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AVALIACAO DO EFEITO DA TOXINA EPSILON DO Clostridium
perfringens EM MONOCAMADAS DE CELULAS MDCK (MADIN-DARBY

CANINE KIDNEY CELL)

RESUMO - A toxina Epsilon (ETX) produzida pelo Clostridium perfringens tipos
B e D é uma das mais potentes toxinas clostridiais superada apenas pelas
neurotoxinas botulinica e tetanica. E responsavel por quadros fatais de
enterotoxemia em ovinos, caprinos e ocasionalmente em outros animais,
caracterizados por edema em varios 6rgaos e aumento da permeabilidade
vascular. Nos estudos “in vitro”, a linhagem de células “Madin-Darby canine
kidney” (MDCK) é susceptivel a acdo da ETX, que se heptameriza nas
membranas celulares formando um poro complexo que evolui para a lise
celular. No presente estudo, foram avaliadas a morfologia e a viabilidade
celular, a despolarizagdo da membrana mitocondrial e a expressdo de
mediadores de morte celular programada (Bax e Bcl-2), apds a exposicao das
células MDCK, com a ETX, a cada 24 horas, durante intervalo de 1 a 5 horas.
Verificou-se o0 aparecimento de vacuolos no interior do citoplasma celular
associados a perda de viabilidade celular, que evoluiram de forma progressiva,
nos periodos de 1 a 5 horas pés-exposicdo. Foram realizadas analises por
citometria de fluxo acustica para obtencdo de uma visdo mais aprofundada da
patogenia causada pela ETX. Utilizando a citometria de fluxo acustica,
considerada altamente sensivel, as células MDCK expostas a agdo da ETX,
nos periodos de 1 a 5 horas, revelaram uma diminuicdo do potencial de
membrana mitocondrial, seguido da expressdo das proteinas Bax (25,48 %) e
Bcl-2 (45,45 %) na fase de formacao do pré-poro (1 hora pos exposi¢cado). Estes
resultados, juntamente com alta citotoxicidade e visualizacdo de vacuolos
celulares, demonstra que a analise por citometria de fluxo acustico representa

potencialmente uma ferramenta eficaz para estudar a patogénese da ETX.

Palavras-Chave: Clostridium perfringens, toxina Epsilon, mitocondrias, morte

celular, citometria de fluxo acustica.



EVALUATION OF Clostridium perfringens EPSILON TOXIN EFFECTS IN

MONOLAYERS OF MDCK (MADIN-DARBY CANINE KIDNEY CELL) CELLS

SUMMARY - Epsilon toxin (ETX) produced by Clostridium perfringens types B
and D is one of the most powerful clostridial toxins surpassed only by
neurotoxins botulinum and tetanus. Studies blame the ETX by developing a
fatal enterotoxemia in sheep, goats and occasionally in other animals,
characterized by edema in multiple organs and increased vascular permeability.
In "in vitro" toxicoinfection studies the "Madin-Darby canine kidney" (MDCK) cell
line is susceptible to the action of ETX, which forms a heptamer in the cell
membranes forming a pore complex that progresses to cell lysis. In the present
study, we assessed cell viability and morphology, mitochondrial membrane
depolarization and expression of programmed cell death mediators (Bax and
Bcl-2) after exposure of MDCK cells with the ETX every 24 hours for range of 1
to 5 hours. Our results shows the appearance of vacuoles within the cytoplasm
associated with loss of cell viability, which evolved gradually, in periods 1-5
hours after exposure. Analyzes were performed by acoustic flow cytometry to
obtain further insight into the pathogenesis caused by ETX. Using acoustic flow
cytometry, considered highly sensitive, MDCK cells exposed to the action of
ETX, during 1 to 5 hours showed a decrease in mitochondrial membrane
potential followed by the expression of Bax (25.48%) and Bcl-2 (45.45%)
proteins at the pre-pore stage (1 hour post exposure). These results along with
high cytotoxicity and visualization of cellular vacuoles, demonstrates that the
flow cytometry analysis acoustic represents a potentially powerful tool for

studying the pathogenesis of ETX.

Keywords: Clostridium perfringens, Epsilon toxin, mitochondria, cell death,

acoustic flow cytometry.
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1 CONSIDERACOES GERAIS

1.1 Género CLOSTRIDIUM

O género Clostridium compreende um grupo de microrganismos bacilos
gram positivos, anaerobios, formadores de esporos e produtores de toxinas
gue se encontram amplamente distribuidos no ambiente (BULLEN, 1952;

ODENDAAL, 1994).

Esses microrganismos sdo encontrados no solo, agua, pastagens,
alimentos de origem animal e vegetal e, ainda, algumas espécies desse género
podem estar presentes, em pequeno numero (<10° bactérias/g), no trato
gastrintestinal de diversas espécies animais e do homem, sem associagdo com

doencas (BULLEN, 1952; ODENDAAL, 1994).

Cerca de 100 diferentes espécies de Clostridium foram caracterizadas e
classificadas como do mesmo género, tendo como referéncia a sequéncia de
DNA ribossomal 16S (GALMICHE; BOUQUET, 2006). O Clostridium
perfringens, previamente denominado Clostridium welchii, € um importante
representante desse género, o qual tem sido objeto de interesse cientifico por
suas caracteristicas biolégicas e por sua importancia biomeédica (CANARD;

COLE, 1989).
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Esses microrganismos diferem-se dos demais clostridios por
apresentarem como bacilos relativamente espessos (0,6-2,4 X 1,3-9,0 um) e
encapsulados. As colonias sdo brancas, redondas, resplandecentes e
circundadas por um halo completo de hemdlise provocado pela toxina theta e
outro halo incompleto de hemolise formado pela presenca da toxina alfa. Nesse
sentido sdo considerados imoveis e capazes de esporularem apos crescimento
em meios de cultura especiais e multiplicam-se rapidamente em meios

enriquecidos por carboidratos (QUINN et al., 1994).

ApoOs a multiplicacdo e fermentacdo, o C. perfringens produz grandes
quantidades de hidrogénio e dioxido de carbono, que 0s ajudam a manter o
ambiente anaerobico desejado, apesar destes se apresentarem como
tolerantes ao oxigénio. O microrganismo pode sobreviver em condicbes
extremas por diferenciacéo, ou seja, a passagem da forma vegetativa para um
formato extremamente resistente de endosporos latentes (ODENDAAL, 1994;

QUINN et al., 1994; MORRIS; FERNANDEZ-MIYAKAWA, 2009).

Algumas das caracteristicas relevantes aos C. perfringens, como sua
relativa tolerdncia ao oxigénio, o rapido crescimento em meios de cultivos, e
sua facilidade de serem manipulados geneticamente, favoreceram e
possibilitou a obtencdo do primeiro mapa genémico completo de uma bactéria

gram positiva (CANARD; COLE, 1989).

Em condicbes favoraveis, o C. perfringens pode se proliferar (>10°

bactérias/g, normalmente 10° a 10° bactérias/g), no trato gastrintestinal, mais
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precisamente no intestino delgado, e produzir diferentes toxinas e enzimas
hidroliticas que causam diversas enfermidades entéricas (diarréias) e
sistémicas (enterotoxemias) em animais e no homem, muito embora todos os
possiveis efeitos sinérgicos entre as toxinas ndo estédo totalmente esclarecidos
quanto a sua etiopatogenia (ODENDAAL, 1994; ROOD et al., 1997; SONGER,

2010).

Este género possui um cromossomo circular o qual apresenta variagdes
quanto a diversidade entre os tipos isolados. Esta propriedade favorece o
aumento de variabilidade genética dessa espécie, sendo responsavel pela
aguisicao de elementos moveis (plasmideos) transferidos horizontalmente com

0 ecossistema digestivo (MYERS et al., 2006).

Como o Clostridium perfringens pode ser isolado do conteudo intestinal
tanto de animais sadios, como também daqueles com quadros de diarreia. A
simples deteccdo desta bactéria ndo a caracteriza como causadora de doenca.
A viruléncia do microrganismo decorre da sua habilidade de produzir uma ou
mais toxinas e enzimas hidroliticas que se diferenciam na poténcia de
toxicidade e sdo as responsaveis pelas lesfes e sintomas associados, Visto
gue a bactéria ndo invade as células normais do organismo (PETIT et al., 1999;

SIPOS et al., 2003; SAWIRES; SONGER, 2006).

Segundo Rood et al. (1997), o Clostridium perfringens é responsavel
pela sintese de aproximadamente 15 tipos de toxinas proté€icas, dentre as quais

quatro possuem maior importancia como as toxinas alfa (CPA), beta (CPB),
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épsilon (ETX) e iota (ITXA e ITXB), pois sdo patogénicas e utilizadas para a
tipificacdo dessa bactéria entre os tipos A, B, C, D e E (Tabela 1)

(ODENDAAL, 1994; PETIT et al., 1999).

Em associacdo a estas toxinas classificadas como "toxinas principais”
esta bactéria também é capaz de produzir outras toxinas denominadas “toxinas
menores” (teta, lambda, mu, kappa, beta 2, enterotoxin, NetB, etc), assim
como, enzimas, neuraminidades e ureases, que podem corroborar para a
patogenicidade da mesma, porém ndo sao utilizadas para sua classificagédo e
tipificacdo (ODENDAAL, 1994; GIBERT et al., 1997; ROOD, 1998; PETIT et al.,

1999; KEYBURN et al., 2008).



16

Tabela 1- Classificagdo das principais toxinas produzidas pelo Clostridium

perfringens, localizagcédo dos genes e enfermidades relacionadas.

Principais . .
. . P . Enfermidades associadas nos
Tipos toxinas Genes e localizagéo o .
. animais domésticos
produzidas
enterotoxemia em bovinos e
ovinos, enterite necrética em
A alfa plc / cromossomo . .
aves, mionecroses, colite em
equinos
alfa plc / cromossomo
disenteria, enterite cronica em
B beta cpbl / plasmideo caprinos, enterotoxemia em
bovinos e equinos, enterite
épsilon etxB / plasmideo em bovinos
alfa plc / cromossomo enterite necrotica em aves,
C beta cpbl, cpb2 enterotoxemia em  ovinos,
plasmideo bovinos, equinos, suinos
alfa plc / cromossomo enterotoxemia em caprinos,
D . bezerros e bovinos
o etxD / plasmideo
épsilon
alfa plc / cromossomo
£ enterotoxemia em bovinos e
iota iap, ibp ovinos, enterite em coelhos
Cromossomo

Fonte: SONGER, 1996.

