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pare solicitar PATENTE DE INVENCION

a nombreé de BEHRINGWERKE AKTIENGESELLSCHART

{

entidaed alemana

establecida en Marburg/Lahn, Repiblica Federal Alemana

I

pors “"PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE UNA SUSTANCIA
‘ CON EFECTO INMUNOLOGICO!
(Clese Internacional A61K; C12K)

Priorided reivindicada: Repdblica Federsl Alemena, 25 de
Junio de 1,974, N¢ P 24 30 380.8,
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P . _60 ° 34’7
HOE 74/B009

La invencion se refiere a una sustancia con efec-
%o inmunoldgico y a un procedimiento pars su preparacidn
por tratemiento de tripaznosomas vivos con derivados de
fenantridina, con el objetivo de eliminar su pstogensidad
con una conservacion completa de su potencia inmunocldgica.
Fsta medida, designeda como atenuacidn quimica, hace posi-
ble desarroller una vacuna que es utilizsble también en
el hombre,

La invencion se refiere en especisl a una vacu~
na que contiene los tripenosomss atenusdos segun ls inven-
eiodn.

La enfermedad de Chagas es cdnsiderada como uno
de los grandes problemas sanitarios de Sudamérics y Centro-
smérica, Es provoceda por une infeeccidn con Tripanosomsa
cruzi. Fl nimero de los verdadersmente infectados en el
subcontinente es discutible, pero la Organizacion Mundisl
de la Salud (WHO) estima en 1,960 el nUmero de los infecta-
dos en aproximadamente 7 millones, el de expuestos a un
peligro de infeccidn en sproximedemente 35 millones.

Los métodos utilizados pers la limitacidn de
la infeccidn son varios. En primer lugsr estd probablemen~—
te el trsbajo sobre la extineidn del transmisor (chinches
del género Iristoms) en las viviendas de 1a poblscidn, sed-
vertencis de la poblscidn y saneariento de las posihilidag-

des de vivienda. Este método, apoyado por ls WHO, se lleva
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a cabo ya con gran éxito en muchos vaises. Un segundo
éxito en la lucha contra la enfermedad de Chagas fué la
introduccidén del agente quimioterapéutico Lampit(n) (nar-~
ca comercial registrada de la firma Farbenfabriken Bayer,
Leverkusen), un agente etiolégico altamente activo en el
hombre. Sin embargo, la problemdtica de la quimioterapia
estéd en la aparicidén de modificaciones patologicas irre
versibles, por ejemplo, en el corazén y en otros Srganos
huecos durante la infeccidbn, gque ya no pueden ser resucl
tas por administracidén de los medicamentes en una fase rc
lativamente tardfa de la enfermedad. No obstante, una medi
da profildctica utilizada generalmente en 1la lucha contra
lag infecciones de origen viral o bacteriano, la aplica-
c¢ibén de una vacuna, e6s considerada adn hoy como unida a
muchos riesgos,

In uwna serie completa de grupos de trab;jos
(por ejemplo, Kagan, Marsden, Nussenzweig, Menezes, Hun-
gerer) pudo ser ciertamente demostrado que lag formas de
cultivo de'T. cruzi naturalmente atenuadas, después de la
inyeccidn en ratones, protegen a éstos contra una infec-
¢ién mortal con tripanosomas patdgenos. Sin embargo, la
problemdtica es la patogeneidad residual, reconocible
en diferente medida, de las formas de cultivo,

Jo Emmett describid en 1.950 una supresidn de

la patogeneidad de T. eruzi. Irradidé con rayos Réntgen
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formas de cultivo al altamente infecciosas, y encontro
que una irradizeidn de 100.000 r dejsba ciertamente con
vida a los tripznosomss, pero destruiz su infecciosided.
S3in embarpgo, teles formas de cultivo irradiades ye rno
inmunizen a los restones frente z uns infeceidn patégena
(Chisri 1.968).

