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APRESENTACAO

A colecao “Topicos Multidisciplinares em Ciéncias Bioldgicas” € uma obra composta
por estudos de diferentes areas das ciéncias biologicas e da saude. A obra foi ampliada e
recebeu mais 47 capitulos distribuidos em trés volumes. Os e-books foram organizados
por trabalhos resultantes de pesquisas, ensaios teodricos e vivéncias dos autores.

As ciéncias biologicas englobam areas do conhecimento relacionadas as ciéncias
da vida e incluem a biologia, a saude humana e a saude animal. Nesta obra, apresento
textos completos e atuais sobre estudos desenvolvidos durante a formacéo académica
ou na pratica profissional. Os autores séao filiados a diversos cursos de graduacéo e de
pbs-graduacdo em ciéncias biologicas, saude, tecnologia e areas afins.

Em seus 15 capitulos o volume 3 aborda, de forma categorizada, os trabalhos de
pesquisas e revisdes narrativas ou ensaios teoricos que transitam nos varios caminhos
da atuac&o em ciéncias biologicas e areas correlatas. Neste volume vocé encontra textos
sobre biologia celular e molecular, microbiologia, meio ambiente e muito mais.

Espero que as experiéncias compartilhadas neste volume contribuam para o
enriqguecimento de novas praticas profissionais com olhares multidisciplinares para as
ciéncias bioldgicas e suas areas afins. Agradeco aos autores que tornaram essa edi¢cao
possivel e desejo uma 6tima leitura a todos.

Edson da Silva
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CAPITULO 7
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(SAMPS)

RESUMO: O
funcdes

recente conhecimento das

fisiologicas do novo mediador
gasoso, o sulfeto de hidrogenio (H,S), vem
revelando grande potencial terapéutico para
moléculas doadoras de H,S em doengas
inflamatérias e cardiovasculares. A ampla
distribuicdo das enzimas cistationina-gama-
liase (CSE), cistationina-beta-sintase (CBS) e
(BMST)

envolvidas na sintese do H,S, faz desse gas

3-mercaptopiruvato sulfotransferase
uma molécula sinalizadora importante na
regulacdo celular. Todavia, pouco se sabe
sobre a participagé@o do H,S no controle celular
no processo de senescéncia. O objetivo
deste estudo foi avaliar a geragéo de H,S e
a expressao das enzimas CBS, CSE e 3MST
em Orgdos e tecidos de camundongos com
senescéncia acelerada (SAMP8) e resistente a
senescéncia (SAMR1), com 3 meses de idade.
A produgédo de H,S avaliada pelo método do
acetato de chumbo foi mensurada no encéfalo,
hipotalamo, coracéo, pulmao, rim, figado e pele.
A expressao proteica das enzimas CSE, CBS
e 3MST foi analisada por Western blotting. A
geragdo de H,S mostrou-se significativamente
maior no hipotalamo, coracdo e figado dos
animais SAMP8, mas ndao nos demais 6rgaos,
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em comparacdo com os animais SAMR1. No hipotalamo dos camundongos SAMPS, a
expressao da CBS foi significativamente maior, enquanto da CSE foi menor em relagéo ao
SAMR1. Nao foram observadas diferencas na expressao das trés enzimas nos demais 6rgaos
dos camundongos SAMP8 e SAMR1. A relagdo entre a geragédo de H,S e o envelhecimento
revela que a concentragéo do H,S ocorre de forma distinta em diversos 6rgéaos, sendo que
no SNC, coragéo e figado, mas ndo nos demais 6rgaos, a geragao foi maior em relagdo ao
SAMR1. A via enzimatica CBS, mas néao as demais, exerce maior influéncia na biossintese
do H,S, particularmente no hipotalamo de animais senis.

PALAVRAS CHAVE: Sulfeto de hidrogénio, envelhecimento, enzimas geradoras de H_S.