Todas as toxinas e enzimas hidroliticas produzidas séo secretadas

durante a fase de crescimento exponencial da bactéria, com excecdo da

enterotoxina que € liberada apds lise bacteriana, e sdo associadas a uma

doencga em particular, quer seja humana ou animal (PETIT et al., 1999).
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Com excecdo da toxina iota, que tem acdo intracelular, as demais
toxinas do C. perfringens interagem com a membrana celular, provocando uma
ruptura ou a formacdo de poros que acarretardo em alteragcdes na
permeabilidade da mesma (PETIT et al., 1999). A toxina alfa é uma fosfolipase
C comumente produzida por todos os cinco tipos de C. perfringens, e
predominante no tipo A, sendo responsavel por desencadear hemolises nas
membranas fosfolipidicas dos eritrécitos, plaquetas, leucocitos e de células
endoteliais e musculares, resultando em lises (SONGER, 1996). Esta toxina
possui como caracteristicas principais como: a acdo hemoalitica,
dermonecradtica, necrotizante e potencialmente letal. Os principais efeitos letais
associados a essa toxina sd0 as gangrenas gasosas nos humanos e as

enterites necroticas e enterotoxemias nos animais (HATHEWAY, 1990).

A toxina beta € uma proteina altamente sensivel a acdo da tripsina
(SAKURALI; DUNCAN, 1977), produzida pelos tipos B e C de C. perfringens, é
composta por uma cadeia simples de polipeptideo de aproximadamente 40
kDa. Esta € responsavel por provocar necroses nas mucosas e por agir no
sistema nervoso central (HUNTER et al., 1993). Esta associada aos casos de
enterites necréticas nos humanos e enterotoxemias nos animais (SONGER,

1996).

Os estudos realizados por Gibert et al. (1997), relataram a presenca da
toxina beta 2, uma nova toxina isolada de C. perfringens tipo C de leitdes com

enterites necroticas. Segundo Petit et al. (1999), a toxina beta 2 também pode
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ser produzida por alguns C. perfringens tipo A. A mesma € necrotizante, possui
15% de identidade genética e pequeno nivel de reacdo imunolégica cruzada

com a toxina beta (PETIT et al., 1999).

A toxina épsilon (ETX) é uma proteina com peso molecular de 33 kDa.
Sintetizada e secretada como uma prototoxina produzida pelos tipos B e D de
C. perfringens. E necrotizante e letal, sendo responsavel por uma
enterotoxemia severa e fatal nos animais que acarreta grandes prejuizos

econdmicos (HATHEWAY, 1990; ODENDAAL, 1994; BASAK et al., 2006).

A toxina iota esta presente somente no C. perfringens tipo E, também é
produzida e secretada como uma prototoxina. Basicamente é constituida por
dois componentes, ou seja, duas proteinas independentes, que sao: um
componente ligante (Ib) e um componente enzimético (la). Em conjunto, ambos
sd0 necessarios para a eficaz acédo deletéria da toxina. O componente “Ib” é
responsavel por reconhecer o receptor especifico na superficie da membrana
celular, e assim, os dois componentes da toxina sao internalizados na célula,
com isso, a fracdo “la” pode entrar em acdo provocando uma desordem na
formacao do citoesqueleto de actina celular (PETIT et al., 1999). Essa toxina
desencadeia um aumento na permeabilidade vascular, € dermonecrotica e letal

(CRAIG; MILES, 1961), e também esta associada aos casos de enterotoxemia

em bezerros e cabritos (HATHEWAY, 1990).

Além dessas toxinas principais, outras toxinas também sintetizadas

pelas estirpes de C. perfringens podem ter participagdo em varias doencas,
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como por exemplo, a enterotoxina produzida pelo C. perfringens tipo A, que
tem grande importancia nas diarréias nos humanos e nos animais

(ODENDAAL, 1994).

1.2 Toxina Epsilon (ETX)

A toxina épsilon (ETX), produzida pelo C. perfringens dos tipos B e D, é
uma das mais potentes toxinas clostridiais superada apenas pelas neurotoxinas
botulinica e tetanica (PAYNE et al., 1994). Devido ao fato desta toxina ser
potencialmente ativa em humanos, o National Institutes of Health and the
Centers of Disease Control (CDC) classifica-a como agente biol6gico de

categoria B e potencial em bioterrorismo (BASAK et al., 2006).

A ETX corrobora com a acdo da toxina beta, produzida pelo C.
perfringens tipo B, para desencadear os mecanismos de patogénese deste. E &
a principal responsavel pelos sintomas e lesdes envolvidos nas enfermidades

causadas pelo C. perfringens tipo D (POPOFF, 2011; SAYEED et al., 2005).

O gene da toxina épsilon estd alojado em diferentes plasmideos
inseridos no Clostridium perfringens, assim como 0s outros genes das demais
toxinas, como a beta e iota, as quais s&o utilizadas para a tipificagcdo da

bactéria em seus cinco tipos (A - E) (POPOFF, 2011).
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Ao menos cinco plasmideos, de 48 a 110 kbp, ja foram descritos
contendo o gene da toxina épsilon nas espécies de C. perfringens tipo D e um
plasmideo de 65 kbp foi descrito no C. perfringens tipo B (SAYEED et al., 2007;

2010).

Um unico tipo de C. perfringens pode conter diversos plasmideos com
genes capazes de sintetizar toxinas distintas (SAYEED et al., 2007; 2010).
Assim sendo, de acordo com Sayeed et al. (2007; 2010), a maior parte dos C.
perfringens do tipo B possuem um plasmideo referente a ETX (65 kpb), um
plasmideo da toxina beta (90 kbp) e um terceiro plasmideo com o gene da
protease lambda. Da mesma forma, estirpes de C. perfringens do tipo D
apresentaram um plasmideo para a ETX e um, de menor tamanho, com o gene
da toxina beta 2. Foi relatado também por Sayeed et al. (2007; 2010), a
presenca de um unico plasmideo em bactérias C. perfringens do tipo D que
continha os genes de trés toxinas diferentes (ETX, enterotoxina e toxina beta

2).

Outros genes importantes para a adaptacdo da bactéria em nichos
ecoldgicos especificos ou capazes de sintetizar fatores de viruléncia, como as
adesinas ou proteases, também podem estar presentes nesses plasmideos
maiores. Segundo Hughes et al. (2007), determinados plasmideos com o gene
da toxina épsilon oriundos de C. perfringens tipo D possuem o locus tcp
conjugativo, o qual pode ser transferido para outros tipos de C. perfringens,

como por exemplo, para o tipo A.
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A ocorréncia desses genes das toxinas de C. perfringens inseridos em
plasmideos ocasiona um aumento na variabilidade genética desses
microrganismos, uma vez que, esses plasmideos podem ser adquiridos,

transferidos, alterados ou perdidos (HUGHES et al., 2007).

A toxina épsilon pertence a familia das toxinas formadoras de poros, das
aerolisinas, muito embora, seu mecanismo de acdo nao esteja totalmente
esclarecido. E normalmente sintetizada durante a fase exponencial de
multiplicacdo do C. perfringens e secretada como uma proteina simples
(prototoxina), inativada e n&o téxica, com massa molecular de 32.981 Da

(KNAPP et al., 2010).

A ativacdo da prototoxina pode ser realizada apds hidrélises
proteoliticas, alteragdes conformacionais, estruturais e tratamentos com
proteases como tripsinas, alfa-quimiotripsinas e proteases (lambda protease)
produzidas pelos C. perfringens dos tipos B e D. A ativacdo ocorrida pela
lambda protease é semelhante a realizada pela tripsina associada a alfa-
quimiotripsina, visto que a protease remove 0s residuos dos aminoacidos 11 N-
terminal e 29 C-terminal, enquanto que a agédo da tripsina associada a alfa-
quimiotripsina cliva os residuos dos aminoacidos 13 N-Terminal e 0 mesmo 29
C-Terminal. ApoOs essa alteracdo conformacional e estrutural da prototoxinna,
com reducdo do seu tamanho, a mesma torna-se citotoxica e ativa, com

massa molecular de aproximadamente 30 kDa (28,6 kDa) (BHOWN; HABEEB,
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1977, HUNTER et al, 1992; MINAMI et al., 1997, BASAK et al.,, 2006;

POPOFF, 2011).

A estrutura da toxina épsilon é caracterizada por apresentar uma forma
alongada e conter trés dominios 0s quais sdo compostos, principalmente, de
folhas beta pregueadas. Estrutura esta que, em geral, encontra-se intimamente
relacionada com a estrutura das toxinas formadora de poros, das aerolisinas,
produzida por espécies de Aeromonas sp e com o modelo da toxina alfa
produzida pelo Clostridium septicum, conforme apresentado na Figura 1

(KNAPP et al., 2009).

A principal caracteristica que diferencia essas toxinas € o fato de que o
dominio 1 da aerolisina, envolvido na interacdo primaria da toxina com as
células, é perdido na ETX (POPOFF, 2011), diferindo com isso, 0 seu
mecanismo de acdo. Segundo Cole (2003), o dominio 1 da ETX consiste em
uma ampla alfa hélice seguida de uma al¢ca e trés alfa hélices menores, e é
similar ao dominio 2 da aerolisina, que é responsavel pela interacdo com o
glicosil- fosfatidilinositol que dao suporte as proteinas da membrana plasmatica
celular. Este dominio da ETX provavelmente tem uma funcdo semelhante com
a ligacao aos receptores. O dominio 2 € formado por folhas beta pregueadas
gue possuem uma sequéncia anfipatica, estruturalmente relacionado com o
dominio 3 da aerolisina. E provavelmente o dominio responséavel pela formagéo
de canais, ou poros complexos, nas membranas celulares (COLE, 2003;

KNAPP et al., 2010).
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A estrutura do dominio 3 também €& composta por folhas beta
pregueadas, analogo ao dominio 4 da aerolisina, e contém o sitio de clivagem
para a ativacdo da toxina. ApO0s a remocao dos peptideos C-Terminais, 0
dominio 3 €&, provavelmente, envolvido na interacdo mondmero-monémero
necessaria para a oligomerizacao da toxina na membrana celular (COLE, 2003;

KNAPP et al., 2010).

