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RESUMEN: Los anticuerpos anti-
muscarinicos (anti-M2) podrian

estar relacionados con alteraciones
disautondmicas en la enfermedad de
Chagas.

Obijetivo: evaluar efecto del tratamiento
tripanocida sobre los anticuerpos anti-M2
en adultos chagésicos crénicos seguidos
durante 24 anos promedio.

Estudio de cohorte retrospectivo.
Infectados crénicos por T. cruzi agrupados
en: A) 31 tratados con drogas tripanocidas
(102 muestras post-tratamiento); B) 36
no tratados (95 muestras). Controles no
chagésicos: 17 cardidpatas y 22 sanos.
Pacientes tratados: 11/31(35,5%)
inicialmente presentaron reactividad
anti-M2; 2/31(6,4%) permanecieron
reactivos durante el estudio. No tratados:
14/36(38,9%) fueron positivos al inicio y
final del seguimiento. Todos los pacientes

permanecieron sin cambio clinicos durante
el estudio. Los controles no presentaron
reactividad anti-M2.

Los anticuerpos anti-M2 disminuyeron o
desaparecieron por efecto del tratamiento
tripanocida cuestionando su naturaleza
autoinmune. Ademas, estos anticuerpos
no serian de utilidad como marcador
pronostico de evolucion clinica.

PALABRAS CLAVES: Enfermedad de
Chagas, Tratamiento tripanocida,
Anticuerpos antimuscarinicos

SUMMARY: Chronic Chagas Disease:
effect of trypanocidal treatment on
antimuscarinic antibodies

Anti-muscarinic antibodies (anti-M2) could
be related to dysautonomic alterations in
Chagas disease.
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Obijective: evaluate effect of trypanocidal
treatment on the anti-M2 antibodies in
chronic chagasic adults followed for 24
years on average.

Retrospective cohort study. Chronic
patients infected by T cruzi were grouped
into: A)31 treated with trypanocidal drugs
(102 samples post-treatment); B)36
untreated (95 samples). Controls no
chagasic: 17 with cardiopathies and 22
healthy.

Patients treated: 11/31(35.5%) initially
presented anti-M2 reactivity; 2/31 during
the study remained reactive. Untreated:
14/36(38.9%) were positive at the beginning
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and to the end of follow up. All patients
remained without clinical change during
the study. The controls no showed anti-M2
reactivity.

The anti-M2 antibodies declined or
disappeared due to the effect of
trypanocidal therapy, questioning their
autoimmune nature. In addition, these
antibodies would not be useful as a
prognostic marker of clinical evolution.

KEYWORDS: Chagas disease, Trypanocidal
treatment, Anti-muscarinic antibodies

Introduccién

La enfermedad de Chagas es producida
por un protozoario hemoflagelado, el Tripa-
nosoma cruzi. Se estima que se encuentran
infectados aproximadamente 8 a 10 millo-
nes de personas en el continente ameri-
cano (1).

En su evolucion natural la enfermedad
presenta 3 fases: aguda, crénica sin pato-
logia demostrada y crénica con patologia
demostrada. Solo el 25 — 30% de los infec-
tados desarrollan las lesiones del periodo
crénico después de 15 o mas anos de la
entrada del parasito al organismo.

Existe controversia sobre los mecanis-
mos causantes de la patologia observada
durante la fase cronica de esta parasitosis.
Numerosos trabajos demostraron compro-
miso del sistema inmune en el desarrollo de
enfermedad (2,3,4,5,6,7,8). Esto condujo a
postular el posible caracter autoinmunitario
en las lesiones que conducen al desarrollo
de patologia cardiaca y/o digestiva.

Se han detectado en pacientes cha-
gasicos la presencia de anticuerpos cir-

culantes dirigidos contra receptores coli-
nérgicos muscarinicos del miocardio. Los
anticuerpos podrian interactuar con los
receptores muscarinicos M2 (predomi-
nante en corazén) desencadenando sefa-
les intracelulares que generen disautonomia
(9,10,11,12,13,14,15).

Sin embargo a pesar de que se han
encontrado anticuerpos anti-M2 en infecta-
dos con T cruzi no se ha podido aun esta-
blecer una relacion directa entre su presen-
ciay el desarrollo de patologia (16).

Si bien se plantearon mecanismos auto-
rreactivos como principales responsables
del dano cardiaco, otros estudios demos-
traron una fuerte asociacion entre la presen-
cia de ADN de T cruzi y la respuesta infla-
matoria en los sitios de lesién (17,18,19).

