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Apresentação 

 

Essa dissertação reúne fundamentos teóricos e experimentais de pesquisas 

científicas desenvolvidas de acordo com as normas do Programa de Pós-

Graduação em Genética e Bioquímica para obtenção do título de Mestre. 

O objetivo principal desse trabalho foi investigar as atividades da 

metaloprotease BmooMPα-I, quanto a agregação plaquetária e angiogênese 

inflamatória. Nesse propósito, as seguintes metas foram definidas:  

1- obtenção da enzima BmooMPα-I, proveniente da peçonha da serpente 

Bothrops moojeni, através da combinação de diferentes passos 

cromatográficos, como descrito por Bernardes et al., 2008; 

2- ensaios de agregação plaquetária para a determinação da atividade da 

enzima sobre este processo;  

3- caracterização da atividade da enzima sobre a angiogênese, inflamação e 

reparo tecidual. 

Cumpridas as metas, esse trabalho resultou nos estudos das atividades da 

enzima BmooMPα-I, uma metaloprotease isolada da peçonha de B. moojeni. Essa 

protease com massa molecular aparente de 24,5 kDa é uma enzima 

fibrin(ogen)olítica não hemorrágica. Além disto, apresentou atividades inibitórias 

sobre a agregação plaquetária e a angiogênese inflamatória. Para melhor 

fundamentação teórica e descrição dos resultados alcançados essa dissertação 

foi dividida em capítulos.  

No capitulo I foi feita uma abordagem teórica a respeito de assuntos 

relacionados às diferentes etapas do trabalho experimental. Foram descritas as 

características das peçonhas ofídicas relacionando-as aos efeitos fisiopatológicos 

das peçonhas, fornecendo informações relevantes para o entendimento e 

discussão dos resultados obtidos. As referências citadas foram acessadas nos 

serviços on line de indexação científica como, Scielo, Web of Knowlegde e NCBI. 

O capítulo II apresenta as etapas de purificação da metaloprotease da 

peçonha da serpente B. moojeni e a caracterização das suas atividades. Nesse 

sentido foi isolada a metaloprotease fibrin(ogen)olítica da classe P-I, denominada 

BmooMPα-I, que foi capaz de inibir a agregação plaquetária e a angiogênese 

inflamatória. Os resultados e implicações desse trabalho são apresentados de 
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acordo com padrões textuais e científicos exigidos pelo periódico a ser submetido 

(Toxicon). 

Os resultados e discussão aqui apresentados são relevantes para o 

enriquecimento teórico, metodológico e científico de pesquisas relacionadas ao 

estudo de proteases de peçonhas de serpentes. As informações contidas nessa 

dissertação destacam uma diferente abordagem do estudo de efeitos biológicos 

desencadeados por metaloproteases botrópicas, bem como contribuem para o 

entendimento do mecanismo de ação e caracterização dessas toxinas. 
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1. Peçonha ofídica 

 

A peçonha produzida pelas serpentes configura um arsenal bioquímico, 

decorrente de aquisições evolutivas, que garante a captura e digestão de presas, 

bem como uma eficiente estratégia de defesa (Kochva et al., 1983). Quanto à sua 

constituição, as peçonhas ofídicas têm em sua composição componentes 

protéicos, compostos orgânicos com baixo peso molecular e compostos 

inorgânicos.  Biomoléculas como serotonina, histamina, aminoácidos, 

carboidratos, citratos e nucleosídeos são exemplos de componentes orgânicos de 

baixo peso molecular encontrados nas peçonhas de serpentes (Ramos e Selistre-

de-Araújo, 2006). Já os compostos inorgânicos incluem cálcio, cobalto, ferro, 

fósforo, potássio, magnésio, manganês, sódio e zinco (Markland, 1998; Ramos e 

Selistre-de-Araújo, 2006; Calgarotto et al., 2008). 

Em relação aos componentes protéicos, mais de 90% do peso seco das 

peçonhas ofídicas é constituído por um conjunto complexo de peptídeos e 

proteínas. Estes podem ser classificados em peptídeos, compostos enzimáticos, 

não-enzimáticos ou inibidores enzimáticos (Matsui et al., 2000; Ramos e Selistre-

de-Araújo, 2006). Do primeiro grupo podemos citar peptídeos citotóxicos, 

miotóxicos, cardiotóxicos, neurotóxicos, desintegrinas e proteínas secretórias, 

ricas em cisteína (CRISPs). Acetilcolinesterases, ADPases, ATPases, 

aminotransferases, metaloproteases, serinoproteases, fosfolipase A2 (PLA2), 

hialuronidases e L-aminoácido oxidases (LAO) são alguns dos componentes 

enzimáticos presentes na peçonha ofídica (Singletary et al., 2005; Ramos e 

Selistre-de-Araújo, 2006; Ângulo e Lomonte, 2009; Gomes et al., 2009; Costa et 

al., 2010). Os componentes não-enzimáticos da peçonha são representados pelos 

ativadores de proteína C, fatores de crescimento (NGF, VEGF), lectinas, 

proteínas ligantes do fator de von Willenbrand (FvW), e precursores de peptídeos 

bioativos, dentre outos (Ramos e Selistre-de-Araújo, 2006). 

Várias substâncias farmacologicamente ativas que compõem as peçonhas, 

principalmente constituintes protéicos, atuam na indução de alterações 

fisiológicas locais e sistêmicas no organismo no qual é inoculada a peçonha 

(Francischetti, 1998). O conhecimento do mecanismo de ação dessas toxinas 

possibilita a elaboração de modelos farmacológicos eficientes no tratamento do 
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próprio envenenamento e de outras disfunções similares, bem como em diversas 

aplicações clínicas, desde o diagnóstico à terapêutica (Marsh e Williams, 2005). 

Diversos componentes das peçonhas são capazes de afetar o sistema 

hemostático. As toxinas que agem nos processos hemodinâmicos podem ter ação 

coagulante, por apresentar atividade semelhante à trombina (trombina-símile), ou 

pela ativação dos fatores II (protrombina) ou X da cascata de coagulação (Kini et 

al., 2001). Outras podem ter ação anticoagulante, pela ativação da proteína C, 

que atua ou pela inibição direta da trombina ou de alguns fatores da cascata de 

coagulação, como os fatores IX e X (Kini, 2006). Além disso, as toxinas podem 

apresentar atividade fibrino(geno)lítica, que dissolve a rede de fibrina ou impede 

sua formação pelo consumo do estoque de fibrinogênio no organismo, 

ocasionando a incoagulabilidade sanguínea frequente em acidentes ofídicos 

(Swenson e Markland, 2005). Existem ainda toxinas com ação no endotélio 

vascular, gerando o quadro hemorrágico comumente encontrado nestes acidentes 

(Gutiérrez e Rucavado, 2000); e com ação direta sobre as plaquetas, interferindo 

na sua agregação (Kamiguti, 2005). 

De forma geral, nas peçonhas ofídicas, os componentes mais representativos 

são as enzimas classificadas em fosfolipases A2, serino e metaloproteases, de 

acordo com a estrutura e mecanismo catalítico (Alam et al., 1996; Tashima et al., 

2008). As fosfolipases A2 são enzimas que catalisam a hidrólise específica da 

ligação 2-acil-éster de fosfolipídeos de membrana, promovendo a liberação de 

ácidos graxos e lisofosfatídeos (Kini e Evans, 1989; Kudo e Murakami, 2002; 

Soares et al., 2004). Elas são consideradas uma importante classe de proteínas 

encontradas em peçonhas do gênero Bothrops sp., responsáveis por diversas 

propriedades biológicas, incluindo cardio e miotoxicidade, ações hemolíticas, 

anticoagulantes e interferência na agregação plaquetária (Gutiérrez e Lomonte, 

1995; Kini, 2003; Rodrigues et al., 2004; Montecucco et al., 2008; Santos-Filho et 

al., 2008).  