2 - = domain 1 structure
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aerolysin t+oxin lectin (LSL)
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FIGURA 1- Semelhangas estruturais entre a toxina épsilon e demais toxinas

formadoras de poros nas membranas celulares.

Fonte: POPOFF, 2011.
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Alguns fatores de viruléncia tem se mostrado importantes para a
compreensdao do mecanismo de acdo da toxina épsilon. As sialidases
(neuraminidases) produzidas por bactérias patogénicas, por exemplo, podem

estar envolvidas nesse processo (BOKORI-BROWN et al., 2011).

Apos o0 sequenciamento do genoma de estirpes de C. perfringens, foi
possivel detectar a presenca de trés genes para a producdo de sialidases,
denominados nanH, nanl e nanJ, os quais estdo localizados em uma regiéao
conservada do cromossomo bacteriano (BOKORI-BROWN et al.,, 2011;
SHIMIZU et al., 2002). Estas enzimas podem contribuir com a patogenicidade
bacteriana de diversas maneiras, por exemplo, expondo os sitios das células
do hospedeiro que facilitam a ligacédo de toxinas ou a adeséo bacteriana (LI et

al., 2011).

Os estudos de Li et al. (2011), indicaram que a sialidase Nanl aumentou
a sensibilidade das células MDCK a acdo da toxina épsilon e a ligacdo da
toxina as células, sugerindo que a sialidade Nanl exp8e receptores adicionais

da ETX na superficie celular.

Esse aumento da ligacdo da ETX as células MDCK tratadas com a
sialidase Nanl acarretou na formacéo de mais poros nas membranas celulares
resultando em um aumento de citotoxicidade e intensificacdo da morte celular
apos o tratamento prévio das células MDCK com sialidase Nanl, antes da

toxicoinfeccdo com a ETX.
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Assim, se tais eventos ocorrerem de maneira semelhante nas células
intestinais de um hospedeiro, com a ativacao da sialidase Nanl, estas células
tornar-se-ao0 mais susceptiveis a acdo da toxina, pela exposicdo de mais
receptores de superficie que facilitardo a aderéncia da mesma. Podendo ainda
agravar a enfermidade apoOs colonizacéo intestinal pelas estirpes do tipo D,
prolongar a acdo deletéria da toxina e em algumas espécies potencializar a

ligacdo da ETX as células intestinais (LI et al., 2011).

Outro fator capaz de influenciar a susceptibilidade das células do
hospedeiro a agcdo da toxina épsilon é a presenca de certos tipos de lipideos
(esfingolipideos) na superficie celular (PETIT et al., 1997; MIYATA et al., 2002;

CHASSIN et al., 2007; FENNESSEY et al., 2012).

Grande parte das células dos mamiferos possuem, pelo menos, dois
tipos discretamente distintos de microdominios lipidicos, os “rafts lipideos” e os
lipideos do tipo “caveolae”, os quais também sdo conhecidos como
“membranas resistentes a acdo de detergentes” (DMR’s). Estes sdo formados
por unidées ou arranjos distintos de esfingolipideos e colesterol que formam
uma fase liquida ordenada e distinta (separada), inserida na matrix liquida
desordenada da membrana lipidica (HARDER, 2003; LINGWOOD; SIMONS,

2010).

A presenca desta formacao lipidica na membrana plasmatica celular
pode agir, corroborando para a segregacao favoravel de algumas classes de

proteinas, como por exemplo, as proteinas que sdo suportadas ou ancoradas
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em glicosil-fosfatidilinositol (GPI), proteinas transmembrénicas e proteinas
sinalizadoras diaciladas; além de também serem utilizadas como porta de
entrada celular, por alguns patdgenos ou suas toxinas (LINGWOOD; SIMONS,

2010).

Dentre essas toxinas capazes de utilizar as DMR’s como sitio de ligacéo
na membrana celular do hospedeiro, encontram-se as toxinas formadoras de
poros, como a aerolisina (Aeromonas hydrophila), perfringolisina O (C.

perfringens) e a CrylA (Bacillus thuringiensis) (MIYATA et al., 2002).

Os estudos de Miyata et al. (2002), mostraram que a toxina épsilon de C.
perfringens, assim como outras toxinas formadoras de poros na membrana
celular, foi capaz de heptamerizar-se exclusivamente nas DMR’s, das células
MDCK susceptiveis, ou seja, a ETX reconheceu as “membranas resistentes a
acdo de detergentes” como um local apropriado (um possivel receptor) para a
formacdo completa do poro de membrana (heptamerizacdo) responsavel por

desencadear os efeitos deletérios da toxina nessas células.

Miyata et al. (2002), ainda sugerem em seus estudos que a ligacdo da
ETX na superficie celular das MDCK ocorre, na maioria das vezes, em locais
formados predominantemente por lipideos do tipo DMR’s e que todo o seu
processo de acdo, desde a ligacdo até formacdo completa do poro na
membrana celular (oligomerizacdo e heptamerizacédo), ocorre no mesmo local

de DMR's.



27

Essa caracteristica diferencia 0 mecanismo de acdo da ETX se
comparada ao da aerolisina, a qual precisa que seu precursor seja ativado em
um sitio especifico na membrana celular para sé entdo mover-se para um local
composto pelas DMR’s. A acdo dos detergentes, ap0s 0 contato com a
superficie celular, pode acarretar um aumento na disponibilidade de receptores
nas células susceptiveis a acdo da toxina. Desta maneira, 0s detergentes
poderiam ocluir a apresentacdo de receptores, que nao estivessem expostos
na superficie celular, tornando-os acessiveis para seu respectivo ligante, no

caso, a ETX (MIYATA et al., 2002).

Os resultados obtidos em estudos que utilizaram o tratamento prévio das
células com detergentes ressaltam a importancia de um adequado ambiente
lipidico para preservarem a capacidade das células MDCK a ligacdo e posterior

acéo da toxina épsilon (DORCA-AREVALO et al., 2012).

O tratamento das células MDCK com detergentes de alta concentracéo
micelar critica (CMC) poderia aumentar a capacidade de ligacdo dessas células
guando comparadas com células tratadas com detergentes de baixa CMC.
Outra variavel capaz de alterar a liga¢do da toxina épsilon as células MDCK ¢é a
temperatura na qual as reagfes ocorrem durante o periodo de incubacao. Isto
poderia ser devido, possivelmente, as alteracdes na caracteristica fluida da
membrana plasmatica celular associada as propriedades dos detergentes em

diferentes temperaturas (DORCA-AREVALO et al., 2012).
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Assim, os efeitos citotoxicos distintos da ETX tém sido descritos, de
forma semelhante, porém com certa variabilidade dependendo da dose
utilizada, do tempo de exposicéo das células frente a acdo da ETX e do tipo de
célula que a mesma é exposta, susceptivel ou ndo (CHASSIN et al., 2007;

NAGAHAMA et al., 2011).

O completo mecanismo de acdo da toxina épsilon ainda ndo esta
claramente descrito, porém estudos comprovam que a ligacdo da mesma a
receptores especificos na membrana celular, com heptamerizacdo, seguido da
formacdo de um poro complexo na membrana, sdo estagios criticos no

processo de intoxicacao celular (LI et al., 2011).

Estudos caracterizaram a ETX como responsavel pelo desenvolvimento
de quadros fatais de enterotoxemia em ovinos, caprinos, bovinos e
ocasionalmente em outros animais domésticos (SONGER et al., 1996; UZAL;
KELLY, 1997; UZAL et al., 2002). As acdes especificas da atividade da toxina
épsilon também tem sido observada em cultivos celulares (PETIT et al., 1997;
SHORTT et al., 2000; BORRMANN et al., 2001; BEAL et al., 2003; CHASSIN et

al., 2007).
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1.3 Enterotoxemia, absorcéo intestinal da toxina ép  silon e disseminacao

pela corrente sanguinea

Em caprinos e ovinos a enterotoxemia pode ocorrer apés 0 crescimento
exponencial do C. perfringens tipo D e producdo da toxina épsilon, a qual é
absorvida no trato intestinal de animais (SONGER et al., 1996; UZAL; KELLY,

1997; UZAL et al., 2002).

7

Para isto ocorrer, € necessario que alguns fatores provaveis tenham
afetado o ambiente intestinal tais como: a diminuigdo do transito intestinal,
alteracOes bruscas na dieta alimentar, mudancas de pastagens pobres para
ricas em proteinas, alimentacdo com diversos tipos de grédos e forragens (trigo,
alfafa), dietas muito ricas em proteinas e/ou energia, aumento no conteudo de
carboidratos fermentaveis na racédo, associados a um aumento na ingestédo dos
mesmos, sempre ocorridos sem a prévia adaptacdo dos animais (SEIFERT;

BOHNEL, 1994; SMITH; SHERMAN, 1994).

A enfermidade é caracterizada como uma toxemia ndo transmissivel, e
ocorre sem a invasao bacteriana nos tecidos (NIILO, 1980; SONGER et al.,
1996; UZAL; KELLY, 1997; UZAL et al., 2002). O crescimento e a proliferacédo
do C. perfringens no ambiente intestinal, estdo associados a liberacdo de
grandes quantidades de prototoxina épsilon (PTX) que sofrem alteracdes

estruturais, passam a ser citotoxicas (ETX) e sdo absorvidas durante a

dispersdo, principalmente pelo intestino delgado, e caem na corrente
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sanguinea da onde sao difundidas para os demais 6rgados (SAKURAI et al.,

1983; SONGER, 1996).

