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Resumo

Fundamento: A Vimentina é uma proteina estrutural importante da célula, um componente dos filamentos celulares
intermedidrios e imersa no citoplasma. Algumas proteinas bacterianas imitam a Vimentina e anticorpos anti-vimentina ocorrem
em doencas cardiacas auto-imunes, como a febre reumdtica. Neste trabalho, estudamos a distribuicao de vimentina em células
LLC-MK2 infectadas com T. Cruzi e anticorpos anti-vimentina em soros de varias imagens clinicas da doenca de Chagas ou
tripanossomiases americanas, a fim de elucidar qualquer implicacao da vimentina na resposta humoral desta patologia.

Objetivo: padronizamos um teste de imunofluorescéncia indireta (IFl) para determinar a expressao subcelular em
parasitas e células hospedeiras, e ELISA para testar anticorpos anti-vimentina em soros de pacientes chagasicos.

Métodos: analisamos a distribuicao de vimentina em células de cultura usando ensaios fluorescentes indiretos, utilizando
como controles externos soros anti-T. Cruzi, derivados de pacientes com infeccao cronica para a identificacao de parasitas no
mesmo modelo. Apés a infeccao e o crescimento de amastigotas de T. Cruzi, essas células expressam grandes quantidades de
vimentina, com forte coloracao do citoplasma fora da vacuola parasit6fora e alguns padroes de sombreamento das particulas,
sugerindo que a vimentina esta associada ao citoplasma da célula. Os anticorpos anti-vimentina estavam presentes na
maioria das amostras americanas de tripanossomiases, mas estao notavelmente mais presentes em sindromes agudas
ou clinicamente definidas (76,9%), especialmente em doencas cardiacas (87,9%). Paradoxalmente, eram relativamente
infrequentes em pacientes infectados assintomaticos (25%), que apresentavam uma reacao sorolégica claramente positiva
aos antigenos parasitas, mas apresentavam baixa frequéncia de anticorpos anti-vimentina, semelhante aos controles (2,5%).

Conclusao: Nossos dados atuais revelaram que os anticorpos anti-vimentinainduzidos durante ainfeccao por T. Cruzi poderiam
ser um marcador de doenca ativa no hospedeiro e seus niveis também poderiam justificar o tratamento farmacolégico em
infeccao cronica com tripanossomiase americana, uma vez que um grande grupo de pacientes assintomaticos seria submetido
a tratamento com reacoes adversas frequentes aos medicamentos disponiveis. Os anticorpos anti-vimentina poderiam ser
um marcador de danos nas células do misculo cardiaco, que aparece em pacientes com tripanossomiase americana durante
o dano das células musculares ativas. (Arq Bras Cardiol. 2018; 110(4):348-353)
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Abstract

Background: Vimentin is a main structural protein of the cell, a component of intermediate cell filaments and immersed in cytoplasm. Vimentin
is mimicked by some bacterial proteins and anti-vimentin antibodies occur in autoimmune cardiac disease, as rheumatic fever. In this work we
studied vimentin distribution on LLC-MK2 cells infected with T. cruzi and anti-vimentin antibodies in sera from several clinical pictures of Chagas’
disease or American Trypanosomiasis, in order to elucidate any vimentin involvement in the humoral response of this pathology.

Objective: We standardized an indirect immunofluorescence assay (IFl) to determine sub cellular expression in either parasites and host cells,
and ELISA to evaluate anti-vimentin antibodies in sera fron chagasic patients.

Methods: We analyzed the distribution of vimentin in culture cells using indirect fluorescent assays, using as external controls anti-T. cruzi sera,
derived from chronic infected patients for identification of the parasites in the same model. After infection and growth of T.cruzi amastigotes,
those cells express larger amounts of vimentin, with heavy staining of cytoplasm outside the parasitophorous vacuole and some particle
shadowing patterns, suggesting that vimentin are associated with cell cytoplasm. Anti-vimentin antibodies were present in most American
trypanosomiasis samples, but notably, they are much more present in acute (76, 9%) or clinical defined syndromes, especially cardiac disease
(87, 9%). Paradoxically, they were relatively infrequent in asymptomatic (25%) infected patients, which had a clearly positive serological reaction
to parasite antigens, but had low frequency of anti-vimentin antibodies, similar to controls (2,5%).