As serinoproteases compreendem enzimas com região responsável pela 

catálise altamente conservada, onde sua tríade catalítica é composta pelos 

seguintes resíduos de aminoácidos: Serina195, Histidina57 e Aspartato102 

(Serrano e Maroun, 2005). No seu mecanismo catalítico o resíduo de serina, que 

é altamente reativo, exerce um papel crítico na reação. O mecanismo consiste na 
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formação de um complexo transitório acil-enzima pelo resíduo de serina, 

estabilizado pela presença de resíduos de histidina e ácido aspártico dentro do 

sítio ativo (Barrett e Rawlings, 1995). As serinoproteases agem de diferentes 

formas sobre a hemostasia, interferindo na agregação plaquetária, em diversos 

fatores da cascata de coagulação e no sistema fibrinolítico (Pirkle,1998). As 

enzimas trombina-símile (ou trombin-like) são exemplos de serinoproteases de 

peçonha de serpentes que tem efeito semelhante à trombina plasmática, pois 

também são capazes de degradar o fibrinogênio plasmático, que é um importante 

fator da cascata de coagulação (Pirkle,1998; Matsui et al., 2000). Diversas 

serinoproteases thrombin-like têm sido purificadas de peçonhas de serpentes 

botrópicas, tais como BthT1 de Bothrops moojeni (Oliveira, 2001), Leucurobin de 

B. leucurus (Magalhães et al., 2007), BpSP-I de B. pauloensis (Costa et al, 2009), 

Bhalternin de B. alternatus (Costa et al., 2010) e TLBm de B. marajoensis (Vilca-

Quispe et al., 2010) e TLBan (Valeriano-Zapana et al., 2012). 

As metaloproteases de peçonhas de serpente (SVMPs) constituem um grande 

grupo de proteases metais-dependentes. Os metais, principalmente os cátions 

divalentes, como o cálcio e o zinco, desempenham um papel crítico na atividade 

proteolítica e, consequentemente, na atividade biológica dessas proteases (Fox e 

Serrano, 2009). As SVMPs zinco-dependentes pertencem à família metzincina. 

Essas enzimas possuem em comum um domínio de ligação de zinco com 

estruturas muito semelhantes entre si (Gutiérrez e Rucavado, 2000). A família 

metzincina pode ser subdividida nas subfamílias reprolisinas, serralisinas, 

astacinas e matrixinas (Bode et al., 1993; Ra e Parks, 2007). O domínio catalítico 

das metaloproteases zinco-dependentes é constituído por uma sequência 

peptídica metal-ligante com três resíduos de histidina, e, além disto, o sítio ligante 

de zinco tem uma sequência de aminoácidos comum em todas as subfamílias 

(HEBXHXBGBXHZ) onde H representa a histidina; E, o ácido glutâmico; G, a 

glicina; B, um resíduo hidrofóbico; X, um aminoácido qualquer e Z, um aminoácido 

diferente entre as quatro subfamílias, mas conservado dentro das mesmas (Fig. 

1) (Markland, 1998; Fox e Serrano, 2005; Ramos e Selistre-de-Araújo, 2006). 
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Figura 1: Representação esquemática da estrutura da BmooMPα-I. Destaque para o domínio 

metaloprotease com o átomo de zinco (esfera verde) e os 3 resíduos de histidina (H142/146/152) 

representados em azul. A estrutura da enzima é estabilizada por 3 pontes dissulfeto representadas 

em amarelo (Cys
117

-Cys
197

, Cys
157

-Cys
181

 e Cys
159

-Cys
164

) (Akao et al, 2010) 

 

As metaloproteases são sintetizadas no citoplasma das células secretoras que 

compõe a glândula de peçonha. Em seguida, elas se encaminham para o retículo 

endoplasmático rugoso e complexo de Golgi, de onde são subsequentemente 

transportadas para o lúmen da glândula via grânulos de secreção (Warshawsky et 

al., 1973). No retículo endoplasmático as proteases são oxidadas, glicosiladas, 

enoveladas e as pontes dissulfeto são formadas, e, além disto, algumas 

proteases como certas desintegrinas diméricas sofrem multimerização (Fox e 

Serrano, 2008). As metaloproteases são sintetizadas como proteínas 

multidomínios, incluindo um domínio pró-enzima responsável pela inativação 

dessas proteases antes da secreção, sendo portanto, armazenadas nas glândulas 

de peçonha como zimogênios. A ativação dessas enzimas pode ocorrer por 

atividade autocatalítica residual ou pela ação de outras proteases presentes na 
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peçonha (Rodrigues et al., 2000; Swenson e Markland, 2005; Ramos e Selistre-

de-Araújo, 2006). 

As SVMPs são enzimas capazes de hidrolisar componentes da matriz 

extracelular, como colágeno tipo IV e fibronectina (Gutiérrez et al., 2005), 

proteínas plasmáticas, como fibrinogênio, fibrina, fator de von Willenbrand, 

protrombina (Kamiguti et al., 1994; Silva et al., 2004; Wang et al., 2004) e 

proteínas de superfície celular como algumas integrinas e caderinas (Kamiguti et 

al., 1996; You et al., 2006). As metaloproteases também interagem com 

receptores de plaquetas, células endoteliais e fibroblastos, promovendo 

diretamente ou participando dos principais efeitos dos envenenamentos, como 

hemorragia, inibição da agregação plaquetária, coagulopatia, mionecrose e 

resposta inflamatória. (Moura-da-Silva et al., 2007). 

De acordo com a classificação proposta por Fox e Serrano (2008), que se 

baseia em análises proteômicas e transcriptômicas, as SVMPs se dividem em 3 

classes (P-I, P-II e P-III), de acordo com os domínios não enzimáticos observados 

nos transcritos de mRNA (Fig 2). 

 

Figura 2: Classificação estrutural das SVMPs. P: peptídeo sinal; Pro: pró-domínio, removido 
durante a ativação da proteína; S: espaçador; Dis: domínio desintegrina; Dis-like: domínio tipo-
desintegrina; Cys-rich: domínio rico em cisteína; Lec: domínio ligante de lectina (Fox e Serrano, 
2008). 
 



9 

 

As metaloproteases de classe I (P-I) apresentam proteínas com massa 

molecular entre 20 e 30 kDa que contêm apenas o domínio catalítico. As enzimas 

desta classe podem apresentar diversas atividades biológicas, dentre as quais 

podemos citar: atividade fibrino(geno)lítica, mionecrótica, inflamatória, pró-

apoptótica, ativadora de protrombina, além de inibição da agregação plaquetária. 

Além disto, em geral, essas toxinas são pouco ou não hemorrágicas (Ramos e 

Selistre-de-Araújo, 2006; Moura-da-Silva et al., 2007). 

A classe PII inclui enzimas que apresentam o domínio metaloprotease, 

seguido de um domínio tipo-desintegrina (Disintegrin-like), sendo que, em muitos 

casos, este último é separado do domínio metaloprotease por um processo 

proteolítico pós-traducional. A atividade biológica das SVMPs da classe P-II 

depende do resultado deste processamento pós-traducional, que determina se a 

enzima apresenta o domínio catalítico ligado ao domínio desintegrina, com a 

sequência de aminoácidos RGD, ou se a molécula estará na forma processada, 

gerando os domínios catalíticos e desintegrina de forma independente. A massa 

molecular das enzimas da classe P-II com atividade catalítica varia entre 30 e 60 

kDa. As desintegrinas livres monoméricas podem apresentar de 40 a 84 resíduos 

de aminoácidos; e as diméricas, em torno de 67 resíduos em cada subunidade 

(Calvete et al., 2005). 

As SVMPs da classe P-III possuem o domínio catalítico mais os domínios tipo-

desintegrina e rico em cisteína (Cys-rich). Essas proteases são normalmente 

encontradas na forma catalítica, contendo os três domínios e apresentando 

massa molecular entre 60 e 110 kDa. Em geral, são altamente hemorrágicas, e 

podem ter ação sobre diversos substratos, tipos celulares e processos 

fisiológicos. Além da forma catalítica, as toxinas da classe P-III também podem 

ser liberadas na forma processada, contendo apenas os domínios tipo 

desintegrina e rico em cisteína. Essas toxinas processadas apresentam ações 

semelhantes às das toxinas contendo o domínio metaloproteases, exceto aquelas 

dependentes de catálise. Assim, elas também são capazes de inibir a agregação 

plaquetária e ativar a resposta inflamatória (Moura-da-Silva et al., 2007). 
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2. Agregação plaquetária 

 

A hemostasia pode ser descrita como o conjunto de mecanismos fisiológicos 

que atuam para a manutenção da fluidez sanguínea e evitar a perda de sangue, 

em caso de lesão vascular (Markland, 1998). O sistema hemostático conjuga 

processos regulados incluindo a parede vascular, estruturas e agentes vasoativos 

envolvidos na vasoconstrição e vasodilatação, fatores que levam à adesão e 

agregação das plaquetas circulantes que formam um tampão hemostático e a 

ativação dos fatores da cascata de coagulação que levam à formação de 

coágulos de fibrina. Para permitir a regeneração total do tecido danificado, os 

coágulos são subsequentemente removidos pelo sistema fibrinolítico. (Dahlback, 

2000). 

