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Padronizagdo da titulagdo da toxina épsilon de Clostridium perfringens tipo D em
linhagem continua de células como alternativa ao bioensaio animal

Standardization of the titration of the epsilon toxin of Clostridium perfringens type D in cell
line as an alternative to animal bioassay

Milton Formiga Souza Janior' Zélia Inés Portela Lobato" Prhiscylla Sadana Pires'
Rodrigo Otavio Silveira Silva' Felipe Masiero Salvarani' Ronnie Antunes de Assis'""
Francisco Carlos Faria Lobato'"

RESUMO

Enterotoxemia, também chamada de doenga do
rim pulposo, doenga que acomete os ruminantes domésticos, é
causada pela agdo da toxina épsilon produzida pelo Clostridium
perfringens tipo D, um anaerdbio comumente isolado do solo
e das fezes de animais sadios. O método tradicional de
diagnoéstico baseia-se na deteccdo e classificagdo dessa
exotoxina no conteudo intestinal por meio da soroneutralizagdo
em camundongos. Com isso, 0 objetivo deste estudo foi
padronizar um teste para detecgdo e titulacdo dessa toxina in
vitro e compara-lo ao fenémeno in vivo. Para isso, uma partida
de toxina épsilon de Clostridium perfringens tipo D foi titulada
em camundongos e em varias linhagens continuas de células.
Apds a determinacdo da linhagem celular mais sensivel,
realizaram-se ensaios de titulacéo in vitro de dilui¢ces de uma
partida de toxina, comparando-os com os titulos in vivo
conhecidos. Os resultados foram agrupados, e foi desenvolvida
a equacdo matematica que melhor adaptou-se aos intervalos
trabalhados. A linhagem MDCK, além de mais sensivel,
demonstrou que o fendémeno observado in vitro pode ser
expresso por meio da equagdo matematica que apresenta uma
correlagio de 98,33%, com a dose minima mortal determinada
in vivo. Portanto, a linhagem MDCK permite titular a toxina
épsilon de C. perfringens tipo D de forma especifica e sensivel,
além de ser uma técnica pratica, rapida e que dispensa o uso
de animais.

Palavras-chave: enterotoxemia, bioética, soroneutralizacéo,
MDCK.

ABSTRACT

Enterotoxemia (also called pulpy kidney disease)
is an enteric disease, that affect ruminants, produced by epsilon
toxin from Clostridium perfringens type D, an anaerobic
commonly isolated from soil and feces of healthy animals. The
diagnostic is based on detection of this exotoxin in the intestinal
content by soroneutralization in mice. Therefore, this study

aimed to standardize a test for detection and titration of the
toxin in vitro, and compare it with the phenomenon in vivo. A
volume of epsilon toxin was titrated in mice and in some cell
lines. After concluding the most sensitive cell line, were held in
vitro titrations of dilutions from a toxin wich one had in vivo
titer known. The results were grouped and a mathematical
equation was developed. MDCK cell line showed that the
phenomenon observed in vitro can be expressed by a
mathematical equation wich shows a correlation of 98.33%
with a minimum lethal dose determined in vivo. Therefore, the
soroneutralization using MDCK allows a specific, sensitive,
practical, fast, and doesn’t requere use of animal titration of
epsilon toxin.

Key words: enterotoxemias, bioethics, soroneutralization,
MDCK.

INTRODUCAO

A enterotoxemia, uma das mais importantes
doengas entéricas que acomete os ruminantes
domésticos, determina consideraveis perdas
econdmicas a cadeia produtiva de carne ¢ leite
(FERNANDEZ-MIYAKAWA et al., 2007). A causa
dessa enteropatia foi estabelecida pela primeira vez em
1932, na Australia, quando a toxina épsilon de
Clostridium perfringens tipo D foi detectada no
conteudo intestinal de carneiros (GRINER etal., 1956).
Essa toxina € secretada como protoxina e sua ativagdo
ocorre apés clivagem enzimatica pela tripsina,
resultando em um peptideo de aproximadamente
31,2KDa, responsavel pelas alteracdes patologicas
observadas (PETIT etal., 1997).
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A soroneutralizagdo em camundongos
(SNCQ), técnica padrao empregada no diagnostico da
enterotoxemia, permite a detecg¢do da toxina épsilon,
tanto no conteudo intestinal de animais acometidos
(LOBATO et al., 2006), quanto em sobrenadantes de
culturas de C. perfringens tipo D, utilizados na indtistria
e em centros de pesquisa (BRASIL, 1997). Apesar da
reconhecida sensibilidade, esse bioensaio ¢ demorado
e relativamente caro, além de gerar inimeras discussodes
éticas por parte de grupos humanitarios e
pesquisadores que buscam o bem-estar animal
(PARREIRAS etal., 2002).