CHARACTERIZATION OF HYDROGEN SULFIDE (H,S) GENERATION TISSUES FROM
MICE WITH ACCELERATED SENESCENCE (SAMP8)

ABSTRACT: The recent knowledge of the physiological functions of the new gaseous
transmitter, hydrogen sulfide (H,S), has revealed a great therapeutic potential for H,S
donor molecules in inflammatory and cardiovascular diseases. The vast distribution of
the enzymes cystathionine-gamma-lyase (CSE), cystathionine-beta-synthase (CBS)
and 3-mercaptopiruvate sulfurtransferase (SMST) involved in H,S synthesis, making it an
important signaling molecule. However, little is known about the role of H,S in cell control
of the senescence process. The aim of this study was to evaluate the generation of H,S
and the expression of CBS, CSE and 3MST in organs and tissues of mice with accelerated
(SAMP8) and resistant to senescence (SAMR1), with 3 months of age. The production of
H.S, assessed by the lead acetate method, was measured in the encephalus, hypothalamus,
heart, lung, kidney, liver and skin. Protein expression of CSE, CBS and 3MST was analyzed
by Western blotting. The generation of H,S was significantly higher in the hypothalamus,
heart and liver, but not in the other organs from SAMP8 animals when compared to SAMR1.
In the hypothalamus of SAMP8 mice, a marked expression of CBS was correlated with H,S
production, while CSE was not as compared to SAMR1. There were no statistical differences
in the expression of CBS, CSE and 3MST in the other tissues of SAMP8 and SAMR1 mice.
The relationship between the generation of H,S and aging reveals that the concentration
of H,S occurs differently in distinct several organs, being the H,S generation at the CNS,
heart and liver, but not in the other organs, markedly higher compared to SAMR1. The CBS
enzymatic pathway, but not CSE and 3MST, seems to play better role on H,S biosynthesis,
particularly in the hypothalamus of senescent mice.

KEYWORDS: Hydrogen sulfide (H,S), senescence, enzymes producing H_,S.

INTRODUGCAO

Ha pouco mais de uma década o conhecimento de importantes fungdes fisioldgicas do
sulfeto de hidrogénio (H,S), um novo membro da familia de transmissores gasosos, como
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o 6xido nitrico (NO) e mondxido de carbono (CO), vem sendo acumulado e reconhecido
em pesquisas clinica e experimental. Embora considerado por muito tempo como um géas
poluente e tdxico, sua producédo enddgena foi caracterizada em meados dos anos 80 por
Stipanuk & Beck (1982) e, em seguida, também sua importante funcédo neuromoduladora
foi elucidada (Abe & Kimura, 1996).

A ampla distribuicdo das enzimas cistationina-gama-liase (CSE), cistationina-beta-
sintase (CBS) e 3-mercaptopiruvato sulfotransferase (3MST), envolvidas na sintese de
H,S em diversas estruturas biologicas, evidencia a importancia desse gas como molécula
sinalizadora na regulacédo celular de diversas fungdes organicas em mamiferos. Na
biossintese do H,S, além das enzimas supracitadas, alguns substratos (metabdlitos da
L-cisteina, 3-mercaptopiruvato - 3MP) e co-fatores (5’fosfato piridoxal [vitamina B6) séo
necessarios. Ademais, vias ndo enzimaticas participam de pequena concentracdo da
geracao endodgena de H,S, em particular, em reagbes de oOxido-redugéo de proteinas e
compostos contendo Fe-S, tais como ferredoxinas e proteinas de Rieske (Beinert, Holm
& Munck, 1997), na reducao do elemento enxofre por glutationa (GSH), usando NAD e
NADH da glicélise como doadores de elétrons (Searcy & Lee, 1998) e, do anion tiosulfato,
em reacao envolvendo o piruvato como doador de hidrogénio (Kolluru, Shen, Bir, & Kevil,
2013).

Postula-se que as enzimas catalisadoras de H,S séo expressas de forma variada nos
sistemas bioldgicos; portanto, é de se esperar que alteragdes (excesso ou deficiéncia) na
expresséo de enzimas envolvidas na sintese ou metabolismo de H,S possam afetar a
distribuicao enddégena do H,S e, consequentemente, possam promover ou agravar quadros
patoldgicos, incluindo doencas cardiovasculares, inflamatorias, neurodegenerativas e
infeciciosas (Wang, 2012; Rodrigues et al., 2017; Xiao et al., 2018; Coavoy-Sanchez et al.,
2020). Moléculas doadoras de H,S despontam na literatura como agentes promissores no
controle de doencas inflamatorias e condigcdes associadas a danos gerados por excesso
de producao de estresse oxidativo, tais como na asma alérgica (Benetti et al., 2013;
Campos et al., 2016; Wallace et al., 2018). Outras evidéncias do nosso grupo mostraram
efeitos farmacol6gicos adicionais para moléculas doadoras de H2S de diferentes classes,
incluindo ag¢ao antinociceptiva, antipruriginosa, anti-inflamatoria e citoprotetora (Benetti et
al, 2013; Ekundi-Valentin et al, 2013; Rodrigues et al, 2017; Coavoy-Sanchez et al., 2016;
Costa et al., 2020).

