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Resumo:

A tuberculose é uma doenca infecto contagiosa crénica, ligada a
fatores socioeconémicos e a baixa resisténcia imunoldgica do individuo,
principalmente no caso de HIV/AIDS. O etambutol (ETB) integra o esquema
terapéutico de primeira escolha da terapia anti-tuberculose, atuando de
maneira sinérgica com os demais farmacos sobre a morte do bacilo. Em
uma célula, as principais funcdes vitais sdo desempenhadas por proteinas,
as quais possuem sua expressao sujeita as condi¢cdes ambientais, e desta
forma a protebmica € uma importante abordagem para evidenciar as
alteracdes na regulacdo da expressdo génica diante da exposicdo a um
farmaco. O objetivo deste estudo foi analisar o perfil proteico do M.
tuberculosis apods 12, 24 e 48 horas de exposicdo ao ETB, por meio da
geracdo de géis de eletroforese bidimensional (2D). Todos os géis
apresentaram spots proteicos com diferenca estatistica significativa, com
maior numero de spots presentes e ausentes no tempo de 48 horas,
indicando que as condi¢cdes de crescimento, exposicdo e extragcao foram
adequadas para a geracao dos géis de eletroforese que evidenciassem
alteracOes na expressao proteica, que posteriormente serdo identificados por
espectrometria de massas MALDI TOFF.

Introducao

A tuberculose (TB) é uma doenca infecto-contagiosa conhecida ha
séculos e seu desenvolvimento e evolucdo sédo dependentes de fatores
relacionados aos aglomerados humanos, a desnutricdo e a baixa resisténcia
imunoldgica, estando este ultimo fator intimamente relacionado com casos
de infeccao provocada pelo HIV(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013).
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O ETB é um farmaco com acado bactericida de primeira linha usado no
tratamento da TB, que exerce um efeito sinérgico quando combinado a
outros farmacos do esquema terapéutico, uma vez que aumenta a
permeabilidade da parede celular micobacteriana. O ETB atua inibindo
especificamente a sintese de arabinogalactano (RATTAN, 1998), com isso,
sugere-se que seu alvo seja uma arabinosil transferase.

Acredita-se que a maioria dos fenbmenos biolégicos encontrados em um
organismo possa ser explicada pelo seu transcriptoma e consequentemente
pelo seu perfil protebmico, uma vez que, é pela regulagdo da atividade
génica que cada organismo pode suprir ou super-expressar a gquantidade
necesséaria de um determinado produto em um momento especifico em
resposta aos diferentes sinais ambientais aos quais € submetido.(KATO-
MAEDA; GAO; SMALL, 2001)

O objetivo deste estudo foi analisar o perfil proteico do M. tuberculosis ap6s
diferentes tempos de exposicao ao ETB.

Materiais e métodos

A cepa M. tuberculosis H37Rv foi cultivada em 80 mL de meio
Middlebrook 7H9 (Difco, Detroit, MI, USA) acrescido de 0,05% de tween 80 e
suplementado com 10% de Oleic acid, Bovine Albumin, Dextrose and
Catalase Enrichment (OADC) (BBL/Becton-Dickinson, Sparks, MD, USA), a
35°C por 15 dias. Ap6s este periodo, a suspensado bacteriana foi exposta ao
ETB, na concentracao final de ¥2 da concentracao inibitéria minima (CIM) (1
pHg/mL), pelos tempos de 12, 24 e 48 horas, a 35 C°, sob agitacdo de 120
rom/min. O controle do crescimento bacteriano foi realizado em cultura
isenta de ETB, sob as mesmas condicbes de crescimento (denominado
tempo 0).

Ao fim do periodo de exposicdo ao farmaco, a suspensdo bacteriana foi
lavada com solucdo salina 0,85% e agua destilada por meio de
centrifugacéo a 4500 rpm por 5 minutos.

