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Resumen Este trabajo demuestra, en pacientes chagasicos, la presencia de auto-

anticuerpos circulantes reactivos contra el tercer dominio extracelular del re-
ceptor muscarinico M, humano utilizando un péptido sintético correspondiente a la secuen-
cia 169-192 del receptor, mediante técnicas de ELISA e immunoblotiing. Anticuerpos anti-
peptido purificados por inmunoafinidad revelaron actividad muscarinica cardiaca, ya que
deprimieron la contractilidad, inhibieron la produccion de AMPc e incrementaron los nive-
les de GMPc; estos efectos fueron bloqueados especificamente por el péptido sintético y
por atropina. Comprobamos una fuerte asociacion entre presencia de autoanticuerpos anti-
peptido M, y manifestaciones de disautonomia en los pacientes, sugirierido su posible
utilidad como marcadores tempranos de disautonomia.
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Una de las manifestaciones clinicas mas fre-
cuentes de la infeccion crénica por Trypanosoma
cruzi es la alteracion de la funcion cardiaca que
afecta en grados variables a los individuos infec-
tados. Diversas evidencias sugieren la participa-
cion de mecanismos autoinmunitarios en la
patogenia de esta cardiomiopatia: Entre ellas, se
destaca la asociacion entre los bajos niveles de
parasitos detectables en los tejidos y la presen-
cia de infiltrados linfomononucleares en el
miocardio junto con autoanticuerpos circulantes
dirigidos contra antigenos cardiacos'. Ademas se
describio en pacientes y en modelos experimen-
tales en ratones un estado de inmunosupresion,
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que probablemente cantribuye al curso cronico de
la enfermedad de Chagas*® En cuanto a los
anticuerpos que reconocen estructuras del
miocardio, se identificaron autoanticuerpos circu-
lantes contra receptores de neurotransmisores en
humanos y en modelos murinos*®. Estos anti-
cuerpos tienen la capacidad de unirse y activar
receptores [ adrenérgicos o muscarinicos de
acetilcolina (mAChR), asi como de interferir en la
accion de los ligandos endogenos, observaciones
que podrian explicar el bloqueo lento y progresi-
vo de receptores autonémicos que caracterizan
al sindrome disautonémico previo a los sintomas
de cardiopatia'®'2. Mas aun, en un estudio recien-
te realizado con pacientes chagasicos cronicos,
informamos sobre una asociacién entre la presen-
cia de autoanticuerpos circulantes con actividad
muscarinica y sindrome disautonomico®.

El proposito de este trabajo fue estudiar la
interaccion molecular de autoanticuerpos presen-
tes en el suero de pacientes chagasicos cronicos
no cardiopatas con los mAChRs humanos del
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subtipo M,. En particular, y teniendo en cuenta las
propiedades inmunogénicas del tercer domi-
nio extracelular de estos receptores'?, nos propu-
simos: i. Aislar y purificar del suero de pacientes
chagasicos con o sin disautonomia la poblacion
de anticuerpos contra ese dominio del receptor M,
humano; ii. Investigar la capacidad de dicha frac-
cion de anticuerpos de unirse y activar mAChRs
M, cardiacos o modificar la accion de agonistas
especificos; iii. Evaluar la asociacion entre presen-
cia de autoanticuerpos y sindrome disautonoémico.

Se estudiaron dos grupos de pacientes entre
25 y 60 anos con serologia positiva para Chagas,
residentes en el conurbano bonaerense. A) Gru-
po | (n = 85): Sin sintomas clinicos de cardiopa-
tia, con ECG y Rx de térax normales y antece-
dentes de haber residido en zona endemica. Este
grupo fue subdividido en Grupo IA (n = 36): Con
disfuncién autonémica cardiovascular (DAC) se-
gun presentaran dos o mas pruebas funcionales
alteradas para DAC: Presion arterial disminuida,
respuesta anormal a las pruebas posturales, ma-
niobra de Valsalva, reflejo tusigeno, al frio e
hiperventilacion'. Grupo IB (n = 49): Con res-
puestas normales a las pruebas mencionadas. B)
Grupo Control (n = 50): Individuos seronegativos
para Chagas sin evidencias de enfermedades
cardiovasculares, sistémicas o virales.

