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INTRODUÇÃO

Serpina é o nome dado a superfamília de proteínas com uma grande diversidade de funções

biológicas,  e  que  tem  como  principal  característica  a  inibição  de  serino  proteases  (Hunt  and

Dayhoff 1980; Bock et al., 1982), de onde sai o nome desta família de proteínas, “serine protease

inhibitor”. Os primeiros relatos sobre serpinas ocorreram a partir da observação de similaridades na

sequência  de  aminoácidos  de  três  proteínas  humanas:  antitrombina,  inibidor  de  protease-α1  e

ovalbunina.  Posteriormente,  a partir  da resolução da estrutura terciária de outras serpinas, ficou

demonstrado  que  uma  região  de  grande  similaridade  na  seqüência  de  aminoácidos  refletia  um

domínio  altamente  conservado  na  estrutura  terciária  destas  proteínas.  Embora  este  domínio  de

aproximadamente 350 resíduos de aminoácidos esteja presente em todas as serpinas, há uma grande

variação no tamanho destas proteínas, resultante de extensões polipeptídicas nas regiões N- e/ou C-

terminal, além de N- e/ou O-glicosilações. Assim, muitas serpinas tem entre 40-60 kDa. O inibidor

C1, que possui uma extensão de 100 resíduos de aminoácidos na região N-terminal, com seis N- e

doze O-glicosilações, tem aproximadamente 105 kDa e é a maior serpina conhecida. Apesar de ter

sido demonstrado que muitas  destas  proteínas  não possuíam atividade  inibitória  frente  à  serino

proteases, por exemplo o angiotensinogênio e a ovalbumina,  e além de algumas serpinas serem

capazes de inibir cisteíno proteases, estabeleceu-se que o nome da superfamília seria mantido.

As serpinas pertencem a família I4 (Rawling et al., 2004) de inibidores protéicos de protease

e até pouco tempo eram encontradas apenas em eucariontes multicelulares (Irving  et al.,  2000).

Nesta linha, recentemente descrevemos e caracterizamos a primeira serpina do Sphenophorus levis,

popularmente  conhecido  como  bicudo  da  cana,  e  que  ataca  os  canaviais  brasileiros  causando

grandes  prejuízos  a  essa  lavoura  (Fonseca  et  al.,  2011).  Acreditamos  que  essa  serpina  esteja

relacionada ao mecanismo de defesa do  Sphenophorus levis, a partir da regulação de uma serino

peptidase que ativa a enzima fenoloxidase,  responsável pelo início do processo de melanização.

Verificamos que a serpina do  Sphenophorus levis tem especificidade restrita  à enzimas do tipo

tripsina-like.



A principal característica estrutural das serpinas é a presença de uma alça constituída de

aproximadamente  20  aminoácidos,  conhecida  como  alça  do  centro  reativo  (RCL),  localizada

próxima  da  região  C-terminal  (Figura  1A).  Essas  proteínas  agem  via  mecanismo  de  inibição

irreversível,  onde  a  RCL inicialmente  assume  o  papel  de  um  substrato  canônico,  sofrendo  a

clivagem  proteolítica  e  formando  o  primeiro  intermediário  acil-enzima,  característico  do

mecanismo de ação das proteases. Mostrou-se que é necessária uma grande tensão estrutural para

que  a  RCL mantenha-se  exposta  sobre  a  estrutura  da  serpina.  Assim,  após  sua  clivagem  e

consequente formação do primeiro intermediário acil-enzima,  a energia acumulada nessa tensão

estrutural é usada para provocar uma grande mudança conformacional na serpina, o que leva a RCL

a ser inserida, como uma fita-β, no interior de sua estrutura (figura 1B). Desta forma, a protease que

está complexada à serpina, via clivagem da RCL, também sofre uma modificação estrutural que leva

Figura 1. Estrutura da α1-antitripsina humana. A) destaque para as 9 α-hélices (hA-I), 3 fita- β (sA-C) e a
alça do centro reativo. B) após a clivagem, a RCL é inserida no interior da serpina, como uma das fitas-β
(s4A). (Adaptado de Whisstock et al., 2000).



a desarticulação de seu sítio de catálise, o que impede a continuidade do mecanismo de proteólise

(Figura 2). 

