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COMUNICACION BREVE

Presencia de anticuerpos contra neurorreceptores cardiacos de
acetilcolina muscarinicos tipo Il en pacientes con enfermedad
de Chagas e implantacion de marcapasos

Nubia Catalina Tovar', Maria Clara Echeverry', Guillermo Mora?

' Laboratorio de Parasitologia, Departamento de Salud Publica, Facultad de Medicina, Universidad
Nacional de Colombia, Bogota, D.C., Colombia

2 Departamento de Medicina, Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia, Bogotd, D.C.,
Colombia

Introduccion. En diferentes tipos de afecciones cardiacas, incluida la enfermedad de Chagas,
se ha descrito la presencia de anticuerpos que reconocen neurorreceptores cardiacos. La
respuesta mas frecuente es contra receptores de acetilcolina del tipo muscarinico subtipo I
(anti-m2MAChR), que reconocen este receptor.

Objetivo. El objetivo del presente estudio fue establecer la frecuencia de anticuerpos anti-
m2MAChR en un grupo de pacientes cardidpatas con implantacion de marcapasos y enfermedad
de Chagas.

Materiales y métodos. Cincuenta y dos pacientes con enfermedad de Chagas e implantacién
de marcapasos cardiaco fueron pareados por diagndstico de implantacién con 52 individuos
con marcapaso y sin enfermedad de Chagas. La presencia de anticuerpos anti-m2MAChHR fue
estimada mediante ELISA e inmunoblot.

Resultados. El 32,7% de los casos presentaban anticuerpos contra el segundo dominio
extracelular del receptor versus 3,8% de los controles (p<0,001). El 51,9% de los casos
presentaron anticuerpos contra el tercer dominio intracelular del receptor versus 19,2% de los
controles (p<0,001). No se encontraron diferencias clinicas entre los pacientes que presentan y
los que no presentan anticuerpos anti-m2MAChHR.

Conclusion. El odds ratio (OR) del presente estudio muestra una mayor probabilidad de
presentar anticuerpos anti-m2MAChR en pacientes con implantacién de marcapaso e infeccién
por Trypanosoma cruzi, que en aquéllos con implantacion que no presentan infeccién por el
parasito. La presencia de anticuerpos anti-m2MAChR no esté relacionada con ningin tipo de
manifestacion clinica de las evaluadas en este estudio.

Palabras clave: enfermedad de Chagas, Trypanosoma cruzi, receptores muscarinicos,
marcapaso artificial, anticuerpos, corazon.

Presence of antibodies to cardiac neuroreceptors in patients with Chagas disease

Introduction. The presence of antibodies against cardiac neuroreceptors has been established
in several kinds of heart diseases as well as in Chagas disease. The antibody type most
frequently identified is that which recognizes the muscarinic acetyl choline receptor type Il (anti-
m2MAChR).

Objective. The frequency of the anti-m2MAChR was determined in a group of Colombian patients
with permanent pacemaker implantation and Chagas disease.

Materials and methods. Fifty-two patients with Chagas disease and permanent heart pacemaker
implantation were matched by implantation diagnosis with 52 individuals that required pacemaker,
but without Chagas disease. The presence of antibodies that recognized the m2MACh was
assessed in the two groups by ELISA and Western blot by using two peptide sequences of the
(m2MAChR), the second extracellular domain (2e) and the third intracellular domain (3i).
Results. Serological response frequency against 2e-m2MAChHR in Chagas patients was 32.7%
compared with 3.8% (p<0.01) in the controls; response against 3i-m2MAChR was 51.9%
compared with 19.2% (p<0.01) for the controls. No clinical differences were observed between
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Anticuerpos antineurorreceptores e infeccién por T. cruzi

individuals that presented anti-m2MAChR and those who did not.

Conclusion. The frequency of anti-m2MAChR was higher in patients with Chagas disease for
two of the receptor domains. Furthermore, patients with pacemaker therapy are more likely to
have anti-m2MAChR and infection by Trypanosoma cruzi. The anti-m2MAChR response is not
associated with any discernable clinical manifestation in this group of patients.

Key words: Chagas disease, Trypanosoma cruz; receptors, muscarinic; pacemaker, artificial;

antibodies, heart.