O estado normal de fluidez do sangue circulante é mantido pelas propriedades 

não-trombogênicas das paredes intactas das células do endotélio vascular. O 

dano aos vasos provoca uma pronta resposta hemostática que previne a 

hemorragia e é caracterizada pelos processos de vasoconstrição, adesão e 

agregação das plaquetas, e formação da rede de fibrina. O primeiro mecanismo 

decorre da ação de agentes vasoativos sobre a musculatura lisa da parede do 

vaso lesado, ocasionando sua contração. Em seguida, há a adesão das plaquetas 

circulantes ao local da lesão e posterior agregação de outras plaquetas às 

primeiras, formando o tampão plaquetário. Finalmente, a coagulação do sangue 

ocorre através da ação dos fatores da cascata de coagulação, que permite, 

mediante a formação de uma rede de fibrina, a consolidação do tampão 

plaquetário, formando o tampão hemostático (Rang et al., 2004; Kumar et al., 

2008). 

As plaquetas ocupam um papel fundamental no controle da hemostasia e, 

desta forma, são um importante alvo de ação das peçonhas (Kamiguti, 2005). 

Elas são corpúsculos anucleadas, geradas a partir da fragmentação 

citoplasmática dos megacariócitos, e participam ativamente em diversas etapas 

do processo hemostático, sendo os primeiros elementos sanguíneos que reagem 

a uma lesão endotelial, formando o tampão hemostático primário. 

Em sua forma inativa, as plaquetas são discóides, mas quando ativadas elas 

tornam-se arredondadas, estendendo numerosos pseudópodos, levando à 
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adesão e agregação. Isso ocorre quando as plaquetas são expostas a ADP, 

trombina, adrenalina, colágeno e outros agonistas (Jenny e Mann, 1998; Braud et 

al., 2000; Andrews e Berndt, 2004). 

Quatro mecanismos fundamentais estão envolvidos na atividade funcional 

plaquetária: a adesão, a agregação, a secreção e a contração. O conceito de 

adesão se refere a princípio à interação entre as plaquetas e a matriz 

subendotelial, enquanto que a agregação indica a associação entre plaquetas. A 

secreção descreve o processo pelo qual o conteúdo das organelas de secreção 

plaquetária é liberado no local de lesão vascular, sem a perda de conteúdo 

citoplasmático. A contração é um processo crítico para o desenvolvimento do 

tampão hemostático, relacionando-se com a mudança de forma, a secreção e a 

retração plaquetárias (White, 1983). 

A lesão tecidual e rompimento dos vasos induzem a agregação plaquetária 

pela exposição do tecido subendotelial e, consequentemente, dos ligantes 

fibronectina, laminina, colágeno e fator de von Willebrand, até então indisponível 

para o contato com proteínas plasmáticas e componentes celulares da circulação. 

Em pequenos vasos, as plaquetas sozinhas são capazes de cessar um 

sangramento.  

A primeira reação de plaquetas em um vaso danificado é a sua interação com 

proteínas adesivas, como fator de von Willebrand (FvW) e o colágeno no 

subendotélio, através dos receptores glicoprotéicos GPIb-IX-V e GPVI e a 

integrina α2β1(Fig. 3). Durante uma lesão endotelial, em condições de alta força 

de cisalhamento, a GPIb é o receptor responsável pela adesão plaquetária e 

início da formação do tampão plaquetário. A GPIb forma com as glicoproteínas IX 

e V um complexo na membrana plaquetária. A adesão plaquetária sob alta força 

de cisalhamento é mediada pelo FvW, que é uma grande glicoproteína plasmática 

multimérica que contém três domínios com a  capacidade de se ligar à GPIb e aos 

diferentes tipos de colágeno da matriz subendotelial exposta (Andrews et al, 1997; 

Berndt et al, 2001). 



12 

 

 

Figura 3: Ilustração esquemática da adesão e agregação plaquetária. O fator de von Willebrand 

funciona como uma ponte adesiva entre o colágeno subendotelial e o complexo GPIb-IX-V. A 

plaqueta também adere diretamente ao subendotélio através do receptor glicoprotéico VI que se 

liga ao colágeno. A agregação é concluída pela ligação do fibrinogênio aos receptores GPIIb-IIIa 

que une as plaquetas umas as outras. (Adaptado de Kumar et al., 2008) 

 

A adesão plaquetária induz rápida transdução de sinais que desencadeia uma 

série de eventos, como a ativação plaquetária, alterações no citoesqueleto, 

difusão e secreção do conteúdo granular e ativação de integrinas que sustentarão 

a adesão e a agregação. A alteração no citoesqueleto das plaquetas ativadas 

está associada à mudança da forma discóide e prolongamento de pseudópodos, 

à contração interna e liberação dos constituintes de seus grânulos (Andrews e 

Berndt, 2004; Jurk e Kehrel, 2005). 

A ativação das plaquetas leva a liberação de agonistas, tais como ADP, 

tromboxano (TXA2) e serotonina (5-HT) e proteínas envolvidas na adesão, como 

fibrinogênio e P-selectina (Jackson et al., 2001). Ocorre então a ativação da 
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integrina αIIbβ3, que permite a interação plaqueta-plaqueta pela ligação do 

fibrinogênio com as integrinas αIIbβ3 ativadas, sinalizando para a formação de 

agregados mais estáveis que formam o tampão plaquetário no local da ruptura do 

vaso. A ação das plaquetas, juntamente com a ativação da cascata de 

coagulação e consequente formação da malha de fibrina, são os fatores 

responsáveis por cessar a hemorragia. Juntamente com a mudança de forma e 

adesão, um rearranjo nas fosfolipoproteínas de membrana forma uma superfície 

catalítica pró-coagulante (Marcus e Safier, 1993; Kamiguti, 2005). 

As integrinas são receptores heterodiméricos, constituídos de uma 

subunidade α associada de forma não covalente a uma subunidade β. Os sinais 

mediados por elas regulam a interação célula-célula e célula-matriz, eventos 

importantes em uma grande variedade de fenômenos biológicos. A integrina 

αIIbβ3 é formada pelo complexo GPIIb-IIIa, onde a subunidade α é a GPIIb (αIIb) 

e a β a GPIIIa (β3) (Calvete, 1994; Bennett, 2001). 

As glicoproteínas IIb e IIIa são as proteínas mais abundantes da membrana 

plasmática plaquetária humana. A GPIIb e a GPIIIa formam um complexo 

dependente de Ca+2, não covalentemente associado na membrana plaquetária e 

sua estabilidade depende da presença de uma concentração micromolar de cálcio 

extracelular. A formação de um complexo entre as duas glicoproteínas é de 

primeira importância para a expressão da sua capacidade de ligação ao 

fibrinogênio (Calvete, 1994; Bennett, 2001). 

O fibrinogênio é o principal ligante da GPIIb-IIIa e sua ligação a dois destes 

receptores localizados em plaquetas diferentes ocasiona a agregação plaquetária. 

Além de seu papel principal como receptor do fibrinogênio, a GPIIb-IIIa também 

pode se ligar a outras proteínas adesivas encontradas no plasma ou no 

subendotélio, como a fibronectina, o FvW e a vitronectina. A ligação tanto ao 

fibrinogênio como ao FvW causa a agregação plaquetária, contudo, devido à sua 

alta concentração no plasma, o fibrinogênio é o ligante fisiológico mais importante 

da GPIIb-IIIa (Calvete, 1994; Bennett, 2001). 

As SVMPs apresentam ampla especificidade de substrato, sendo capazes de 

degradar proteínas envolvidas na hemostasia e digerir glicoproteínas presentes 

nas membranas das plaquetas e seus ligantes (Marsh e Williams, 2005; Ramos e 

Selistre-de-Araújo, 2006). Elas são enzimas que degradam o fibrinogênio e/ou 
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fibrina, e pelo fato do fibrinogênio ter a função de principal ligante da integrina 

αIIbβ3, a inibição da agregação plaquetária por SVMPs poderia ser atribuída a 

sua degradação. Entretanto, a clivagem das cadeias Aα e B-β pelas 

fibrinogenases não afeta a agregação plaquetária pelo fato de os sítios de ligação 

às plaquetas estar contido na cadeia γ do fibrinogênio (Kamiguti, 2005). 

As plaquetas ativadas secretam, dentre outros, o conteúdo de seus grânulos, 

que inclui agonistas secundários, como ADP e 5-HT (Rang et al., 2004). O ADP 

atua via receptores acoplados à proteína G, reforçando a agregação plaquetária 

relacionada à integrina αIIbβ3. O agonista 5-HT é um potente vasoconstritor que, 

juntamente com o ADP, amplifica a resposta plaquetária (Andrews e Berndt, 2004; 

Jurk e Kehrel, 2005). Vários produtos de secreção das plaquetas aderidas 

provocam estímulos adicionais às plaquetas circulantes que são recrutadas para 

formar agregados (Jurk e Kehrel, 2005).  