Curiosamente,  algumas  serpinas  são  encontradas  em organismos  termofílicos,  o  que  se

esperava incompatível  com o mecanismo de ação desses inibidores,  devido à  drástica mudança

conformacional em sua estrutura terciária.  A termopina,  uma serpina específica de enzimas tipo

quimiotripsina-like, é capaz de estabilizar a formação do complexo enzima-serpina a temperaturas

de 60oC (Irving et al., 2003), temperatura na qual o inibidor a alfa-1-antitripsina perde sua atividade

em poucos minutos.

Uma  das  vantagens  de  trabalhar  com  serpinas,  em  relação  aos  inibidores  à  base  de

moléculas orgânicas, é a possibilidade de sua obtenção via tecnologia do DNA recombinante, o que

permite também a obtenção de diferentes mutantes com modificações na sequência de aminoácidos

da  RCL. Nesse sentindo, Chen  et al. (2000) mostraram que mutações sítio dirigidas na  RCL da

calistatina,  uma serpina de humanos conhecida como o inibidor endógeno da calicreína tecidual

(Luo et al., 2006), modificam a especificidade da serpina em relação a protease. 

Com o desenvolvimento das técnicas de sequenciamento de DNA, e com o melhoramento

dos métodos de bioinformática, mudou-se totalmente a percepção sobre a presença de serpinas em

Figura 2. Clivagem da RCL e as modificações conformacionais sofridas pela estrutura da serpina e da
enzima, que levam a inativação enzimática. (Adaptado de Gettins 2002). 



organismos unicelulares (Roberts et al., 2004). A análise dos genomas de organismos procarióticos

disponíveis na base de dados MEROPS indica que as serpinas são a terceira família mais abundante

de  inibidores  de  protease  nesses  organismos.  Elas  são  encontradas  em  97  dos  920  genomas

bacterianos sequenciados até o momento, e as doze primeiras sequências foram descritas pelo grupo

de  James  Whisstock  e  colaboradores  (Irving  et  al.,  2002),  mostrando  que  serpinas  bacterianas

podem apresentar  importância  funcional  nesses organismos.  Além disso,  com a diminuição dos

custos e do tempo para realização do sequenciamento de genomas, a tendência é que mais serpinas

sejam  identificadas  em  bactérias.  Desta  forma,  também  aumentará  demanda  por  informações

bioquímicas que auxiliem no entendimento e caracterização das vias de ação destas proteínas. 

Uma análise  preliminar  das  estruturas  primárias  das  serpinas  bacterianas  depositadas  no

banco  de  dados  MEROPS revelou  uma  grande variação  de  aminoácidos  na  região  do  sítio  de

clivagem na RCL, o que aponta para um amplo espectro de possíveis proteases alvos (Figura 3). A

alça  do centro  reativo pode ser  caracterizada  em duas regiões,  uma sequência  bem conservada

(GTEAAAAT) que auxilia na inserção da fita-β s4A para o interior da serpina, e uma segunda

sequência que apresenta grande variação de aminoácidos, o que ajuda a garantir a especificidade

dessas proteínas para diferentes proteases. O possível sítio de clivagem para essas serpinas também

é mostrado na figura 3, e observamos que as ligações peptídicas a serem clivadas apresentam uma

boa diversidade de aminoácidos, principalmente na posição P1. Assim, temos os seguintes pares P1-

P1'  nas  sequências  apresentadas  na  figura  3:  Ala-Thr  para  a  serpina  do  Bacillus  subtilis

(MER223870),  Leu-Thr  para  Dehalococcoides  ethenogenes (MER048439),  Pro-Val  para

Myxococcus xanthus (MER068102), Arg-Thr para Gloeobacter violaceus (MER036597) e Glu-Ala

para  Natranaerobius thermophilus (MER088272).  É interessante  observar  que não encontramos

nenhuma serpina de bactéria com os aminoácidos Phe ou Tyr na posição P1. Isso é surpreendente

visto  que  são  os  dois  aminoácidos  preferidos  por  proteases  do  tipo  quimiotripsina-like nesta

posição.