La regulacion de la frecuencia y el inotropismo
cardiaco la ejerce el sistema nervioso auténomo.
Mediante este sistema, el gasto cardiaco respon-
de a las condiciones fisiologicas variables del
organismo. Las terminales del sistema nervioso
auténomo del miocardio tienen neurorreceptores
adrenérgicos (a y b adrenérgicos) y colinérgicos
(muscarinicos) (1) que se encuentran presentes
en cardiomiocitos y células ganglionares en
proporciones diversas (2,3). Estos son del tipo de
receptores acoplados a proteinas G (G-protein
coupled receptors, GPCR), en los cuales el sitio
de interaccion con el agonista se encuentra en
el segundo dominio extracelular y, el acople a la
proteina G, en el tercer dominio intracelular (4).

En pacientes con enfermedad de Chagas con
cardiopatia cronica y en fase indeterminada, se
ha descrito la presencia de anticuerpos circu-
lantes que reconocen los neurorreceptores
B -adrenérgicos y colinérgicos muscarinicos
cardiacos del tipo Il (anti-m2MAChR) que tienen
actividad funcional en modelos in vitro e in vivo
(5-11).

La reactividad de los anticuerpos anti-m2MAChR
ha sido descrita contra el tercer dominio
intracelular del receptor (12), pero la mayoria
de estudios se han centrado en la reactividad
dada por el reconocimiento de una secuencia
de 25 aminoacidos correspondiente al segundo
aro extracelular del m2-MAChR (6,8,11,13)
(figura 1). En ensayos in vitro, se ha evaluado
la capacidad funcional de este reconocimiento
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y se ha demostrado que el acople del receptor
con los anticuerpos produce una respuesta
fisiolégica similar a la del ligando natural, dada
por la disminucién en la fuerza de contraccion
del tejido cardiaco (14), la variaciéon en los
niveles intracelulares de AMPc y GMPc (5,8-10),
la supresién de corrientes de calcio (15,16) y la
pérdida de la sensibilizacién del receptor (11).

Esto ha permitido postular una posible asocia-
cion entre el desarrollo de la cardiopatia y
la presencia de anticuerpos que interactian
con los neurorreceptores. No obstante, la
evidencia al respecto es contradictoria. Mientras
algunos estudios concluyen que la presencia de
anticuerpos anti-m2MAChR en pacientes con
cardiopatia chagésica cronica estd asociada
a manifestaciones clinicas de bradicardia (5),
disfuncion del nervio vago (17), fibrilacion
auricular (13), enfermedad del noédulo (18) y
arritmias ventriculares (19), otros demuestran
que no existe disfuncién cardiaca en los
pacientes que presentan altos titulos de estos
anticuerpos (20).

Extracelular

Membrana celular

Intracelular
COOH

Figura 1. Diagrama del receptor muscarinico de acetilcolina
tipo Il. EI nimero 2 sefala el segundo aro extracelular del
receptor; el numero 3 sefala el tercer aro intracelular de
receptor.
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No obstante, la significancia de estos anticuerpos
durante la infeccién por Trypanosoma cruzi,
su grado de asociacién con la enfermedad de
Chagas y su utilidad prondéstica, permanecen sin
ser aclarados.

El objetivo del presente estudio fue determinar la
frecuencia de anticuerpos contra el tercer domino
intracelular (tdi-m2MAChR) y el segundo dominio
extracelular del receptor (sde—m2MAChR), en
una poblaciéon de pacientes con cardiopatia
chagasica crénica e infeccion por T. cruzi, en
comparacion con pacientes con cardiopatia de
otro origen.

Materiales y métodos
Pacientes

El presente estudio corresponde a un estudio
descriptivo, retrospectivo, con disefio de casos
(52 pacientes serol6gicamente positivos para T.
cruzi) y 52 controles (con serologia negativa),
apareados por el diagnéstico clinico que se hizo
para adelantar la implantacién del marcapasos.

Los pacientes fueron seleccionados de un estudio
previo en el que se les practicaron pruebas
serolégicas para T. cruzipor las técnicas de IFl y
ELISA, y se clasificaron clinicamente (21). Para
la realizacion del estudio, se cont6 con el aval del
Comité de Etica de la Facultad de Medicina de
la Universidad Nacional de Colombia y la firma
del consentimiento informado de cada uno de
los pacientes, de acuerdo con lo reglamentado
por la Resolucién 008430 de 1993 del Ministerio
de Salud.