As plaquetas aderidas e ativadas formam, a partir do ácido araquidônico, TxA2 

pela ação da tromboxano sintase, reforçando o processo de ativação após a 

liberação no espaço extracelular e ligação ao receptor específico de TxA2 (TPα e 

TPβ). O TxA2 também possui atividade vasoconstritora, o que favorece a 

formação do trombo pela desaceleração do fluxo sanguíneo (Gawaz, 2004).  

A epinefrina atua como agente agonista da agregação plaquetária ativando as 

plaquetas sem a mudança inicial na conformação, levando à liberação do ácido 

araquidônico endógeno com formação de TxA2 e secreção plaquetária (Bernardi e 

Moreira, 2004).  

Todos os agonistas excitatórios da plaqueta, exceto a epinefrina, induzem o 

aumento das concentrações citosólicas de Ca+2, tanto a partir da sua mobilização 

dos estoques internos quanto a partir do aumento do influxo de Ca+2 do meio 

extracelular (Hourani e Cusack, 1991). 

As toxinas da peçonha de serpentes agem nas glicoproteínas presentes na 

superfície das plaquetas, impedindo a ação dos ligantes naturais e interferindo na 

adesão, ativação ou agregação plaquetária. O complexo GPIb-IX-V é alvo de 

lectinas tipo-C e de metaloproteases. As metaloproteases se ligam ou clivam a 

sua subunidade GPIb, e impedem a ligação desse complexo ao FvW, inibindo a 

agregação plaquetária; enquanto as lectinas tipo-C podem se ligar a subunidade 

GPIb e ativar as plaquetas pela sinalização a outros receptores, induzindo neste 
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caso a agregação. Os receptores de colágeno, GPVI e α2β1, também são alvos 

de lectinas tipo C e metaloproteases, que podem se ligar ou clivar esses 

receptores (Lu et al., 2005; Du et al., 2006). As integrinas αIIbβ3 são bloqueadas 

pelas desintegrinas da peçonha, que apresentam alta afinidade para esses 

receptores, sendo potentes inibidores da agregação plaquetária (Calvete et al., 

2005). A interferência das toxinas da peçonha na agregação das plaquetas pode 

ocorrer ainda pela ação direta sobre ligantes naturais, como FvW e colágeno 

(Kamiguti et al., 1996). 

Em relação à ação específica das SVMPs, as metaloproteases da classe P-I 

inibem a agregação plaquetária geralmente por interferência com o complexo 

GPIb-IX-V e FvW, como nos casos da toxina Crotalina e Triflamp das serpentes 

Crotalus atrox e Trimeresurus flavoviridis, respectivamente, que atuam na inibição 

da agregação via hidrólise do FvW (Wu et al., 2001; Tseng et al., 2004). Na classe 

P-II O principal alvo das desintegrinas tipo RGD é a integrina αIIbβ3, que tem 

papel fundamental na agregação das plaquetas, por ser a via final de ativação. 

Assim, sua inibição faz com que a agregação plaquetária não ocorra, mesmo que 

ativadas por diferentes agonistas. (Andrews et al., 2001). Dentre as atividades 

biológicas descritas para metaloproteases da classe P-III estão a ação sobre 

células endoteliais, atividade pró-inflamatória e inibição da agregação plaquetária 

por interferência com a integrina α2β1 e com o colágeno (Moura-da-Silva et al., 

2007). 

 

 

 

3. Angiogênese e inflamação 

 

O desenvolvimento e o funcionamento adequado dos tecidos dependem de 

um suprimento de oxigênio, nutrientes, moléculas e células do sistema imune. 

Esse suprimento é fornecido através dos vasos sanguíneos. Em várias 

circunstâncias fisiológicas normais e em processos patológicos ocorre a demanda 

pela formação de novos vasos sanguíneos através da angiogênese (Folkman, 

1995; Carmeliet, 2005). 
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A angiogênese é definida como o brotamento de novos capilares a partir de 

vasos pré-existentes resultando em uma nova rede de capilares (Heil et al., 2006). 

Dentre os processos fisiológicos na qual a angiogênese está presente pode-se 

citar o desenvolvimento, a reprodução e o reparo tecidual. Sob estas condições, a 

angiogênese é altamente regulada e a vasculatura permanece em estágio 

quiescente, sendo ativada por um breve período de tempo (Carmeliet, 2005). Em 

relação aos processos patológicos, a neovascularização está presente no 

crescimento e metástase tumoral, retinopatia diabética, artrite reumatóide, 

psoríase, aterosclerose, isquemia, dentre outras (Folkman, 1995). 

Os mecanismos celulares e moleculares envolvidos no crescimento vascular 

diferem nos vários tecidos de modo que, os neovasos terão aspectos 

morfológicos e funcionais de acordo com as necessidades de cada tecido. A 

heterogeneidade das células endoteliais é determinada pela expressão e 

atividade de fatores angiogênicos que variam grandemente em diferentes tecidos 

(Benjamin et al., 1998; Carmeliet, 2000; Carmeliet, 2003). 

As etapas da angiogênese envolvem vasodilatação e aumento da 

permeabilidade vascular em resposta ao oxido nítrico e VEGF (fator de 

crescimento endotelial vascular), degradação da membrana basal por 

metaloproteases de matriz, perda das junções entre as células endoteliais pela 

ação do ativador do plasminogênio, migração e proliferação das células 

endoteliais, formação de cordões endoteliais, formação de membrana basal, 

maturação e remodelamento, recrutamento de células periendoteliais (Jain, 2003). 

A angiogênese esta sujeita a um complexo sistema de controle através do 

balanço da ação de fatores angiogênicos e anti-angiogênicos (angiostáticos). No 

indivíduo adulto o crescimento vascular esta sob rigoroso controle, havendo uma 

predominância dos fatores angiostáticos sobre os angiogênicos, sendo que, a 

neovascularização só ocorrerá quando esta relação for inversa (Folkman, 2005). 

Como exemplo de fatores angiostáticos temos os pericitos, vários componentes 

da matriz extracelular e membrana basal (O’Reilly et al., 1997; Maeshima et al., 

2000). Dentre os fatores pro-angiogênicos estão: injúria, hipóxia, citocinas, 

quimiocinas e células inflamatórias (D’amore e Thompson, 1987; Bernardini et al., 

2003). 
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A inflamação e a angiogênese são dois processos que podem acontecer 

concomitantemente com influência mútua de um sobre o outro (Murdock et al., 

2005). A angiogênese sustenta a inflamação através do fornecimento de oxigênio 

e nutrientes para as necessidades metabólicas das células presentes no sítio 

inflamatório e proporciona um aumento do infiltrado leucocitário. Já as células do 

sistema imune produzem mediadores inflamatórios que podem atuar de forma 

direta ou indireta. Na primeira ocorre a liberação de fatores angiogênicos pelas 

células inflamatórias, e no segundo, as células do sistema imune atuam sobre 

fibroblastos e células endoteliais ocasionando a liberação dos fatores 

angiogênicos, gerando um estímulo indireto para que a angiogênese ocorra 

(Naldini e Carraro, 2005; Benelli et al., 2006). 

A inflamação é uma reação complexa que congrega respostas vasculares, 

celulares (migração e ativação de leucócitos) e reações sistêmicas. Estão 

envolvidos nos eventos da inflamação o fluido e proteínas plasmáticas, as células 

circulantes (neutrófilos, monócitos, eosinófilos, linfócitos, basófilos e plaquetas), 

os vasos sanguíneos, os componentes celulares e extracelulares do tecido 

conjuntivo (mastócitos, fibroblastos, macrófagos, linfócitos, proteínas fibrosas 

estruturais, glicoproteínas de adesão e proteoglicanos) (Kumar et al., 2005). 

As reações vasculares e celulares da inflamação são mediadas por fatores 

químicos derivados de proteínas ou de células plasmáticas e são produzidos ou 

ativados pelo estimulo inflamatório. Esses mediadores agem isoladamente, em 

conjunto ou em sequência, amplificando a resposta inflamatória e influenciando 

sua evolução (Kumar et al., 2005). 

O processo inflamatório pode ser classificado em inflamação aguda e crônica. 