El péptido de 24 aminoacidos (V-R-T-V-E-D-
G-E-C-Y-I-Q-F-F-S-N-A-A-V-T-F-G-T-A) corres-
pondiente al tercer dominio extracelular del recep-
tor muscarinico de acetilcolina (mAChR) huma-
no fue sintetizado utilizando la estrategia de ac-
tivacion F-moc/HOBt/DCC para los diferentes re-
siduos, mediante un sintetizador automatico. El
péptido fue posteriormente purificado y sometido
a analisis de aminoacidos en un analizador auto-
matico. La fraccion IgG de sueros chagasicos o
normales fue aislada mediante precipitacién con
sulfato de amonio 40% seguido de cromatografia
en DEAE celulosa®. Las fracciones IgG de 8 pa-
cientes chagasicos fueron sometidas en forma in-
dependiente a cromatografia de afinidad usando
columnas AffiGel 15 (BioRad) unido covalente-
mente al péptido sintético. A partir de cada frac-
cion IgG chagasica sembrada en la columna
(IgGch total), se eluyd en primer término con PBS
la poblacion de anticuerpos (Acs) que no interac-
cionaron con el péptido. Luego, mediante elucion
con KSCN 3 M, NaCl 1 M se obtuvo la fraccién
de Acs antipéptido M, especificos que, finalmen-
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te se dializaron contra PBS, concentraron por
ultrafiltracion y se midié la concentracion de 1gG
por inmunodifusion radial.

La reactividad inmunolégica de los sueros y de
las diferentes fracciones IgG contra el péptido sin-
tético fue evaluada por enzimoinmunoensayo
(ELISA)™. Se adjudico reactividad positiva a todo
suero chagasico (dilucion 1/100) cuyo valor de
densidad optica (DO) resultara superior al valor
promedio + 2 DS de los sueros normales estu-
diados en la misma dilucién. Para determinar si
las diferentes fracciones IgG obtenidas podian
reconocer a los mAChRs cardiacos subtipo Mz,
se preparo fraccion microsomal de auriculas de
ratas Wistar macho de aproximadamente 250 g
de peso y las proteinas solubilizadas de esta pre-
paracion fueron analizadas por «immunoblotting»
con anticuerpos purificados’.
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Fig. 1.— Immunoblotting de membranas cardiacas. Las
proteinas fueron reveladas con: 1.IgG ch total,
2.Ac mono-clonal anti-mAChR, 3./gGch anti-pM,,
4.1gGch anti-pM, + pM, 5.1gGch no anti-pM,, 6.1gGN.
Las siglas y concentraciones fueron iguales a las re-
feridas en la TABLA 1. Los resultados son represen-
tativos de los Acs purificados a partir del suero de 5
pacientes chagasicos con DAC.
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La valoracion de la contractilidad cardiaca se
llevé a cabo en auriculas aisladas de rata en bafio
de érgano, determinando los efectos inotrépicos
(dF/dt) a frecuencia constante mediante un poli-
grafo®. Los efectos se registraron con las diferen-
tes IgG luego de incubar las auriculas durante 30
minutos a 30°C en medio Krebs-Ringer-Bicarbo-
nato (KRB). Por otra parte se evalud en auriculas
aisladas la capacidad de los Acs de modificar las
concentraciones intracelulares de GMPc y AMPc®.
Tanto en los ensayos de contractilidad como en
la determinacion de nucledtidos ciclicos se eva-
lué en pa-ralelo el efecto de carbacol, la capaci-
dad de los anticuerpos para modificar la respues-
ta al carba-col y la accion de la atropina y del
péptido sintético como antagonistas de los efec-
tos de los Acs.

En base a los resultados obtenidos, se inves-
tigo la existencia de una asociacién entre la pre-
sencia de Acs anti-péptido M, en los sueros de
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pacientes y la evidencia de DAC en dichos pa-
cientes. Los diferentes grupos (lA, IB y Control)
fueron comparados por medio del test Chi cuadra-
do. En los demas experimentos, los resultados
fueron comparados mediante la prueba «t» de
Student y las diferencias se consideraron signifi-
cativas cuando p < 0,05.

El ensayo de ELISA demostré la presencia de
anticuerpos dirigidos contra el péptido muscarinico
(pM,) en la fraccion IgG del suero de pacientes
chagasicos con DAC (lgGch total), cuyos valores
de DO resultaron significativamente superiores a
los obtenidos con la fraccion IgG de sujetos nor-
males (IgGN). La concentracion de IgG ensaya-
da para ambas fracciones (5.107M) corresponde
aproximadamente a una diluciéon 1/128 del suero
correspondiente. La fraccion de Acs anti-péptido
M, especificos (IgGch anti-pM,) (5.10¢ M) eviden-
cié un titulo de Acs anti-péptido similar a la IgGch
total (10 veces mas concentrada). La especifici-

TABLA 1.— Reactividad inmunoldgica y efectos farmacolégicos de anticuerpos chagasicos dirigidos contra el
péptido muscarinico.