Materiales

Péptidos: se sintetiz6 un péptido correspondiente
a la secuencia de aminoacidos del segundo aro
extracelular del receptor de 168-VRTVEDGECY!I
QFFSNAAVTFGTAI-192, cuya identidad fue
confirmada por espectrometria de masas ESl en
la Emory University, PSN: 4653. Una proteina
recombinante conformada por una proteina de
fusién GST y un dominio correspondiente al
tercer dominio intracelular del m2MAChR: 225-
VEDGECYIQFFSNAAVTFGTAIAAFYLPVIIMTV
LYWHISRASKSRIKKDKKEPWANQDPVSPSLV
QGRIVKPNNNNMPSSDDGLEHNKIQNGKAPR
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DPVTENCVQGEEKESSNDSTSVSAVASNMRD
DEI-356 (Acceso P08172)referencia AB5166 de
la casa comercial Chemicon.

Los anticuerpos primarios correspondieron a
un anticuerpo monoclonal contra el m2MAChR
(22) y un anticuerpo policlonal contra el tdi-
m2MAChR, referencia AB5166 marca Chemicon.
Los anticuerpos secundarios se obtuvieron de
la casa comercial ZIMED ref. 62-6520 y 62-
7120. Kit Vector VIP (Vector Laboratories Ref:
SK-4600). Los materiales de electroforesis y
Western blot fueron suministrados por Biorad vy,
los demas reactivos, por SIGMA.

Determinacion de anticuerpos contra el
tercer dominio intracelular m2MAChR
(tdi-m2MAChR) por Western blot

La proteina recombinante, referencia AB5166,
descrita previamente y que contenia el tdi-
m2MAChR, fue sometida a SDS-PAGE en un
gel de poliacrilamida al 10% usando 100 ng
por carril. Luego de la transferencia a papel de
nitrocelulosa, se llevé a cabo el inmunoblot. La
membrana fue bloqueada con una solucién de
TTBS (Tris-HCI 100 mM pH 7,5, 0,9 % (w/v)
NaCl, 0,1 % tween 20) con suplemento de leche
descremada al 5% e incubada por una hora a
temperatura ambiente.

Como control positivo se utilizé un anticuerpo poli-
clonal contrael m2MAChR diluido 1:200en TTBS
con suplemento; los sueros de los pacientes
fueron diluidos 1:20 en la misma solucion.

El anticuerpo primario se incubd por 18 horas
a 4°C con agitacién constante, seguido de tres
lavados con TTBS, de 10 minutos cada uno. El
anticuerpo secundario anti-humano marcado
con peroxidasa de rabano, fue diluido 1:3000 en
TTBS con suplemento e incubado por una hora
a temperatura ambiente con agitacion constante;
luego de lavada la membrana, la reaccion se
reveld colorimétricamente usando como sustrato
el estuche Vector VIP para peroxidasa.

Como controles negativos se utilizaron sueros de
cinco donantes sanos y con serologia negativa
para T. cruzi. Se consider6 como resultado posi-
tivo la aparicion de una banda a la misma altura
del control positivo (50 kDa) (figura 1y 2).
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Determinacion de anticuerpos contra el
segundo dominio extracelular m2MAChR
(sdi-m2MAChR) por ELISA

Se dispusieron 50 pl de una solucién del péptido
correspondiente al segundo aro extracelular del
m2MAChR, a una concentracion de 50 pg/ml
en solucion tampon de 100 mM de Na, CO, pH
11,3, en cada pozo en una placa de 96 pozos.
Se incubd 18 horas a 4°C. Luego de una hora de
bloqueo (PBS: 10 mM de fosfatos, 140 mM de
NaCl pH 7,3; con suplemento de tween al 0,2%,
1% de BSA), las placas se incubaron 18 horas
con los sueros de los pacientes diluidos 1:60 en
solucién de bloqueo a 4°C.