Os questionamentos bioéticos
impulsionaram a realizagdo de diversos estudos com
intuito de padronizar testes alternativos in vitro com
resultados rapidos, confiaveis, sensiveis e especificos,
aliados a um baixo custo e a redu¢do substancial no
numero de animais utilizados (METZ et al., 2002). Nesse
contexto, a soroneutralizagdo in vitro parece ser uma
alternativa viavel a SNC (SHORTT et al., 2000). No
entanto, para realiza¢do dessa técnica, deve-se
primeiramente determinar a sensibilidade das diversas
linhagens celulares frente a toxina épsilon e verificar a
existéncia de uma correlagdo entre o fendmeno
bioldgico observado in vivo e in vitro. Dessa forma, o
presente trabalho teve como objetivo padronizar um
teste para titulagdo dessa toxina in vitro e compara-lo
com o fendmeno in vivo.

MATERIAL E METODOS

Varias partidas de toxina épsilon foram
produzidas a partir da amostra de C. perfringens tipo
D fornecida pelo Instituto Nacional de Tecnologia
(INTA — Bariloche, Argentina), segundo metodologia
descrita por AZEVEDO et al. (1998). As partidas de
toxina foram mantidas a -80°C até o momento do uso.
Os diferentes lotes de toxinas foram tipificados
conforme metodologia descrita por STERNE & BATTY
(1975) e titulados com diluigdes na base dois, sendo
inoculados 0,2ml de cada diluigdo, por via intravenosa,
em dois camundongos que foram observados por 72
horas (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 1998).

A toxina de titulo mais alto foi testada nas
linhagens celulares Madin-Darby kidney bovine cells
—ATCC/CCL-22 (MDBK), Madin-Darby canine cells
— ATCC/CCL-34 (MDCK), African green kidney
monkey — ATCC/CCL-81 (VERO) e Linfosarcoma de
camundongos —NCTC Clone 929 —ATCC/CCL-1.1 (L-
929). As linhagens foram cultivadas em meio essencial
minimo de Eagle (E-MEM- Gibco, EUA) suplementado
com 10% soro fetal bovino (SFB- Difco, EUA),
penicilina e estreptomicina nas concentragdes de
40.000UI ml!' e 20.000UI ml"!, respectivamente, e
mantidas em frascos de 150cm?, em estufa umida, a
37°C, com atmosfera de 5% CO,, até a confluéncia
minima de 90% (KNIGHT etal., 1990).

Para avaliar a sensibilidade das diferentes
linhagens celulares frente a toxina épsilon, os cultivos
celulares foram semeados 24 horas antes do teste, em
placas de 96 pogos, na concentragdo de 4,8x10* células
por poco. Apds esse periodo, retirou-se o
sobrenadante, e triplicatas da toxina épsilon diluidas
em E-MEM foram acrescentadas em um volume de 100l
por pogo. Apds 24 horas de incubago em estufa umida,
a 37°C, retirou-se o sobrenadante e adicionou-se, em
todos os pocos, a solucdo de vermelho neutro. A placa
foi incubada por trés horas na mesma estufa e entdo
lavada duas vezes consecutivas com solugdo de
lavagem. Apds esse procedimento, foram adicionados,
em cada poco, 100ul da solugdo de absorbancia, e as
placas foram mantidas sob agitagéo constante (100rpm)
por 30 minutos, sob temperatura ambiente. A leitura foi
realizada utilizando-se um leitor de ELISA calibrado na
absorbancia de 540nm (WHITE & SEAMAN,1995).

Foram feitos dois ensaios, como descrito
anteriormente, sendo empregadas sete dilui¢des, com
fator de dilui¢ao de 1,2, com 12 repetigdes, em um
intervalo entre 3 e 1,004 dose minima mortal por ml
(DMM/ml) para padronizagdo da titulagdo da toxina
épsilon em célula. Os valores observados nas
repeticoes de todas as diluigdes da toxina foram
expressos em um fator de corregdo (FC),
correspondente ao valor da D.O. observada para cada
concentragdo de toxina, dividido pelo valor da D.O. do
controle negativo. Optou-se pela utilizagdo do FC para
minimizar as variagdes nas concentragdes de células
por pogo que podem ocorrer de ensaio para ensaio.

Os resultados obtidos nos ensaios foram
agrupados e, com o auxilio do programa de sistema de
analise estatistica (SAS), por meio de regressao linear,
desenvolveu-se uma equagdo matematica que melhor
adaptou-se aos intervalos encontrados e que permitiu
estimar a DMM ml™! por meio da observag¢do da DO
(SAMPAIO, 1998).