Apdés a absorcdo da toxina épsilon pela mucosa intestinal e sua
disseminagdo em varios 6rgaos pela corrente sanguinea, a mesma parece ter
predilecdo por determinados 0Orgdos, e acumular-se no cérebro e rins e
provocar elevacao da presséo arterial (SAKURAI et al., 1983; NAGAHAMA et
al., 1993), aumento da permeabilidade vascular (GOLDSTEIN et al., 2009),
edemas e lesBes em varios 6rgaos, incluindo coracéo, pulmao, rins, intestinos
e cérebro (SAKURAI et al., 1983; NAGAHAMA et al., 1993; SONGER, 1996;

SOLER-JOVER et al., 2007; MORRIS et al., 2012).

Ao atravessar a barreira hematoencefalica, a ETX causa edemas
perivasculares, danos neuronais e liberagdo excessiva de glutamato pelos
neurénios do hipocampo (MIYAMOTO et al., 2000; DORCA-AREVALO et al.,
2008; LONCHAMP et al., 2010) o que culmina com os sintomas de desordens
neuroldgicas, convulsdes, opistotono, levando o animal ao ébito (FINNIE, 2004;

SMEDLEY et al., 2004).

A patogenia da enterotoxemia provocada pela toxina épsilon ainda néo
estad completamente esclarecida. Os efeitos citotoxicos ocasionados pela toxina
sdo geralmente correlacionados com a ligacgdo da mesma em receptores
especificos na membrana celular, formando um poro complexo na membrana
com aproximadamente 155 kDa, que interfere na manutencdo da adequada

permeabilidade da membrana epitelial, com concomitante diminuicdo do K*
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intracelular por efluxo e aumento significativo de CI', Na*, e Ca*, por influxo,
com ou sem a entrada da toxina no citosol (PETIT et al., 1997; 2001; 2003;
KNAPP et al.,, 2009; NAGAHAMA et al., 2011). Muito embora, outros efeitos
citotoxicos distintos da toxina épsilon tém sido descritos, dependendo do tipo

de célula que a mesma é exposta (CHASSIN et al., 2007).

1.4 Testes “in vitro” utilizando a toxina épsilon

Diferentes espécies de animais tém sido utilizadas como modelos
bioldgicos na tentativa de elucidar os aspectos citotoxicos e neurotoxicos da
toxina épsilon “in vivo” (UZAL; KELLY, 1997; UZAL et al., 2002; FERNANDEZ-
MIYAKAWA et al., 2007; SOLER-JOVER et al., 2007; LOSADA-EATON et al.,
2008). Atualmente, esses ensaios com animais sao questionados quanto a

bioética e questdes relacionadas ao bem estar animal.

Segundo Duell et al. (2011), o uso das culturas celulares é essencial
para reproduzir, apos infec¢do, as respostas apresentadas pelos hospedeiros,
frente as moléculas estranhas, moléculas de sinalizacdo celular e antigenos.
Com o intuito de diminuir as dificuldades e a complexidade presentes nos
estudos “in vivo”, o uso de modelos de culturas celulares para performances de
testes “in vitro” sera necessario para o desenvolvimento de meétodos mais

acurados de avaliacdo da cinética nas infecgdes.
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Esses modelos de estudos oferecem uma ampla variedade de técnicas e
possibilidades para experimentacdo e avaliacdo “in vitro” que proporcionam
bases para a comparacdo com os estudos com aplicacdes clinicas (DUELL et
al., 2011). Nesse contexto, os testes “in vitro” com culturas de diferentes
linhagens de células tém sido amplamente desenvolvidos para avaliar a
sensibilidade das mesmas para uso nos estudos da patogenicidade da toxina
épsilon de C. perfringens, como alternativa sensivel, especifica, confiavel,
apresentando resultados mais rapidos com menor custo e reducdo substancial
no numero de animais sacrificados (BORRMANN et al.,, 2001; DUELL et al.,

2011).

Dentre as varias linhagens de células testadas para a sensibilidade aos
efeitos ocasionados pelo uso da toxina épsilon, as que apresentaram maior
susceptibilidade “in vitro” foram as células epiteliais “Madin-Darby Canine
Kidney Cells” (MDCK), células do ducto coletor cortical de Murine (mpkCCDc14)
e, com menor acao, a “Caucasian Renal Leiomioblastoma (G-402)” (PAYNE et

al., 1994; BORRMANN et al., 2001; DORCA-AREVALO et al., 2008; 2012).

As culturas de MDCK sé&o usadas com ampla frequéncia como modelos
para estudos que requerem células epiteliais, uma vez que estas possuem
polaridade basolateral e apical, jun¢des celulares bem definidas, rdpida taxa de
crescimento e proliferacdo em condigbes adequadas, € apropriada para
visualizagdo na microscopia confocal e podem desenvolver-se muito bem tanto

em cultivos 2D quanto 3D (DUKES et al., 2011).
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A ETX liga-se a superficie celular das células MDCK preferencialmente
no lado apical, onde reconhece um receptor de membrana especifico para a
mesma, 0 qual ndo esta presente nas células insensiveis a acdo da toxina.
Essa ligacdo da toxina ao seu receptor leva ao surgimento de uma formacao
complexa na membrana celular, a qual é muito estavel quando a incubacéo
ocorre a 37° C, e que posteriormente acarreta no aparecimento de um poro na

mesma (PETIT et al., 1997).

Se, no entanto, apos a exposi¢cdo das células MDCK frente a acdo da
ETX, a incubacgéo ocorrer a temperatura de 4° C, a ligacédo da toxina épsilon e a
formacdo do complexo e dos poros consequentes, pode ser dissociada pela
acao de dodecil sulfato de sédio (SDS) ou com o0 aquecimento da reacdo. Essa
caracteristica da ligacdo da ETX as ceélulas MDCK sugere um processo de
maturacdo, com a formacao de um complexo ha membrana celular dependente
do desenvolvimento de um pré-poro o qual posteriormente resultarda na

formacao do poro definitivo na membrana celular (PETIT et al., 1997; 2003).

O complexo formado pela ETX nas membranas celulares corresponde a
heptamerizacdo das moléculas de toxina com a superficie celular e posterior

formacao do poro (oligomerizagcdo) na mesma (MIYATA et al., 2002).

O processo de oligomerizacdo ocorre decorrente da interacdo da toxina
épsilon ativa quando em contato com a superficie celular. Se, essa interacéo

com a superficie celular ocorrer com a prototoxina (toxina épsilon inativada) a
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ligacdo entre ambas podera ocorrer, porém sem a posterior oligomerizacao

entre as moléculas e a superficie celular (PETIT et al., 1997).

E necessario que ocorra inicialmente a remocéo do “residuo”, o peptideo
29 C-terminal da prototoxina para que a mesma se torne ativa e assim possa,
apos interacdo com a superficie celular, formar um poro no local de ligagédo

com a membrana (MIYATA et al., 2002).

A ligacdo da toxina na superficie celular provavelmente deve estar
relacionada a presenca de um receptor especifico e de -caracteristicas
estruturais protéica, uma vez gque, estudos comprovaram a ndo ocorréncia
desta ligacdo apOs o tratamento das respectivas células susceptiveis com
proteases, diferentemente do ocorrido apés tratamento com fosfolipases C,
glicosidases ou neuraminidases que permitiram a formacdo do poro na

membrana (DORCA-AREVALO et al., 2008; 2012; POPOFF; POULAIN, 2010).

E possivel que o receptor especifico para a ETX nas células MDCK seja
uma proteina ou glicoproteina de 34 ou 46 kDa. Enquanto que nas células
cerebrais de ratos, o receptor especifico para a ETX pode estar relacionado
com uma glicoproteina de 26 kDa (NAGAHAMA; SAKURAI, 1992). Os efeitos
citotoxicos causados pela toxina épsilon nas células MDCK s&o descritos como
especificos, de surgimento rapido, dependentes da dose da toxina que foi
utilizada e do tempo de exposicdo das células frente a ETX (SHORTT et al.,
2000; BORRMANN et al., 2001; BEAL et al., 2003; PETIT et al., 2003;

CHASSIN et al., 2007).
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Borrmann et al. (2001), confirmaram que em células MDCK, a toxina
épsilon de C. perfringens, provoca uma diminui¢do significativa no nimero de
células, com reducédo na capacidade de divisdo e diferenciacdo, um aumento
no volume celular e no numero de mitocondrias e fagossomos, além de
alteracdes no ciclo de distribuicdo celular, 24 horas apdés a exposicao das

mesmas com a toxina.

Nas etapas iniciais ap0s intoxicacdo foi observado um aumento do
tamanho celular (inchaco), seguido pelo desaparecimento mitocondrial,
formacdo de poros na membrana celular com o rompimento posterior da
mesma. As alteracbes ultra-estruturais foram verificadas e indicaram o efeito
cariotoxico da toxina, uma vez que a mitose é bloqueada ainda nos estagios
iniciais, e 0 cromossomo permanece irregularmente agrupado no nucleo

(BORRMANN et al., 2001; CHASSIN et al., 2007).

A condensac¢do do nucléolo descrita por Hambrook et al. (1994), indica
uma inibicdo na atividade de sintese celular. As alteragdes nas mitocondrias e
finalmente, seu completo desaparecimento resulta na queda do suprimento de

energia para a célula.

Esses efeitos segundo Petit et al. (2003), sdo consequéncias da ligacao
da toxina a receptores especificos na membrana plasmatica celular e ndo nas
organelas intracelulares. A toxina épsilon também induz rapidamente a morte
celular, sem alterar a permeabilidade das jun¢cdes comunicantes, o arranjo de

actina no citoesqueleto ou 0s processos endocitoticos.
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Chassin et al. (2007), observaram que os danos causados pela toxina
épsilon em linhagens de células corticais renais altamente diferenciadas e
coletadas do ducto principal de Murine (CCD, mpkCCD¢4) induziram
rapidamente uma deplecdo no ATP celular, alteracbes na permeabilidade da
membrana mitocondrial, além da translocacdo mitocondrial do fator indutor de
apoptose (AIF), um potente causador de morte celular independente de
caspases, condensacao da cromatina e reducdo nuclear que resultaram em

necrose celular.