Los experimentos referidos en la descripeion
de la DA3 1234930 sobre la modificacidn quimics (por ejenm-
plo con formalina, hidroxilamine y otros) de tripsnosomas
tarpoco condujeron a uns vacuna,

Otro camine fué descrito por Pernandes y otroa
en 1,965, Incutaron formas de cultivo y formes sanguineas
con Actiromicina D. Con ello los tripanosomas pierden su
capscided de multiplicarse, pero conservan su potencia
inmunologica. 3in embargs una utilizscion de esta vacuna
en el homtre se descarte de antemano por la elevads toxi-
cidad de la hctinomiecina D,

Ls misidén de la invercidn aqui presentada se
basa en ercontrar uns sustencia inmunoldglcamente activs
contrz la enfermedsd de Chaezss que, ror blogueo de la pa~
togeneidesd residual 4e les fornmas de cultivo, no sea peli-
grose pars loz hombres, pero que conserve todo su efecto
inmunologico protector, Ls mizms sustercis utilizada pera
le atenuacion, en la concenirscidn existente en la vacuna,
debe ser completamente no toxics pars los homkres. 3orpren-

- 3 -
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dextemente eztz sustancia se encontrd en represzentantes
de laz clase de las ferantridinas,

Lgs fenantridianse fueron sintetizadas e investi-
gadss ya en 1,938 con resrecto a su activided terapéutica
frente a Trijeanosoma congolense y Trijpenosoma vivax., En
1.946 Brownirng y otros demostraron tamtien una actividad
quimioterspeutica freute a T, cruzi en ratones. Después
grarecieron una serie de trakajos, por ejemplo por Riou
¥y colsboradores scktre el mecanismo de la sccldn del bromu—
ro de 3,8-diemino-5-etil-6-fenilfenantridinio sobre T.
eruzi,

3e ha encontrado shora que una incubecidn de
los tripanosomes con derivedos de fenautridina modifice
la vitslided y la infecciosidsd de tal forma que ratones,
después de la inyeccidn con tripanosomas tratados de este
mode, no padecen ninguna infeccidn pstdgena, pero dessrro-
1lan uns proteccidn inmunoldgica completa.

Tor consiguiente el objeto de la invencidn es
un procedimiento pars la preparacion de une sustencia con
efecto immunologico, que esté ceracterizado porque tripa=-
nosomas suspendidos en un medio de cultivo acuoso monofé-
sico son incubedos con un derivado de fenantridina hasta
la pérdida de su patogeneidad, y son dEtenidos los tripa-
nosomas atenuados de este modo, '

Otros objetos de la invencidn son los tripanocso-

¥

- -
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mas quimicamente atenuzdos, obtenidos por cl procedimicn
to segin la invencidén, asi como una vacuna gue los contic
ne.

Como derivados de fenantridina en el sentido de
la invencién son adecuados todos los representantes fisio
légicamente tolerables de esta clase de cuerpos. Especi:l
mente adecuados son aquellos derivados que estdn sustitul
dos en la posicién 3 y en la 8 con grupos emino, en lu
posicidn 6 con un radical fenilo y en la posicién 5 con
un grupo alcohilo inferior. Como ejemplos de tales com-
puestos sean mencionados la 3,8~diamino-S5-metil-6-fenil-
~fenantridina, la isometanidina y 1a'3,8;diamino-5-etil«
~6—fenil-fenantridina. Puesto gue los derivados de fenay.
tridina son por lo general diffcilmente solubles en agu:,
se recomienda utilizarlos sagin la invencidn en forms de
sus sales solubles en agua. Como dcidos para la formacidGa
de sales son adecuados todos los dcidos orgénicos y smobr:

todo los dcidos inorgénicos que poseen aniones fisioldr. :
mente tolerables v que formon sales solubles en agua con
los derivados de fenantridine. Especialmente adecuadas en
el sentido de la invencidén son las sales de los deriwado:
de fenantridina con 4cidos halohidricos, tal como dcido
clorhidrico o dcido bromhidrico. Bjemplos de sales adecw:
das son el bromuro de 3,8-diamino-5~-metil=-6~fenil-fenan~

tridinio (bromuro de dimidio) el cloruro de isometamidio
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(Samorir R) y en especisl el bromuro de 3,8-diamino-5~

