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“hipersensibilidade

silenciosa”

⸺











 etta a 30˚C por 4 horas com 







horas a 37˚C.

inóculos foram incubados a 37˚C 





95˚C por 2 

95˚C por 1 minuto

52˚C por 1 minuto

72˚C por 1,5 minuto.

72˚C por 5 minutos. 

95˚C por 2 minutos.

95˚C por 1 minuto

52˚C por 1 minuto



72˚C por 1 minuto

72˚C por 

2 μL de Albumina Sérica

2 μL de t

1 μg de DNA plasmidial.

1 μL da enzim

1 μL de 

tubos foram incubados em termociclador Biometra® a 37˚ C durante 3 

˚C durante 15 minutos.

37˚C por 1 hora, com inativação da enzima a 65˚C por 15 minutos

ntendo 10 μL de DNA e 2 μL de tampão de amostra, o qual continha 

se 7 μL do marcador de peso 



em 50 μL, 

20 μL em SpeedVac (GE®), quantificada em aparelho 

20˚C.

μL de vetor (~100 ηg

3 μL de inserto (~80 ηg/cada)

2 μL de tampão da ligase

μ

20 μL. 

A mistura reacional foi incubada a 4˚C 

feito mediante tratamento térmico a 65˚C por 15 minutos.

TOP10 em alíquotas de 100 μL de foi descongelada 

se 40 μL de uma solução estoque de KCM (2,5x) e 6 μL de 



para 200 μL. Essa mistura permaneceu em banho de gelo por 20 minutos, repousando 

se 800 μL de meio LB , incubando por 1 hora a 37˚C sob 

tando 950 μL do sobrenadante e 

celular nos 50 μL restantes, seguido

μg/mL

bacteriológica a 37˚C por 

10 μL de MgCl , 5 μL de CaC , 1 μL de pET28a

(~80 ηg) e final para 50 μL

adicionado 1 μL de água ultrapura. acrescentados 50 μL de bactérias

banho seco a 37˚C

900 μL de meio LB iniciando o passo de regeneração, onde os tubos per

por 1 hora a 37˚C e 200 rpm. Após incubação, os meios de cultivo foram 

centrifugados a 10.000 xg por 3 minutos, descartando 950 μL de so

se 50 μL do 

pET28a, incubando overnight, a 37˚C, em estufa

22,5 μL de Master Mix (mistura de tampão, 

dNTP’s, magnésio e DNA polimerase), 1 μL de primer T7 e 1 μL de primer T7

), 0,5 μL de água 

95˚C por 2 minutos.

95˚C por 30 segundos.



55˚ C por 30 segundos.

2˚C por 30 segundos.

72˚ C por 10 minutos.

a 37˚C 

80˚C. 

os a 37˚C por aproximadamente 16

500 μL de MgCl , 80 μL de canamicina (40 µ μL 

a 37˚C e 200 rpm, me

β

inoculado a 30˚C por 4 horas em 

20˚C.

, centrifugando a 4.000 xg por 30 minutos a 4˚C, descartando o 

20˚ C.



0 μL de cloranfenicol (34 

a 37˚C e 200 rpm, medindo

M) com incubação por 4 horas a 30˚C sob agitação magnética. Foram 

20˚C.  

, 20 μL de Triton X100 e 100 µL de 

30 minutos a 4˚ C para 

4x e 80 μL de uma mistura com TEMED e APS 10%. Para o

Tris 4x e 100 μL de mistura com TEMED e APS 10%.



foram adicionados 30 μL

cadamente por pipetagem; a 30 μL

6 μL de tampão de amostra (5x); todas as amostras passaram por tratamento térmico a 100˚C 

oram aplicadas em cerca de 20 μL. 

comprimento de onda de 280 η

coletadas e armazenadas a 4˚C. 

armazenadas a 4˚C, para uso 

20˚C em tampão a 4˚ C.



mL· min

aplicado, foram armazenadas a 4˚

diluição foi realizada em duplicata. As diluições foram incubadas a 37˚C por 30 minutos, e ao 



comprimento de onda (λ) de 436 n

o volume final de reação completados para 1,8 mL. A mistura reacional foi incubada a 37˚C 

comprimento de onda (λ) de 436 
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http://portal.anvisa.gov.br/noticias/-/asset_publisher/FXrpx9qY7FbU/content/nota-utorizacao-para-importacao-da-l-asparaginase/219201/pop_up?inheritRedirect=false
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http://www.inca.gov.br/estimativa/2016/index.asp?ID=1
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http://www.who.int/topics/cancer/en/
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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