Después de los lavados, se incubd el anticuerpo
secundario anti-humano marcado con peroxi-
dasa de rabano diluido 1:3000 en solucion de
blogueo e incubado una hora a temperatura
ambiente. La reaccién colorimétrica se generé
utilizando como sustrato TMB y la absorbancia
se midi6 mediante un espectrofotdmetro con

70 KDa

60 kDa

50 kDa

40 kDa
30 kDa
25 kDa

20 kDa
15 kDa

10 kDa

1 2 3 4 5 6

7 8 9 10 11

Figura 2. Determinacion de anticuerpos contra el tercer
dominio intracelular m2MAChR (tdi-m2MAChR) por inmuno-
blot; se presenta una fotografia de una membrana cuya
reaccion se ha revelado por el método colorimétrico, con
reaccion considerada como positiva contra el tdi-m2MAChR
para el suero probado en el carril 6. En los carriles se
encuentran los resultados de: 1, marcador de peso
molecular; 2, control negativo; 3, control positivo, y 4-11,
sueros de pacientes.

Anticuerpos antineurorreceptores e infeccién por T. cruzi

longitud de onda de 450 nm (9). Como controles
negativos se utilizaronlos mismos delinmunoblot.
Se consideré como positiva la absorbancia 2,5
veces mayor que el promedio de la absorbancia
de los controles negativos (13).

Analisis estadistico

Laevaluacion estadistica se hizo por la prueba de
ji al cuadrado con un nivel de confianza del 95%,
analizando la distribucién de anti-m2MAChR
entre casos y controles. Se compararon las
variables demograficas y clinicas entre casos
y controles, y entre individuos con anticuerpos
anti-m2MAChR para alguno de los dominios
del receptor e individuos que no presentaron
respuesta. La informacién se analiz6 mediante
las herramientas dispuestas en Epi-Info, versién
3.3.2.

Resultados

El grupo de estudio estuvo conformado por
61,5% mujeres, con un promedio de edad
de 60 y 59 anos para los casos y controles,
respectivamente, y un 38,5% de hombres, con
un promedio de edad de 56 y 58 afos para casos
y controles, respectivamente. La distribucion
geografica de la poblacion en estudio fue
heterogénea; en el grupo de casos, la mayoria
provenia del departamento de Boyaca y, en
el grupo de controles, la mayoria pertenecia
al departamento de Cundinamarca (no se
presentan los datos).

Se evidenci6 que el mayor porcentaje de
pacientes presentaron diversos tipos de
bloqueos auriculo-ventriculares como motivo
para la implantacion del marcapasos. En el
grupo de los casos, el sintoma mas frecuente
antes de la implantaciéon del marcapaso fue la
disnea, mientras que, en el de los controles,
fue el sincope. La enfermedad asociada mas
frecuentemente en el grupo de casos fue la
hipertensién arterial sistémica y, en grupo de
controles, fue la dislipidemia (cuadro 1). No
hubo diferencias estadisticamente significativas
en la distribucién de estas variables comparando
casos y controles, ni comparando los pacientes
que presentaron anticuerpos m2MAChHR con los
que no los presentaron.
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La evaluacion de la presencia de anticuerpos
contra los dominios funcionales del m2MAChR
(figura 1) se adelant6 por el método de inmuno-
blot, para identificar reacciones contra el tercer
dominio intracelular; en el carril 6 de la figura 2 se
aprecia un ejemplo de lo que se consideré como
una reaccion positiva en esta prueba. El método
ELISAse utiliz6 para identificar reacciones contra
el segundo dominio extracelular. En la figura
3 se presentan los valores de las densidades
Opticas obtenidas por ELISA. Debido a que se
determinaron como positivos aquellos sueros
que presentaron un valor de absorbancia 2,5
veces mayor que el promedio de los controles
negativos de cada ensayo, en la figura se aprecia
cémo algunos de los puntos que se consideran
como negativos tienen densidades Opticas
mayores que las de la mayoria de los positivos.