O aumento na permeabilidade vascular é uma característica da inflamação aguda, 

sendo que, este aumento permite o extravasamento de elementos presentes na 

corrente sanguínea, como componentes do plasma e células inflamatórias, 

levando à formação de uma matriz provisória derivada de proteínas plasmáticas e 

à presença de leucócitos no espaço subendotelial. Este extravasamento irá iniciar 

e sustentar a resposta inflamatória (Singer e Clark, 1999).  

O processo inflamatório pode passar de agudo para crônico quando há a 

permanência do estímulo lesivo, sendo a inflamação crônica caracterizada por 

aumento do número de macrófagos no local, proliferação de fibroblastos, que 
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aumenta a síntese de matriz, a angiogênese e a lesão tecidual (Jackson et al., 

1997). Esse aumento na angiogênese leva a mecanismos de feedback positivo 

entre os vasos e o infiltrado inflamatório os quais irão sustentar a formação de 

novos vasos e promover uma resposta inflamatória exacerbada. A inflamação e a 

angiogênese são assim, dois processos que se interrelacionam (Carmeliet e Jain, 

2000; Murdock et al., 2005; Carmeliet, 2005). Portanto, atuar sobre a formação de 

novos vasos sanguíneos pode promover a redução do influxo de células 

inflamatórias, reduzindo a produção de mediadores inflamatórios e proteolíticos, e 

prevenir o suprimento de nutrientes para um processo inflamatório ativo. 

Enquanto que, atuar sobre a resposta inflamatória afetaria negativamente a 

formação de novos vasos sanguíneos (Costa et al., 2007). 

Os mecanismos de regulação do processo angiogênico e resposta 

inflamatória envolvem uma sequência de eventos influenciados por sinais 

biológicos através da liberação de mediadores como citocinas e quimiocinas 

(Coussers e Werb, 2002; Otrock et al., 2007;). 

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é uma citocina, 

considerada como um dos mais importantes fatores pró-angiogênicos. Ele 

também age na potencialização do aumento da permeabilidade vascular que 

pode preceder ou acompanhar a angiogênese (Hoeben et al., 2004). 

O fator de necrose tumoral (TNF) é representado por dois polipeptídios 

homólogos derivados de fagócitos mononucleares e linfócitos (TNF-α e TNF-β). O 

TNF-α é um potente ativador de neutrófilos, mediando a aderência, quimiotaxia, 

degranulacao e a explosão respiratória deste tipo celular (Sedgwick et al., 2000; 

Borish e Steinke, 2003). Além disto, o TNF-α aumenta a expressão de VEGF e 

dos receptores desta citocina nas células endoteliais (Balkwill e Mantovani, 2001). 

As quimiocinas formam uma grande família de citocinas estruturalmente 

homologas, de baixa massa molecular (8-12 kDa). Elas são reconhecidas por 

seus efeitos de ativação e diferenciação celular, por estimular o movimento dos 

leucócitos e regular sua migração do sangue para os tecidos. Atualmente, tem 

sido reconhecido seu papel em muitos processos biológicos tais como 

angiogênese, produção de colágeno, hematopoese, organogênese, proliferação 

celular, polarização linfocitária, apoptose, metástase e defesa (Gerard e Rollins, 

2001; Murakami et al., 2004; Esche et al., 2005). 
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As quimiocinas dividem-se em quatro sub-grupos com base no número e no 

espaçamento entre os seus dois primeiros resíduos de cisteína conservados na 

posição amino-terminal. São classificadas como CC, CXC, CX3C e C, onde “X” e 

um aminoácido (Bernardini et al., 2003; Zimmermann et al., 2003). 

As quimiocinas CC exibem os dois primeiros resíduos de cisteína adjacentes. 

Compõe este grupo a Proteína-1 quimiotática para monócitos (MCP-1/JE) 

atualmente denominada CCL2 (Kunkel et al., 1995). O MCP-1 é essencial no 

recrutamento de monócitos, e quimiotáxica para células endoteliais humanas, 

induz in vivo a formação de vasos sanguíneos, sendo essa resposta angiogênica 

por ação indireta (via leucócitos) e direta (via receptor CCR2, presente na célula 

endotelial) (Salcedo et al., 2000). 

As quimiocinas CXC tem um resíduo de aminoácido entre os dois primeiros 

resíduos de cisteína e atuam principalmente nos neutrófilos. Esse grupo pode ser 

subdivido baseado na presença ou ausência da sequencia de aminoácidos Glu-

Leu-Arg (ELR) precedendo o primeiro resíduo de cisteína. O motivo ELR é 

importante na regulação da angiogênese induzida por quimiocinas CXC (Kunkel 

et al., 1995, Addison et al., 2000). Vários estudos têm mostrado que as 

quimiocinas CXC exercem importante papel na angiogênese associada aos 

processos inflamatórios, de reparo e tumorais (Szekanecz et al., 1998; Moore et 

al., 1998; Belperio et al., 2000). 

O sítio Arg-Gly-Asp (RGD) é um importante sítio matricrítico que está presente 

na fibronectina e outras proteínas da matriz extracelular como colágenos, 

vitronectina e osteopondina (Ruoslahti, 1996). Esse motivo RGD é exposto pela 

proteólise e pode se ligar às integrinas e assim, promover a adesão, migração, 

proliferação, sobrevivência e interação célula-célula durante a angiogênese 

(Ramjaun e Hodivala-Dilke, 2009). O uso de peptídeos solúveis que competem 

com a ligação do RGD às integrinas tem um importante potencial terapêutico em 

desordens caracterizadas pela vascularização exacerbada ou aberrante como o 

câncer e as inflamações crônicas (Meyer et al., 2006). 

As SVMPs da classe P-II e P-III podem apresentar em seu domínio 

desintegrinas a sequência RGD ou uma sequência semelhante, com habilidade 

de bloquear a interação de integrinas com seus ligantes (Calvete, et al., 2005).  
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Contortrostatina e Accutina são desintegrinas livres, provenientes da peçonha 

da serpente do gênero Agkistrodon, com atividade de inibição da angiogênese 

através do bloqueio de integrinas (Yeh et al., 1998; Golubkov et al., 2003;). Não 

há relatos de SVMPs da classe P-I atuando na inibição da angiogênese. 
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Abstract 

The venom of snakes from genus Bothrops contain toxin composed of 

several pharmacologically active substances, especially protein constituents, 

which act to induce local and systemic physiological changes in the body in which 

it is inoculated. Among the enzymatic component of the venoms are 

metalloproteinases, which are proteolytic enzymes zinc-dependents involved in 

the effects of ofidic envenoming. BmooMPα-I is a fibrin(ogen)olytic non-

hemorrhagic enzyme isolated from B. moojeni snake venom. It shows a molecular 

mass of about 24.5 kDa, and belongs to the P-I class. In order to investigate its 

activity in relation to physiological processes, this work had as objective evaluated 

the BmooMPα-I influence in platelet aggregation and in inflammatory 

angiogenesis. The enzyme inhibited specifically the epinephrine-induced platelet 

aggregation when previously incubated with platelet rich plasma, not showing 

inhibition with ADP, collagen and ristocetin. Its activity is suppressed by 

denaturation, showing the dependence of the enzymatic action in the inhibition 

mechanism. About the inflammatory angiogenesis, our results showed that 

BmooMPα-I is an angiogenesis inhibitor. 

 

Keyword: Bothrops moojeni, metalloproteinase, platelet aggregation, 

angiogenesis. 
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Resumo 
As peçonhas de serpentes do gênero Bothrops contêm toxinas compostas 

por várias substâncias farmacologicamente ativas, principalmente constituintes 

protéicos, que atuam na indução de alterações fisiológicas locais e sistêmicas no 

organismo no qual é inoculada. Dentre o componente enzimático das peçonhas 

estão as metaloproteases, que são enzimas proteolíticas dependentes de zinco, 

envolvidas nos efeitos do envenenamento ofídico. BmooMPα-I é uma enzima 

fibrin(ogen)olítica não-hemorrágica isolada da peçonha de  B. moojeni. Ela possui 

massa molecular aproximada de 24,5 kDa, pertencendo à classe P-I. A fim de 

investigar sua atividade em relação a processos fisiológicos, este trabalho teve 

como objetivo avaliar a influência da BmooMPα-I sobre a agregação plaquetária e 

sobre a angiogênese inflamatória. A enzima inibiu especificamente a agregação 

plaquetária induzida por epinefrina quando incubada previamente com o plasma 

rico em plaquetas, não demonstrando inibição com ADP, colágeno e ristocetina. 