-etil-6-fenil-fenantridinio (bromuro de Etidio R)

Los derivados de fensntridina o sus sales son
utilizados en uns concentracion que, por uns parte es su-
ficientemente grande para dar lugsr a la deseada abenua~
cion quimica de los tripanosomas, y que por otra parte
no es tan grande como pars dafiar persistentemente a los
tripanosomas. Se han acreditsdo une concentracidn de 0,5
a 1C00 )/por wl, de preferencia 5 s 100 B(/ml.

Los tripanosomas son sometidos 8l tratamiento
segun la invencidn ventsjossmente en una concentracion
de 103 & 108 tripanosomes por ml. Una concentracion de
tripanosomas especislmenté ventsjoss es de 1 a 5 x 107
tripanosomas por ml, Los tripenosomas son suspendidos a
esta concentrscidn en un medio de cultivo 1iquido, que
es gdecusdo psra mentener completsmente el metsbolismo
de estos orgenismos., Como medio de cultivo son adecuados
todos los medios iddneos parw el mentenimiento de los
tripanosomas, Es decisivo que el medio de cultivo sea
lo més pobre posible o incluso que esté libre de deter-
minentes snt{genos. Este condiddon previa es cumplida
en especisl por los medios exentos de proteinas.Como
ejemplo de medio de cultivo adecusdo sean mencignados
el medio higado-infusiow~triptosa (LIT, segin Camaréo
(1.964)), ademés de los medios quimicamernte definidos,

-6 -



10

20

25

19-G=T75

exento de protefn.s, como hon sido descritos por ejemplo
por Morgan, Morton y Parker (1.950), Salk, Younger y VWard
(1.954) o Parker, Castor y McCulloch (1.957).

Bl tratamiento de los tripanosomas suspe:lidos
en el medio de cultivo con un derivado de fenantridina o
con su sal, se ﬁrolonga durante un tiempo de aproximadie
mente 1 a 120, de preferencic 20 a 48 horas. La temperatu-
ra es de aproximadamente 18 - 372 C, de preferencia 25 a
332 0, Correspondiendo a las leyes quimicas generalmente
conocidas, el tiempo de tratamiento se prolonga tanto
mids cuanto mds baja es la temperatura. Por consiguiente,
en el sentido de los dicho anteriormente, con las duracio
nes de tratamiento, mds cortas hay que asociar las tempera-
turas mds elevadas, y con las duraciones de tratamiento mds
largas, las temperaturas inferiores.

Después del tratamiento, los tripanosomas son
gseparados del medio de cultivo. Esto puede ocurrir por
decantacién, por filtracidén o convenientemente por centri
fugacidén. Bn el caso de que se pretenda la preparacidn
de una vacuna, los tripanosomas asf obtenidos pueden ser
suspendidos de nuevo en una solucidn fisioldgicamente to-
lerable, a la concentracién adecuada para una vacuna.

En los ensayos descritos a continuacién deba ser
demostrado que los tripanosomas tratados segin la invencidn

pierden su capacidad de multiplicacidén y su patogeneidad,
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¥ gue por consiguiente son adecuados para la preparacién
de unz vacuna contra la enfermedad de Chagas.

En todos los experimentos citados a continuacién,
los medios y los anaratos ftienen que ser manipulados bajo
condiciones rigurosamente estdriles.

El reconocimiento de la detencién irreversible
de la multiplicacién por el tratamiento segin la invencidn
ge realiza, por ejemplo, segin el método siguiente:

Formas de cultivo epimastigéticas de P. cruzi, cepa Brasil,
son cultivadas (4-5 dias a 282 C) sobre sangre en agar Gi-
fdasico (modificado segin Senekjie). La fase liguida con
los tripanosomas se filtra a través de gasa estéril. La
suspensién se centrifuge duruante 20 minutos a 5.000 x g,

y el sedimento se lava dos veces con solucibn fisiolédgica
de sal comin., Los tripanosomas son llevados a un medic di-
lufdo segdn Parker (1.957) @ una densidad de 2 X 107 /ml.