1                                                                                                                     100
Calistatin                              MHLI DYLLLLLVGL LALSHGQLHV EHDGESCSNS SHQQILETGE GSPSLKIAPA NADFAFRFYY LIASETPGKN
 MER223870  MRTSIVLATV LMSALAGCSS NDGGGTGGGG PDQGEGGSGQ GGGGGAVECF EKKAGCVLPS DAARIESPVV SEEDRVLLAR NNASFALDLG RAIP-SENGN
 MER048439                                MK TKLALSLLAV VSLFTFTACA GGVSAEELKS DKDRILSPNV SQQNLNTQVQ ANNDLAFKLY RYLKGTEEGN
 MER068102        MVVP RIQVVACCTA --ALLFAGCE STLCGSEPPT ADASCLPPEL EQAPGEYVAS SAPRDGAPTI DEE-LAAFVS GNTSLGVALY QRAI-QEKQN
 MER036597                                      MKNDAPG RPFRRSTLLR WGLALALFG  S   GVLRA  GAQEK SAVKMLSDAQ TRFGLQLFAA LHNK-AADQN
 MER088272                                                                                                               
            101                                                                                                       200
Calistatin  IFFSPLSISA AYAMLSLGAC SHSRSQILEG LGFNLTELSE SDVHRGFQHL LHTLNLPGHG L--------E TRVGSALFLS HN-LKFLAKF LNDTMAVYEA
 MER223870  LVYSPYSIST ALAMTYAGAR TTTEQAMAAT MRFE---LPQ ERLHPAFNYV DLELRKRAEG SSNVEGGGFR LHTANAIWSQ ID-LGLEQPF LKVLGENYGA
 MER048439  FFYSPFSISI ALAMTYAGAD TATKTEMQNT LNYL---LPD ADLHAFFNFI DQELNKREAQ AKEADEGTFE LKLVNAIWGQ KD-YTFLSDF LDTLAQNYGA
 MER068102  LFFSPYSVTQ ALSTVYAGAR GNTEAQMAQA LRFS---LSQ SRHHPTANAL ERALAK-PAS PPPASGTPPT FHSLNSAWGQ QG-MTFHDGF LDTLARHYGA
 MER036597  VVISPLSIAL ALTMAYNGAG GSTRTAMAQT LALD--GLDE DAINQGSADL ATALQKTPKT S--------R VLIANSLWSQ KG-ITLQPAF IRTAEQYFQA
 MER088272   MISPISVNY ALYMTYSGAD GETKEEMETA LKLN--GLDS EELNEQMHHL ANYLEYGGV- ---------D LQIANSIWGR KNRVEFLDTF QDDMKDYYNA

            201                                                                                                       300
Calistatin  KLFHTNFYDT VGTIQ-LIND HVKKETRGKI VDLVSE--LK KDVLMVLVNY IYFKALWEKP FISSRTTPKD FYVDENTTVR VPMMLQDQEH HWYLHDRYLP
 MER223870  RVRLADFSV- PDEAESLINA WVKDQTEGMI PQLLNKN-VT PETLLVLTNA IYFDAAWHTP FSESATKPGA FQRGDGTSVT AQMMHGTQPE TRYGAGDGW-
 MER048439  GLRVLDFAAN SEEARKVIND WVSDATKDKI KDLIPADGID ATTRLVLTNA IYFNAAWAAP FDEENTQSGL FYLQNGTSVN VQMLRQIENH GYY-SGDDF-
 MER068102  GMRLMDFEND AAGARAEINR WVEVNTRDRI QDLVNEESLP NATRLMLINA VYFKGAWSWP FREQGTRNAA FRALDGTSHQ VPTMSG--GR GQYMEGDGF-
 MER036597  QVEALNFAEP RSAER--INR WVAEKTENKI DQIVSPGALR DA-LVVLMNA VYFKADWQEA FEKSATRERP FKLGSGWQKN HPLMAK-QGR FDYYETDEF-
 MER088272  RMEELDFNDP EASDT--INN WVAENTEDKI EEMVPDN-IP NGVLVYLINA IYFNGNWDIP FPEENTREDT FITEKGEERT VDMMSISEEE FSYLENNLF-

