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Introducado. O armamento terapéutico atualmente utilizado para tratar infecgbes microbianas esta
restrito a antibiéticos desenvolvidos especificamente como modelos bactericidas ou bacteriostaticos
para bactérias isoladas, nao levando em consideragdo a biologia de seu alojamento em grupo, onde
se apresentam com maior resisténcia devido a inativagdo da droga por polimeros ou enzimas
extracelulares ou a dificuldade de penetracdo e atuacdo em todo biofilme, dentre outros fatores
(SRITHARAN & SRITHARAN, 2004).0 género Pseudopaludicola compreende pequenas ras que nao
ultrapassam os 20 mm de comprimento total. Estas espécies muito se assemelham, sendo que
algumas vivem simpatricamente. A distribuicdo do género se estende por grande parte da América do
Sul, desde o sudeste do Brasil até o leste da Bolivia, passando pelo Paraguai e Argentina ocorrendo
principalmente em dareas abertas e alagadas com presenca de gramineas, no periodo reprodutivo
essas areas apresentam centenas, ou até milhares de individuos. Dourado et al. (2007) e Leite Jr. et
al. (2009, no prelo) identificaram duas classes de peptideos antimicrobianos isoladas de anfibios da
familia leptodactylidae, syphaxinas e ocellatinas, respectivamente, que apresentaram atividade
antimicrobiana contra bactérias gram-negativas e gram-positivas. Apesar do género
Pseudopalodicola nunca ter tido seu veneno estudado para fins farmacoldgicos e estar inserido em
outra familia (leuperidae), acredita-se que estes grupos estejam relacionados, podendo haver
similaridade estrutural entre as moléculas da secrecao cutédnea. Objetivos. Esse projeto tem como
objetivo principal o isolamento, a caracterizagdo e a prospecgdo da atividade antimicrobiana de
peptideos bioativos da secrecado cutanea de Pseudopalodicula sp. Material e Métodos. O estudo de
campo serd realizado dentro da regido do Delta do Parnaiba nos municipios de Parnaiba/Pl, llha
Grande/Pl e Araioses/MA nas areas alagadicas e campos Umidos da regidao. O sistema DGPS
utilizado para o mapeamento dos espécimes serd um receptor GPS, que utiliza o codigo C/A para os
célculos de posicionamento. Este equipamento recebe correcéo diferencial via satélite para o DGPS,
sendo este servigco disponibilizado pelo Instituto de Pesquisas Espaciais (INPE, DF). Durante o
mapeamento, a pé, de carro e/ou barco de pescadores locais e a este equipamento sera montado o
DGPS e um notebook. O programa utilizado no mapeamento sera o GPS track maker, que possui
uma interface com o GPS para o georreferenciamento. A extracdo dos peptideos sera realizada por
meio de estimulagéo elétrica da regido glandular do animal. O extrato total sera filtrado e liofilizado. O
material serd purificado em sistema HPLC de fase reversa utilizando colunas semi-preparativa e
analitica. O grau de pureza e a massa molecular exata serdo determinados por meio de
espectrometria de massa MALDI-TOF/TOF. Foi-se extraido o veneno dos machos. O veneno foi
colocado em tubos de ensaio sendo mantidos em refrigeracdo. O veneno foi colocado para secar na

centrifuga por 13 horas e posteriormente foi analisado em um HPLC (Cromatégrafo liquido de alto



desempenho). Resultados e discussao. Na Figura 1 possui um amplexo para liberagdo dos ovos
desta espécie. O Pseudopaludicola possui habito noturno e diurno, seu tamanho é em torno de 2 cm
(distancia rostro croacal) e se camufla muito entre a vegetacdo. Tornando seu processo de coleta
demorado.

O rendimento da producéo de veneno também é pequeno, logo, foram necessarios muitos
exemplares para que conseguissemos algo em torno de 5 mg de material para comegar-mos a parte

bioquimica do projeto.

Figura 1. Fotografia do amplexo de Pseudopaludicola sp. Amplexo axial.

Na Figura 1 possui um amplexo para liberagdo dos ovos desta espécie. O Pseudopaludicula
possui habito noturno e diurno, seu tamanho é em torno de 2 cm (distancia rostro croacal) e se
camufla muito entre a vegetagédo. Tornando seu processo de coleta demorado.

O rendimento da producéo de veneno também é pequeno, logo, foram necessarios muitos
exemplares para que conseguissemos algo em torno de 5 mg de material para comegar-mos a parte
bioquimica do projeto.

Apds o armazenamento do material 2 mg do extrato total foram injetados em sistema de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) como demonstrado na figura abaixo. O extrato total
desta espécie é pobre comparado com outras espécies de anfibios. Aparentemente existe apenas
algumas fragdes, com destaque para a fragdo 5, que sera liofilizada e analisada em espectrometria
de massa para determinacdo de massa molecular e seqlenciamento. Como préximo passo sera
realizado a determinacao de atividade bacteriana da fragdo 5, assim como a determinacdo de sua
estrutura quimica.

Os resultados demonstram que os ions com massa molecular que correspondem aos
peptideos caracterizados pelo sequenciamento de cDNA comegam a ser detectados na pele 24 horas
depois que o estimulo elétrico foi aplicado (Figura 4) e alcangam niveis de detecgdo e distribuicao
mais altos 36 horas apds o estimulo, momento no qual os niveis de expressdao dos genes que

codificam os peptideos antimicrobianos comegam a baixar.
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Figura 2. Imagens moleculares dos tecidos cutaneos de Pseudopaludicola realizadas por meio de
espectrometria de massa. O tecido foi isolado de um animal que nao sofreu estimulacédo elétrica cujo
tecido foi obtido no primeiro dia de experimento — Controle C1 - (animal nao submetido ao cativeiro).
O grafico acima representa o espectro de massas global resultante da analise. Apenas os
ions com massa molecular igual aquela dos peptideos caracterizados por sequenciamento de cDNA
estao representados nas imagens. As linhas pontilhadas representam a area do tecido a qual foi feita
a varredura. As barras horizontais localizadas no canto inferior esquerdo de cada imagem
representam uma escala de 5 mm. Conclusdo. A deplecdo do conteldo peptidico estocado nas
glandulas granular presentes na pele de Pseudopaludicola, promovida pelo estimulo elétrico, induz a
um aumento dos niveis de transcricdo de genes que codificam peptideos antimicrobianos. Como
proximos passos, que serdo realizados até o seminario de IC na UFPI, fardo os testes biol6gicos de

atividade antibacteriana dos peptideos identificados acima nas analises de espectrometria de massa.
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