inmunizados.

Summary

C3H . Anf mice were immunized
with Lubrol or cholate — treated cul-
ture forms of the Tuluhuén strain of
Trypanosoma cruzi and subsequent-
ly challenged with the homeologous
bloodstream forms. The equivalent of
1 X 105 — 2X 10® detergent-treated
culture forms were injected intraperi-
toneally, intramuscularly or subcuts-
neously. The mice were challenged in-
traperitoneally with 1 X 10° — 2X 1ii®
bloddstream forms equivalent to 100--
200LD., administered 21 or 42 days ai-
ter immunization. The effects of immu-
nization were measured by recording
survival times, noting blood and tissue
parasitemias, and by attempting to re-
cover parasites from the challenged mi-
ce in Rhesus monkey kidney tissue cell
cultures and in irradiated mice.
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inmunized mice challenged with- L
~+y=zi had significantly lower parasite-
;11ias than groups of control animals.
Cholate-reated culture forms were
more effective vaccines than Lubrol-
treated trypanosomes. Bloodstream
forms when observed in immunized mi-
cc were predominantly slow moving
st.umpy trypomastigotes. Amastigote
tissue parasitemias in these mice were
reduced to levels that could not be de-
tected by microscopic examinations of
tissue imprints. Unimmunized infected
control mice died with high parasite-
mias of both stumpy and slender trypo-
mastigotes. The effectiveness of the
vaccines was dependent upon the num-
ber of injections administered. Animals
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