            301                                                                                                       400
Calistatin  CSVLRMDYKG DA-TVFFILP NQGKMREIEE VLTPEMLMRW NNLLRKRNFY KKLELHLPKF SISGSYVLDQ ILPRLGFTDL FSKWADLSGI TKQQKLEASK
 MER223870  -EAVEIPYAG TPVSMFLVLP AEGNADALAE SLDGAAL--- ETIIASTQSR SV-DITMPKF SLDTSASLKK ALVDLGMGAA FGPSADFSGL IPGGGVQIQD
 MER048439  -QAVELAYAG NGLSMVIILP DEGKFAQVED ALSGQML--- AEILSSIKSN QI-NLSLPKF SFESKFTLKD ALSSLGMPTA FGSQADFSKM DGGYNLMIGD
 MER068102  -EAVTLDYAG GTFRMVLVVP EWERFEEVES RLSPAFF--- KDVRARLENH QI-DIQLPRF QIESELPLIP ALQALGMEDA FTEGADFSAI SPT-KLRIAT
 MER036597  -QAVRLPYKD DFLGMYVFLP KADPAAFYRQ LTAENWQ--- QWLGPRTFAR RPGELVLPRF QVRYEAQLKQ TLSALGMGIA FTGRADFTRM VREPAL-ISE
 MER088272  -QAVALPYED ESYQMTLYLP QEEN--SLED FYNEMNSQNW KK-WQKEFMD LEGEVKLPKF KMEYEIELND VLKDMGMETP FEDADLSKMF HQSQGIYISE

            401                                                                    468
Calistatin  SFHKATLDVD EAGTEAAAAT SFAIKFFSAQ --TNRHILRF NRPFLVVIFS TSTQSVLFLG KVVDPTKP
 MER223870  VIHKAVIDVD EAGTEAAAAT AVLIAATGAG FFPEPAEIVL DRPFFFFISD LPTGALLFAG RVNDPTAH
 MER048439  VFHKSFISVS EDGTEAAAAT AVSMNLTSAP --TELVTLSI DRAFIFCIVD MATGTTLFTG RVIDPTA 
 MER068102  VNHKAFVAVN ELGTEAAAAT AVGMVPVSLP -----KPIHV NRPFIFVIEH VATQNVLFLG RFVKP   
 MER036597  VIHKTFVDVN EEGTEAAAAT GVIVARTSAV A-TPPFRMVV DRPFFFAIQD NRTGTLLFAG AIADPMG 
 MER088272  VLHKSFIEVD EKGTEAAAAT SVAVEEAASM ---HEFQIEF NRPFFYAIEN TEVDTILFMG VVHDPTLDReactive Center Loop
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Figura 3. Estrutura primária das serpinas de  Bacillus subtilis (MER223870),  Dehalococcoides ethenogenes (MER048439),  Myxococcus xanthus
(MER068102),  Gloeobacter  violaceus (MER036597)  e  Natranaerobius  thermophilus (MER088272),  em  comparação  com  a  calistatina.  Em
destaque estão as sequências de aminoácidos das 9 α-hélices (hA-I), 3 fitas-β (sA-C), em amarelo destaca-se a sequência da alça do centro reativo,
destacados  em caixas  vermelhas estão as  sequência  de interação  com heparina,  para  a  calistatina.  (*)  mostra o possível  sítio de clivagem. A
sequência sublinhada próxima ao N-terminal refere-se ao provável peptídeo sinal da proteína.

*



OBJETIVOS

Neste projeto o objetivo é a produção recombinante da serpina do Bacillus subtilis

MATERIAIS E MÉTODOS

Clonagem da serpina do   Bacillus subtilis  .  

A  clonagem  da  serpina  foi  feita  inicialmente  a  partir  do  DNA  do  Bacillus  subtilis

caracterizado e isolado de material de compostagem oriundo do jardim zoológico de São Paulo.

O gene da serpina do Bacillus subtilis foi adquirido dentro do plamídeo pBS (p-Blue Script),

que foi transformado em bactérias competentes E. coli DH5α (linhagem rosetta), produzidas com

cloreto de cálcio utilizando o protocolo das páginas 58 e 59 do livro “Condensed Protocols”. As

bactérias foram colocadas em uma placa de LB - Ágar com meio seletivo contendo o antibiótico

ampicilina,  porque  o  plasmídeo  pBS  induz  na  bactéria  resistência  a  este  antibiótico.  Após  a

formação de colônias de bactéria no meio seletivo, uma colônia  foi cultivada em uma nova placa,

para ser estocada à uma temperatura de  4ºC.

Estocagem do plasmídeo pBS contendo o gene da serpina

As bactérias transformadas,  também foram estocadas em glicerol,  para ter uma vida útil

maior. Inicialmente em um tubo falcon de 15mL contendo 3 mL de LB líquido (Luria Bertani) e

3µL de  ampicilina, foi  colocado  uma  colônia  de  bactéria  da  placa  de  estoque  com  células

transformadas, para serem mantidas à 37 ºC sob agitação de 240 rpm. Após 16 horas, a solução foi

colocada em tubos de micro-centrífuga de 1,5 ml, preenchendo 70 % do seu volume e completando

com glicerol. Todas as amostras foram misturadas no Vortex e guardadas à uma temperatura de

-20ºC. 