ELISA dF/dt GMPc AMPc

DO(405 nm) g/seg pmol/g pmol/mg
Control 8,506 61,2 + 3,7 3,6 £ 0,3
IgGch total 0,55 = 0,08" 42 + 0,37 121,5 + 3,4° 1,4 = 0,2°
IgGeh a-pM, 0,54 + 0,09" 3,9 = 0,2* 125,5 + 1,8" 1,1 £ 0,2*
IgGch no a-pM2 0,07 + 0,04 8,1 £ 05 70,4 = 4.3 3,303
IgGN 0,12 + 0,04 83 + 0,5 67,6 + 5,6 3,5 £ 0,3
IgGceh total+ 0,14 = 0,05 79 = 0,6 73,3 + 6,0 32+03
+pM,
IgGch a-pM,+ 0,13 + 0,04 8,0 £ 0,6 62,5 + 6,5 3,3+03
+pM,
IgGch a-pM_+ - 81 +0,5 710 £ 34 3,1 £03
+ atropina
carbacol - 08+ 0,7° 119,0 = 6,0" 1,4 £ 0,2°
carbacol+ - 3,2+ 0,588 86,3 = 2,0 2:95470:25%
+lgGeh a-pM,
pM, - 86 £ 0,5 60,5 = 6,5 3,5 0,3

La reactividad inmunologica de los Acs contra el péptido muscarinico (pM,) se evalué por ELISA. También se
valoraron los efectos sobre la contractilidad (dF/dt), los niveles de GMPc y los niveles estimulados de AMPc (por
PGE, 1 pM) en auriculas aisladas de rata, preincubadas con proprano!ol 0,5 pM. Las siglas y concentraciones
utilizadas se indican en el texto. Los valores tabulados corresponden a x + ES de 7 fracciones IgG diferentes, en
cada grupo. Significativamente diferente a IgGN*p< 0,001 y a Carbacol** p<0,01.
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dad de estos Acs fue confirmada ya que el pM,
(5,107 M) inhibi6 la interaccion Ac-Ag adsorbido.
Sin embargo, la fraccién IgGeh depletada de Acs
anti-PM, (IgGeh no anti-PM,) mostro valores de
DO semejantes a los obtenidos con IgGN.

La técnica de «immunoblotting» permitio com-
probar la interaccion entre los Acs anti-péptido y
el mMAChR cardiaco. La Fig. 1 muestra que la
IgGceh total reconoce una fraccion proteica corres-
pondiente al receptor, en forma analoga a un Ac
monoclonal anti-mAChR (control positive). Coin-
cidentemente, la fraccion IgGceh anti-pM, tambien
reveld bandas correspondientes al mAChR. Por
su parte, la IgGN, la fraccion IgGch no anti-pM,
y la fraccion IgGch anti-pM, en presencia de pM,
(5.107 M) no presentaron bandas que indicaran
interaccion con el receptor.

La fraccion IgGceh total (5.107 M) deprimio la
contractilidad auricular en aproximadamente un
50% respecto del valor control, en forma similar
al carbacol (10°°M). Este efecto se pone de mani-
fiesto blogueando previamente los efectos P
adrenérgicos de otras subpoblaciones de Acs con
propranolol®. La IgGch anti-pM, en una concentra-
cién 10 veces menor reprodujo la acciéon de la
IgGch total induciendo un efecto inotrépico nega-
tivo similar. La IgGN, en cambio, no tuvo efecto.
Tanto el.pM, como atropina (ambos 5.107 M) blo-
quearon el efecto de los Acs anti-pM,. Por su
parte, la IgGch no anti-pM, no sélo fue incapaz de
deprimir la contractilidad auricular sino que, inclu-
so, exhibio efecto inotropico positivo (los valores
de dF/dt (g/seg) en ausencia de propranolol fue-
ron: Control = 8,6 = 0,6; IgGch no anti-pM, = 15,8
= 0,8). Para investigar si los efectos biol6gicos de
los Acs anti-péptido y del carbacol eran mediados
por el mismo dominio del receptor se evalué el
efecto de carbacol (10® M) sobre auriculas
preincubadas con una concentracion umbral
(2.10*° M) de IgGch anti-pM,. Pudo observarse
que los Acs anti-péptido inhiben el efecto
inotropico negativo inducido por el agonista
colinérgico.