A citotoxicidade celular provocada pela a¢do da toxina épsilon pode ser
monitorada com o uso de um indicador de integridade lisossomal (“neutral red”)
ou de integridade mitocondrial. Tais mecanismos de morte celular diferem dos
demais descritos em toxinas que formam um poro (complexo) na membrana
plasmatica da célula e aparecem como alteracdes distintas das que sao

relacionadas a permeabilidade da membrana (CHASSIN et al., 2007).

Segundo Petit et al. (1997), a endocitose e internalizagdo da ETX nas
células ndo foram observados durante a toxicoinfeccdo e, durante todo esse

processo, a toxina permaneceu associada a membrana celular.

No entanto, no estudo apresentado por Nagahama et al. (2011), a toxina
épsilon, apos heptamerizacdo e oligomerizacédo, foi internalizada no citosol
celular, sempre envolta em endossomos, com posterior formacao de vacuolos
no citoplasma de células MDCK. A formacao desses vacuolos no interior das

células foi seguida pela perda da viabilidade celular. A ligacdo da toxina a
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membrana plasmatica, com a formacdo do poro na mesma, resulta em
alteracdes na permeabilidade seletiva da célula indica ndo ser o Unico pré-

requisito para os efeitos toxicos da ETX que levam a morte celular.

Os estudos direcionados aos efeitos diretamente causados pela ETX em
organelas essenciais ao funcionamento adequado da célula séo restritos.
Dentre essas organelas primordiais, a mitocdndria € a estrutura celular
responsavel pela producdo da totalidade do ATP necesséario a manutencao da

estrutura e funcao celular (NAGAHAMA et al., 2011).

1.5 As mitocondrias e a acéo da toxina épsilon

As mitocondrias s&do organelas celulares moveis, envoltas por
membranas, presentes em todas as células animais e que possuem seu
proprio genoma. Este genoma consiste em um DNA circular de
aproximadamente 16,5 Kb presente na matriz mitocondrial (GALMICHE;

BOUQUET, 2006).

Sao frequentemente descritas apresentando formato de bastdo ou
ovaladas, porém muito embora a aparéncia dessas organelas pode ser

diferente de um tipo celular para outro (GALMICHE; BOUQUET, 2006).

Estas organelas sdo dinamicas e compostas de dupla membrana, sédo

responsaveis e participam de varios processos celulares, como geracédo de
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ATP, homeostase do calcio, biossintese de aminoéacidos, lipideos e
nucleotideos, além de estar presente nos momentos de morte celular
programada (MCP) (OHTA; NISHIYAMA, 2011). Em estudos anteriores,
indicios de sua participagcdo também na resposta imune inata, mais
precisamente na sinalizacdo de receptores de reconhecimento padrédo (RRP),

foram demonstrados (SCOTT, 2010).

A mitocondria também participa, de forma crucial, durante a
toxicoinfeccdo celular, no que diz respeito a producdo de energia e no seu
metabolismo de oxidacdo. Uma de suas funcbes priméarias é a reducdo do
oxigénio a agua durante a fosforilacdo oxidativa a fim de produzir adenosina
trifosfato (ATP). Até as pequenas alteragcbes nos niveis de oxigénio sao
detectadas pelas mitocondrias e comunicados a célula através da producao de

espécies reativas de oxigénio (ERO) (OHTA; NISHIYAMA, 2011).

Segundo descrito por Yaffe (1999), com o uso de técnicas modernas
para a analise de imagens, essas organelas formam um reticulo intracelular
composto por duas membranas, das quais, uma membrana mitocondrial
externa (“mitochondrial outer membrane”, MOM) e uma membrana mitocondrial
interna (“mitochondrial inner membrane”, MIM), de composicao e propriedades
fisicas distintas, que criam um espaco intermembranas e a matriz mitocondrial.
As propriedades da MOM néo estao totalmente esclarecidas, porém a mesma
apresenta-se como permeavel a alguns solutos devido a presenca de proteinas

mitocondriais (porinas).
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Na membrana mitocondrial interna estdo presentes varias dobras
(pregas), denominadas cristas mitocondriais, as quais aumentam a area de
superficie e podem ser visualizadas na microscopia eletrénica como tubulos ou
vesiculas internas na matriz mitocondrial ou no espaco inter-membranas. Esta
membrana é composta por uma quantidade significativa de lipideos que forma
uma barreira impermedavel aos solutos e pelas proteinas da cadeia respiratoria.
Também, possui gradiente de voltagem, expresso como um potencial
transmembrana em milivoltes (mV), que representa um fator essencial na

fisiologia mitocondrial e celular (YAFFE, 1999).

Essas organelas participam na regulacdo do metabolismo e energética
celular uma vez que, em condicdes fisioldégicas, sdo responsaveis pelo
transporte de elétrons e principais produtoras de energia celular através da
utiizacdo das moléculas de adenosina trifosfato (ATP), no processo

denominado de oxidacéao fosforilativa (SCOTT, 2010).

Os elétrons doados por substratos oxidaveis a cadeia respiratoria na
membrana mitocondrial interna, por meio de NADH ou FADH,, sao transferidos
ao O, reduzindo-o a H,O (respiracdo mitocondrial), e a energia livre resultante

é utilizada para a sintese de ATP (fosforilacdo oxidativa) (MITCHELL, 1961).

Quando a membrana mitocondrial torna-se permeavel a H* (por
exemplo, pela acdo de protonoforos) ocorre dissipacdo do potencial de
membrana aumentando a velocidade de respiracdo; sob essas condicfes, a

capacidade da mitocondria de sintetizar ATP é comprometida (MITCHELL,
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1961; NICHOLLS, 1982). Da mesma forma, a mitocondria participa na
regulacédo de varios aspectos da biologia celular e vias metabdlicas, tais como
producdo de energia, estado redox, metabolismo molecular, controle da
liberacdo de alguns aminoacidos e lipideos, metabolismo do ferro, homeostase

de Ca** e morte celular programada, ou apoptose (YAFFE, 1999). .

Evidéncias experimentais indicam que a mitocondria representa um alvo
preferencial e critico para a acdo de drogas, agentes virais, bem como as
toxinas bacterianas. Os efeitos sobre as mitocondrias podem ocorrer por
mecanismos diretos e ou indiretos, levando as disfun¢cdes mitocondriais, tais
como alteracdes no transporte de elétrons e da fosforilacdo oxidativa, na
permeabilidade da membrana mitocondrial interna, no transporte de calcio, no
estado oxidativo, além de uma série de outros eventos que levam a deplecéo
de ATP e morte celular, na maioria das vezes, por apoptose (UYEMURA et al.,

1997; PIGOSO et al., 1998; MINGATTO et al., 2000; DORTA et al., 2003).

Os estudos que relatam a contribuicdo das mitocondrias para o controle
do metabolismo celular foram despertados quando os pesquisadores
observaram a participagéo dessas organelas na regulagcéo da apoptose celular

(KROEMER; REED, 2000).
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1.6 Processo de morte celular desencadeado pela tox ina épsilon

Estudos comprovam que apds a exposicdo das células susceptiveis a
acao da toxina épsilon de C. perfringens, estas sofrem alteragcdes morfologicas
caracteristicas que culminam com a morte celular semelhante as que ocorrem
por necrose (PAYNE et al., 1994; MIYAMOTO et al.,, 2000; SHORTT et al.,

2000; PETIT et al., 2001; 2003; CHASSIN et al., 2007).

Este processo de morte celular é caracterizado morfologicamente pela
rapida liberacdo do conteudo citoplasmético celular no ambiente em que as
células se encontram e, esta liberacdo, resulta em uma reagéo inflamatoria
massiva no ambiente fisioldégico que envolve as células mortas (DANIAL;

KORSMEYER, 2004; HAN et al., 2008).

A despeito dos efeitos significativos que ocorrem durante a morte celular
por necrose, em condi¢cdes patologicas, os mecanismos moleculares que o
acompanham nao estdo claramente entendidos e descritos. Ocasionalmente,
um meio aceitavel para caracterizar a morte celular por necrose é atraves da

auséncia de caracteristicas apoptoéticas apresentadas (HAN et al., 2008).

Uma possivel causa para a escassez de estudos voltados aos
mecanismos moleculares que acompanham a morte celular por necrose, pode
ser devido ao fato de a mesma ser caracterizada como uma forma incontrolavel
e passiva de morte celular. No entanto, os estudos recentes tem demonstrado

a existéncia ndo apenas da necrose acidental, como também, normal e
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fisiologica e necrose programada (KANDUC et al., 2002; PROSKURYAKOQV et

al., 2002; KIM et al., 2003).

A forma de necrose regulada pela transicdo da permeabilidade
mitocondrial pode ser estimulada por diferentes estimulos, incluindo danos no
DNA, ativacdo do fator de necrose tumoral, contragéo e contato entre células.
Além disso, tem sido descritos casos de necrose dependentes da ativacdo de
caspases e associados a persisténcia da sintese de proteinas importantes que
se mantem durante esse processo (HETZ et al.,, 2002; PROSKURYAKOQV et

al., 2002; KIM et al., 2003)

Segundo o estudo apresentado por Lemasters (1999), determinados
eventos de morte celular mesclam caracteristicas semelhantes ao mecanismo
de morte celular por apoptose e por necrose, processo esse denominado de
“necrapoptose”. Esses estudos demostram a existéncia de pontos comuns
responsaveis pela inducdo tanto da via de morte celular por apopotose quanto
pela necrose, 0 que indica a presenca de uma via de sinalizagdo cruzada e

modulada.

O mecanismo que leva a morte celular pode ser alterado de um
processo de apoptose para a necrose programada, e vice-versa, o que reforca
0 conceito de que o mecanismo de morte celular pode ser programado e

controlado (LEMASTERS, 1999).
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Segundo descrito por Kerr et al. (1972), o termo apoptose refere-se a
uma forma morfolégica de morte celular, muito embora alguns componentes do

conceito de apoptose ja haviam sidos descridos anteriormente.