O estudo da correlacdo do fenémeno
biologico observado in vivo e in vitro foi feito titulando-
se dilui¢gdes dos sobrenadantes das culturas de C.
perfringens tipo D cujo fator de corregéo estivesse
entre 0,1 ¢ 0,9. O titulo in vitro estimado, expresso em
dose minima mortal estimada por ml (DMMg ml™), foi
obtido pela equacdo matematica, e a determinagdo da
correlagdo entre os testes foi feita por meio da analise
estatistica de Spearman (SAMPAIOQ, 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A linhagem celular mais sensivel foi a
MDCK. Em DMM ml", a sensibilidade dessa linhagem
foi 60 vezes superior a célula VERO, que foi a linhagem
com a segunda maior sensibilidade neste estudo
(Tabela 1). Resultados semelhantes foram obtidos por
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Tabela 1 - Sensibilidade das diferentes linhagens celulares
testadas frente & toxina e épsilon, em DMM ml'.

———————— DMM ml detectada--------
Linhagens celulares
Superior Inferior
VERO 350 60
MDCK 3 1
L1929 600 79
MDBK 830 260

* foram testadas concentragdes de 0,5 a 1000DMM ml™';
!. dose minima mortal mI"' calculada em camundongo.

PAYNE et al. (1994), que, ao avaliarem 12 linhagens
celulares, observaram que somente a MDCK foi sensivel
atoxina épsilon, e SHORTT et al. (2000), que avaliaram
17 linhagens e confirmaram a maior sensibilidade da
MDCK, que ¢, entre as linhagens celulares até hoje
testadas, a mais indicada para a pesquisa da toxina
épsilon (PETIT etal., 1997)

Apesar do limitado conhecimento sobre o
mecanismo de a¢do in vivo da toxina épsilon, sabe-se
de sua ligacdo a sitios receptores no epitélio vascular
com aumento da permeabilidade celular (BORRMANN
et al., 2001). Como as células MDCK originam-se de
células epiteliais renais, receptores especificos na
membrana celular dessa linhagem se ligam a toxina,
promovendo a formag¢do de poros, fendomeno
semelhante ao observado in vivo, o que justifica a maior
sensibilidade e especificidade dessa frente a toxina
épsilon (BORRMANN et al., 2006).

Na padronizagido da titulacdo da toxina
épsilon em células MDCK, a partir da média dos dados

obtidos nas 12 repeti¢cdes empregando-se as dilui¢des
entre 3 e 1,004DMM ml", foi construido um grafico de
dispersdo (Figura 1), do qual extraiu-se a equacdo
DMMg ml'=0,31-0,23xFC, que apresenta R=0,97 para
FC entre 0,1 e 0,9. Portanto, essa equagdo permite a
estimativa do titulo da toxina épsilon de C. perfringens
tipo D, sem que seja necessaria a titulagdo in vivo,
demonstrando a semelhanca entre o fendmeno
biologico observado nos dois testes.

Os resultados obtidos nas titulagdes de
diferentes sobrenadantes de culturas de Clostridium
perfringens tipo D estdo na tabela 2.

Comparando-se a média dos valores obtidos
na titulagdo em células, expressos em DMMg ml™!, e os
titulos estabelecidos in vivo, observa-se uma
correlagdo de 98,33% entre os testes. Nota-se que,
apesar de os titulos ndo serem exatamente iguais, ha
uma correspondéncia entre DMM ml"' e DMMg ml. O
teste em cultura de células acompanhou a tendéncia
dos titulos in vivo, indicando que os fenémenos
bioldgicos observados in vivo e in vitro sdo os mesmos.
Portanto, a linhagem MDCK permite titular a toxina
épsilon de C. perfringens tipo D de forma precisa,
sensivel, pratica, rapida e sem o uso de animais.

Dessa forma, o teste padronizado se mostra
como uma boa opg¢do para substituir o bioensaio em
camundongos na triagem de sobrenadantes de culturas
de C. perfringens tipo D utilizados na produgéo
industrial e ou experimental de toxdides. Em comparagao
com outros métodos in vitro, o uso desse modelo
indicador de citotoxicidade in vitro permite avaliar e
estudar a atividade biologica da toxina épsilon, o que
nao é possivel com outras técnicas como ELISA e IDGA
(BORRMANN et al., 2001). Além disso, na cultura
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Tabela 2 - Titulos de toxina épsilon em dose minima mortal (DMM ml™) e efeito citopatico (ECT ml™).

Titulagdo in vivo' (DMM ml™)

Titulo méximo e minimo obtido in vitro> (DMMg ml™) Meédia in vitro* (DMMg ml™)

25600 18937-54751 38318
4200 4087 4087
3072 2878-4432 3655
2300 2249-1404 1859
2100 2124-2619,1 2371,55

!, valores determinados por bioensaio em camundongos.

2, valores de ECT 100% ml™” para a célula MDCK estimados pela equagdo (ECT=0,31-0,23 FC).

celular, os meios e reagentes quimicos utilizados
encontram-se disponiveis no mercado, o que reduz os
custos e permite a reprodugdo dessa técnica. A
utilizag@o da linhagem MDCK, na titulagdo da épsilon
toxina de C.perfringens tipo D, evitara o uso de animais
como modelos indicadores de letalidade de forma
precisa, sensivel, pratica e rapida, atendendo assim aos
anseios bioéticos.
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