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Pesquisa

Introducao

Resultados

A desregulacdo da expressdo das proteinas quinase de
serina/arginina (SRPKs), especialmente SRPK1 e SRPK2, tem sido
relacionada com diversos tipos de cdncer. Essas proteinas
atuam na progressdo da doenca, podendo influenciar na
resposta das células tumorais aos tratamentos e, por isso, séo
alvo de inibicdo molecular como estratégia terapéutica (TUFAIL,
2023). Experimentos prévios do nosso grupo de pesquisa
mostraram que o knockout de SRPK2 impacta negativamente @
metdstase do melanoma in vivo. Atualmente, ndo existem
inibidores seletivos para SRPK2 frente a SRPKI1, pois estas
apresentam alta similaridade no dominio catalitico. Para
contornar essa limitagcdo, foram desenvolvidos fragmentos
varidveis de cadeia Unica (scFv) anti-SRPK2, que s@o pequenos
anticorpos monoclonais recombinantes, formados apenas pelas
regides varidveis de um anticorpo (AHMAD, 2012). Esses
fragmentos foram projetados por modelagem computacional,
incorporando mutagdes especificas para aumentar sud
afinidade e especificidade pelo antigeno.

Objetivos

Avaliar a atividade funcional de um scFv produzido em
Escherichia coll.

Material e Métodos

- Obtencdo do scFv:
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Expressao do Purificacao Dialise Analise por SDS-
scFvem E. Coli por FPLC PAGE e Western blot

2- Ensaio Imunoabsorvente Ligado & Enzima (ELISA):
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Sensibilizacao com Adicao do anticorpo com Leitura da
scFv e adicao da SRPK2 peroxidase e do substrato, TMB absorbancia
3- Ensaio de imunofluorescéncia:
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Plagueamento de células Adicao de anticorpos Analise por
MV3 e adicao do scFv especificos de deteccao  microscopia confocal
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No ensaio de ELISA, foi detectada a interagcdo do scFv com a
SRPK2, evidenciando a especificidade do anticorpo produzido.

ELISA scFv/ISRPK2
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Na imunofluorescéncia, foi possivel visualizar a internalizacéo
do scFv na célula de melanoma humano, com intensidade de
fluorescéncia maior na concentragcdo de 60 nM do anticorpo
recombinante, em compara¢cdo aos controles.

Controle PBS 5 nM 5 nM sem anti-FLAG
30 nM 30 nM sem anti-FLAG 60 nM 60 nM sem anti-FLAG
~y
Conclusoes

Os resultados indicam qgue o scFv em estudo apresenta
atividade funcional, evidenciada por sua capacidade de
internalizagdo celular e ligacdo a proteina-alvo, SRPK2. Contudo,
sdo necessdarios experimentos adicionais para confirmacdo da
eficdcia antitumoral do scFv, no contexto do melanoma
metastatico.
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