Sua atividade é suprimida pela desnaturação, evidenciando a dependência da 

ação enzimática no mecanismo de inibição. Sobre a angiogênese inflamatória, 

nossos resultados mostraram que a BmooMPα-I é um inibidor da angiogênese. 

 
Palavras-chave: Bothrops moojeni, metaloproteases, agregação plaquetária, 
angiogênese. 
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Introduction 
 

Envenoming represents a public health problem world wild with 1.841.000 

cases per year according to World Health Organization (2010). In Brazil, occurred 

21.446 cases reported to Ministry of Health and 74% were caused by snakes from 

genus Bothrops (Sistema de Informações de Agravos de Notificação - SINAN, 

2010). The specie responsible for the most snakebite accidents registered in the 

Hospital of Clinics of Federal University of Uberlândia-MG is B. moojeni (Da Silva 

et al., 2003). 

The clinic manifestation of the bite depends on the composition of the venom. 

Bothrops envenoming are characterized by local and systemic effects.  Necrosis, 

edema, hemorrhage and inflammation are included in the local manifestations 

while systemic effects are coagulopathy, internal hemorrhage, cardiovascular 

shock and acute renal failure (Cardoso et al., 2003; França and Málaque, 2003; 

Costa et al., 2010). 

In its composition, snake venom has many different compounds with the 

predominance of proteins with enzymatic action. Several of these compounds 

display an interesting whole in envenomation leading to physiological alterations in 

the victim organism such as interference in the platelet aggregation (Francischetti, 

1998; Kamiguti, 2005; Calvete et al., 2007; Zychar et al., 2010). 

Bernardes et al (2008) described the isolation of BmooMPα-I. This enzyme is a 

fibrin(ogen)olytic non-hemorrhagic metalloproteinase from Bothrops moojeni 

snake venom. The toxin showed a molecular mass of about 24.5 kDa and induces 

defibrinating activity. In this report, we investigate the effects of BmooMPα-I in 

platelet aggregation and, using the sponge implantation model, we evaluate local 

inflammatory changes, angiogenesis index and fibrogenic response. 
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Materials and methods 

 

Bothrops moojeni venom 

Desiccated B. moojeni venom was purchased from Bioagents Serpentarium 

(Batatais-SP, Brazil). 

 
 

Animals 

Male Swiss mice 7–8 weeks (30–35 g body weight) used in these experiments 

were obtained by donation from Vallée S.A. e Pentapharm do Brasil LTDA 

(Uberlândia-MG, Brazil). The animals were housed individually in a temperature-

controlled room (23°C), on an automatic 12 h light/dark cycle (6 a.m. to 6 p.m. of 

light phase) and provided with food and water ad libitum. Housing, anaesthesia, 

postoperative care and the experimental protocol was approved and concurred 

with the guidelines established by the Ethics Committee on Animal 

Experimentation of the Federal University of Uberlândia (CEUA/UFU, Protocol 

number 007/11). 

 

Isolation of BmooMPα-I 

BmooMPα-I was purified from B. moojeni snake venom as previously 

described by Bernardes et al. (2008) with modifications. Crude venom of B. 

moojeni (200mg) was dissolved in 50mM ammonium bicarbonate buffer (pH 7.8) 

and clarified by centrifugation at 10.000xg for 10min. The supernatant solution was 

chromatographed on a DEAE-Sephacel column (2,5 x 20cm), previously 

equilibrated with 50mM, pH 7.8, ammonium bicarbonate (AMBIC) and eluted with 

a concentration gradient (50mM—0.45M) of the same buffer. Fractions of 

3.0mL/tube were collected, their absorbances at λ= 280nm were read and those 

corresponding to peak D2 were pooled, lyophilized, dissolved in 50mM, pH 7.8, 

ammonium bicarbonate and applied on HiPrepTM 26/60 SephacrylTM S-300 in 

HPLC - ÄKTApurifierTM 10 system (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Sweden). 

Samples were eluted from this column with the same buffer at a flow rate of 

1mL/min. All peaks were monitored by absorbance at 280nm. 
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Estimation of protein concentration 

Protein concentration was determined by the method of Itzhaki and Gill (1964), 

using bovine serum albumin as standard. 

 

Electrophoretic analysis 

Electrophoresis using polyacrylamide gels (SDS–PAGE) was performed as 

described by Laemmli (1970) using 14% gels. Electrophoresis was carried out at 

20 mA/gel in Tris–glycine buffer, pH 8.3, containing 0.01% SDS. The molecular 

mass standard proteins used were phosphorylase b (97 kDa), bovine serum 

albumin (66 kDa), egg albumin (45 kDa), carbonic anhydrase (30kDa), soybean 

trypsin inhibitor (20.1 kDa) and a-lactoalbumin (14.4 kDa). The slab gels were 

stained with coomassie blue R-250. The relative molecular mass of the purified 

enzyme was estimated by Kodak 1D image analysis software. 

 

Platelet aggregation assay 

The platelet-rich plasma (PRP) was prepared as described by Sanchez et al. 

(2010) with slight modifications. The pool of human blood, colleted in presence of 

sodium citrate (3.8%), was centrifuged at 100xg during 12min at room 

temperature. After the removing of PRP, the sample of blood was submitted to a 

new centrifugation at 1000xg for 15min to obtain the platelet poor plasma (PPP). 

The aggregation was measured utilizing a 4 channels automatic Aggregometer 

(AggRAMTM 1.1 version, Helena Laboratories, EUA). Different doses of enzyme (5, 

15 e 50μg) were pre-incubated (20-30min) with 200μL of PRP. Then the solution 

contained PRP and enzyme received the platelet agonists. We used the following 

agonists: ADP (20μM), collagen (10μg/mL), ristocetin (1mg/mL), arachidonic acid 

(200μM) and epinephrine (300μM). 

The assay resulting curves were expressed in percentage of aggregation 

related to the PPP absorbance, which represents 100% of aggregation. Controls 

received saline instead of enzyme. 
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Sponge implants assay 

Preparation of sponge discs, implantation and treatment 

Polyether-polyurethane sponge (Vitafoam Ltd., Manchester, UK) was used as 

the implanted material. The implants were discs, 5mm thick X 8mm diameter and 

were soaked overnight in 70% v/v ethanol and sterilized by boiling in distilled water 

for 15 minutes before implantation. For that, the animals were anaesthetized with 

xilazin/ketamin (10mg/kg e 60mg/kg, respectively), the dorsal hair shaved and the 

skin wiped with 70% ethanol. The sponge discs were aseptically implanted into a 

subcutaneous pouch, which had been made with curved artery forceps through a 

1cm long dorsal mid-line incision. Postoperatively, the animals were monitored for 

any signs of infection at the operative site, discomfort or distress; any showing 

such signs were immediately humanely killed. Animal received daily 10μL injection 

intraimplant containing different doses of BmooMPα-I (1000ng, 100ng, 10ng). The 

treatment started one day after the implantation and lasted for 9 days. The control 

group of mice received saline according to the same schedule. The treatment and 

sponge implants were well tolerated by the mice over the experimental period. 

 

Hemoglobin extraction 

The extent of the vascularization of the sponge implants was assessed by the 

amount of hemoglobin (Hb) detected in the tissue using the Drabkin’s method 

(Drabkin, 1935) e adapted with the vascularization index by Plunkett et al. (1990) 

and Hu et al. (1995). Nine days postimplantation, the animals were euthanized 

and the sponge implants carefully removed, dissected from adherent tissue, 

weighed. Each implant was homogenized (Tekmar TR-10, OH) in 2mL of Drabkin 

reagent (Labtest, São Paulo, Brazil), and centrifuged at 12,000xg for 20min. The 

supernatants were filtered through a 0.22-μm millipore filter. The hemoglobin 

concentration of the samples was determined spectrophotometrically by 

measuring absorbance at 540nm using an Elisa plate reader and was compared 

against a standard curve of hemoglobin. The content of hemoglobin in the implant 

was expressed as μg Hb per mg wet tissue. 
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Tissue extraction and determination of N-acetylglucosaminidase activity 

The infiltration of mononuclear cells into the implants was quantified by 

measuring the levels of the lysosomal enzyme N-acetylglucosaminidase (NAG) 

which is present in high levels in activated macrophages as previously described 

(Phillips, 2004; Ferreira, 2007;). After processing the supernatant of the implants 

for the hemoglobin determination (see above), a part of the corresponding pellet 

was kept for this assay. These pellets were weighed, homogenized in NaCl 

solution (0.9% w/v) containing 0.1% v/v Triton X-100 (Promega), and centrifuged 

(3.000xg; 10 min at 4°C). Samples of the resulting supernatant (100μL) were 

incubated for 10min with 100μL of P-nitrophenyl-N-acetyl-beta-D-glucosaminide 

(Sigma) prepared in citrate/phosphate buffer (0.1M citric acid, 0.1M Na2HPO4; pH 

4.5) to yield a final concentration of 2.24mM. The reaction was stopped by the 

addition of 100μL of 0.2M glycine buffer (pH 10.6). Hydrolysis of the substrate was 

determined by measuring the absorption at 400nm. The readings were 

interpolated on a standard curve constructed with p-nitrophenol (0–500nmol/mL) 

(Sigma-Aldrich). Data are reported as nanomole of products formed per milligram 

of wet tissue (implant). 