Após a transformação, foi realizada a extração do plasmídeo pBS através do rompimento da

membrana da bactéria  pelo protocolo QIAprep® Spin Miniprep Kit (50) da empresa QIAGEN.



Clonagem do gene da serpina no plamídeo pET 28a(+)

O plasmídeo pBS contendo o gene da serpina, e o plamídeo pET 28a(+), foram clivados

pelas  enzima  NDE  I  e  Hind  III,  seguindo  o  protocolo  de  clivagem  FastDigest® da  empresa

Fermentas, no sítios de restrição que estão sublinhados a seguir: sense 5’  CAT ATG GCT CGA

TCA CCT 3’ e anti-sense 5’ AAG CTT TCA TTG TGC AGT 3’. No plasmídeo pBS a clivagem foi

feita para separar o gene da serpina do restante do plasmídeo, enquanto no pET 28a(+) ela foi feita

para tirar uma parte de menos de 100 pares de bases do plasmídeo, onde será ligado o gene da

serpina.

Após o protocolo de clivagem,  foi realizada  uma eletroforese  com gel  de agarose,  para

separar o material  clivado por tamanho. Esse gel foi cortado nas bandas desejadas e purificado

utilizando  o  protocolo  Cyclo-Pure Agarose  Gel  Extraction  Kit  da  empresa  Amresco®.  A

concentração das amostras purificadas foi medida em um NanoDrop 2000 utilizando comprimento

de onda de 260 nm para fazer o protocolo de ligação Rapid DNA Ligation Kit da empresa Thermo,

utilizando as proporções em massa de 3:1 e 1:3, onde o primeiro número indica a massa do inserto

(gene da serpina), e o segundo número indica o vetor (pET).

O plasmídeo com o gene da serpina foi transformado em bactéria DH5α e cultivado em

placa de LB - Àgar  contendo kanamicina  à 37ºC. Depois de 20 horas,  foi  realizado um PCR

(Reação em Cadeia da Polimerase) com todas as colônias para confirmar se o material resultante era

o desejado, eliminando falso-positivo.  As colônias que foram amplificadas com sucesso, foram

cultivadas em placas de LB - Ágar contendo kanamicina e estocadas.

Transformação do plasmídeo pET 28a(+) na bactéria BL21

Foram preparadas bactérias competentes BL21 (linhagem DE3) utilizando cloreto de cálcio,

de acordo com o livro “Condensed Protocols” páginas 58-59, para realizar a transformação com o

plasmídeo pET contendo o gene da serpina que foi extraído da bactéria DH5α.



RESULTADOS E DISCUSSÃO

Clonagem e Estocagem do plasmídeo contendo o gene da serpina

A clonagem foi realizada com sucesso utilizando as bactérias competentes preparadas com

cloreto  de  cálcio.  As  bactérias  transformadas  foram  colocadas  em  dois  estoques  diferentes,  o

primeiro foi feito em uma placa de LB-Ágar, e o segundo foi feito em um microtubo de 1,5 ml,

preenchido com 30% de glicerol. Esses dois estoques foram feitos por segurança, caso algum fosse

contaminado. As etapas seguintes foram feitas a partir da placa de LB-Ágar.

Clonagem do gene da serpina no plamídeo pET 28a(+)

O gene da serpina do  Bacillus subtilis foi adquirido dentro do plasmídeo pBS, que é um

plasmídeo Estringente (ocorre em pouca quantidade dentro da bactéria), mas para que a expressão

da proteína fosse mais eficiente, foi necessário transferir o gene da serpina para o plasmídeo pET

28a(+). Esse plasmídeo foi escolhido porque, além de ser relaxado (ocorre em grande quantidade de

cópias por bactéria), ele foi modificado em laboratório para ter um promotor de crescimento, que

otimizasse a síntese de proteínas em uma região específica de seu DNA. Essa região tem uma

sequencia de nucleotídeos que são clivados pelas enzimas de restrição NDE I e Hind III.