Conclusion: Our current data revealed that anti-vimentin antibodies induced during T. cruzi infection could be a marker of active disease in the
host and its levels could also justify drug therapy in American Trypanosomiasis chronic infection, as a large group of asymptomatic patients would
be submitted to treatment with frequent adverse reactions of the available drugs. Anti-vimentin antibodies could be a marker of cardiac muscle cell
damage, appearing in American Trypanosomiasis patients during active muscle cell damage. (Arq Bras Cardiol. 2018; 110(4):348-353)
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Introducao

A doenca de Chagas ou a tripanossomiase americana é
uma infecgdo parasitaria peculiar, uma vez que o Trypanosoma
cruzi é um parasita intracelular Gnico que causa a presenca
citoplasmética de formas de amastigota, um evento celular
raro na natureza, ja que o citoplasma é geralmente livre de
parasitas em quase todas as infecgdes intracelulares.” Apés sua
reprodugao, o parasita tem um conjunto de enzimas, como as
sialidases, que transferem moléculas da célula hospedeira para
a sua superficie, permitindo a evasao celular sem interrupcao.?
Todos esses processos poderiam alterar o citoesqueleto celular
e suas protefnas, provavelmente gerando sinais nas células
hospedeiras que alteram a sintese proteica de proteinas
estruturais. A vimentina é uma proteina estrutural importante da
célula, um componente de filamentos celulares intermediarios
imersos no citoplasma.®> A vimentina é expressa no mdsculo
cardiaco normal e seus tumores, e os autoanticorpos contra a
vimentina sao encontrados na rejeicao do aloenxerto* ou em
modelos cardiacos de rejeicao de aloenxerto.” A vimentina
é imitada por algumas proteinas bacterianas e anticorpos
anti-vimentina sdo produzidos em doengas cardiacas
autoimunes, como a febre reumatica.® Neste trabalho,
estudamos a distribuicdo de vimentina em células LLC-MK2
infectados com T.cruzi e anticorpos anti-vimentina em soros de
varias imagens clinicas de tripanossomiases americanas, a fim
de elucidar qualquer envolvimento da vimentina na resposta
humoral dessa patologia.

Métodos

Parasitas e amostras de soro

Os epimastigotas de Trypanosoma cruzi foram cultivados
a partir da cepa Y rotineiramente mantida em nosso
laboratério em meio de cultura de Infusién de Higado y
Triptosa (IHT) suplementada com 10% de soro de vitelo
fetal. Os tripomastigotas de T. Cruzi foram obtidos a partir de
sobrenadantes de cultura de células LLC-MK2 previamente
infectadas. O anticorpo monoclonal Anti-Vimentina de
rato (V6630) e a vimentina da lente bovina foram obtidos
comercialmente (Sigma Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA).
Soro de um paciente com tripanossomfase americana cardfaca
cronica foi usado como anticorpo anti-T.cruzi. Foram utilizados
soros humanos de pacientes com Tripanossomiase americana
e controles do biorepositério de pacientes com T.cruzi,
ESUmezawa, Lab.Protozoology, foram recuperadas amostras
de E.S.Umezawa, Lab.Protozoology IMTSF, serologicamente
caracterizadas em testes sorolégicos TESA especificos e
publicadas anteriormente em vdrios artigos, compreendendo
26 soros de doenga aguda, 33 de doenga cardiaca isolada, 17
de doenca digestiva isolada, 20 sem doenga clinica (doenga
assintomatica) e 40 soros de pacientes fora da drea endémica.
Todos os dados clinicos foram mantidos pelo médico assistente
e ndo estao disponiveis para este estudo.

Expressao e morfologia do antigeno

Todos os testes morfologicos foram realizados em um
microscépio epifluorescente Zeiss Axioplan com filtros
de fluoresceina. Para a detecgao do antigénio, fixamos

células de controle LLC-MK2, células LLC-MK2 infectadas
com T.cruzi e epimastigotas de T. Cruzi e impregnamos a
superficie celular com Triton X-100”7 com anticorpos anti
Vimentin ou anti T.cruzi como é descrito em outra parte.
ApOs este passo, os anticorpos ligados foram revelados
com um conjugado de fluoresceina adequado, lavados
cuidadosamente e montados em glicerina para observagao.
Os campos representativos foram digitalizados no campo
de alta poténcia com uma camera Canon.