El desconocimiento de los mecanismos
patogénicos en la enfermedad de Chagas,
Su posible origen autoinmune y la persisten-
cia de la serologia reactiva post-tratamiento
generaron dudas sobre las pautas terapéuti-
cas a seguir en adultos con infeccién cronica.
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El objetivo del presente trabajo fue eva-
luar si el tratamiento tripanocida, admi-
nistrado en adultos con infeccién cronica,
modifica el nivel de respuesta humoral de
los anticuerpos anti-M2.

Materiales y Métodos

*Diseno: estudio de cohorte retrospectivo

*Poblacién: a partir del seguimiento cli-
nico, seroldgico y parasitolégico que se
realiza en el CIEN (Centro de Investigacio-
nes sobre Endemias Nacionales), se selec-
cionaron adultos con infeccion cronica por
T cruzi -sin alteraciones electrocardiografi-
cas ni radiolégicas y sin evidencia clinica de
miocardiopatia chagésica- que concurren
a control bianualmente y tienen un segui-
miento promedio de 24 anos.

El control clinico consta de ECG de 12
derivaciones y Rx térax, Ecocardiograma y
Holter en los casos que el médico especia-
lista en cardiologia lo considere necesario.

Se realiza serologia convencional (SC)
mediante las siguientes determinaciones:

Aglutinacion Directa (AD), Hemaglutinacién
Indirecta (HAI), Enzimoinmunoensayo (ELISA)
e Inmunofluorescencia Indirecta (IFl). A todos
los pacientes se les realizan al menos 3 de
los test serolégicos mencionados.

Para este estudio retrospectivo se selec-
cionaron muestras de sueros, obtenidas en
las diferentes visitas de pacientes adultos
con infeccién crénica, en buen estado de
conservacion. Se analizaron un promedio
de 3 muestras por paciente. La poblacion en
estudio se dividié en: GRUPO A) 31 pacien-
tes (102 sueros) que recibieron tratamiento
antiparasitario especifico, GRUPO B) 36
pacientes no tratados (95 sueros). El tiempo
promedio de seguimiento fue de 24 +/- 5
anos. Todos los pacientes permanecieron
sin manifestaciones clinicas compatibles con
cardiopatia chagésica durante el estudio.
Los grupos fueron comparables en edad,
sexo, factores de riesgo y tiempo de segui-
miento, p>0,05. Tabla 1. Se procesaron ade-
mas controles no chagasicos: 17 pacientes
con cardiopatia y 22 personas sanas.

Tabla 1. Poblacién en estudio: sexo, edad, factores de riesgo cardiovascular y tiempo de segui-
miento de infectados con T. cruzi sin patologia demostrada

Grupo Sexo F/M Edad FRC * Seguimiento (afnos)
A) Tratados 23/8 29.3 £ 8.6 16 251 +6.6
B) No tratados 24 /12 322 +938 16 241 +57

1 Edad al momento de inclusién

*FRC, factores de riesgo cardiovascular, tales como tabaquismo, hipertension y alcoholismo (La presencia
de estos factores de riesgo se define como: tabaquismo, una historia de 10 afios de 20 cigarrillos por dia;
alcoholismo como una ingesta diaria de alcohol de alrededor de 100 mg/dia por un periodo minimo de 10
anos e; hipertension una presion diastélica de 90 mm Hg o mayor).

e Tratarmniento. nifurtimox o benznidazol,
segln Normas Nacionales al momento de
su administracion, anterior al afio 1984. La
dosis y tiempo de tratamiento fueron: nifur-

timox 8-10 mg/kg/dia, durante 30-60 dfas;

benznidazol 5 mg/kg/dia por 30 dias.
*Consideraciones éticas. Se siguieron los

estandares éticos establecidos por el Minis-
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terio de Salud de la Nacion, la Universidad
Nacional de Litoral y las Guias internaciona-
les de regulacién para la investigacion en
humanos. Los pacientes fueron informados
de los objetivos del estudio y firmaron su
consentimiento para participar del mismo.

*Conservacion de las muestras: Los sue-
ros se almacenaron en alicuotas, congela-
dos a -20°C vy dlicerinados con igual volu-
men de glicerina bufferada. Previo al dosaje
de anticuerpos anti-M2 se realizaron al
menos dos reacciones serolégicas conven-
cionales (HAI, AD, ELISA e IFl), para evaluar
estado de conservacion. Se consideraron
aptas para el estudio las muestras que pre-
sentaban un nivel de anticuerpos similar al
suero fresco en el momento del chequeo.
Ademas se incluyeron sueros de pacientes
que recibieron tratamiento tripanocida y que
negativizaron la serologia convencional.

