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O latex de Caricaceae € uma fonte tradicional de enzimas proteoliticas
as quais sdo amplamente utilizadas na industria e como preparagdes
farmacoldgicas. Relatos  etnofarmacologicos indicam que  Carica
candamarcensis, membro da familia Caricaceae e comum a algumas areas na
América do Sul, é usada no tratamento de disfuncées gastricas. E creditado as
cisteino proteases de Caricaceae fun¢des defensivas na planta. Apés injdria no
epicarpo do fruto, essas enzimas iniciam um processo de coagulagao
semelhante ao que ocorre em mamiferos. Uma fragdo contendo proteases de
C. candamarcensis estimulou a proliferacdo de células de mamiferos,
sugerindo um papel na regeneracdo do tecido lesado. Também existem
evidéncias que algumas enzimas auxiliam na cicatrizagdo de Ulceras gastricas
e abrasbes cutaneas realizadas em modelos murinos. Neste trabalho, nosso
primeiro objetivo foi isolar e caracterizar proteases com atividade mitogénica
presentes no latex de C. candamarcensis. Em seguida, visamos determinar a
estrutura priméria e terciaria de uma dessas enzimas assim como analisar
possiveis mecanismos de acdo dessa substancia. Apos trés processos
cromatograficos foram isoladas duas cisteino proteases (CMS2MS2 e
CMS2MS3) com aproximadamente 23 kDa. CMS2MS2 estimulou a proliferagcéo
celular acima de 50% quando comparado ao controle em fibroblastos,
osteoblastos e insulinoma. O efeito mitogénico foi observado com
aproximadamente 1 nM de enzima e foi independente da atividade proteolitica
qgquando avaliado em fibroblasto. Além disso, o inibidor especifico de MEK
(PD98059), que bloqueia a via das MAP-quinases, aboliu a atividade
mitogénica de CMS2MS2. O efeito inibitério desse composto também foi
observado quando CMS2MS2 esteve inibido por E-64. Entretanto, a
proliferacdo celular foi apenas moderadamente diminuida (10%) quando
fibroblastos foram pré-incubados com o inibidor do receptor de EGF (AG1478).
Esse dado foi correlacionado com a liberagédo de fatores de crescimento das
células com posterior atuacdo autécrina destas substancias. CMS2MS2 possui
214 residuos de aminoacidos incluindo os que formam a triade catalitica
(Cyszs, Hisisg € Asnizs). Analises filogenéticas revelaram que CMS2MS2 esta
mais préxima evolutivamente da quimopapaina do que da papaina, ambas
isoladas do latex de Carica papaya. A estrutura tridimensional predita mostrou
gue essa enzima mitogénica possui caracteristicas tipicas das proteases da
familia da papaina. Estes dados sugerem que minimas diferencas estruturais
podem determinar seu efeito proliferativo, o qual € independente da atividade
proteolitica; mas é dependente da ativagdo da via das MAP-quinases. A
propriedade de agir como mitdgeno atribuida as cisteino proteases isoladas de
Caricaceae pode explicar algumas das aplicagcbes farmacoldgicas destas
proteases.
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