TESA e ELISA vimentina

O antigeno excretado secretado de tripomastigotas de
T.cruzi foi obtido como descrito em outra parte.® TESA (1/80)
e Vimentina (0,06 ug / ml) em carbonato 0,05 M pH 9,6
foram adsorvidos durante a noite aos pogos de placas ELISA
de 96 pogos (Corning Inc. New York, EUA). Apds a lavagem
e bloqueio com PBS Tween 20, 0,05% mais 5% de leite ou
0,5% de BSA, incubaram-se dilui¢des adequadas de soro (1/50
vimentina e 1/200 TESA) durante uma hora. Apés lavagens
adicionais, se adicionou diluicao adequada do conjugado de
peroxidase durante mais uma hora, se lavou e ligou o conjugado
desenvolvido durante 1 h com ortofenilenodiamina e peréxido
de hidrogénio. Ap6s 30 minutos a 37°C, a reagdo foi parada
com HC1 4N e a absorvéncia de 492 nm foi determinada num
leitor de microplacas (Multiskan-Titertek I1).

Analise estatistica

Todos os dados quantitativos, como O.D. ELISA, foram
analisados usando ANOVA ap6s o teste Levene para verificagao
de variancia, com comparagoes intragrupo pelo teste de
Bonferroni, se houver uniformidade de variancias. Na auséncia
dessa homogeneidade, os dados foram analisados por testes
de Kruskal-Wallis com p6s-testes de Dunns. Optamos pela
representagao gréfica de dados individuais em trama de
pontos com associacao de média e SEM para comparagao.
A andlise qualitativa, como frequéncia de soros positivos no
grupo, foi feita por testes exatos de Fisher em duas analises de
grupo. Também incluimos 95% de intervalo de confianca da
proporgao estimada. A diferenca significativa foi considerada
quando a probabilidade de igualdade (H1 = HO) foi inferior a
0,05 (p =< 0,05), utilizando andlise de duas colunas e poténcia
superior a 90%. Utilizamos o pacote estatistico GraphPad Prism
7.0 para todas as andlises estatisticas e plotagem.

Resultados

Analisamos a distribuicdo de Vimentina em células de
cultura usando ensaios de fluorescéncia indireta como descrito
em Métodos, utilizando como controle externo soros de
anti-T. Cruzi, derivado a partir de pacientes com infeccao
crénica por identificagdo dos parasitas no mesmo modelo,
como pode ser visto na Figura 1. As células LLC-MK2, a
célula hospedeira utilizada para o crescimento intracelular
de T. Cruzi, apresentaram coloragao citoplasmatica discreta
e uniforme na maioria das células (Figura 1A). Essas células
ndo sao reativas aos anticorpos anti-T-cruzi, sem qualquer
coloracao (Figura 1B). Ap6s a infecgdo e o crescimento de
amastigotas de T. Cruzi, essas células expressam quantidades
elevadas de vimentina, com forte coloragdo de citoplasma
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Figura 1 - Distribuigdo do antigeno de Vimentina ou Trypanosoma cruzi em células de controle ou infectadas e parasitas. A e B) células LLC MK2 ndo infectadas
reagiram a anti-vimentina abs (A) ou anti-T.cruzi abs (B). C e D) Células MK2 infectadas. Células LLC MK2 infectadas com T.cruzi reagiram a anti-vimentina abs (C) ou
anti-T.cruzi abs (D). E e F) Formas de cultura in vitro de promastigotas T.cruzi reagiram a anti-vimentina abs (E) ou anti- T.cruzi abs (F). As células, células infectadas ou
formas parasitas foram reagidas com mAb anti-vimentina ou soro de Chagas cronicamente infectado e reveladas com um conjugado adequado (x1000) (ver Métodos).

fora do vactolo parasitéforo e algumas particulas com
padroes de sombreamento, sugerindo que a vimentina esta
associada com o citoplasma da célula (Figura 1C). A vimentina
poderia envolver parasitas citoplasmaticos nao corados,
mas nao foi observada coloragao especifica de parasitas.
Estes parasitas foram facilmente identificados por anticorpos
anti-T. Cruzi mostrando um padrao morfolégico tipico no
citoplasma de células infectadas (Figura 1D). Nao se observou
qualquer coloracdo destes parasitas mAbs anti-vimentina,
demonstrando a auséncia de mimetismo antigénico, para
os amastigotas (Figura 1C) e os parasitas extracelulares
(Figura1E). Estes parasitas extracelulares sao fortemente
corados por anticorpos de T. Cruzi, bem como por amastigotas
intracelulares (Figura TF).

