Rev. Inst. Med. trop. Sdo Paulo
11(1):13-18, janeiro-fevereiro, 1969

INFECCIGN DE TRYPANOSOMA CRUZI EN

| CDU  576.983.161.13
616.9817.3

RATONES DESPUES

DE SU TRATAMIENTO CON TRYPANOSOMA LEWISI

Walterio Garcia (1) y Heinz MUHLPFORDT (2)

RESUMEN

Debido a la seme]anza metabélica del T. lewisi con el T. cruzi, se usd el

primero para inmunizar ratones contra una infeccién del dltimo.

Solamente al

tratarlos varias veces con parésitos vivos de cultive dio cierta proteccién. Se
encontré una parasiteinia muy baja y ninguna muerte en los animales tratados,
en comparacion con la alta parasitemia y 60% de muertes en los animales no

tratados.
mas posibles antigenos comunes,

Las redcciones serolégicas efectuadas, indican la presencia de uno o

INTRODUCCION

- En el ratén, animal apropiado para la
infeccién experimental con T. cruzi, el cur-

s0 de la infeccién es muy variable, influyen- -
do en esta la virulencia de las cepas, el

niimero de parasitos, la via de inoculacién,
la edad de los animales y la alimenta-
. _Ci(’)n 4, 8, 11, 12, 13, 16, 17, 18, 19, 32, 33, 3'5' Se
pueden sefialar tambien otros factores que
intervienen en el desarrollo del 7. cruzi en
el animal de experimentacién; entre otros,
se ha buscado la influencia de la corti-
sona®>®% %2 v de la temperatura® %
para obtener una explicaciéon sobre su posi-
ble -relacién en la infeccion del hombre.
Tienen un gran significado los trabajos de
inmunizacién con frypanosomas muertos,
cepas atenuadas, avirulentas y toxinas® %
15, 120, 121, 22, 1286, {27,129,‘3‘0. Pero a pesar de 10
interesante y alentador de estos resultados,
presenian hasta el momento poco valor
practico en la lucha contra la enfermedad
de Chagas, ya que se desconoce el compor-
tamiento de estas cepas en el hombre, pu-
-diéndose presentar una elevacién o aumento

de la virulencia con resultados adversos;
por estas razones no se han aplicado al
hombre dichas cepas. Buscando otras posi-
bilidades para encontrar una proteccién .
contra una infeccién con T. cruzi posterior,
usamos I. lewisi, cepa no patdgena para el
hombre, ya que esta cepa tiene con el T.
cruzi ciertas semejanzas metabélicas, resu-
midas recientemente por DANFORTH °.

La especie de T. lewisi estd bien adapta-
da en ratas, pudiéndose mantener en rato-
nes solamente cuando se les trata diaria-
mente con suero de rata 2%, La duracién
de la infecciéon intra-peritoneal en ratones
no tratados, depende de la dosis infectante,
encontrandose muy escasos parasitos cuatro
dias despues de la infeccién como tiempo
méximo, pudiendo considerarse a estos co-
mo sobrevivientes del indculo. Tiene como
objeto el presente trabajo informar el curso
de la infeccion de T. cruzi en ratones pre-
viamente tratados varias veces con formas
de cultivo vivas de T. lewisi.
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MATERIAL Y METODOS

La cepa de T. cruzi usada fue aislada
de triatomas infectados provenientes del
Pertt (cepa “P”). Es maés virulenta que la
brasilefia “Y” aislada por Sitva & Nus-
SENZWEIG ®2, en 1953. La cepa “P” tiene
la particularidad de presentar parasitemia
més elevada que la “Y”, matando ratones
con un peso aproximado de 15 g. La de
T. lewisi se recibi6 de Inglaterra ¥, fue
aislada por Fulton y cultivada “in wvitro”,
sin que hasta la fecha hayamos pedido in-
fectar con ellas los huéspedes naturales, o
sean las ratas. Para el tratamiento de los
animales se usaron cultivos en masa de 19
dias, descritos por NAKAMURA #* y modifi-
cados para T. lewist.

Treinta ratones NMRI (Hannover) SPF,
tuvieron un peso inicial de 18 g como pro-
medio y de 28 g cuarenta dias despues al
ser infectados con T. cruzi. Los animales
fueron separados en cajas con cinco cada
una y mantenidos a temperatura ambiente.
Recibieron alimento LATZ normal; agua y
comida la tuvieron “ad libitum”. Se divi-
dieron para el trabajo en dos grupos de 15
ratones cada uno (grupo A y grupo B).