En el grupo de los casos, 51,9% (27 pacientes)
presenté una reaccion positiva contra el tercer

Biomédica 2009;29:476-84

dominiodelreceptor versus19,2% (10 pacientes)
de los controles (cuadro 2). En los casos, 32,7%
(17) de los pacientes presenté anticuerpos contra
el segundo dominio extracelular del receptor
Vs. 3,8% (2) de los controles. El 15,4% (8) de
los casos presentaron anticuerpos para los
dos dominios evaluados versus 1,9% (1) de los
controles (cuadro 2). Se encontr6 una mayor
probabilidad de presentar simultaneamente
anticuerpos anti-m2MAChR contra los dos
dominios en los casos que en los controles,
como se muestra en el cuadro 2.

Debido a que el grupo de pacientes correspondia
a quienes se les habia implantado marcapasos
por causas diversas, para evitar sesgos en el
analisis por el diagnostico de implantacién del
marcapaso, el grupo fue pareado por este factor.
La distribucién de esta variable evidencia que
71,1% de los pacientes tenia bloqueo auriculo-
ventricular como causa de la implantacion

Cuadro 1. Variables demogréficas y clinicas de la poblacion de estudio. Se describen las frecuencias simples para cada una
de las variables evaluadas. Esta distribuciéon de frecuencias no presenta significancia estadistica en casos Vs. controles y,
tampoco, en presencia Vs. ausencia de anticuerpos anti-m2MAChR.

Variables demograficas Enfermedad Controles Valor p
y clinicas de Chagas (n=52)
(n=52)
n % n %
Sexo Femenino 32 61,5 32 61,5 0,32
Masculino 20 20 0,32
Edad (afnos) Mediana 61 61 0,6
Variables clinicas
Diagnostico de implantacion del Bloqueo AV 37 71,1 37 71,1 0,33
marcapasos FA bloqueada 4 7,7 4 7,7 1,0
Enfermedad del ndédulo 4 7,7 4 7,7 0,08
Hipersensibilidad carotidea 1 1,9 1 1,9 0,61
Muerte subita 6 11,5 6 11,5 0,32
Sintomas previos a la implantaciéon ~ Asintomatico 5 9,6 4 7,7 0,90
Disnea 23 442 15 28,8 0,90
Palpitaciones 4 7,7 8 15,4 0,60
Pre-sincope 21 40,4 12 23,1 0,50
Sincope 19 36,5 19 36,5 0,43
Enfermedades asociadas HTA 22 42,3 24 46,2 1,0
Diabetes mellitus 7 13,5 5 9,6 0,80
Dislipidemias 18 34,6 26 50 0,10
Tabaquismo 13 25 17 32,7 0,32
Enfermedad coronaria 10 19,2 15 28,8 0,50

Blogueo AV: bloqueo auriculo-ventricular completo o de segundo grado.
FA bloqueada: fibrilacién auricular con bloqueo auriculo-ventricular.
HTA: hipertension arterial; p>0,05 para la comparacion entre grupos de cada una de las variables.
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Figura 3. Dispersion de las densidades dpticas de las muestras evaluadas por ELISA para el sde-m2MAChR. Los rombos
representan los valores de absorbancia de los sueros considerados como negativos vy, los cuadros, los de los considerados
positivos. Se establecieron como muestras positivas aquéllas que tuvieran un valor de absorbancia 2,5 veces mayor que el

promedio de los controles negativos de cada ensayo.

Cuadro 2. Comparacion de la distribucién de anticuerpos anti-m2MAChR entre casos y controles.

Enfermedad de Controles p' OR
Chagas (n=52) (n=52)
% % n
Anti- tdi-m2MAChR + 51,9 27 19,2 10 0,0004 4,54
Anti- sde-m2MAChR + 32,7 17 3,8 2 0,0001 12,14
Anti- tdi-m2MAChR y
Anti- sde-m2MAChR + 15,4 8 1,9 1 0,01 9,2

Anti-sde-m2MAChR: anticuerpos anti-m2MAChR que reconocen el segundo dominio extracelular del receptor.
Anti-tdi-m2MAChR: anticuerpos anti-m2MAChR que reconocen el tercer dominio intracelular del receptor.

'p corregida por Fisher, intervalos de confianza del 95%

del dispositivo de marcapaso cardiaco. No
se evidenciaron diferencias estadisticamente
significativas entre la presencia de anticuerpos
anti-m2MAChHR y el diagnéstico de implantacion
de marcapasos (no se presentan los datos).