En cada caso 3 muestras de 2,5 ml son mezcladuy
con cantidades crecientes de bromuro de 3,8~diamino-S-etil~
~6=fenil-fenantridinio (5 X /nl, 105//1111, 100X/m1).

3 muestras son tratadas con tiocida 1 : 10,000, que mata
a los tripanosomas en esta concentracién, con mantenimien-
to de la forma externa, y 3 muestras son dejadas sin tra-
tor. Todas lag preparsciones son incubadas durante 24 ho-
rag a 282 C, después centrifugadas durante 20 minutos a

5.000 ¥ g y el sedimiento recogido en 2,5 ml del medio di-



luido 1 : 10 segun Parker (1957). Todss lss muestras son
mezcledes con timidina 14C redisctiva (0,2 /uC) e incuba-
das durasnte 24 horas s 289C, Después los tripanosomas son
separados sobre un filtro Sartorius y lavados 3} veces con
5 solucion fisioldgice de sal comin. Se evalia cuantitativa-
mente la radiocactividad de las muestras,
La inhibicidn de l2 asimilscién de le timidina
14C en los triranosomas es una medida del impedimento de

1z capacidad de multiplicecion,

10
Resul tados:
' Inhibicidn de la ssimilacidn
de timidina 14c
Control de tiocida 1004,
5 Bromuro de etidio 100'f/m1 100%
" " 10 Y/ml 884
" " 5 r/ml 637
no trateda o
Como muestra le tabla enterior los tripanosomas tratados
20 éegﬁn la invencidn han perdido percial o totelmente su ce-
pacidad de multiplicacion.

El reconocimiento de la pérdida de 1@ patogenei-
dad después de la incubscidn con bromuro de 3,8-diaming~5-
-8til-6-fenil-fenantridinio puede ser reslizado, ror ejem-

25 plo, como sigue:

12.5-75 - 9 -
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A. En cultivos de célulss cardiscss

30 corszones de ratones adultos, apsreados eonsanguineamenr
te, no irnfectados (raza NMRI), peso de un ratdon sproxime-
damente 20 g. tomados bajo condiciones rigurossmente este-
riles, son mezclados y triturados mecénicamente en 5 ml de
solucidn de sel comin temponads con fosfeto, de pH 7,4

(PBS 7,4), siendo desechados los trozos de tejido conjunti-
vo sanguinolentos y blanquecinos. El materizl homogéneo de
corazon se traslasds & un metraz pera tratemiento con trip-
sins y se llena con 20-30 ml de PBS 7,4. L& suspension es

agitada breve y vigorosamente con el sgitador megnético, y

después de un breve reposo se separa por decantecidn el

material que sobrenads, conjuntamente con los eritrocitos
que se encuentran en él. El residuo se agite durente 10
mirutos a 359C con adicion de 20 ml de una solucidn de trip-
sina (97 ml del PBS 7,4, 3 ml de bicarbonato de sodio al

5 por ciento, 0,25 % de tripsina), Después de un breve re-
poso se sepera por decantseidén el 1{quido que sobrenada,

El residuo se somete otres 6~7 veces 8l tratamiento don
tripsina, Los lfquidos que sobrensdan seperados por decen-
tacidén son ¢entrifugsdos (400 x g 10 minutos); los sedi~
mentos son recogidos en 75 ml de 1s solucion siguiente, que
en 1o sucesivos es designada como medio de aplicacidn Dul~

beecos:



20 % de suero de terners fetal
10 # de Dulbeccos, de la firma Biocult Lab., Glasgow
7 % de bicerbonato de sodio
2 % de glutamina
5 0,5 ¢ de penicilina / estreptomicina

completado hasts 100 % con sgua bidestilada,

En ceda caso 3 ml de la suspension del tejido
de células cardiacas son llevados a tubitos, los llamados
tubos Leighton que estan provistos con cubiertss de vidrio
10 , pequefias de 13 x 54 mm. Los tubitos cerrados con tapones de
silicons son incubados a 379C. Al cabo de 24 horass se ha for-
mado una cspa de células (monocape).
Ratones apareados consanguineamente del généro
NMRI, que unos 12 difas antes habian sido infectados por via
1 subcuténes con T. eruzi cepa Bresil, son desangredos en con-
diciones esteriles y le sangre se recoge en tempon de ci-
trato. Se diluye con el medio de eplicacion Dulbeccos, de
modo que se obtiene una concentrscion finel de 1,5 x 106
tripenosomas /ml. La suspensidn de tripanosomas se divide
2 en dos mitades, y una de las mitades se sjusta con bromuro
de 3,8-diemino-5-etil-6-fenil-fenantridinio a 10)@ /ml,
Ambes preparaciones son incubadas durante 24 horas a 289¢,
Despuss los tripanosomas son separados por centrifugacion

25 ¥y recogidos en medio de aplicacidn Dulbeccos fresco

12-5075 e 11 -
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(1,5 x 10° /m).

Después de la eliminacidn del medio de los cul-
tivos de células, se afiaden en ceda caso 3 ml de la suspen—
sidén de tripanosomas (4,5 x 106 en total) en los tubos
Leighton y se incuban a 332C durante 72 horas. Después ae
¢ambia el medio y se incuba otras 48 horas.

Las cubiertas de vidrio pequefias recubiertas con

la capa de células, que se encuentran en los tubos Leighton,

son tefiides segin Giemsa.

Resultado:

Lescelulas que hebian sido incubsdas con los tri-
panosomss no tratsdos, estan infectadas entre 40 y 70 %,
como muestra la imagen microscopica. Sin embargo, las celu-
las que habisn sido incubedes con tripanosomas que fueron
tratados previamente con hromuro de 3,8—diamino—5—eéil—6—
~fenil-fenantridinio, no estén infectadas.

B. En ratén
Ratones NMRI, que fueron infectados unos 10 diss

antes oon aproximademente 5 x 104 tripanosomas de la cepa
Bresil por ratdn, fueron desangrados bsjo condiciones rigu-
rosamente estériles, en presencia ie heparina (concentracidn
media 50~200 x 106 /ml). La suspensién ge ajusta con el me-
dio segin Parker (1957) a 2 x 10® /ml y se divide en dos

pertes, Una de l2s mitades se mezcla con bromuro de 3,8-dia-

- 12 =
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nino-5-etil-6-fenil-fenantridinio (concentracion final
10p~/m1). Ambas suspensiones se incuban a 379C durante 24
horas. Les suspensiones as{ incubedss son gplicadas por
via subcutanea (0,5 ml por enimel = 1 x 106 tripanosomas
por animal) a los ratones (12-14 g). El curso de la enfer-
medad se sigue con ayuls de los pesos, de la parasitemia

y de 1la muerte de los animales,

Resultado:
Bacilo Tratamiento peso  parasitemia muertes/mimero
total
T,cruzi 10 44 /ml creciente 0O a extre-
rx mademente 0/10
baja
T.cruzi — decreciente elevada 10/10

x) bromuro de 3,8-diamino-5-etil-6-fenil-fenantridinio,

Los tripanosomas tratedos segiun la invencidn tienen'
propiedades inmunizantes, como se comprueha posteriormente,
El reconocimiento del dessrrollo de una inmunidad
protectora puede ser conducido , por ejemplo, como sigue:
2 grupos de ratones son inoculados con tripanosomas (forma
epimastigdtica). En el grupo A, de 10 ratones, reciben cads
uno por via subcuténea 0,5 mwl de formas de cultivo (5 x 107

POr animal), en el grupo B, de 10 rstones, formas de culti-

- 13 =



10

15

25

12.5.75

vo que hen sido tratadaes de acuerdo con el ejemplo segﬁn
la invencion (5 x 107 por animel)enel grupo C, de 10 ra-
tones, 0,5 ml de sal comun. Al cabo de 21 dias, todos los
animales son infectados con tripanosomsas patogenos de la
cepa Brasil (1 x 10° por animal, por via subcuténea).
Resultados: Los animeles de los grupos A y 3 sobreviven
en un 1007 por lo menos 100 dias después de la infeccion,
los animeles de control del grupo C mueren todos en el in-
tervalo de los diss 10-15 después de la infeccidn,