A morte celular programada (MCP) é um processo que ocorre nos
organismos multicelulares para o descarte de células indesejadas (SCOTT,
2010). O processo possui papel importante durante todo desenvolvimento,
como na homeostase tecidual, regeneracdo, organogénese, hematopoiese
normal e patologica, eliminacdo de células apds dano por agentes genotoxicos,
e principalmente na resposta inflamatéria e durante a infeccdo viral

(SCHWARTZMAN; CIDLOWSKI, 1993; SCOTT, 2010).

Este mecanismo de morte celular programada (MCP) é essencial no
processo fisiolégico de renovacao celular, para o funcionamento adequado do
sistema imune e hormonal, embriogénese, para a homeostasia tecidual

(ELMORE, 2007).

Segundo Elmore (2007), existe uma variedade de estimulos e condi¢des
celulares, ambas fisiolégicas ou patologicas, que podem ser responsaveis pelo
inicio do processo de apoptose, muito embora nem todas as ceélulas vao,

necessariamente, morrer apos esses estimulos.

O processo de apoptose, um tipo de MCP caracteristico, desenvolve-se
através de eventos como a reducao do volume celular, cromatina condensada,

seguido da formacé&o de prolongamentos na membrana celular, acompanhados
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da desintegracao do nucleo e presenca de fragmentos envoltos pela membrana
nuclear, aléem da desintegracdo celular em vesiculas chamadas ‘“corpos
apoptoticos” também denominados de apoptossomas como ilustra a Figura 2

(SCOTT, 2010).

Os corpos apoptéticos resultantes de um processo de MCP séo
rapidamente fagocitados por macrofagos, como consequéncia, a célula

desaparece sem nenhum fendmeno inflamatorio decorrente (SCOTT, 2010).
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FIGURA 2- Alteracdes morfolégicas decorrentes do processo de apoptose, que
envolve alteracdo de permeabilidade de membranas, condensagdo da
cromatina, encolhimento celular, formacdo de corpos apoptéticos sem

desintegracéo de organelas.
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Fonte: dominio publico

Duas grandes vias metabdlicas distintas, porém que envolvem o
consumo de energia, a ativagdo de um grupo de cisteinas proteases,
denominadas de caspases e a clivagem de diversos substratos intracelulares
em cascata, sao estudadas para a compreensao dos mecanismos de ativagéo

da apoptose (BRENNER; MAK, 2009).

Essas sdo denominadas de via metabdlica extrinsecas, com ativacdo de
receptores de morte celular, e a via metabdlica intrinseca ou mitocondrial.
Entretanto estudos comprovam que essas duas vias se interligam e que
moléculas de uma via influenciam o desenvolvimento da outra via. Existem
outros mecanismos de ativacdo e inicio da apoptose, como por acao de
citoxicidade mediada por células T e através da liberacdo de granzimas e

perforinas (ELMORE, 2007).

A via metabdlica extrinseca é desencadeada através da ativacdo dos
membros da familia de receptores denominada fator de necrose tumoral (TNF),
os receptores de morte celular (PETER; KRAMMER, 2003; BRENNER; MAK,
2009). Sendo assim, para que ocorra a ativacdo da via extrinseca, receptores
de superficie celular sdo estimulados, e acarretam a transmisséo de sinais por
proteinas ligantes especificas (SCHWARTZMAN; CIDLOWSKI, 1993; CHANG

et al., 2007; ELMORE, 2007; XU, 2012).
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A proteina denominada Fas ligante (FasL) posiciona-se com uma fracao
da molécula interiorizada na membrana celular e outra, localizada no lado
externo da mesma (CHANG et al., 2007). Essa fragcdo da molécula localizada
externamente possui a propriedade de ligar-se a outro receptor na membrana
celular dos linfocitos T citotoxicos iniciando o reconhecimento da célula-alvo, a
molécula FasL, une-se a Fas e altera a forma da parte externa dessa ultima
molécula. Essa alteracéo estrutural faz com que a parte interna ative a caspase
8, iniciando a cascata de caspases que dardo continuidade ao processo de
morte celular programado (SCHWARTZMAN; CIDLOWSKI, 1993; CHANG et

al., 2007; ELMORE, 2007; XU, 2012).

Demais sinalizadores como o CD95 ou Apaf-1 e TNF-a (receptor fator de
necrose tumoral) também participam da ativacdo da via extrinseca de MCP, por
ativacdo de receptores da membrana celular. Estimulo este, responséavel pelo
recrutamento e ativacao proteolitica da pré-caspase 8, ativando as caspases 3,
6 e 7, consideradas como efetoras da MCP (SCHWARTZMAN; CIDLOWSKI,

1993).

Outra via que desencadearia o processo de morte celular programada,
seria a via intrinseca (mitocondrial), dependente da ativagdo de um membro
pré-apoptético da familia Bcl-2. Este grupo € composto por proteinas pré e anti-
apoptoticas, que previnem a ativacao das caspases através da preservacao da

membrana mitocondrial (OHTA; NISHIYAMA, 2011).
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O processo de apoptose pode ser entdo, ativado, pela via metabolica
intrinseca seguido da liberagdo pelas mitocondrias, de citocromo ¢ no citosol
(LIU et al., 1996). Apdés observacdo desses eventos iniciais, foi possivel
constatar que as mitocondrias possuem varios outros fatores que, apos serem
liberados no citosol, corroboram com o inicio da apoptose, como os fatores
indutores de apoptose (AIF), as proteinas Smac/Diablo, a protease serina

HtrA2/Omi, entre outros (NEWMEYER; FERGUSON-MILLER, 2003).

A atividade das proteinas Bcl-2 pré-apoptéticas, como Bax e Bak é
antagonizada através de proteinas BH3-Unicas. Em resposta ao estimulo
apoptotico, as BH3-uUnicas translocam para mitocondria onde agem de forma
contraria a acdo das Bcl-2 e ativam Bax e Bak, proteinas pro-apoptoticas
(NEWMEYER; FERGUSON-MILLER, 2003; BRAS et al.,, 2005; ELMORE,
2007). Estas proteinas mudam a sua conformacdo e aumentam a
permeabilidade da membrana mitocondrial externa (OHTA; NISHIYAMA, 2011).
Este ato leva a liberacdo do citocromo ¢ no citosol celular e, consequente
ativacdo das caspases efetoras (NEWMEYER; FERGUSON-MILLER, 2003). A
ativacdo das caspases efetoras leva a associacao ao fator apoptose 1 (Apaf-1)

e as pro-caspases 9 (LIU et al., 1996; BRAS et al., 2005).

Em condi¢cdes normais, 0 citocromo ¢ encontra-se presente no espaco
mitocondrial intermembranas. Sua liberacdo no citosol € responsavel pela
liberacdo de um complexo de proteinas, denominado apoptossomo, capaz de

ativar proteases e fatores apoptoticos da familia das caspases, o0 que resulta
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nas alteracbes morfoldgicas pertinentes ao processo de apoptose celular

(NEWMEYER; FERGUSON-MILLER, 2003).

Kroemer (2003) relata que as alteragbes na permeabilidade da
membrana mitocondrial constitui um dos fatores essenciais para o inicio dos
processos de apoptose. Os fatores que levam a permeabilizacdo da membrana
mitocondrial e ao colapso do potencial transmembrana sao 0s principais
responsaveis pelo ponto decisivo que da inicio a um processo irreversivel de

morte celular (MARCHETTI et al., 1996).

Determinados farmacos, conhecidos como inibidores de permeabilidade
da membrana mitocondrial, sdo capazes de agir na prevencdo do inicio da
apoptose. Deste mesmo modo, inibidores endoégenos, como proteinas da
familia Bcl-2 e Bcl-XL, possuem atividade anti-apoptose e quando sao
liberados agem diminuindo a permeabilidade da membrana mitocondrial

(KLUCK et al., 1997; YANG et al., 1997).

Nos mamiferos foram descritos, pelo menos, 20 proteinas que compdem
a familia Bcl-2 as quais sao classificadas de acordo com sua fungdo como, pré
ou anti-apoptose. Essas proteinas dividem, ao menos, um dominio com
homologia conservada Bcl-2 (BH), dentre os quatro dominios existentes (BH1-
BH4) (KLUCK et al., 1997), conforme exemplificado na Figura 3 (CORY;

ADAMS, 2002).
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FIGURA 3- As trés subfamilias de proteinas relacionadas a Bcl-2.

Fonte: CORY; ADAMS, 2002.
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Como membros da categoria anti-apoptose (ou pré-sobrevivéncia), as

proteinas Bcl-XL localizam-se, predominantemente, na membrana mitocondrial

externa, enquanto que BCL-2 tem uma distribuicdo mais ampla, sendo

encontrada tanto na membrana como no reticulo endoplasméatico e membrana

nuclear, e sao capazes de se ligarem diretamente impedindo a acéo das

proteinas da familia pr6-apoptose (KLUCK et al., 1997; YANG et al., 1997).

Os componentes da familia pré-apoptose sdo descritos como uma

subfamilia do dominio BH3, dos quais fazem parte o Bad, Bid, Bim, Bmf, Noxa,

Puma, Bax e Bak (CORY; ADAMS, 2002). Estes comportam-se como proteinas

sentinelas responsaveis por detectar alteragbes pertinentes a morte celular ou
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danos intracelulares. Em células saudaveis s&o controlados de diversas
maneiras (podem permanecer sequestrados no citoesqueleto, serem
fosforilados ou passarem por protedlises, entre outras), enquanto que se
ativados pelos sinais de morte celular estes sdo alterados com a inser¢cdo do

dominio BH3 (FESTJENS et al., 2004).

Para o inicio do processo de apoptose é necessaria a agdo tanto das
proteinas Bax quanto Bak, porém o mecanismo de ativacdo das mesmas e de
contencdo pela BCL-2 ndo esté claramente descrito. Durante a apoptose, Bax
e Bak se oligomerizam na membrana mitocondrial externa, provavelmente por
consequéncia da reorganizacdo dos lipideos da MOM, e assim provocam a
liberacdo de proteinas pro-apoptéticas, como 0 citocromo ¢ que permite a
ativacdo da caspase 9, ap0s a ruptura da integridade da membrana (CORY;

ADAMS, 2002).