 

Measurement of VEGF, TNF-a, KC and MCP-1 production in the sponge 

implants 

For this procedure, the implants were removed at day 9 postimplantation, 

homogenized in PBS pH 7.4 containing 0.05% Tween 20 and centrifuged at 

10.000xg for 30min. The cytokines VEGF, TNF-α, KC and MCP-1 in the 

supernatant from each implant were measured in 50μL of the supernatant using 

Immunoassay Kits (R and D Systems, USA) following the manufacturer’s protocol. 

Briefly, dilutions of cell-free supernatants were added in duplicate to ELISA plates 

that were coated with a specific murine monoclonal antibody against the cytokine. 

This was followed by the addition of a second horseradish peroxidase-conjugated 

polyclonal antibody against the cytokine. After washing to remove any unbound 

antibody-enzyme reagent, a substrate solution (50μL of a 1:1 solution of hydrogen 

peroxide and tetramethylbenzidine 10mg/mL in DMSO) was added to the wells. 

Color development was stopped, after 20min of incubation, with 2N sulphuric acid 

(50μL) and the intensity of the color was measured at 540nm on MR-96A 
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microplate reader (Mindray, China). Standards were 0.5-log10 dilutions of 

recombinant murine cytokines from 7.5pg/mL to 1000pg/mL (100μL). The results 

were expressed as pico cytokine per milligram wet tissue. 

 

Collagen measurement 

Total soluble collagen was measured in whole tissue homogenates by the 

Sirius Red reagent based-assay (Phillips, 2004; Campos, 2008;). The implants 

were homogenized in 1mL of PBS and 50μL of sample were mixed with 50μL of 

Sirius Red reagent. Samples were mixed by gentle inversion. The collagen-dye 

complex was precipitated by centrifugation at 5000xg for 10min. The supernatants 

were drained off and discarded and the pellet washed with 500μL of ethanol (99% 

pure and methanol free). One milliliter of a 0.5M NaOH solution was added to the 

remaining pellet of collagen-bound dye. After solubilization, samples were 

transferred to a 96-well plate and read at 540nm. The calibration curve was set up 

on the basis of a gelatin standard (Merck, USA). The results are expressed as 

microgram collagen per milligram wet tissue. 

 

Statistical Analysis 

All data are expressed as mean ± standard deviation. Comparisons were 

carried out using one-way analysis of variance (Anova) followed by Newman-

Keuls correction factor for multiple comparisons as a post-test. Groups contained 

15 animals. Differences between means were considered significant when P value 

was < 0.05. 

 

Results 

 

Isolation of BmooMPα-I 

Chromatography of B. moojeni venom on a DEAE-Sephacel column (Fig. 1A) 

resulted in the separation of several protein fractions. BmooMPα-I it is found in P2 

fraction, we ensure that by analyzing and comparing the proteolytic activity and 

electrophoretic profile of the fraction (data not shown). BmooMPα-I was isolated 

from P2 fraction by a second chromatography step on HiPrepTM 26/60 SephacrylTM 

S-300 column (Fig. 1B). Electrophoretic (SDS–PAGE) analysis (Fig. 1C) under 
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denaturing and reducing conditions demonstrated that BmooMPα-I enzyme, with 

24.5kDa (23kDa under non-reducing conditions), was obtained with high purity.  

 

Platelet aggregation assay 

Several platelet agonists were utilized in the platelet aggregation assay. 

BmooMPα-I demonstrated dose-dependent inhibition activity in aggregation 

induced by epinephrine (Fig. 2A). In addition, the inhibition mechanism depends 

on the proteolitic activity of BmooMPα-I. In Fig. 2B we can see that the enzyme 

denatured by heating (heated at 100°C by 15min before the assay) showed 

decreased activity. Our results also showed that BmooMPα-I only inhibited platelet 

aggregation when previously incubated with PRP (Fig. 2C). 

The enzyme also showed partial inhibition in aggregation induced by 

arachidonic acid (Fig. 3) and did not inhibited aggregation induced by ADP, 

collagen and ristocetin (data not shown). 

 

Measurement of anti-angiogenic effects 

Daily doses of BmooMPα-I (10ng, 100ng and 1000ng) given to different groups 

of mice during 8 days reduced neovascularization of the implants, as detected by 

changes in the hemoglobin content (Fig. 4A) and in the levels of VEGF of the 

implants (a marker for angiogenesis) (Fig. 4B). 

 

Measurement of leukocyte accumulation and the proinflammatory cytokines 

The inflammatory components of the sponge-induced inflammation were 

determined by estimating the numbers of the leukocytes in the implant by assaying 

inflammatory enzyme activities and levels of pro-inflammatory cytokines (CXCL2 

[KC] and CCL2 [MCP-1/JE]). Macrophages numbers (as NAG activity) was not 

affected by BmooMPα-I treatment (Fig. 5A). However, the compound at both 

doses (10ng and 100ng) was able to decrease CXCL2 (KC) and CCL2 (MCP-

1/JE) levels in the implants (Fig. 5B and 5C). 
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Measurement of TNF-α and collagen deposition 

In the surpernatant of the implants there was no significant influence in 

cytokine levels (TNF-α) and in collagen deposition intraimplant by BmooMPα-I 

treatment (data not shown). 

 

Discussion 

 

Proteinases from venomous snakes act in the induction of local and systemic 

physiological alterations in the organism in which the venom is inoculated 

(Francischetti, 1998). The knowledge of the action mechanisms of these 

proteinases could lead to the elaboration of pharmacological model with efficiency 

in treatment of envenomation itself and other similar dysfunctions, as well as 

several clinical applications, in diagnosis or therapeutic (Marsh and Williams, 

2005). In this study we purified and investigate the influence of BmooMPα-I in 

platelet aggregation and chronic inflammatory responses. This enzyme is a 

metalloproteinase that, according to Fox and Serrano (2008) classification, 

belongs to the P-I class. BmooMPα-I is a fibrin(ogen)olytic  toxin isolated from B. 

moojeni snake venom by Bernardes et al. (2008) and, the characterization of the 

enzyme, showed that it cause defibrinogenation in vivo but has non-hemorragic, 

phospholipase A2 or thrombin-like  activities.  

In our work, we described the involvement of the BmooMPα-I in platelet 

aggregation, demonstrating the inhibition caused by the enzyme. We also show its 

influence in chronic inflammatory responses as well, which allow us the 

characterization of key components of fibrovascular tissue as cell influx, blood 

vessels formation and extracellular matrix deposition. 

The blood vessel lesions results in subendotelial proteins exposition such as 

collagen and vWF. These molecules bind to specific receptors presents in platelet 

surface. This phenomenon stimulates the platelet activation and leads to 

intracellular second messengers generation that result in responses that include 

cytoskeletal rearrangement, granules exocytosis and GPIIb/IIIa (αIIbβ3 integrin) 

receptors expression. The plasmatic fibrinogen bind to the expressed receptor 

promoting the adjacent platelet binding, which adhere to each other, generating 
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the platelet aggregation and the origin of the hemostatic tampon (Shlansky-

Goldberg, 2002; Fuly et al., 2004). 

The snakes venom show a great variety of toxin that affect the platelet function 

by acting in the specific receptors in the platelet surface or their ligands (Andrews 

and Berndt, 2000; Kamiguti, 2005; Marsh and Williams, 2005; Sanchez et al., 

2010). The interference in platelet aggregation is related to the toxin structure 

(Moura-da-Silva, 2007). SVMPs from P-III class have several ways to inhibit 

platelet aggregation such as: cleavage of GPIb (the platelet vWF receptor 

glycoprotein) by Mocarhagin from Naja mocambique mocambique (Ward et al., 

1996); binding and cleavage of α2β1 integrin by Jararhagin from Bothrops jararaca 

(Kamiguti et al., 1996); binding to collagen by Catrocollastatin from Crotalus atrox 

(Zhou, 1995); and cleavage of vWF by Acurhagin from Agkistrodon acutus (Wang 

and Huang, 2002). The main way of platelet aggregation inhibition by PII class 

SVMPs occur through binding of RGD motif to αIIbβ3 integrin as describe about 

Trigramin from Trimeresurus gramineusI (Huang et al., 1989) and Echistatin from 

Echis carinatus (Gan et al., 1988). 