Novas moléculas doadoras de H,S estédo sendo testadas e outras estéo disponiveis
comercialmente como ferramentas farmacologicas, cujos perfis farmacocinético variam,
desde compostos doadores de H,S de liberagao lenta (GYY4137, SRHD e AP67), moléculas
hibridas com um grupamento doador de H,S (1,2-ditiol-3-thiona, ou ADT-OH) inserido
em uma molécula classica de anti-inflamatério néo-esteroide (AINE), como o ATB-346
(naproxeno), ATB-343 (indometacina), ATB-429 (mesalamina), ATB-337 (diclofenaco),
ATB-340 (aspirina) e ATB-352 (cetoprofeno) (Herrera et al., 2015; Powell et al. 2018;
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Szabo e Papapetropoulos, 2017).

Inameras contribuicbes experimentais e clinicas na literatura vém centralizando
no papel protetor do H,S em doencas cardiovasculares e inflamatorias; por outro lado,
pouco se sabe sobre a correlagéo entre diferengas na geragédo do H,S e os beneficios na
manuten¢ao a saude e, também, no envelhecimento. Nesse contexto, Jin e colegas (2015)
demonstraram que a geragéo de H,S em tecido cardiaco de camundongos diabéticos
senis foi reduzida quando comparada a concentracéo obtida no coracéo de camundongos
senis nao diabéticos. Tal efeito foi associado a menor expressao cardiaca das enzimas
CSE e 3-MST, sugerindo um possivel envolvimento desse achado no desenvolvimento
da diabetes (Jin et al., 2015). Mais recentemente, um grupo de evidéncias compiladas
em revisdo de Mun e colaboradores (2019) apoiam fortemente a sugestdo de que
niveis distintos de H,S tém direta influéncia e correlagdo com as potenciais alteragées
cerebrovasculares no processo de envelhecimento. Isto sugere um potencial terapéutico
para o H,S nas alteragGes cerebrovasculares no envelhecimento. Aléem disto, linhas de
evidéncia in vitro mostram o envolvimento do H,S na senescéncia celular e organica. Em
cultura de células endoteliais de veia umbilical humana, o tratamento desta cultura com o
doador espontaneo de H,S, o NaHS, protegeu as células endoteliais contra a senescéncia
celular, por meio de mecanismo relacionado a atividade da sirtuina 1 (SIRT1; Suo et al.,
2013), enzima que regula diversos aspectos fisiologicos do organismo como diferenciacéo,
sobrevivéncia, efeitos neuroprotetores e metabolismo celular (Anastaiou e Krek, 2006). O
H.,S protege contra a senescéncia celular induzida pelo estresse. Outro estudo em cultura
de fibroblastos mostrou que o H,S protegeu contra a senescéncia celular via sulfidragao
da proteina 1 associada a ECH do tipo Kelch (Keap1) e ativacéo do fator 2 relacionado
ao fator nuclear eritréide 2 (Nrf2; Yang et al., 2013). O H,S também inibe a produgéo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) mitocondrial via sulfidragcdo do residuo Cys-59 da
proteina adaptadora da sinalizagcdo (Shc), o que, por sua vez, impede a fosforilagcdo do
p66Shc, um ativador da sinalizagao redox mitocondrial (Xie et al., 2014). A protecao do
H,S contra a senescéncia em cultura de células foi também demonstrada pela capacidade
desse gas promover S-sulfidracdo da proteina quinase cinase 1 ativada por mitogénio
(MEK1), levando a ativagcao da poli [ADP-ribose] polimerase 1 (PARP-1) e ao reparo do
dano ao DNA (Pan et al., 2014).

Apesar dessas evidéncias, ndo existe ainda uma relacdo bem estabelecida entre
a geragéo de H,S (e/ou da expressdo das enzimas produtoras) em diferentes estruturas
bioldgicas e a sua caracterizacdo no processo de envelhecimento e / ou nas doengas
associadas ao envelhecimento.