As proteinas da familia Bcl-2 anti-apoptose agem prevenindo a liberagéo
do citocromo c e, consequentemente, a ativacao da caspase 9, independente
do dano mitocondrial (CORY; ADAMS, 2002). O envolvimento dessas
proteinas, que participam da regulacdo e execugdo da apoptose, no controle de
varias funcbes ndo apoptoéticas, tem fornecido informacdes adicionais

significativas no entendimento do complexo mecanismo de morte celular.

Um exemplo sédo as proteinas da familia Bcl-2 que podem, inicialmente,

estar envolvidas a uma resposta aos casos de estresse celular, e
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posteriormente, adquirir a capacidade de regular a morte apds severos danos

sofridos pelas células (LEMASTERS, 1999).
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2 OBJETIVOS

v Padronizar o cultivo das células “Madin-Darby Canine Kidney Cell”
(MDCK), e quantificar a toxina Epsilon de Clostridium perfringens presente, por

titulacdo da mesma,;

4 Caracterizar os efeitos da toxina épsilon de Clostridium perfringens na
morfologia e citotoxicidade em células MDCK, a cada 24 horas, durante um

intervalo de 1 a 5 horas, p0s exposicao;

v Avaliar os efeitos da toxina épsilon de Clostridium perfringens na
despolarizacdo da membrana mitocondrial, em células MDCK, a cada 24 horas,
durante um intervalo de 1 a 5 horas p0s exposi¢do, por citometria de fluxo

acustica;

4 Avaliar os efeitos da toxina épsilon de Clostridium perfringens na
liberacdo dos fatores associados a morte celular programada, em células
MDCK, a cada 24 horas, durante um intervalo de 1 a 5 horas p6s exposicao,

por citometria de fluxo acustica.
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3 CONCLUSOES

v Foi possivel a padronizacédo do cultivo das células “Madin-Darby Canine
Kidney Cell” (MDCK) e a quantificacdo da toxina presente, por titulacao,

realizadas em conformidade ao descrito na literatura;

4 Os efeitos da toxina épsilon de Clostridium perfringens na morfologia das
células MDCK foram visualizados por microscopia invertida e a citotoxicidade
(perda de viabilidade celular) foi comprovada com o teste de MTT e, ambos
confirmaram-se como eventos progressivos que evoluiram de 1 a 5 horas pos-

exposicao, quando comparados com o controle (MDCK + PTX);

4 A citometria de fluxo acustica foi eficaz na avaliacdo dos parametros e
comprovou a existéncia de uma correlagdo positiva (p<0,001) entre 0 aumento
da granulosidade citoplasmatica (vacuolos citoplasmaticos) e a despolarizacéo
da membrana mitocondrial (agregacdo do JC-1), apOs exposicdo das células

MDCK, nos periodos de 1 a 5 horas pos toxicoinfecgdo com a ETX;

4 A citometria de fluxo acustica foi eficaz na mensuracdo da expressao
dos mediadores associados a morte celular programada (Bax e BCL-2), apos
exposicao das células MDCK, nos periodos de 1 a 5 horas, com a ETX. Com a
citometria de fluxo acustica foi possivel mensurar uma expressao inicialmente
maior, das proteinas anti-apoptéticas BCL-2, seguido de uma equivaléncia e
posteriormente, a maior expressdo das proteinas pro-apoptéticas, Bax, nos
periodos de 1 a 5 horas pos-exposicao das células MDCK com a ETX.
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Abstract

Epsilon toxin (ETX) produced by Clostridium perfringens types B and D is a
potent toxin that is responsible for fatal enterotoxaemia. In vitro, ETX, which is
considered a pore-forming toxin, forms a heptamer in Madin-Darby canine
kidney (MDCK) cell membranes, which is considered to be a pre-pore stage.
After binding of the ETX, vacuoles inside cell cytoplasm are produced. ETX
causes decreased levels of essential coenzymes required for host cell energy.
Here, we optimized and applied acoustic flow cytometry analysis in order to
gain further insight into ETX-pathogenesis. Using acoustic flow cytometer
analysis, which considered highly sensitive, ETX-exposed MDCK cells revealed
mitochondrial membrane decreases followed by 25.48% and 45.45% of the
exposed cells expressing the Bax and BCL-2 proteins at a pre-pore stage,
respectively. These results together with high cytoxicity and visualization of cell
vacuoles, demonstrates that acoustic flow cytometry analysis potentially

represents an effective tool to study ETX pathogenesis.

Keywords: Mitochondria, mitochondrion, C. perfringens, necrosis, in vitro

assay
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1 Introduction

Over 25% of bacterial protein toxins belong to the pore-forming group of
toxins, the largest category of bacterial virulence factors [1,2]. The Clostridium
perfringens epsilon-toxin (ETX) is an important toxin and structurally similar to

other pore-forming toxins [3,4].

ETX is the most potent toxin produced by these bacteria and it is also
considered a category B toxin by United Stated Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) for its potential role in bioterrorism when produced as an

inactive prototoxin (PTX) [1].

The action of ETX appears at first to be relatively simple. The toxin forms
unregulated pores in the plasma membrane of sensitive cells, leading to
deregulated ion homeostasis, and ultimately cell death [5-9]. ETX action has
been studied in renal tissues from sensitive animal models (cow, sheep and
goat) [1]. In spite of ETX being a member of the aerolysin pore-forming toxin

family, its exact mode of action, related to high toxicity, remains elusive [9].

ETX toxin is cytotoxic, and Madin-Darby canine kidney (MDCK) cells
have been shown to be the most susceptible lineage for in vitro studies [10]. It
has been demonstrated that ETX induces swelling, blebbing, and lysis of MDCK
cells and that the toxin does not enter the cytosol and remains associated with

the cell membrane by forming a large complex [11].
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The cytotoxic activity has been associated with the formation of a large
membrane complex and an efflux of K+, causing rapid cell death by necrosis.
This is characterized by marked reduction in the size of the nucleus without
DNA fragmentation [9-12]. In addition, ETX causes a rapid decrease of

transepithelial resistance of MDCK cell monolayers [7].

However, it has recently been demonstrated that internalized toxin is
transported from early endosomes to late endosomes and lysosomes and then
distributed to vacuolar membranes [12]. This is in contradiction to what has
been demonstrated in previous studies. Therefore, the importance of ETX

internalization remains an area of ongoing research [7,9].

Cytometry is the measurement of physical or chemical characteristics of
cells or particles. Flow cytometry and cell sorting are important tools that help
address many complex biological questions [13]. Hydrodynamic focusing used
for conventional flow cytometry uses relatively high volumetric sheath flow and

concentrated samples.

Additionally, as the sample is entrained into the sheath, fluid shear forces
are created that can disrupt fragile cells (i.e., apoptotic cells) [14]. The acoustic
focusing cytometer is a method that uses acoustic radiation pressure to confine
the cells or particles in a sample solution into a single, focused line along the

central axis of the flow channel [15].
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The advantages of acoustic focusing are a high sensitivity based on
slowing cell/particle transit times, a 20-100X slower speed than conventional
systems, dilute samples are easily analyzed at high rates, and there is an
improved resolution due to slow streams without particle stream degradation

within the flow chamber [16].

In the present study, we characterized the effects of the ETX pore-
forming toxin on MDCK morphology, cytotoxicity, mitochondrial membrane
depolarization, and associated-apoptotic factors using acoustic flow cytometry.
These parameters were evaluated at 1, 2, 3, 4, and 5 h post ETX and PTX

exposure.
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2 Materials and methods

2.1 Cell culture and toxin

Madin Darby canine kidney (MDCK) cells were obtained from Instituto
Biologico bank S&o Paulo, Brazil, purchased from the ATTC (Atlanta, GA,
USA). MDCK cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(Advanced-DMEM™, Invitrogen®, Carlsbad, CA, USA) containing 2 mM L-
glutamine, 110 mg/l sodium pyruvate, 100 U/ml penicillin, 100 mg/ml
streptomycin, 25 mg/ml Amphotericin, and supplemented with 10% fetal bovine
serum. Cells were maintained at 37°C in a humidified atmosphere containing
5% CO,. Semi-purified (ultrafiltrered) epsilon proto-toxin (PTX) was purified and
lyophilized from overnight grown of Clostridium perfringens type-D culture
(LANAGRO, Laboratorio Nacional Referéncia Agropecuaria, Pedro Leopoldo,
MG, Brasil, NCTC 8346). Prior to its use, epsilon PTX was reconstituted in
ultrapure RNA/DNAse free water (Invitrogen) and activated by incubation at
37°C for 30 min with 0.1 % trypsin (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA) in

order to obtain activated epsilon toxin (ETX).
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2.2 Exposure of MDCK cells to ETX and PTX

The effects of ETX and PTX on MDCK cells were determined by
exposure of 20 pg/ml, which corresponds to cytotoxic dose (CD50) initially
performed on 2 x 102 cells/ml. MDCK cells were exposed to ETX at 1, 2, 3, 4
and 5 h post-exposure periods at 37°C in a 5 % CO; incubator. Protein
quantification was performed using the BCA assay (Bio-Rad®, USA) and MDCK
cells were cultured in 25 cm? culture flasks (Falcon, Benton Dickson®, USA). At
all appropriated post-exposure periods, both the attached and supernatant cells
were harvested for the cytotoxic assay, flow cytometric analysis, and

mitochondrial evaluation.

2.3 Light microscopy

For light microscopy, MDCK cells were grown on 24-well plates (Falcon,
BD®) at 2 x 103 cells/ml and exposed to 20 pug/ml of toxin during 1, 2, 3, 4, and 5
post-exposure periods at 37°C in a 5% CO2 incubation atmosphere. ETX and
PTX exposed cells were examined under phase-contrast microscopy (IX70

Olympus microscopy®, Tokyo, Japan) and images were documented.
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2.4 Toxicity assay

Cell toxicity analysis was performed using an In Vitro Toxicology Assay
Kit, an MTT-based assay in ETX and PTX exposed cells at 1, 2, 3, 4, and 5 h
post-exposure periods (TOXI-1 Kit; Sigma-Aldrich®). For each post-exposure
time the culture supernatant was removed and 2 ml MTT (tetrazolium salts) was
added following the manufacturer's recommendations (Sigma-Aldrich®).
Absorbance was measured at 600 nm using a Biophotometer™ (Eppendorf®,

Hamburg, Germany). All reported values are means of triplicated samples.