As proteinas foram extraidas com a adicdo de 1000 ul de tampéo de lise
(uréia 7 M, tiouréia 2 M, CHAPS 4%, DTT 50 mM) com auxilio de sonicacéo,
e quantificadas pelo método de Bradford. Aproximadamente 450 ug de
proteinas foram purificadas pelo 2D Clean-up kit (GE Helthcare Life
Sciences, USA).

A primeira dimensdo do gel, ocorreu com a focalizagcdo isoelétrica da
solucdo de proteinas em tiras de gradiente de pH (3-10), utilizando o
equipamento EttanlPGphor 3 (GE Healthcare, USA). A segunda dimenséao
da eletroforese bidimensional foi realizada em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) a 12,5 % em sistema de 600 Ruby (GE Healthcare, USA). Foram
utilizados 12uL do padrao de proteinas Prestained Collor Plus ProteinLadder
(Biolabs) em cada gel. A eletroforese foi realizada em tampao de
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eletroforese (Tris base 25 mM, glicina 192 mM e SDS 0,1 %) a 10° C, com
voltagem inicial de 100 V e 20 mA por 20 minutos seguido de voltagem de
300V e 100 mA, para dois géis, por aproximadamente 4 horas e 45 minutos.
ApoOs a eletroforese, os géis foram corados pela coloracdo Coomassie Blue
G-250, e escaneados por meio do sistema Image Scanner Il (Amersham
Biosciences, USA) e analisados pelo software Image Master (Amersham
Biosciences, USA).

Resultados e Discussao

Apbs a exposicdo ao ETB, os géis apresentaram 12, 4 e 6 spots de
proteinas expressos sub ou supra regulados em comparacdo ao controle,
nos tempos de 12, 24 e 48 horas, respectivamente. Destes spots, todos os
géis apresentaram 3 spots com diferenca estatistica (p<0,05). Quanto a
presenca ou auséncia de spots de proteinas o gel obtido apds a exposicao
de 48 horas, foi 0 que apresentou o maior numero de spots (n=36).

Wang e Marcotte (2008), utilizaram a eletroforese em gel bidimensional
acoplada com espectrometria de massa (2D-MS) em estudo realizado com
M. smegmatis ap0s exposicdo a isoniazida, ETB e um analogo da
pirazinamida.,e observaram que o perfil proteico apds a exposi¢cdo a esses
farmacos demonstrou alteracdes na expressdo de enzimas importantes em
algumas vias metabdlicas. Durante a exposicdo a isoniazida, ETB e N-
Geranil -N’-(2-adamantyl)etano-1,2-diamino (SQ109), Jia et al.(2005),
econtraram 13 spots com significancia estatistica, em M. tuberculosis,
gquando exposto somente ao ETB. Entretanto, sua analise foi voltada
exclusivamente ao tempo de 24 horas utilizando a concentragcédo de uma vez
a CIM do ETB.

Desta forma para uma confirmacdo do tempo ideal de exposicdo pode ser
realizado com a identificacdo das proteinas alteradas em 12, 24 e 48 horas
pela espectrometria de massa (MALDI-TOFF), o que devera contribuir para
decisdo do melhor tempo de exposi¢cdo a concentracao sub-inibitoria de ETB
em M. tuberculosis, visto que para se estudar a acdo de um determinado
farmaco, em um micro-organismo através do perfil proteico, é preciso evitar
situacdes de estresse, como a inducéo de resisténcia, além de garantir que
0 mesmo esteja exposto apenas a substancia escolhida para estudo

Conclusodes

Todos o0s g@eéis apresentaram spots proteicos com diferenca
estatistica, com maior niumero de spots presentes e ausentes no tempo de
48 horas, indicando que as condi¢cdes de crescimento, exposicao e extracao
foram adequadas para a obtencdo dos géis de eletroforese bidimensional de
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maneira que se evidenciassem as alteracdes na expressao proteica, para
orientar a identificacdo para analises posteriores e compreensdo do
mecanismo de acdo do farmaco.
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