El grupo A fue tratado 8 veces (cada
5 dias) con un total de 2,7 X 107 para-
sitos. Las vias de administracién fueron
las siguientes: pulpejos de las patas (dos
veces), intramuscular (dos veces) y el resto
intraperitoneal. El grupo B fue tratado en
igual forma, con la misma cantidad del
medio (fase liquida) ausente por completo
de pardsitos. Cinco dias despues de termi-
nar el tratamiento, se sacrificaron cinco ani-
males de cada grupo (A; y B,) para de-
terminar anticuerpos por los métodos de
hemaglutinacién indirecta® y doble difu-
siébn en agar?, el resto fue infectado con
1,6 X 10° T. cruzi intraperitoneal. El peso
y la parasitemia fueron controlados los dias
habiles durante las tres primeras semanas,
despues cada tercer dia. Las cuentas de
parasitos se efectuaron en 25 campos con
un aumento de objetivo 40 X ocular 8.

RESULTADOS

La parasitemia se encuentra resumida en

la Tabla I.

* . Agradecemos al Dr. Ryley el envio de la cepa
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En el grupo A, esta fue ocasional y muy
baja. La evolucién de la infeccién fue va-
riable, enconirindose en unos ratones de
corta duracién (ratones 1, 3, 4, 6), en otros.
mas larga (ratones 7, 9, 10). Probable-
mente en estos Gltimos la parasitemia fue
constante en muy escasa cantidad, no
siendo posible demostrarla con los métodos
utilizados. [Esta parasitemia tan baja no
ocasion6 ninguna muerte en estos animales.
tratados con 7. lewisi. El peso de los ra-
tones durante la infeccién mosird variacio-
nes; se conservé mis o menos igual en unos
(ratones 1, 3, 7), aumentando en otros
(ratones 2, 4, 6, 8, 9, 10) y disminuyé en
uno (ratén 5). No fue posible correla-
cionar el peso con la .duracién de la para-
sitemia.

En el grupo B la parasitemia fue muy
elevada en seis animales (ratones 3, 4, 6,
8, 9, 10), en uno de mediana intensidad
(ratén 7) v en tres de baja (ratones 1,
2, 5). Se encontr constante hasta su muer-
te o hasta el fin de las observaciones; sola-
mente el ratén No. 1 fue negativo en las
dos tultimas. De este grupo murieron seis,
de los cuales cinco se encontraban con ele-
vada parasitemia (ratones 3, 4, 6, 8, 9)
y uno con escasa (ratén 1). Al igual que
en el grupo anterior, no se encontré rela-
cién alguna entre peso y parasitemia.

Los resultados de las reacciones serolégi-
cas se encuentran resumidos en el Cuadro I.
La formacién de anticuerpos, al igual que
la parasitemia, varia en los animales. En
el grupo A; se encontraron tres animales
con diversos titulos contra T. lewisi (rato-
nes 1, 4, 5), dos de ellos con titulos muy
bajos contra T. cruzi (ratones 1, 5). Cua-
tro dieron bandas de precipitacién’ contra
antigenos de 7. lewisi en la doble difusién
en agar (ratones 1, 3, 4, 5), dos de ellos
doble banda (ratones 3, 5). Contra anti-
genos de T. cruzi, solo dos dieron una ban-
da (ratones 1, 5). .

Del grupo B, en hemaglutinacién, solo
uno (ratén 2) dio un titulo bajo contra T.
lewist y ninguno contra T. cruzi. La doble
difusién en agar no mostr6 ninguna banda
de precipitacion para antigenos de T. lewisi
y T. cruzi.




TABLA I

Parasitemia en los animales tratados con 7. lewisi (Grupo A)
y de los controles (Grupo B)

3 GRUPO A
Y
S w3
ASE 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
& —_ — — — — - — — - -
1 - - - — -~ - — - — —_

2 - - - - - - - (+) - -

3 - +) - - +) - - - - -

4 - — — - — —_ — — - -

3 - - — — — - - - — -
9 — — — — — — — — — —
10 - - - +) - - (+) - - -
11 - - - - - - - - - +)
14 +) +) (+) - - +) (+) - - -
15 (+) () +) - - (+) (+) - (+) -
16 - - - - - - - - - -
17 - +) - - - - - - - -
18 - + - - (+) - - - - +)
21 - - - - - - - (+) - -
22 - - - - - - +) - - -
25 - - - - - - - - - -
28 - - - - - - - - - -
30 - - - - - - +) - - +)
32 - - - - - - - - - -
33 - - - - - - - - - -
35 - - - - - - - - - -
37 - - - - - - - - ) -
40 - - - - - - - - - +
42 - - - — - - (+) — +) -

u GRUPO B (CONTROLES)
28 g
as s 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
o — _ - — — — — — —_ -