También se investigo el efecto de los Acs anti-
péptido sobre los eventos intracelulares acoplados
al mAChR cardiaco. La IgGch anti-pM2 (5.10°M)
aumento los niveles de GMPc e inhibi6 los niveles
estimulados de AMPc en auriculas aisladas. Este
efecto fue mimetizado por IgGch total (5.107M) y
carbacol (10*M) y revertido preincubando los teji-
dos con pM, o atropina. La IgGch no anti-pM,, si
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bien no incrementé los niveles de GMPc ni modifi-
cé los niveles estimulados de AMPc en presencia
de propranolol, logré estimular los niveles basales
de AMPc en ausencia de PGE, y propranolol (basal
= 1,0 £ 0,1 pmol/mg; IgGch no anti-pM, = 2,1 =
0,1), confirmando su actividad [ adrenérgica.

Finalmente se estudié la distribucion de Acs
anti-péptido en pacientes chagasicos que presen-
taban o no signos clinicos de DAC. Para ello se
determind la reactividad anti-péptido de cada sue-
ro estudiado por ELISA. Se observd que en el
grupo IA, 32 de 36 pacientes (89%) presentaban
Acs séricos anti-pM,, mientras que en el grupo
IB, 13 de 49 pacientes (26%) resultaron positivos
en la prueba realizada. Analizados estadistica-
mente estos datos indican que existe una fuerte
asociacion entre la presencia de Acs anti-pM, y
la evidencia de DAC en los pacientes chagasicos
estudiados (X2 = 32,4, p < 0,001).

Los resultados expuestos demuestran, en pri-
mer lugar, la presencia de una poblacion de
autoanticuerpos contra el tercer dominio extrace-
lular del mAChR M, humano. En segundo térmi-
no, la interaccion de los Acs purificados con los
receptores muscarinicos cardiacos activa los sis-
temas de transduccion acoplados a dichos recep-
tores y modifica la funcién contractil del miocardio.
Por ultimo, existe una fuerte asociacion entre la
presencia de Acs séricos anti-péptido y la eviden-
cia de DAC en la poblacién de pacientes chaga-
sicos cronicos estudiados.

La interaccion de los Acs anti-pM, para pro-
ducir los efectos senalados es especifica, ya que
fue blogueada tanto por el péptido como por el
antagonista muscarinico atropina. Por otra par-
te, los Acs descriptos no solo activan a los
mAChRs cardiacos sino que también disminuyen
la respuesta del miocardio al estimulo del
agonista colinérgico carbacol. Si se extiende este
concepto a la actividad in vivo de los Acs, se
podria especular que en una primera instancia,
los Acs activarian a los receptores, y posterior-
mente podrian unirse irreversiblemente bloquean-
do progresivamente la neurotransmision autono-
mica cardiaca. Es interesante destacar que solo
los Acs anti-pM, purificados por afinidad, pero no
el resto de los Acs de la fraccion 1gG, inducen
efectos muscari-nicos en el miocardio. Esta ob-
servaciéon sustenta la hipdtesis de que la
subpoblacién de Acs anti-pM, es exclusivamente
responsable de las respuestas muscarinicas car-
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diacas de la fraccion IgG del suero chagasico y
que el tercer dominio extracelular del mAChR es
esencial para el efecto biolégico de estos Acs.
Mas aun, en trabajos previos postulamos la co-
existencia de dos subpoblaciones de Acs en el
suero chagasico, una de ellas con actividad f
adrenérgica y otra con actividad colinérgica
muscarinica sobre el miocardio*?. Los resultados
aqui presentados confirman esta hipotesis, ya
que mientras los Acs anti-pM, inducen efectos
mediados por mAChRs, la fraccion IgGeh no anti-
pM, exhibe actividad [} adrenérgica.

La presencia de Acs dirigidos a mAChRs no
es exclusiva de la enfermedad de Chagas, ya que
tambien fue detectada en pacientes con miocar-
diopatia dilatada idiopatica'®. Sin embargo, no se
ha demostrado hasta el presente una correlacion
entre la existencia de estos Acs en el suero de
los pacientes y las manifestaciones clinicas de la
enfermedad'. En el caso de los pacientes chaga-
sicos aqui estudiados, pudimos demostrar una
fuerte asociacion entre presencia de Acs anti-
peptido y signos clinicos de DAC.