*Determinacién de anticuerpos espe-
cificos anti-M2: Los sueros se procesaron
empleando un estuche comercial de ELISA
(Chagacor, Laboratorios Lemos S.R.L, Bue-
nos Aires, Argentina). Este kit emplea como
antigeno péptidos sintéticos cuya secuen-
cia de aminoéacidos es idéntica al receptor
muscarinico colinérgico. Por lo tanto este
ensayo detecta los anticuerpos IgG dirigi-
dos contra estos receptores autonémicos.

*Andlisis estadistico: se realizd utilizando
los softwares Stata 9.1 y Prisma 5.0 (Gra-
phPad, USA). Se aplicaron las pruebas: T
de student para muestras dependientes
e independientes segun correspondiera;
Prueba exacta de Fischer; Ecuaciones de
Estimacién Generalizada (GEE), Test de
correlacion de Spearman. Se fijé un nivel de
significacion de p<0,05.
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Resultados

En los sueros de los pacientes que reci-
bieron tratamiento (grupo A), la reactivi-
dad anti-M2 al inicio del estudio fue 11/31
(85,5%) y la SC 100% reactiva. La evolucién
de los anticuerpos anti-M2 en las muestras
estudiadas a lo largo del tiempo se mues-
tran en la figura 1a. Como se puede ver, 4
pacientes tratados presentaron valores ini-
ciales comprendidos en un rango del 10%
alrededor del cut-off, 2 por encima 'y 2 por
debajo. Las lecturas posteriores de estos
pacientes fueron todas negativas para anti-
cuerpos anti-M2.

En este grupo de pacientes tratados se
observa una disminucién de estos anti-
cuerpos a medida que transcurre el tiempo
post-tratamiento. Al final del seguimiento
solo 2/11 permanecieron positivos para
anticuerpos anti-M2: uno presentando
una importante caida en la respuesta, cer-
cana al valor de cut-off (1,408 a 0,410 DO,
27 anos de seguimiento); y el otro man-
tuvo un nivel constante de reactividad anti-
M2 (0,680 a 0,681 DO, 25 afos de segui-
miento). Figura 2a.

La comparacién de las medias de la res-
puesta anti-M2, al inicio y al final del segui-
miento, mostré una caida significativa en
los niveles de dichos anticuerpos (T de stu-
dent, p=0,0014). Al aplicar el modelo GEE,
que incluye todas las mediciones realizadas
de anticuerpos anti-M2 para cada paciente
durante el seguimiento, se obtuvo una
caida por efecto del tratamiento (A=0,195
DO, p<0,05).

Al final del seguimiento la SC para el grupo
A fue: 18 negativizaron, 9 presentaron SC
dudosa (débil reactividad en el cut-off para
alguno de los test serolégicos y no reactivo
en otro) y 4 de ellos permanecieron sin cam-
bios. La figura 3 muestra la evolucién de la
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SC para los pacientes tratados que presen-
taron reactividad anti-M2 al inicio del estudio.

Para todos los pacientes del grupo B, que
no recibieron tratamiento, la SC fue siem-
pre positiva durante el seguimiento. En este
grupo 14/36 (38,8%) fueron positivos para
anticuerpos anti-M2 en la muestra inicial e
igual porcentaje de reactividad se observo al
final del estudio. Figura 1b. Un solo paciente
presentd lecturas de DO +/- 10% el valor
del cut-off, que conservé durante el segui-
miento. Otro paciente, disminuyd los titulos
hasta un valor “indeterminado” y uno negati-
vizo el test anti-M2. En este grupo, 2 pacien-
tes mostraron seroconversion positiva para
Ac anti-M2. El resto presenté variaciones en
el nivel de respuesta, siempre con valores
por encima del cut-off. Figura 2b. Al compa-
rar las medias de la respuesta anti-M2, al ini-
cioy al final del seguimiento, no se observa-

Figura 1.

a) Respuesta anti-M2 en el seguimiento
del Grupo A)Tratados. Se describen las medias
en el seguimiento. (cut-off: 0.340)
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ron diferencias significativas (T de student,
p=0,7342).

Los controles no chagasicos analizados,
tanto los cardidpatas (n=17) como los sanos
(n=22) no presentaron reactividad anti-M2.

Al inicio del estudio, los grupos tratados
y no tratados presentaron similares nive-
les de respuesta anti-M2 (T de student,
p=0,1892). Al final del seguimiento las dife-
rencias de reactividad anti-M2 entre ambos
grupos fueron significativas (T de student,
p=0,0015). Esto se puede ver en las lectu-
ras iniciales y finales de las fig1 ay b.