Em todas as espécies, a perda progressiva de funcdes fisiolégicas € uma
consequéncia inevitavel do envelhecimento (Wang et al., 2012). Alguns sinais classicos
visiveis do envelhecimento incluem a perda de cabelo, da audicdo e visdo. Além disto,
surge a incapacidade ou a reducao na capacidade de reproducdo, perda ou prejuizo
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cognitivo e deficiéncia imunolégicas que, em conjunto, contribuem para uma baixa
qualidade de vida no idoso. Esta bem estabelecido que tais ocorréncias sao resultantes
de lesBes celulares, que comprometem a funcao tissular como um todo, associados ainda
aos disturbios bioquimicos e moleculares (Gems e Partridge, 2013).

Postula-se que, pelo menos, nove caracteristicas do envelhecimento sdo necessarias
para determinar o fenétipo dessa condicdo. Estas sdo baseadas em caracteristicas
comuns e a contribuicdo destas para o envelhecimento. As caracteristicas primarias
do envelhecimento compreendem fendmenos enquadrados como causas primordiais
de danos celulares, que se acumulam com o passar do tempo, tais como: instabilidade
genbmica, atrito de telémeros, alteragdes epigenéticas e a perda de proteostase (vias
biol6gicas que controlam a biogénese e outras fungdes celulares). Como consequéncia,
outras caracteristicas (antagonicas) do envelhecimento se contrapdem aos aspectos
primarios na tentativa de atenuar o dano celular, mas eventualmente podem se
tornar prejudiciais: desregulacdo de deteccdo de nutrientes, disfuncdo mitocondrial e
senescéncia celular. Por fim, caracteristicas integrativas sao estabelecidas, quando os
mecanismos de homeostasia tissular ndo podem mais compensar os danos causados
pelas etapas anteriores. Estabelecem-se entdo a exaustao de células-tronco e alteracées
nas comunicacdes intercelulares Lopez-Otin et al., 2013; Perridon et al., 2016).

Em meados dos anos 70 um modelo animal de senescéncia acelerada foi observado
numa linhagem de camundongos AKR/J, posteriormente denominados senescence-prone
inbred strains (SAMP), revelado por Takeda e colaboradores na universidade de Kyoto
(pararevisao, vide Pallas, 2012). Os pesquisadores observaram que, apés varias ninhadas
nos casais de camundongos AKR/J, alguns animais nas diferentes ninhadas apresentaram
sinais caracteristicos de envelhecimento, incluindo perda de peso, de cabelo, lordose
ou cifose, perda de atividade e reducédo na expectativa de vida. ApoOs triagem e futuro
acasalamento entre pares semelhantes, estabeleceu-se uma nova linhagem com fenétipo
propenso a senescéncia acelerada (SAMP, ~9,7 meses). Filhotes da mesma ninhada que
nao mostraram fenétipos de senescéncia acelerada foram também isolados e mantidos
para uma estirpe resistente a senescéncia acelerada (SAMR, ~16,3 meses).

Como resultado, foram caracterizados 9 subgrupos para SAMP e 3 para SAMR
com diferentes fenétipos de anormalidades. A cepa SAMPS8 juntamente com sua cepa
resistente SAMR1 vem sendo largamente estudada como modelo experimental para
doencas neurodegenerativas, como adoenga de Alzheimer, cujos resultados experimentais
revelaram diferengas significativas em marcadores do estresse oxidativo (Petursdottir et
al, 2007; Song et al, 2011) e de enzimas antioxidantes (Sureda et al, 2006; Bayram et
al, 2013) entre os animais SAMP8 E SAMR1. Por outro lado, até o presente momento a
participacao do H,S e a expressao de enzimas envolvidas na sintese desse gas nao foram
ainda descritos nessa linhagem.

No intuito de aprofundar o conhecimento sobre a relevancia do H,S na evolugéo da
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senescéncia, particularmente em 6rgaos periféricos (por exemplo: encéfalo, hipotalamo,
coragao, pulméo, rim, figado e pele), este estudo foi desenvolvido com o objetivo de
avaliar a geragéo de H,S nesses tecidos, bem como a expresséo proteica de enzimas
envolvidas na sua geracéo (CBS, CSE e 3MST) em camundongos SAMP8 e SAMR1, com
3 meses de idade.