La presencia de anticuerpos contra el m2MAChR
no se encontrd relacionada en ningun grado con
las variables de persona (edad, sexo), lugar
(procedencia), anormalidades clinicas previa
implantacién del marcapaso y funcionamiento
del marcapasos.

Discusion
El presente estudio se basé en la comparacion

de la frecuencia de presentacién de anticuerpos
anti-m2MAChR en dos grupos de pacientes

cardiépatas con y sin cardiopatia chagasica
cronica. El disefio experimental de casos vy
controles con pareo basado en el diagnéstico
de implante del marcapaso, evidencid una
mayor probabilidad de presentar anticuerpos
anti-m2MAChR en pacientes cardidpatas con
infeccién por T. cruzi.

Los resultados obtenidos en las diferentes
pruebas realizadas sugieren que las personas
con cardiopatia e infecciébn por T. cruzi
tienen una mayor probabilidad de presentar
anticuerpos anti-m2MAChR. El presentar anti-
cuerpos anti-m2MAChR contra el tercer dominio
intracelular, es 4,5 veces mas probable en
casos de cardiopatia chagasica crénica que en
pacientes con cardiopatia de otro origen, y es
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12,1 veces mas probable presentar anticuerpos
anti-m2MAChR que reconocen el segundo
dominio extracelular del receptor en casos de
cardiopatia chagasica crénica que en pacientes
con cardiopatia no asociada a la infeccién por
T. cruzi.

En el analisis de la sintomatologia previa a
la implantacion del marcapasos, los perfiles
demograficos y los diagnésticos de implante,
no se presenté ninguna diferencia significativa
entre quienes presentaban anticuerpos anti-
m2MAChR y aquéllos que no los presentaban
(no se presentan los datos). Asimismo, es
importante anotar que, a pesar del OR (odds
ratio) alto para anticuerpos anti-m2MAChR e
infeccién por T. cruzi, no todos los pacientes
cardidpatas seropositivos para T. cruzi, presen-
taban estos anticuerpos. Por lo tanto, es
controversial su relevancia como marcadores de
pronostico de desarrollo de cardiopatia por la
infeccion con T. cruzi.

Los resultados obtenidos en el presente estudio
no estan en total concordancia con los de
otros autores. Altschiller et al. informaron,
recientemente, que mediante un modelo de
regresion lineal en 67 pacientes con cardiopatia
chagasica crénica se evidencid interdependencia
entre lapresencia de anticuerpos anti-m2MAChR
y la disfuncion del nédulo sinusal (18). Cabe
anotar que en el presente estudio sélo 7,7%
de los pacientes presentaban disfuncién
sinusal; de éstos, ninguno presenté anticuerpos
anti-m2MAChR, mientras que en el estudio
mencionado el 46% de los pacientes presentaba
este diagnostico. Otros autores han sugerido que
la presencia de anticuerpos anti-m2MAChR tiene
un efecto inhibitorio sobre la funcién del nervio
vago (13). No obstante, en este mismo estudio
se concluye que éstos no estan asociados con
el nivel de disfuncién ventricular y, por lo tanto,
su relevancia fisiopatoldgica y pronéstica en el
desarrollo de la cardiopatia chagasica contintia
sin establecerse. Esta conclusion estd acorde
con lo planteado recientemente por Talvani,
quien sustenta la imposibilidad de asociar la
presencia de los anticuerpos anti-m2MAChR
con el grado de disfuncién cardiaca en ensayos
clinicos (20).
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En los trabajos realizados hasta la fecha, la
frecuencia de anticuerpos contra el segundo
dominio extracelular del m2MAChR en pacientes
con enfermedad de Chagas, es mucho mayor
que la encontrada en el presente estudio: 53%
(en 32 pacientes) (19) y 78% (en 52 pacientes)
(20), en comparacién con el 32,7% (en 52
pacientes) informado aqui. Las frecuencias
descritas por otros autores corresponden a
pacientes de Argentina y Brasil.

Como algunos autores lo han postulado y como
lo podria sugerir el OR (cuadro 2) encontrado en
este trabajo, el parasito puede ser el causante de
la produccién de estos anticuerpos. No obstante,
esta idea continda siendo motivo de discusion.