Autoanticorpos anti-vimentina

Procuramos anticorpos anti-vimentina em soros humanos
de controles ou pacientes com tripanossomiase americana.
Nossa amostra foi composta de pacientes com formas

Arq Bras Cardiol. 2018; 110(4):348-353

clinicas bem definidas, conforme descrito em Métodos.
O ELISA Vimentina foi preparado com proteina comercial
e a ligagao do anticorpo foi revelada por conjugados
comerciais. A padronizacao foi facil, pois os controles foram
adequadamente negativos, permitindo uma definicao de
corte adequada. N6s também testamos todas as amostras em
um ensaio ELISA de alta especificidade, o TESA, o qual usa
um antigeno secretado excretado em fase sélida, com alta
reatividade em todas as formas clinicas de tripanossomiases
americanas. Esses ensaios podem ser vistos na Figura 2.
No6s demonstramos claramente que todos os pacientes
em nossa amostra de tripanossomiase americana reagiram
muito bem no teste TESA, sem amostras falso positivas ou
duvidosas nos grupos controle. Todas as formas clinicas
apresentaram uma reatividade similar para os antigenos
parasitas, incluindo aqueles com infecgao assintomética.
Os anticorpos anti-vimentina estavam presentes na
maioria das amostras de tripanossomiases americanas,
mas eles estdo notavelmente mais presentes em sindromes
agudas ou definidas clinicamente (76,9%), especialmente
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Figura 2 - Perfil de reatividade dos soros de pacientes com diferentes formas clinicas de doenca de Chagas por ELISA com antigenos T. Cruzi TESA (A) e vimentina
comercial (B). Os grupos foram comparados com a ANOVA com testes posteriores de Bonferroni.

doengas cardiacas (87,9%) e formas digestivas em 70,5%.
Paradoxalmente, eram relativamente infrequentes em
pacientes infectados assintomaticos (25%), que apresentavam
uma reagdo soroldgica claramente positiva aos antigenos
parasitas, mas apresentavam baixa frequéncia de anticorpos
anti-vimentina, semelhante aos controles (2,5%), p > 0,05,
teste ANOVA de Bonferroni) ou frequéncia de amostras
positivas (Tabela 1) com conclusées semelhantes. A principal
reatividade desses autoanticorpos parece ser mais intensa
em doenga cardiaca ativa ou aguda, que foi associada a
grande carga parasitaria e resposta inflamatéria mais do que
a doenca digestiva ou assintomdtica. A proporcao de soro
reativo também foi mostrada na Tabela 1, assumindo que
o valor de corte é estimado como definido nos métodos.
A reatividade ELISA anti-vimentina dos soros de pacientes
com doenga clinica ativa para qualquer origem teve maior
frequéncia do que em pacientes sem doenca ativa ou
controles nao infectados. Os dados foram comparados

principalmente com ativos ou indeterminados sem formas
clinicas de doenga de Chagas mostrando uma diferenca maior
como era esperado com alta diferenga estatistica (p < 0,01)
e também foi demonstrado por um intervalo de confianga
de 95% da proporgao.

A Tabela 1 Resume os dados obtidos na Figura 2
e fornece indices positivos de ELISA com Vimentina
comercial, mostrando que a porcentagem de soro positivo
dos grupos de pacientes cronicos com manifestagbes
clinicas da doenga de Chagas e o grupo de pacientes da fase
aguda foi maior que o observado no grupo indeterminado
de pacientes chagasicos.

O indice positivo dos soros dos pacientes na fase aguda
foi de 76,9% com 20 soros positivos dos 26 analisados.
Na porcentagem positiva, o grupo digestivo cronico foi de
70,5% com 12 positivos nos 17 pacientes analisados, os
pacientes cardiacos tiveram uma porcentagem positiva de
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Tabela 1 - Porcentagem de positividade de soro com diferentes formas clinicas de doenga de Chagas para o antigeno Vimentin na reagao ELISA

95%1.C.