Estas evidencias, en conjunto, sugieren la par-
ticipacion de autoanticuerpos en la patogenia de
la miocardiopatia chagasica cronica; por otra par-
te, la deteccion de estos Acs en pacientes
chagasicos sin signos de DAC sugiere la posibi-
lidad de asignar un valor pronédstico de DAC a un
resultado positivo en esta prueba inmunologica.
De este modo, los Acs anti-péptido podrian cons-
tituir marcadores tempranos de DAC.

Por dltimo el hallazgo de que la actividad
muscarinica de los Acs pueda neutralizarse me-
diante el uso de péptidos sintéticos abre el cami-
no para posibles aplicaciones terapéuticas.

Summary

Interaction of Chagasic autoantibodies with the
third extracellular domain of the human heart
muscarinic receptor. Functional and pathological
implications

Herein we demonstrate by ELISA and immu-
noblotting the presence in the sera of chagasic
patients of circulating autoantibodies against the
third extracellular domain of human muscarinic
acetylcholine receptors by using a synthetic
peptide corresponding to the sequence 169-192
of the receptor. Immunoaffinity purified anti-
peptide antibodies displayed cardiac muscarinic

IgG CHAGASICA ANTIPEPTIDO MUSCARINICO

activity as decreased contractility and cAMP pro-
duction and increased cGMP levels. These effects
were specifically blocked by the synthetic peptide
and by atropine. A strong assaociation between the
existence of circulating autoantibodies and the
presence of dysautonomia was shown, making
these autoantibodies an appropriate marker of
heart autonomic dysfunction.
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Fe de erratas

Este Resumen fue presentado en la XX reunion anual de la SAIC pero no fue incluido,
por error, en Medicina (Buenos Aires), Vol. 56, N° 5/2, 1996. En su lugar se repitio el
resumen 149.

198. Relaciones entre asimetrias interhemisféricas de la actividad eléctrica cere-
bral, frecuencia cardiaca y factores de personalidad.- A.A. Yorio, L. Pompilio, C. Ma-
rro, N. Leibovich de Figueroa, E.T. Segura.

Catedras de Neurofisiologia y Biologia del Comportamiento, Facultad de Psicologia,
Universidad de Buenos Aires; IBYME-CONICET, Buenos Aires

Las asimetrias de amplitud interhemisféricas de la actividad alfa EEG se presentan
normalmente en un elevado nimero de sujetos normales, tanto en condiciones de reposo
mental como ante la presentacion de estimulos y la realizacion de tareas que implican
habilidades cognitivas. Numerosos estudios investigaron la relaciéon de estas asimetrias
con preferencia manual y con diferencias individuales en capacidades cognitivas. Tam-
bién fueron comprobadas asimetrias asociadas a estados emocionales. El presente tra-
bajo estudia las relaciones entre factores de personalidad y rasgos de personalidad que
predisponen a estados de ansiedad y asimetria alfa EEG en sujetos normales. Fueron
estudiados 55 voluntarios normales a quienes se efectuaron una evaluacion psicolégica y
registro EEG en sesiones separadas. Se comprobaron correlaciones positivas (Pearson)
significativas entre la asimetria alfa y las siguientes variables psicoldgicas: Ansiedad fébica
(P < 0,005), ansiedad ante la evaluacion (P < 0,01), ansiedad cognitiva (P < 0,005), an-
siedad motora (P < 0,005), ansiedad fisiclégica (P < 0,01) y ansiedad total (P < 0,002) de
la prueba de situaciones y respuestas de ansiedad (Tobal y Cano Vindel, 1984). Se en-
contraron correlaciones negativas significativas entre asimetria alfa y las siguientes varia-
bles psicologicas: Neuroticismo (P < 0,001) y Mentira (P < 0,01) de la prueba de persona-
lidad (Eysenk y Barrett, 1977). Otras correlaciones significativas positivas: entre frecuen-
cia cardiaca basal y datos psicologicos: ansiedad rasgo (P < 0,01), ansiedad estado (0,01),
ansiedad expresada a través del sistema fisioldgico (p < 0,01), ansiedad expresada a tra-
vés del sistema motor (p < 0,01) y ansiedad ante las cosas de la vida cotidiana (p < 0,01);
negativa: entre frecuencia cardiaca basal y asimetria alfa (P < 0,005). Estos hallazgos
sugieren que el grado de activacion ténica lateralizada en un hemisferio cerebral podria
predisponer a estilos de afrontamiento ante estresores.
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