Diversos autores sostienen la hipétesis de que la
respuesta contra el sde-m2MAChR es producto
de la reactividad cruzada entre regiones de
proteinas ribosémicas del parasito que, por
su homologia en la secuencia primaria y la
presencia de amino&cidos de carga negativa,
producen IgG con capacidad de interaccion con
los receptores m2MAChHR y B-adrenérgicos (23).
Esto esta en concordancia con la observacion
de la desaparicion del efecto biol6gico sobre el
tejido cardiaco por parte de anticuerpos anti-
m2MAChR, cuando éstos son preincubados con
regiones peptidicas de origen parasitario (24).
En este mismo sentido, anticuerpos producidos
contra el mayor antigeno de superficie del T.
cruzi- cruzipain reaccionan contra la secuencia
peptidica del sde-m2MAChR y compiten por el
sitio de unién en el receptor con su antagonista
quinuclidinil benzilato (25). Cremanschi informé,
en el 2004, la produccion de un anticuerpo
monoclonal contra T. cruzi que reconocia tanto
receptores B-adrenérgicos como m2MAChR en
el tejido cardiaco de ratén (23).

En el presente estudio, a pesar de la mayor
frecuencia de anticuerpos en casos de cardio-
patia chagasica cronica, la hipétesis de que
la génesis de estos anticuerpos es producto
de la reactividad cruzada entre T. cruzi y el
receptor no estaria en concordancia con el
hallazgo de que 3,8% de los pacientes del grupo
control presentaron anticuerpos anti-m2MAChR.
Teniendo en cuenta que estos pacientes nunca
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han entrado en contacto con el parasito (21),
existe la posibilidad de que los anticuerpos sean
generados por razones ajenas a la infeccion.

En estudios independientes se ha informado
que 40% de los pacientes con cardiomiopatia
dilatada idiopatica (19) y 7,5% de pacientes con
fibrilacion auricular idiopatica (14) presentan
anticuerpos contra el sde-m2MChR. Esto es
consistente con lo revisado por Fu (26), quien
describi6, afinales de los ochenta, lapresenciade
anticuerpos contra el sde-m2MChR en pacientes
con cardiomiopatia dilatada. Esta variable no fue
evaluada en el presente estudio; por lo tanto, no
se puede descartar que el comun denominador
entre los pacientes que presentaron anticuerpos
anti-m2MAChHR contra el segundo dominio, sea
la cardiopatia dilatada.

En el presente estudio se determiné la frecuen-
cia de los anticuerpos contra el tercer dominio
intracelular del m2MAChR, por Western blot,
utilizando como antigeno una proteina de
fusién de 50 kDa que contiene la parte central
del tercer dominio intracelular del m2MAChR
(25). Los resultados obtenidos por este método
mostraron una frecuencia de anticuerpos contra
tdi-m2MAChR en el grupo de los casos de
51,9% vy, en el de los controles, de 19,2%, con
una diferencia estadisticamente significativa.
El tercer dominio intracelular del receptor es
importante porque confiere especificidad para
el acople de la proteina G y, ademas, porque
es un sitio blanco de la fosforilacion por cinasas
(23). Retondaro, en 1996 (27), con un disefio
similar y menor nimero de pacientes, describid
una frecuencia de 48% de reactividad entre
pacientes con cardiopatia chagésica cronica y
asociacién débil entre la presencia anticuerpos
anti-m2MAChR vy el grado de compromiso car-
diaco. La respuesta contra las secuencias
peptidicas del tercer dominio intracelular del
receptor también ha sido explicada por algunos
autores por reactividad cruzada, gracias a la
carga negativa de los aminoécidos (27).

No obstante, el hecho de que en el grupo control
la frecuencia de los anticuerpos contra el tercer
dominio intracelular sea seis veces mayor que
la frecuencia de anticuerpos contra el segundo

Anticuerpos antineurorreceptores e infeccién por T. cruzi

dominioextracelular (cuadro2), permitiriasuponer
que esta respuesta corresponde a una respuesta
inespecifica de destruccion de cardiomiocitos
por causas diversas, y el hecho de que sea 4,5
veces mas probable encontrar estos anticuerpos
en infeccién por T. cruzi estaria explicado por el
alto grado de destruccion de tejido que conlleva
la infeccion por este parasito (28).
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