Has been reported platelet aggregation inhibition by SVMPs from P-I class as 

Crotalin, isolated from Crotalus atrox venom, that is a vWF binding and cleaving 

metalloproteinase who also cleaves GPIb (Wu et al., 2001). Triflamp, from 

Trimeresurus flavoviridis has selective inhibitory activity to GPIb, as demonstrated 

by Tseng et al. (2004). In our work we demonstrate that BmooMPα-I inhibit platelet 

aggregation induced by epinephrine (Fig. 2A) and this depends on the enzymatic 

activity of the toxin (Fig. 2B). BjussuMPII, a toxin isolated from Bothrops 

jararacussu venom by Marcussi et al. (2007) show similarity to our enzyme: both 

are fibrin(ogen)olytic non-hemorragic P-I metalloproteinases that depends on 

enzymatic activity to inhibit platelet aggregation. Otherwise, atroxlysin-I a P-I 

hemorragic SVMP isolated from Bothrops atrox venom do not depend on the 

proteolytic activity to inhibit platelet aggregation (Sanchez et al., 2010) 

We also showed that BmooMPα-I inhibition activity demands preincubation of 

the enzyme with platelet-rich plasma (Fig. 2C), the same behavior described to 

Acurhagin, from Agkistrodon acutus, that exerts an inhibitory effect on platelet 

aggregation of platelet-rich plasma in an incubation-time dependent manner 

(Wang and Huang, 2002). 
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Our results pointed that BmooMPα-I act specifically on epinephrine-induced 

aggregation (Fig. 2A, B and C), show only partial activity in arachidonic acid-

induced aggregation (Fig. 3A) and no activity with ADP, collagen and ristocetin. 

Epinephrine act in aggregation by activating platelets without initial conformational 

change, leading to endogenous arachidonic acid releasing with TxA2 formation 

and platelet secretion (Bernardi and Moreira, 2004). Our results suggest that 

BmooMPα-I interfere in the epinephrine platelet activation, avoiding the 

endogenous arachidonic acid releasing. Moreover, in the arachidonic acid-induced 

aggregation, the enzyme seems to interfere in aggregation that is reversed by 

increase of arachidonic acid concentration caused by the endogenous releasing. 

All excitatory platelet agonists induces increasing in the cytosolic concentration 

of Ca+2, both from internal mobilization and from the increased influx of 

extracellular Ca+2, except epinephrine (Hourani and Cusack, 1991). Therefore, our 

results suggest that BmooMPα-I inhibition of epinephrine-induced aggregation 

keeps close relationship to endogenous arachidonic acid releasing and cytosolic 

concentration of Ca+2. 

The term angiogenesis usually defines the growth of sprouts from capillary 

blood vessels that depends on a delicate balance between pro- and anti-

angiogenic factors. In mammals, physiological angiogenesis is restricted to 

specific situations, including growth, tissue regeneration and reproduction. In 

contrast, some angiogenesis-dependent diseases, such as tumor growth, age-

related macular degeneration and atherosclerosis, have been described (Folkman, 

2007) 

The anti-angiogenic activity of SVMPs has been reported in the literature only 

for disintegrins with RGD motif. Some examples of that are the disintegrins 

prevenient from genus Agkistrodon snake venom such as Contortrostatin (that 

presents anti-angiogenic and anti-tumor activity) and Accutin (that is an αvβ3 

integrin antagonist and so inhibits angiogenesis) from Agkistrodon contortrix 

contortrix and Agkistrodon acutus, respectively (Yeh et al., 1998; Swenson et al., 

2005;). Other disintegrins act on angiogenesis by selective αvβ3 blockade as 

described to Rhodostomin from Calloselasma rhodostoma and DisBa-01, isolated 

from a cDNA library made with RNAs from the venom gland of Bothrops alternatus 
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(Yeh et al., 2001; Ramos et al., 2008). There is no report of P-I SVMPs with anti-

angiogenic activity. 

VEGF is a cytokine that has been shown to be an essential mediator of 

neovascularization, inducing dose-related growth of new blood vessels (Dvorak, 

2002). Our results demonstrated that BmooMPα-I act decreasing angiogenesis 

which was assessed by hemoglobin content (Fig. 4A) and by VEGF levels (Fig. 

4B). This result is remarkable since there are no records of such activity by P-I 

SVMPs and by the importance of angiogenesis studies, since it is related to 

several pathological processes. 

The inflammatory components of the implants were assessed by pro-

inflammatory enzymes and cytokines measurement. NAG activity (representing 

activated macrophages/monocytes accumulation) was not affected by the 

treatment (Fig. 5A). Otherwise, CXCL2 (KC) and CCL2 (MCP-1/JE) were 

decreased in the implants of 10ng and 100ng BmooMPα-I -treated groups (Fig. 5B 

and C), suggesting that, during the treatment, there is a down regulation of 

macrophages and neutrophils recruitment. Although fibrogenic response assessed 

by collagen measurement was not affected by the enzyme administration. 

In conclusion, BmooMPα-I, a metalloprotease isolated from B. moojeni venom 

is able to inhibit platelet aggregation and reveal a new way of anti-angiogenic 

activity by SVMPs, not related to RGD motif. 
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Figure 1. Purification of BmooMPα-I. (A) Anion-exchange chromatography of 
Bothrops moojeni crude venom on a DEAE–Sephacel column (2,5 x 20cm) 
equilibrated with 50mM ammonium bicarbonate (pH 7.8) and eluted with a convex 
concentration gradient of the same buffer (0,05–0,6M). (B) Gel filtration of the P2 
fraction (indicated by the empty lozenge) on HiPrepTM 26/60 SephacrylTM S-300 in 
ÄKTApurifierTM 10 HPLC system, equilibrated and eluted with 50mM ammonium 
bicarbonate (pH 7.8). (C) SDS–PAGE: Lane 1 - standard proteins. Lane 2 – 
BmooMPα-I (10μg) under reducing conditions. Lane 3 – BmooMPα-I (10μg) non-
reducing. 
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Figure 2: Epinephrine-induced platelet aggregation inhibition by BmooMPα-I. (A) 
Dose-dependent activity of the enzyme. Green curve: standard of platelet 
aggregation induced by epinephrine. Red curve: platelet aggregation inhibition by 

A 

B 

C 



51 

 

5µg of BmooMPα-I. Blue curve: platelet aggregation inhibition by 15µg of 
BmooMPα-I. Brown curve: platelet aggregation inhibition by 50µg of BmooMPα-I 
(B) Assay with denatured (heated at 100°C by 15min before the assay) and native 
enzyme. Green curve: standard of platelet aggregation induced by epinephrine. 
Red curve: 50µg of denatured BmooMPα-I. Blue curve: 50µg of native BmooMPα-I 
(C) Assay with enzyme pre-incubated with PRP (20min) and not incubated. Green 
curve: standard of platelet aggregation induced by epinephrine. Brown curve: 50µg 
of BmooMPα-I pre-incubated with PRP. Red curve: 50µg of BmooMPα-I not 
incubated with PRP. All assays, except in C, done with 20min pre-incubation of 
BmooMPα-I with PRP. 
 

 
Figure 3: Arachidonic acid-induced platelet aggregation inhibition by BmooMPα-I. 
Green curve: standard of platelet aggregation induced by arachiconic acid. Red 
curve: 50µg of BmooMPα-I. Assays done with 20min pre-incubation of BmooMPα-I 
with PRP. 
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Figure 4: Effects of BmooMPα-I on angiogenesis in sponge implants. (A) 
Hemoglobin content of the tissue decreased after treatment with 10ng dose of the 
enzyme. (B) VEGF levels were reduced by the treatment with 10ng and 100ng 
doses. Values shown are the means ± standard error from groups of 13–15 
animals. *p < 0.05 versus control group. 
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Figure 5: Effects of BmooMPα-I on inflammatory parameters: macrophage 
accumulation (A), CXCL2/KC (B) and CCL2/MCP-1/JE levels (C) in sponge 
implants. Except for macrophage number (NAG activity) significant decreases 
were attained by the treatment for CXCL2/KC and CCL2/MCP-1/JE levels. Values 
shown are the means ± standard error from groups of 13–15 animals. *p < 0.05 
versus control group; **p < 0.001; ***p< 0.0001. 
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