1 -_— —_ — - — -— — —_ —_ —

2 - - - +) (+) - - - - -

3 - - - +) - (+) - - - -

4 —_— — —_— — — — —_— —_— — -

8 - () - - - G +) (+) (+) (+>

9 (+) () +) - - + (+) ) ++ (+)
10 + + + + +) +++ + + ++ +
11 (+)> + (+) + (+) + 4+ + + + +++ +
14 (+) + + + 4+ + ++++ + -+ ++ -+ ++
- 15 ) () ++ + + + ++++ + +++ ++ +
16 +) +) + ++ (+) 4+ + + 4+ + + + +
17 (GG + +++ (+) + + ++
18 (+) +) +++ ++ 4 (+) + + + ++
21 +) + +++ ++++ + + + + + + + +
22 + + +4+4++ ++++ + + + ++ + ++
25 ) () + + (+) + ++ ++
28 +) ) () + + 4+ + +
30 ) ) +) + ++++ (+)
32 +) + +) + + -+ + (+)
33 (+) + +) + +++ (+)
35 +) () (+) (+) e o (+)
37 +)y - - - ++ +)
40 - (+) () ++ -
42 +) +) (+) -+ -

— = Negativo + 4 = 6-10 parésitos por campo
.(+) = Menos de 1 parasito por campo 4+ ++ 11-20 parasitos por campo
-+ = 1-5 parédsitos por campo ++++ = Mas de 20 parasitos por campo.

15



GARCIA, W. & MUHLPFORDT, H. — Infeceién de Trypanosoma cruzi en ratones despues de su

tratamiento con Trypanosoma lewisi.

Rev, Inst. Med. trop. S8dGo Paulo 11:13-18, 1969.

CUADRO I

Resultados de las reacciones de hemaglutinacién y doble difusion en agar.

Grupo A,

tratado solamente con 7. lewisi, grupo B, controles no tratados

Bemagtutman e dtuon o sear Dople atuson, <1 sges
Ratén |
No. . ) '

T. lewisi | T. cruzi 24 hrs. 48 hrs. 72 hrs. 24 hrs, 48 hrs. 72 hrs.
A1 160 10 ( ( ( — ( (
A, 2 — — — — — — —_ —
A, 3 - — « «( « — — —
A, 4 10 —_ _— ( ( _ — —
A, 5 20 10 (C ( (( ( ( (

CONTR ov LES

B, 1 — — — —_— — — — —
B, 2 20 — — — — — — —
B, 3 — — — — — —_ _-— —
B, 4 — — — — — — — —
B, 5 — — — — — — — —

DISCUSION

Los intentos por encontrar una proteccién
contra la infeccién experimental de 7. cruzt
han sido, hasta la fecha, usando parisitos
homoélogos y sus toxinas % 10, 5, 20, 21, 22,
26, 27, 129, ‘30.

En este trabajo se demuestra por vez pri-
mera una proteccién contra la infeccidén
experimental de 7. cruzi con una especie
de Tripanosoma heterdloga, cuyo metabo-
lismo es semejante al de T. cruzi® con
resultados semejantes a los descritos por los
Autores antes mencionados. Al igual que
en los trabajos realizados hasta ahora, no
hubo una proteccién total, encontrandose
muy disminuida la parasitemia,
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Conocido es por nosoiros un trabajo® en
el que se traté de enconirar una proteccibén
contra T. cruzi experimental, usando ratas
que fueron infectadas con formas sangui-
neas de T. lewisi. Consideramos que la rata
no es un animal tan apropiado como el
ratén para la infeccién experimental de T.
cruzi, ya que tiene una mayor resistencia
que el ratén?!. Segin nuestras experien-
cias anteriores, no es suficiente una sola
inoculacién o el tratamiento con suero de
rata inmune contra 7. lewisi para proteger
al ratén de wuna posterior infeccién con
T. cruz.

Los titulos bajos encontrados en la hema-
glutinacién son por si solos de poco valor,
pero junto con la evolucién de la parasite-
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mia, son muy significativos, no pudiéndose
encontrar una explicacién en la discordan-
cia entre hemaglutinacién y difusién en
agar en un caso {(ratbn A; 3) ya que se
supone que la primera es mas sensible para
detectar anticuerpos.

En la presencia de anticuerpos se encon-
tr6 dos veces (ratomes 1, 5) una relacién
entre hemaglutinacién y doble difusién en
agar con antigeno de T. cruzi, hallazgo de
gran significado si se toma en cuenta que
estos animales no tuvieron ningilin contacto,
ni fueron infectados antes con 7. cruzi, lo
que indica la existencia de un posible anti-
geno comun entre ambas especies.

Al igual que los trabajos experimentales
antes realizados, en los que se desconoce el
comportamiento de cepas de Trypanosoma
cruzi atenuadas en el hombre, el presente
trabajo no tiene por el momento un valor
practico, pero lo tendrd cuando se aislen
el o los antigenos comunes entre Irypano-
soma lewisi y Trypanosoma cruzi.

SUMMARY

Trypancsoma cruzi infection of mice,
following their sensitization with Trypa-
nosoma lewisi

Due to the metabolic similarity between
Trypanosoma lewist and Trypanosoma cruzi,
the first was used to sensitize mice against
the latter. A very low parasitaemia was
found and not one of the animals died. In
untreated animals a very high parasitaemia
was found and 609 of these animals died.
The serological reactions observed indicate
the presence of one or possibly more com-
mon antigens.
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