Cuando se analizé la evolucion de los Ac
anti-M2 y la SC en los pacientes tratados,
mediante el test de correlacion de Spear-
man, nNo se encontrd asociacion entre el
comportamiento de unoy otro test. Es nece-
sario tener en cuenta el escaso nimero de
pacientes que fueron inicialmente positivos
para anti-M2 (n=11).

b) Respuesta anti-M2 en el seguimiento
del Grupo B)No tratados. Se describen las medias
en el seguimiento. (cut-off: 0.340)
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Figura 2.

Respuesta anti-M2 en el seguimiento
del Grupo A)Tratados. (cut-off: 0,340)
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b) Respuesta anti-M2 en el seguimiento

del Grupo B) No tratados. (cut-off: 0,340)
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Figura 3. Evolucion de la SC y de los anticuerpos anti-M2 en los pacientes tratados, reactivos ini-

cialmente para anti-M2.
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Discusién

Los infectados chagésicos crénicos pre-
sentaron un nivel de respuesta anti-M2 simi-
lar a los hallados por otros investigadores
(15,20,21,22,23). La diferencia con esos tra-
bajos radica en el prolongado tiempo de

AL FINAL ANTI-M2 POSITVOS (+)
n=2

™

SC NEGATIVA -)
n=1

n=1

5C POSITIVA (+)

seguimiento de los pacientes analizados, lo
que permitid observar la evolucion serolo-
gica de los mismos.

Los grupos tratados y no tratados pre-
sentaron inicialmente niveles de reactividad
anti-M2 semejantes, pero la evolucion de los
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mismos durante el seguimiento difirid signi-
ficativamente. La desaparicion de los anti-
cuerpos anti-M2 post-tratamiento estaria indi-
cando que la generacién de estos no seria
de caracter autoinmune, siendo necesaria la
presencia del parasito o fracciones antigéni-
cas del mismo para manifestarse (24). Esto
se refuerza por la ausencia de anticuerpos
anti-M2 en los controles no infectados por T
cruzi, tanto en los sanos como en aquellos
con cardiopatia de origen no chagasico.

El estimulo que da origen a la forma-
cién de los anticuerpos anti-M2 es adn des-
conocido. La presencia del parasito seria
una condicidn necesaria pero no suficiente
ya que estos anticuerpos no se encuen-
tran en todos los infectados por T cruzi
(15,20,21,22,23). De los resultados de este
trabajo se deduce que su origen difiere de
los de la SC ya que si bien ambos anticuer-
pos disminuyen o desaparecen por efecto
del tratamiento, la evolucién de los mis-
mos no presentd correlacion, mas alla del
escaso numero de muestras evaluadas.

Por otro lado, los pacientes que no reci-
bieron tratamiento y mantuvieron un nivel
constante de anticuerpos anti-M2 durante
el seguimiento, no desarrollaron patologia
demostrable en ese tiempo (24 = 5 anos).
Se podria inferir que no necesariamente
quien tenga anticuerpos anti-M2 evolucio-
naré hacia la enfermedad.

Mas alla de su relativo valor pronés-
tico, no se puede descartar que la presen-
cia de estos anticuerpos cumpla algun rol
en la enfermedad. Se necesitarfan estudios
complementarios, como los que evallan
alteraciones a nivel del SNA, para cono-
cer las implicancias de los mismos ya que
otros trabajos encontraron una asociacion
entre anticuerpos anti-M2 y disautonomia
(12,13,14). Debido al disefio de este tra-

bajo — estudio retrospectivo - no se evalu-
aron alteraciones autondmicas mediante
la prueba de ortostatismo, maniobra de
Valsalva, etc, porque no fueron realizadas
oportunamente.

Oftras investigaciones realizadas en el
CIEN (25) demostraron eficacia de la terapia
antiparasitaria especifica mediante negativi-
zacion de la SC en 37% de infectados adul-
tos cronicos, observandose ademas una
mejor evolucién clinica de los tratados frente
a quienes permanecieron sin tratar. Estos
resultados coinciden con otras investigacio-
nes (26,27) sefalando la importancia del rol
del parasito en el desarrollo de patologia.
Pero sin duda estarfan involucrados ademas
factores del huésped (inmunolégicos, gené-
ticos, ambientales, etc), que conducirian al
desarrollo de algun tipo de patologia car-
diaca y/digestiva de diferente severidad en
20-30% de los infectados, mientras el resto
permanece sin patologia toda su vida.

Los resultados mas relevantes de este tra-
bajo son: a) la demostracién del escaso valor
pronostico de los Ac anti-M2 en el desarrollo
de patologia y b) la desaparicion o disminu-
cién de estos anticuerpos por efecto del tra-
tamiento tripanocida indicarfa que su origen
no es de naturaleza autoinmune.
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