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INTRODUGAO. Devido a uma enorme presenga de microorganismos patogénicos que vém
adquirindo resisténcia a multiplas drogas causando varios problemas de saude publica. Nos
ultimos anos, uma variedade de antibiéticos de baixo peso molecular tem sido isolada de
diversas espécies animais, apartir da descoberta de novas moléculas, Considerando-se que
desempenham um papel na imunidade inata de animais, estudos revelam técnicas de
sintetizagdo a partir de glandulas granulares presentes na pele de anuros (rds, sapos e
pererecas), este método tem recebido uma crescente atengdo como agentes terapéuticos em
potencial (AUSTIN D. J., et al., 1999).

A pele dos anfibios € um 6rgdo que desempenha papéis importantes para a
manutengéo fisiologica normal destes organismos. A defesa contra micro-organismos
patogénicos é importante porque a pele desses animais € um ambiente favoravel para o
crescimento de bactérias e fungos (TOLEDO e JARED, 1995).0s peptideos antimicrobianos
isolados a partir da secregéo cutanea de anfibios possuem uma grande variedade em estrutura
primaria. Muitas vezes estes peptideos antimicrobianos adotam esta estrutura em ambientes
hidrofébicos que facilita a sua interagao e insergdo dentro membranas anidnicas principalmente

de bactérias Gran-positivas e Gran-negativas (COLON et al.2009).

A espécie-alvo do presente estudo, Hypsiboas raniceps (CARDOSO, A. et AL.,1992) é um
hylideo que pertence ao grupo H. albopunctata, sendo a espécie do grupo com maior
distribuicdo geografica. A biodiversidade local favorece uma gama de interesses no estudo
desses amimais. Estes entdo podem ser utilizados para o tratamento de doencgas
negligenciadas existentes na propria regido.As doengas negligenciadas se tratam de um
grande problema de saude publica, pois afetam milhares de pessoas ao redor do mundo, que
na maioria n&o dispdem de tratamentos eficazes ou adequados.

Esse projeto tem como objetivo principal a purificacdo, caracterizacdo e determinagao
de atividade antiparasitaria de peptideos bioativos isolados a partir da secregao cuténea do
hilideo Hypsiboas raniceps coletado na regido da Area de Protegdo Ambiental do Delta do
Parnaiba. Também realizou-se teste hemolitico para analisar a toxicidade do peptideo contra

essas células.

METODOLOGIA. O estudo de campo foi realizado dentro da regido do Delta do Parnaiba nos
municipios de Parnaiba/PI e llha Grande/PI nas areas alagadicas e campos Umidos da regido.
O programa utilizado no mapeamento foi o GPS track maker, que possui uma interface com o
GPS para o georreferenciamento. Para a purificagdo dos peptideos inicialmente foi realizada a

extragdo dos peptideos por meio de estimulagdo elétrica da regido glandular do animal. O



extrato total foi filtrado e liofilizado. O material foi purificado em sistema HPLC.

O grau de pureza e a massa molecular exata foram determinados por meio de
espectrometria de massa MALDI-TOF/TOF. Os peptideos sintetizados quimicamente
identificados e caracterizados a partir da secrecédo cutanea dos anfibios foram purificados em
varias etapas utilizando-se cromatografia liquida de alta eficiéncia. O ensaio hemolitico foi
realizado com hemacias de um doador O -~ e a analisado no leitor de microcubetas em uma

microplaca de diluigéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO. Além da revisdo bibliografica, onde pode-se obter um
georeferenciamento das espécies de anfibios com potenciais para a prospecgdo de moléculas
bioativas, foram realizadas coletas de material biolégico, extragcdo do veneno e armazenamento
liofilizado da secrecdo. Os dados sugerem que a secregao cutanea de H. raniceps é rica em
peptideos bioativos. A partir da purificagdo por meio de sistema de HPLC foram obtidas 24
corridas apresentando fragées com graus de pureza distinto, apds a determinagéo do grau de
pureza e a massa molecular exata por meio de espectrometria de massa MALDI-TOF/TOF,
chegou-se a conclusédo que a fragao correlativa ao pico 4, indicado pela seta, apresentava-se

com grau de pureza em torno de 99,5% (figura 1).
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Figura 1. Purificagdo em sistema HPLC fase-reversa coluna C18 semi-preparativa dos

peptideos bioativos a partir do extrato total da secregéo cuténea de Hypsiboas raniceps.

O peptideo obtido a partir desta fracdo possui massa molecular experimental
equivalente a 1216.55 daltons e cuja sequéncia de aminoacidos determinada foi
NNQWAIGHFM-NH2 e a este foi um registro cujo codinome se da a PSLEM 11006. Ao se fazer
o alinhamento desta sequéncia em um programa especifico (BLAST), pode se observa que
este possuia homologia a outro peptideo ja devidamente identificado, a bombesina. O peptideo
nao apresentou atividade hemolitica

A analise realizada nos leva a entender que essa homologia é de grande relevancia
para nosso estudo, sendo que a bombesina é um peptidio ja amplamente caracterizado. Este
também se trata de um peptidio que, originalmente foi purificada a partir da pele de anfibios
(ANASTASI et al., 1971).

Sua estrutura possui a formula molecular C71H110N2:015S, € um peptideo pequeno com
14 resideos aminoacidos, apresentando a seguinte seqiéncia: Pyr-GIn-Arg-Leu-Gly-Asn-Gin-
Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH;, onde sete destes sdo os mesmos encontrados no peptideo

isolado da H. raniceps:

NNQWAIGHFM-NH, — Raniceptina nova
Pyr-QRLGNQWAVGHLM-NH, - Bombesina

CONCLUSAO. O desenvolvimento deste trabalho é de fundamental importancia, pois
possibilita a prospecgdo de moléculas naturais farmacologicamente ativas isoladas da
biodiversidade brasileira. A utilizacdo destas substancias contra patologias negligenciadas,
principalmente de contexto regional, possibilitara futuros avangos e aplicacbes na medicina
humana. . As analises com células do agente etioldgicas causador da leishmaniose e atividade
em musculatura lisa serdo realizados posteriormente, mas ja sabemos que houve atividade
hemolitica reduzida, ou seja, baixa citotoxidade, condigdo importante para uso farmaco em
diversas formulacdes. APOIO. CNPq (pela bolsa concedida através do programa PIBIC), Rede

Nanobiomed Capes/Brasil.
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