Con ello se demuestra gue una administracion pa-
renterel de las tripanosomas atenuados segin la invencidn,

puede proteger contra una infeccidn mortal de tripanoso-

nas,

Por consiguiente, es por ultimo otro objeto de
la invencidn preparar vecunas contrs la enfermedad de Chagas,
que contienen tripanosomass atenuados segin la invenciodn,

La preparscidn de una vecuna que contiene como
principio activo la sugpension de los tripanosomas.segun
le invencidn en un medio acuoso fisiolégicamente tolera-
ble, se puede realizar del modo conocido por el téenico,
de preferencis con estsbilizacién de los tripenosomas con
coloides protectores, por ejemplo con proteinas, tal como
elblimina, o con polisecéridos, tel como dextreno,

Ls invencidn se ilustre més detalladamente en el

siguiente ejemplo: : .

- 14 -
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Ejemplo

Tratamiento de las formas de cultivo de T,cruzi con bromuro
de 3,8-diamino-5-etil-6-fenil-fenantridinio,

Todos los aparatos y medios tienen que ser manipulados bajo
condiciones rigurosamente estériles.

El material de partida es la suspension de T. cruzi en la
fese liquida de un cultivo de sangre en agar., El1 cultivo
de 5 dias se decanta a trsvés de una gasa estéril en una
probeta, y en una camara Thoms se determina la concentra-
cion de los tripanosomas en la suspension de partida. En

el ejemplo es de_2§ b'd 106 tripanosomas/ml en 79 ml, 1o que
corresponde a una centidad total de 1,8 x 109. La suspen-
sidén se pasa a un vaso de centrifugs de 250 ml con tapon a
rosca (Sorvell USA, Rotor G34, frespos de policarbonato,
cubierta estancea de pléstico con juntes anulares toricas)

y se centrifuga dursante 20 minutos a 42C en una Sorvall
RC-2-B a 4506 revoluciones por minuto (= 3300 x g). Se se-
pera por decantacidn el liquido que sobrenada. El sedimen-
to se vuelve s suspender en 100 ml de NeCl fisioldgico y
se centrifuga de nuevo bejo lgs mismas condiciones. Se sepa-
ra por decantacion el liquido que sobrensda y el sedimento
ge suspende er. el veaso de centrifuga, en un medio de la com-

posicion siguiente:

- 15 -



19-6-T5

Aminodcidos

Clorhidrato de alaniuw
Arginina
Acido aspirtico

Ulorhidrato de cisteina

H20

Cistina
Acido glutdmico
Glutamina

Glicina

Clorhidrato de histidina,

H20
Hidroxiprolina

Isoleucina

Leucina

Clorhidrato de lisina
lletionina
Fenilalanina

Prolina

SJerina

Treonina

Priptéfano

Tirosina

Valina

ml/1 Viteninas me/1
25,0 Acido aminobenzoico 0,050
70,0 Acido ascérbico 50,000
30,0 D-biotina 0,010
D-pantotenato de calcio 0,010
260,0
Cloruro de colina G, 500
20,0
Cocarhoxilasa 1,000
75,0
Acido félico 0,010
100,0 :
Inogita 0,50G
50,0
Nicotinamida 0,025
20,0 Acido nicotinico 0,025
10,0, Clorhidrato de pirido-
xal 0,025
20,0
Clorhidrato de piri-
60,0 doxina 0,025
70,0 Riboflavina 0,010
15,0 Clorhidrato de tiamina 0,010
25,0
40,0
25,0
30,0
10,0
40,0
- 16 -~ !
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ademds de las sales inorgénicas y de otros componentes:

Tween 80 5,0 Acetato de sodio 3H20 83,0
Colesterina 0,2 Glucuronato de sodio 4,8
Coenzima A 2,5 Timidina 10,0
Deoxiadenosina 10,0 Sal monosodica del tri-

fosfopiridin-nucleotido
Clorhidrato de deoxici (TPN) 1,0
tidina 10,0

Tetrahidrato de uridin-5-
Deoxiguanosina 10,0 trifosfato tetrasodico

(UTP) 1,0

Tetrahidrato de difos-
fopiridin-nucleotido NeCl 6800
(DPN, 4H,0) 7,0

KC1 400
Flavine-adening-
dinucleotido (FAD) 1,0 MgS04 , TH,0 200
I-glutetions 10,0  CaCl,(enhidro) 200

Glucosa 1000
NBHZPO4H20 140

Rojo de fenol 7
NaHCO3 2200

PH 7,2

en lo sucesivo sedignado "medio".

Por adicidn de 85 ml de medio y de 5 ml de una solucion de
0,9 mg de bromuro de 3,8~diamino~5-etil-6-fenil-fenantridi-
nio en el medio (concentrseidén final 10 K /ml en 90 ml)
filtrada estérilmente & través de un filtro Millipore (ta-
mafio de poros 0,2 /u) se forma una suspension de 2 x 107
tripanosomas /ml., Estz suspension se incuba durente 24 ho-

ras a 282C en una estufa de cultivos. Al cabo de 24 horas

- 17 -
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se centrifuga de nuevo a 4500 revoluciones por minuto y
8 42C en 1a centrifuga Sorvell. El 1iquido que gobrenada se
desecha y el sedimento se recoge en 18 ml de medio.

La concentracidn final resultante de 1 x 108 tri-
penosomas/ml es sdecuada, por ejemplo, pera la inmunizacidn

de ratones,

REIVINDICACIONES

18,~ Procedimiento paru ls preparz=cién de una
sustancia con efecto inmuno}égico, caracterizado porque los
tripanosomes suspendidos eh un medio de cultivo liquido,
8CU0S0, monofésioo, son incubados con un derivado de fenantri-
dine hesta la peérdids de su patogeneidsd, y a continuacién
son obtenidos los tripanosomes atenusdos de este modo.

2¢,~ Procedimiento segin 1a reivindicaciodn 18,
caracterizado porque como derivado de fenantridina se utili-
za el bromuro de 3,8~diamino-5-etil-6-fenil-fenantridinio.

38,- Procedimiento segin las reivindicaciones 1¢
y 28, carecterizado porque el medio de cultivo estd exento

de proteinss,

48,- Procedimiento segun las reivindicaciones

- 18 - .
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18 - 32, caracterizado porque los tripanocomus estén en
1a suspensién en wna corcentracibn do 103~108/m1-

58.- Procedimicnto secfin las reivindica-
ciones 12 - 48, carccterisado porque el derivado de fenon—
tridina estd en wnn concentracidn de 0,5—1000-34/na.

6%,- I'rocediniento segfin las reivindicacio—
nes 1% - 52, carceterizado poraue la incubacibn se lleva a
cobo durante 1 - 120 horas a 18-3T2C,

T2.—- Trocediricento segﬁn las reivindicacio-
neg 18 - 6%, carncterizado porque los triponosomas estén

en la suspensidn en uno concentracién de 1 x 107 abx 10?/m1.

H
‘

G%.~ Procedimicnto secn las reivindicaciones
18 - 7%, carccterinado rorecue cl derivado de fenantridina
estd en uno concentracién de 5 - 100;(1/m1.

9%,— Irocedinmiento segfin las reivindicoeio—
nes 1% — 8%, corocterizado poraue la incubacibn se lleva a
cabo durante 20~-48 horos a 25-3320C,

108,- Vrocedimionto para la preparacién de
una sustancia con efecto inmunolérico.

Tal y como ze ho deserito en la Memoria aque

antecede, ¥ para los fines cue se han ezpecificado.



Yota Hemoria congta de veinte hojas escritas a

pAquing por una sola cara.
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