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Leptodactylus vastus, conhecida como ra pimenta nordestina, € um anfibio
de habitos semiaquaticos endémico da regido nordeste do Brasil. O anuro habita
formacdes como Cerrado e Caatinga. Na literatura, relata-se a existéncia de
moléculas com potenciais biotecnoldgicos encontradas nessa espécie, como as
proteinas de seu ninho de espuma. Entretanto, ndao ha estudos sobre as
hemoglobinas dessa ra. O objetivo deste estudo é avaliar aspectos estruturais e
funcionais relacionados a adaptacdes respiratérias da hemoglobina de L. vastus.
Para o estudo, capturou-se animais na Area de Relevante Interesse Ecoldgico da
Matinha do Pici com a devida autorizacao do SISBIO. O sangue coletado dos
espécimes foi centrifugado a fim de obter eritrécitos, os quais foram lisados e
centrifugados com o intuito de aplicar o extrato bruto a uma cromatografia de
troca i6bnica em CM-Sepharose. Para avaliar o conteldo proteico das amostras
obtidas, utilizou-se SDS-PAGE (15%) em condicdes redutoras e nao redutoras, além
de espectrofotometria em dois comprimentos de onda, 280 nm e 540 nm. A Curva
de Dissociacao do Oxigénio (CDO) da hemoglobina foi obtida pelo método de
Gilles-Gonzalez et al. (2008). Dicroismo circular foi o método utilizado para a
determinacao da estrutura secundéaria da hemoglobina e sua termoestabilidade.
Para a tentativa de cristalizacdo da proteina, fez-se screens em placas de 24 pocos
pelo método da matriz esparsa e a técnica da gota suspensa. A partir dos
experimentos realizados, trés isoformas de hemoglobina foram purificadas pela
cromatografia de troca i6nica, apresentando alta afinidade por 02 (Kd = 4,5 uM) e
baixa cooperatividade (nH = 1,24) intrinsecas. A proteina apresentou alta
termoestabilidade (Tm = 75 °C) e predominancia de hélices a. Nao foi possivel
determinar a melhor condicao para cristalizacao da hemoglobina de L. vastus. Mais
experimentos esclareceriam a relacao estereoquimica com as funcdes da
hemoglobina de anfibios.
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