2.5 Acoustic Flow Cytometer analysis

Following ETX and PTX exposure, MDCK cells at 2 x 10° cells/ml were
harvested after being detached using 0.25% trypsin (Sigma-Aldrich®). The cells
were washed with PBS, permeabilized in 4% paraformaldehyde, and incubated
for 18 h at 4°C with monoclonal antibodies anti-BCL-2 (Sigma-Aldrich®, cat #
B9804) and anti-Bax (Sigma-Aldrich®, cat # B8429) in 1% Triton X-100 and
0.5% bovine serum albumin (BSA). After incubation with the primary
antibodies, the cells were washed with PBS plus 0.1% Triton X-100 in triplicate.
Next, a 1:50 dilution of the secondary antibody was added to 100 pul of the cell
suspension and was incubated at 37°C for 30 min. The cell suspension was
washed as previously described, and after the final wash the cells were fixed

with 4% paraformaldehyde. Data were acquired via an Attune™ acoustic
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focusing cytometer system (Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA) and at

least 50,000 events were counted.

The negative pattern was examined by applying the same cell
suspension with the initial incubation with dog IgG and IgM isotypes. Results
were included on the global compensation to exclude auto-fluorescence. A BL1-
A (488 nm) filter was used in each analysis. The parameter side scatters
complexity (SSC) and BL1-A were analyzed in order to detect, in the same

sample, incidence of cytoplasmic vacuoles and emission of Bax/BCL-2 signals.

The parameters used were as follows: 799 events/seconds, flow rate of
1,000 pL/min with a stop gate of 500,000 total cells, BL1-A voltage of a 488

laser and SSC threshold of 300.

2.6 Mitochondrial membrane potential analysis

JC-1 (5,5°,6,6 -tetrachloro-1,1",3,3 -tetrathylbenzimidazolyl-
carbocyamine iodide (Molecular Probes, Eugene®, OR) is a mitochondria-
specific probe. In its monomeric form, the probe emits at 527 nm (red) after
excitation at 490 nm (green). Depending on mitochondrial membrane potential,
JC-1 forms aggregates that are associated with large shifts in emission and the
color dye changes reversibly from red to green as mitochondrial membranes
become depolarized. To perform this assay, 2 x 10° of exposed and unexposed,

trypsinized and washed MDCK cells were incubated with 10 pg/ml of JC-1 for
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10 min at 37°C in the dark. After this period, cells were immediately analyzed by

acoustic flow cytometry under BL1-A (488 nm) and BL2-A (575 nm) filters.

Data were acquired via the Attune™ acoustic focusing cytometer system
(Applied Biosystems®). The parameters such as side scatter complexity (SSC)
and BL1-A were analyzed in order to detect, at the same sample, incidence of

cytoplasmatic granularity (vacuoles) and emission of the JC-1 complex.

2.7 Statistical analysis

All of the experiments were performed at a minimum of in triplicate.
Results of representative experiments are presented. Descriptive statistics
include the mean * standard deviation (s.d). Overall, p-values < 0.001 were

considered significantly significant.
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3 Results

3.1 Morphologic damage and cytotoxicity in MDCK cel Is exposed to ETX

A concentration of 20 pg/ml measured in ETX and a PTX suspension
was determined by CD 50 (data not shown). Cells exposed to ETX at 37°C
under 5% CO, at 1 h contained a considerable number of vacuoles in
comparison to those not exposed (Fig. 1A and B). Vacuoles formed within 2-5 h
post-exposure and were less visible due to cell damage (Fig, 1C). The current
study confirmed the toxicity of ETX in MDCK cells as a progressive event
initiating 1 to 5 h post-exposure, when compared to control cells (MDCK +

PTX).

The viability assay showed loss of viable cells from 1 to 5 h post ETX
exposure. The differences between MDCK + ETX and MDCK + PTX cell
viability were considered significant at all post-exposure time points (p < 0.001),

as demonstrated in Figure 2.

3.2 Effect of ETX exposure on MDCK Bax/BCL-2 phenot ype

In order to investigate the possible mechanism responsible for the rapid
loss of cell viability, the detection of MDCK cells that express Bax/BCL-2

phenotype induced by ETX was performed by measuring SSC and intensity of
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the BL1-A emission signal. Acoustic flow cytometry analysis was used to
determine the rate of MDCK + ETX that expressed Bax/BCL-2 surface antigens
(Figure 3). Using values = 10° as positive, SSC (side scatter complexity) and
BL1-A (488 nm) signals at the same time, a total of 25.48 % and 45.45 % of
ETX exposed cells expressed the Bax/BCL-2 phenotype at 1 h post-exposure,
respectively. At 2-3 h post ETX exposure, cytometry analysis revealed that cell
cytoplasm granularity is associated to Bax/BCL-2 release at 30.19 % and
34.05%, respectively. In the last time of observation, 4-5 h, MDCK + ETX cells
expressed Bax/BCL-2, 63.92 % and 72.57 %, respectively. Although the release
of pro-and-anti- Bax/BCL-2 apoptotic proteins is considered in some cases to
be a physiological mechanism, among MDCK cells not exposed to ETX or PTX

no event was detected at any interval studied (data not shown).

3.3 Mitochondrial membrane depolarization

The JC-1 probe emission is illustrated in Figure 4. The MDCK + PTX
cells from 1 to 5 h post-exposure were also analyzed and no changes were
observed (data not shown). At 1 h post exposure, 85.29 % of cells were positive
for JC-1 (488 nm; green), demonstrating mitochondrial membrane
depolarization. However, from this time, the mitochondrial depolarization
dropped to 50.41 % to 43.73 % in MDCK+ETX at 2, 3, 4 and 5 h post toxin
exposure. We discovered a positive correlation between SSC values and BL1-A

emission (p < 0.001).
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4 Discussion

In this study, we have shown that ETX causes a significant decrease in
cell viability positively correlated to a significant increase in cytoplasm
granularity and mitochondrial membrane depolarization, as measured by
acoustic focusing flow cytometry analysis. Several previous reports have been

published on the same cytotoxic effect of ETX on MDCK monolayers [1-4].

In summary, all of the evidence indicates that Clostridium perfringens
ETX intoxicates cells by forming pores in susceptible cell membranes and
differs markedly from other pore-forming toxins, especially because of its

remarkable potency and its specificity for cell types [10].

In a recent study, a pre-pore stage was described and well-documented
to occur at 60 min post toxin exposure [11]. Moreover, this pre-pore stage can
be blocked at 4°C [1,11]. However, at 37°C ETX binds to an uncharacterized
receptor and then oligomerizes to form a pre-pore intermediate on the
membrane surface [17]. Another recent study described vacuols formation in
cytoplasm carrying ETX inside of cells [12]. Previous studies in combination
with our results presented here illustrate that the acoustic flow cytometer was
able to confirm cell granularity at 1 h post-exposure, which is considered to be a

pre-pore stage.

At the same pre-pore stage, most MDCK+ETX cells, in this study, were

expressing Bax/BCL-2 proteins at the same rate, which are closely related to
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the balance of apoptosis and anti-apoptosis phenomena related to cell injury
[18]. Studies have demonstrated that a variety of pore-forming toxins induce cell
death through programmed necrosis, a process widely associated with

ischemia/reperfusion injuries and neuronal cytotoxity [9].

Similar to apoptosis, programmed necrosis is the result of a concerted
series of intracellular signaling and biochemical events leading to cell death
[19]. Whereas apoptosis is characterized by activation of executioner caspases
(caspasese-3, 6 and 7) resulting in a minimal decrease in ATP levels,
programmed necrosis is characterized as being insensitive to caspase inhibitors

and depletion of cellular ATP [20].

In accordance with our findings, it has been observed that mitochondrial
membrane potential decreases at the pre-pore stage [21]. It is well known that
ETX induces changes in metabolites, thus indicating cell death process

including disruption of mitochondrial activity [20-24].

All results presented in this study are in accordance to what was
previously reported: Pore-forming toxins lead to diminished ATP levels and cell
death [17]. In a proteomic study, energy metabolism has been implicated as a

main phenomenon for cell survival related to ETX exposure [25].

Upregulation of proteins related to energy metabolism could possibly be
an adaptive host response to keep up with the energy demand during cellular

stress conditions caused by the effects of ETX [23-25].
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Finally, by using acoustic flow cytometry analysis, it was possible to
verify cytoplasm granularity, a mitochondrial membrane potential decrease, and
we were able to accurately determine the Bax/BCL-2 rates, even during a pre-
pore stage of ETX action. It is important to emphasize that this new
methodology is unique and capable of analyzing one cell 20-100 times slower
than conventional systems. This ability maximizes photon collection leading to

higher sensitivity measurements, thus improving resolution.
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A

MDCK + PTX
1-5 h post-exposure

MDCK + ETX
1 h post-exposure

MDCK + ETX
2-5 h post-exposure

Figure 1- Epsilon-toxin-induced vacuolation in MDCK cells. A) MDCK cells
exposed to prototoxin (PTX) at 1 to 5 h of observation; B) MDCK cells were
incubated with 20 pg/ml of epsilon toxin (ETX) at 37°C during 1 to 2 h; C) from 3

to 5 h of observation, magnification 40x.
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Figure 2- Effect of ETX on the viability of MDCK cells. Cell viability was

determined via the MTT assay on exposed ETX and PTX MDCK cells. Data are

shown as the mean * standard deviation for three independent experiments

(p<0.01).
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Figure 4- Acoustic focusing cytometer analysis performed on MDCK cells
exposed to ETX at 1, 2, 3, 4 and 5 h of observation illustrated by density plot
graphic. The x-axis corresponds to JC-1 probe detection (488 nm filter; BL1-A).
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The y-axis corresponds to side scatter (SSC) which is indicative of granularity
and structural complexity inside the cell cytoplasm. The flow rate of 1.000

puL/min with a stop gate of 500.000 total cells was considered for analysis.
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