O plasmídeo pBS teve que ser clivado pelas  mesmas  enzimas  de restrição,  para formar

fragmentos  compatíveis,  que  puderam  ser  ligados  pela  ação  da  enzima  T4  DNA  ligase.  No

protocolo  FastDigest®  da  empresa  Fermentas,  o  tempo  que  os  plasmídeos  deveriam  ficar  em

contato com as enzimas de restrição era de 5 minutos, mas após várias tentativas sem sucesso, foi

realizado o protocolo mudando o tempo de 5 para 60 minutos. Depois de terminado o protocolo, a

amostra passou por uma eletroforese.

Na Figura 4 temos uma foto do gel de agarose após a eletroforese:



Figura 4. A notação PB indica os Pares de Bases. Na coluna 01, na banda de aproximadamente
1500 está o gene da serpina, e na banda de 3000 está o restante do planídeo pBS. Na coluna 02 na
banda de aproximadamente 1500 está o gene da serpina,  e acima de 3000 se encontra o pET
28a(+).

A análise confirmou um resultado positivo da clivagem, pois apareceu uma banda na região

de 1500 pares de bases, que é o tamanho do gene da serpina , e uma banda na região de 3000 pares

de bases, que é o DNA restante do plasmídeo.

Após processo de clivagem, foi realizado a ligação do gene da serpina com o plasmídeo pET

28a(+) linearizado. A ligação sugerida pelo protocolo Rapid DNA Ligation Kit da empresa Thermo

era realizada durante 5 minutos em um banho de água a 22ºC, mas após várias tentativas que deram

errado, essas condições foram alteradas para 24 horas -4ºC, utilizando o dobro da quantidade da

enzima T4 DNA ligase dito no protocolo. 

Imediatamente depois de realizar o protocolo de ligação, os plasmídeos foram transformados

em  bactéria  DH5α  competentes  e  semeados  em  placas  de  LB-Ágar  contendo  o  antibiótico
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kanamicina,  porque  quando  o  plasmídeo  pET  28a(+)   consegue  infectar  a  bactéria,  ele  induz

resistência a esse antibiótico.

Após  o  crescimento  de  colônias  nas  placas,  foi  retirado  a  metade  de  cada  colônia  que

cresceu para  a  realização  do  PCR,  a  fim de  verificar  se  a  sequencia  de  DNA desejada  estava

realmente dentro do plasmídeo. 

O PCR foi realizado segundo as condições da tabela 1;

Tabela 1: Programação do Termociclador para a realização do PCR

Sequência Temperatura (ºC) Tempo

1 95 02:00

2c 95 00:30

3c 51 00:30

4c 72 01:30

5 72 07:00

6 04 00:00
A sequência 2, 3,4 foi repetida em ciclo trinta vezes antes de iniciar o passo 5.

Quando  todas  as  etapas  foram  realizadas,  as  amostras  foram aplicadas  em um  Gel  de

Agarose para a realização da Eletroforese, a fim de verificar se o gene desejado foi amplificado.

Na Figura 5 temos o resultado de uma eletroforese feitas depois do PCR.

Figura 5. Eletroforese das amostras amplificadas em gel de agarose. As amostras de 01
à 06, representam o resultado do PCR das seis colônias diferentes que cresceram na
placa após a transformação. A banda mais brilhante entre 1000 e 1500 da coluna 04,
informa um resultado positivo da amplificação.
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Como mostra a figura 5, das seis colônias que cresceram na placa, apenas a colônia número

quatro amplificou corretamente o gene da serpina. Esta colônia foi semeada em uma nova placa de

LB – Àgar contendo kanamicina e estocada à -4 ºC.

Transformação do plamídeo pET 28a(+) na bactéria BL21

O plasmídeo foi extraído da bactéria DH5a e transformado na bactéria BL21 competentes,

através dos mesmos protocolos de extração e transformação descritos anteriormente. As amostras

foram semeadas em placas contendo os antibióticos kanamicina e clorofenicol diluídos mil vezes

em LB –  Àgar  à  temperatura  ambiente.  Após  24  horas  na  estufa,  uma  colônia  foi  retirada  e

cultivada em uma nova placa  com os mesmos antibióticos, e estocada à 4ºC.

CONCLUSÃO

Apesar  das  dificuldades  na  realização  dos  protocolos  de  ligação  e  transformação,  que

tiveram que  ser  modificados,  foi  possível  alterar  o  DNA das  bactérias  visando a  produção  de

proteínas recombinantes, portanto os objetivos deste projeto foram alcançados.
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