Forma clinica Amostras (n) Positivos (n) Negativos (n) Positividade (%) (b vs wlo Chagas) V p Indeterminado
Aguda 26 20 6 76.9 53-87 (p < 0,001) p < 0,001
Cardiaca 33 29 4 87.8 67-93 (p < 0,001) p < 0,001
Digestiva 17 12 5 25 42-84 (p <0,001) p<0,01
Simtomatica 76 61 15 80,2 70-88 (p < 0,001) p <0,001
Indeterminada 20 5 15 70,5 5-44 (p < 0,05)

Chagas Total 96 66 30 68,5 52-75 (p < 0,001)

Sem Chagas 40 1 39 25 1-4%

*Test exato de Fisher

87,9% com 29 soros positivos dos 23 analisados e no grupo
de pacientes indeterminados, o indice foi de 25% com
5 pontos positivos dos 20 analisados. A positividade dos
soros nao chagasicos foi de 2,5% ou apenas um soro positivo
em 40 analisados.

Discussao

Esta infecgao intracitoplasmatica resultou em expressao
alterada de protefnas fibrilares celulares, como a vimentina,
como mostramos claramente na imunofluorescéncia de
células infectadas. Esta produgao alterada de vimentina é
desprovida de associagdo com o parasita, a qual ndo possui
reatividade com anticorpos anti-vimentina de qualquer
forma. A vimentina é importante para a entrada de virus
especificos, outro possivel patégeno citoplasmético e é
utilizado pelo virus da febre aftosa (VFA) para o crescimento
de virus dentro das células.’

A infeccdo viral altera a arquitetura da célula hospedeira
de forma semelhante, como o parvovirus em ratos,
mas outros agentes patogénicos também afetam a
distribuicao de vimentina em células infectadas, com
uma distribuicdo perivacuolar semelhante, como nas
infecgoes por Salmonella."” Estudos protedmicos em
modelos experimentais da infecgdo por T.cruzi mostrou
niveis plasmaticos de vimentina relacionados a gravidade
da doenga,' que podem oferecer filamentos intracelulares
de resposta imune para a producao de anticorpos.
Estes dados eram esperados, uma vez que os autoanticorpos
da vimentina poderiam estar relacionados a exposicao
ao antigeno durante a infeccao ativa, conforme proposto
em modelos experimentais de infecgao por T.cruzi.
Vdrias outras doengas imunes que interagem com células
musculares cardiacas também apresentaram anticorpos
anti-vimentina. Os modelos murinos de miocardite viral
apresentaram esses anticorpos'® assim como também
pacientes com febre reumatica pés-estreptocécica.’
A miocardite ndo infecciosa, como em pacientes com doenca
arterial corondria' e receptores de transplantes renais ou
cardiacos'® também mostrou os anticorpos resultantes de
qualquer exposigao ao antigeno, sem levar em conta a origem
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do dano as células do masculo cardiaco. Nossos dados
foram semelhantes a esses achados e os anticorpos anti-
vimentina induzidos durante a infecgdo por T.cruzi podem
ser um marcador de doenga ativa no hospedeiro e seus
niveis também podem justificar o tratamento farmacolégico
em infeccdo crénica com tripanossomiase americana,
ja que um grande grupo de pacientes assintomdticos ou
indeterminados seriam submetidos a tratamento com
frequentes reagdes adversas aos medicamentos disponiveis.
Os anticorpos anti-vimentina podem ser um marcador de
danos as células do musculo cardiaco, aparecendo em
pacientes com tripanossomfase americana durante o dano
das células musculares ativas.

Conclusoes

Nossos dados revelaram que os anticorpos anti-vimentina
induzidos durante a atividade da infecgdo por T. Cruzi
poderiam ser um marcador de doenca ativa no hospedeiro,
apesar da auséncia de comprometimento clinico 6bvio.
Este ensaio também pode ser um teste de seguimento
nao-invasivo durante o tratamento farmacolégico na
doenca de Chagas ou na tripanossomiase americana.
Este teste poderia permitir a selecao de potenciais pacientes
ativos para terapia e também fornecer um marcador de
atividade da doenca apés a terapia, impedindo que um
grande grupo de pacientes assintomdticos sem doenca
ativa seja submetido ao tratamento com reagoes adversas
frequentes. Os anticorpos anti-vimentina podem ser um
marcador da afeccado inflamatéria das células do mdsculo
cardiaco apresentadas por pacientes com tripanossomiase
americana com dano celular ativo e devem ser analisados
em outras condigdes inflamatérias do masculo cardiaco,
como a miocardite viral.
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