MATERIAIS E METODOS

Animais: Casais de camundongos SAMR1 (resistentes a senescéncia) e SAMP8
(com senescéncia acelerada) foram previamente obtidos do Biotério no Parc Cientific
(Barcelona, Espanha) e, depois, futuras ninhadas foram produzidas e mantidas no
Biotério do Departamento de Farmacologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB)
da Universidade de Séo Paulo. Foram utilizados animais SAMP8 e SAMR1 machos com
3 meses de idade. Os animais foram submetidos a eutanasia sob anestesia inalatéria
profunda com isoflurano (3-5%) em O,, sob aprovacdo do Comité de Etica no uso de
animais do ICB/USP (CEUA, ICB / USP; no 67/2017). Diversos tecidos e 6rgaos (encéfalo,
hipotalamo, coragao, pulmao, figado, rim e pele) foram retirados, congelados em N, liquido
e mantidos a -80°C até processamento das amostras.

Quantificacao da producao de H,S em tecidos: O método de quantificagédo da
geragéo de H,S foi baseado na formacéo de sulfeto de chumbo, conforme adaptado com
modificagcbes (Hine et al. 2015; Rodrigues et al., 2017). Para isto, as amostras de tecidos
foram pesadas e homogeneizadas em tampéao fosfato (100 mM, pH 7,4), contendo o
inibidor de proteases fenil-metil-sulfonil-fluoreto (PMSF 1mM), na propor¢cao 1:10 (1 g de
tecido para 10 ml de tampéo). O homogenato obtido foi centrifugado (10.000 g; 10 min,
4 °C) e o sobrenadante foi coletado para as dosagens subsequentes. Uma curva padrao
de hidrosulfeto de sédio (NaHS; 1,95 a 500 yM) foi preparada a partir de uma solugcao
estoque em tampéo fosfato (2 mM), mantidas sempre em gelo. A reacéo foi preparada em
microplaca, pipetando-se 200 yl das amostras (equivalente a 200 - 400 ug de proteinas),
e volumes conhecidos do substrato L-cisteina 200 mM (12,5 ul), co-fator 5’ fosfato de
pirodoxal 40mM (12,5 ul) e de tampéao fosfato (25 pl). Por altimo, o volume de 250 pl da
curva padrao foi adicionado e, em seguida, o papel filtro impregnado com acetato de
chumbo foi colocado sobre a fase liquida e incubado a 37°C durante 2 horas. O papel filtro
contendo o resultado da reacéao foi fotografado em fotodocumentador (ChemiDoc Image
System, Bio Rad, EUA) e, em seguida, as fotografias foram analisadas por meio de analise
densitométrica com o auxilio do programa ImageLab (Bio Rad, EUA). Os resultados obtidos
foram expressos como quantidade de H,S gerado por minuto por miligrama de proteinas.
Ressalta-se que a reacdo obtida e visualizada no papel filtro, resulta da interacao do
H,S produzido pelas amostras com o acetato de chumbo impregnado no papel filtro, que
culmina numa coloracgao escurecida do precipitado de sulfeto de chumbo.
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Avaliacao de expressao protéica das enzimas CBS, CSE e 3MST por Western
Blot: Os tecidos foram homogeneizados em 5 volumes de tampao Tris-HCI 50 mM, pH 7,4
contendo 1 mM de PMSF e coquetel de inibidores de protease (Sigma Chem Co, EUA).
Em seguida os homogenatos foram centrifugados a 10.000 g, durante 10 minutos e os
sobrenadantes foram submetidos a analise de proteinas, de acordo (Bradford, 1977). As
amostras foram diluidas em tampao de Laemmli e fervidas em banho-maria por 5 min. Em
seguida, as proteinas presentes nas amostras foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo lauril sulfato de s6dio (SDS-PAGE 10%), conforme originalmente
descrito por Laemmli (1970). Durante a eletroforese foi utilizado tampao contendo Tris (25
mM), glicina (192 mM) e SDS (0,1%), e aplicada uma amperagem constante de 35 mA
durante 2 horas. Posteriormente, as bandas proteicas foram transferidas por eletroforese
em sistema submerso para uma membrana de nitrocelulose (200 mA, ~65 V; 1,5 horas).
Durante a transferéncia foi utilizado tampao contendo 25 mM de Tris, 192 mM de glicina,
0,1% de SDS e 18% (V/V) de etanol absoluto. A eficiéncia da transferéncia foi verificada
pela coloracdo das membranas por vermelho de Ponceau (0,1% em acido acético a 5%).
Os sitios inespecificos de ligacdo do anticorpo primario a membrana foram bloqueados
mediante incubacdo da mesma com a solucéo de albumina de soro bovino (BSA 3%) em
TBS-t (20 mM de Tris-HCI, 137 mM de NaCl, pH 7,4, contendo 0,1% de Tween-20). As
membranas foram incubadas com anticorpos primarios especificos anti-CBS (monoclonal
camundongo, Abnova, EUA), CSE (policlonal coelho, Proteintech, EUA) e 3MST
(policlonal coelho, Abnova, EUA). Ap6s uma série de 6 lavagens (6x 10 min) com TBS-t,
as membranas foram incubadas com anticorpos secundarios conjugados com peroxidase
de cavalo (HRP). Ap6s nova série de lavagens, as bandas imunorreativas foram reveladas
mediante um kit de quimioluminiscéncia do tipo ECL em fotodocumentador. As bandas
foram analisadas por densitometria e normalizadas pela densitometria das respectivas
linhas (lanes) com coloragcdo Ponceau. Os resultados das razdes foram expressos em
unidades arbitrarias (U.A).

