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complexo CD3 (CD3ζ). Esta estrutura foi chamada de CAR de primeira geração 

(Figura 4), que utilizava apenas CD3ζ como molécula coestimuladora do sinal de ativação 



s com a adição de um coestimulador além do CD3ζ nos CARs, 

–

(CD3ζ). A segunda geração incluiu uma nova molécula coestimuladora ao domínio de sinalização intrace

além de CD3ζ, geralmente CD28 ou ICOS como Co1 e 4
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DH5α foram transformadas por choque térmico, 

ágar seletivo com canamicina (40 μg/mL), 

ossui resistência, foi feita a inoculação de 20 μL 

DH5α utilizando a técnica de esgotamento do

em um tubo com 5 mL de meio LB líquido com canamicina (40 μg/mL), sendo feito também 



5’ – – 3’

: 5’ – – 3’

Em tubo eppendorf de 0,2 mL foram adicionados 5 μL de tampão da enzima DNA 

polimerase Pfu, 1 μL da enzima DNA polimerase Pfu (1 U), 4 μL de desoxirribonucleotídeos 

fosfatados (dNTP's), 1 μL de 0 mM), 1 μL de 0 mM), 1 μL 

de DNA (~20 ng) e 37 μL de água ultrapura, totalizando ao fim 50 μL. Para controle negativo 

–

–

–

1% e posteriormente purificado através do Kit ReliaPrep™ DNA Clean



● 2 μL de Albumina Sérica Bovina (BSA) 10X;

● 2 μL do tampão E da enzima (Promega®);

● 1 μL (10 U) de 

● 1 μL (10 U) de 

● Aproximadamente 1 μg de DNA (scFv

● Água ultrapura q.s.p. 20 μL.

po fosfato da região 5’ da dupla fita. Desta forma, o vetor pET

reação foi preparada em tubo eppendorf de 1,5 mL com 10 U da enzima, 2,5 μL de tampão 

10X, 20 μL do produto da digestão e água ultrapura q.s.p. 25 μL. Após a incubação, a enzima 

™



●

●

● 2 μL de tampão 10X da enzima T4 DNA ligase;

● 1 μL (1 U) da enzima T4 DNA ligase (Promega®);

● μL.

ágar contendo canamicina (40 μg/mL) e i



ágar seletivo com canamicina (40 μg/mL), após o processo de 

Em tubos eppendorf de 0,2 mL foram adicionados 23 μL do mix GenScript (mistura 

contendo tampão 10x, dNTP’s, GenScript taq DNA polimerase e água ultrapura), 1 μL de 

1 μL de 

–

–

–

5 mL de meio LB com canamicina (40 μg/mL), antibiótico ao qual o plasmídeo possui gene de 



eppendorf na concentração de aproximadamente 60 ng/μL, sendo enviadas em um volume de 

10 μL em cada tubo para o sequenciamento na unidade da Fiocruz de Pernambuco, que utiliza 

CD19. Em tubos eppendorf de 0,2 mL foram adicionados 2 μL de BSA 10X, 2 μL 

do tampão E da enzima (Promega®), 0,5 μL (10 U) de (Promega®), 0,5 μL (10 U) de 

q.s.p. 10 μL. A reação ocorreu por 1 hora a 37 °C, com a finalidade de avaliar, após corrida em 



alíquotas de 100 μL em tubos de 1,5 mL, previamente gelados, para serem armazenadas em 

adicionados 10 μL de MgCl2 (0,1 M), 5 μL de CaCl (0,1 M) e 1 μL de pET

e em outro tubo 10 μL de MgCl2 (0,1 M), 5 μL de CaCl (0,1 M) e 1 μL de pET

scFvCD19, ao final completando o volume de cada tubo com água estéril q.s.p. 50 μL. 

adicionados 50 μL de células SHuffle competentes e em 

se 950 μL do sobrenadante e os aproximadamente 

50 μL restantes foram utilizados para ressuspender os 

os 50 μL foram plaqueados em 10 mL de meio LB ágar contendo canamicina (40 μg/mL). As 



™

utilizados 4 μL do tampão de amostra e 16 μL da amostra, com volume final de 20 μL. Utilizou

se também 7 μL de marcador com peso molecular de 1 Kb,

inóculos contendo 5 mL de meio LB e canamicina (40 μg/μL), 

β



e 4 °C, e depois os sobrenadantes foram filtrados com filtro de 0,22 μm, para então serem 

●

●



●

tampão Tris 1,5 M pH 8,8, 80 μL de SDS 10% (dodecil sulfato de sódio), 85 μL de 

APS 10% (persulfato de amônio) e 8,5 μL de TEMED (tetrametile

●

1,25 mL de tampão Tris 0,5 M pH 6,8, 50 μL de SDS 10%, 55 μL de APS 10% e 

5,5 μL de TEMED.

diluídas em tampão 5X (composto por glicerol, β

aplicado 3 μL de solução de marcadores de pesos mol



original. Ao final, o produto obtido foi quantificado com o kit Pierce™ BCA Protein Assay 

PAGE e os scFv foram quantificados com o Kit Pierce™ 

o ensaio proteico Pierce BCA (Pierce™ BCA Protein Assay kit), um teste baseado no ácido 



trações de 1000 μg/mL, 750 μg/mL, 500 μg/mL, 250 μg/mL, 200 μg/mL, 125 

μg/mL e 25 μg/mL. Também foi feito um branco, contendo apenas o tampão PBS 1x. O 

Blot® Turbo™ Transfer System, seguindo o protocolo do fabricante.  



substrato, onde foram diluídos 66 μL de NBT (nitro blue tetrazolium) em 10 mL de tampão 

APB e depois adicionados 33 μL de BCIP (fosfato de 

™ 

um volume de 10 μL, e inseridas no equipamento, onde são aquecidas de 



concentração de 106,6 ng/μL. Para que o vetor possa integrar o inserto do gene de interesse, é 

quantificado. Foi obtida uma concentração de 83,2 ng/μL do gene scFv

–



concentração de 139,2 ng/μL de pUC

–

Concentração da alíquota enviada (10 μL)

102,6 ng/μL 61,56 ng/μL

111,7 ng/μL 67,02 ng/μL

381,3 ng/μL 76,26 ng/μL



–



–

226 ng/μL

220,3 ng/μL
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–
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do Kit Pierce™ BCA Protein Assay (Thermo Scientific), nos quais a cauda 
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https://absoluteantibody.com/antibody-resources/antibody-overview/antibody-isotypes-subtypes/
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https://resources.chromotek.com/blog/myc-tag-an-epitope-tag-for-protein-characterization-protein-interaction-analysis-and-purification
https://resources.chromotek.com/blog/myc-tag-an-epitope-tag-for-protein-characterization-protein-interaction-analysis-and-purification
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https://www.ptglab.com/products/Myc-VHH-recombinant-binding-protein-yt.htm
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