Analise estatistica

Todos os valores foram expressos como média + erro padrao da média. As diferencas
entre as médias dos grupos de animais foram analisadas pelo teste -Student para amostras
nao pareadas. Diferencas com valores de P<0,05 foram consideradas significativas.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Geracao de H,S em drgaos e tecidos de camundongos SAMR1 e SAMP8

De acordo com a Figura 1, a geragdo de H,S no hipotalamo, coragéo e figado
de camundongos SAMP8, com 3 meses de idade, foi significativamente maior quando
comparada ao respectivo grupo controle (SAMR1), indicando que, pelo menos na linhagem
SAMP8 com 3 meses de vida, a produ¢do de H,S ndo esta negativamente associada a
senescéncia nessas estruturas. Ao contrario, geragdo de H,S no encéfalo, pele, pulméo e
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rins dos mesmos camundongos SAMP8 n&o foi estatisticamente diferente do respectivo
grupo SAMR1.

Vale ressaltar que dentre os tecidos analisados, a geragéo de H,S foi muito superior
no figado dos animais, enquanto o pulmao exibiu a menor geracéo desse gas.
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Figura 1. Geracdo de H,S em amostras de A) encéfalo, B) hipotalamo, C) coragéo, D) figado, E)
pulmao, F) rim e G) pele de camundongos SAMR1 (n=6 -10) e SAMP8 (n=7 - 11) com 3 meses de
idade. t-test (*: P< 0,05).
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Curiosamente, de acordo com Giuliani et al. (2013), o encéfalo de animais SAMPS8, a
partir dos primeiros meses de vida ja apresenta significativo estresse oxidativo, o que por
sua vez, deve atuar diretamente na biogénese do H,S. Nossos resultados, ao contrario,
revelaram concentracdes elevadas em diversos tecidos e, pelo menos nos animais
com 3 meses de vida, nenhuma alteracao significativa no encéfalo total, muito embora,
producgéo elevada de H,S foi observada no hipotalamo. Recentemente, dados de Chen e
colaboradores (2019) demonstraram que o tratamento de animais com doadores de H,S
foi capaz de reduzir a disfungéo cognitiva frente ao aumento da concentracéo do fator proé-
envelhecimento sistémico, B2-microglobulina, no hipocampo, o qual regula negativamente

a funcéo cognitiva.

Expressao das enzimas geradoras de H,S

No intuito de averiguar a correlagéo entre a geragdo aumentada de H,S e as enzimas
envolvidas, as analises de expressao proteica foram realizadas por Western blot somente
nos tecidos cuja producdo desse gas foi estatisticamente diferente do grupo controle
SAMR1.

Vale acrescentar que a sintese de H,S ocorre majoritariamente pela via enzimatica
da CBS, cuja expressao maior ocorre no SNC (hipocampo, cerebelo, cértex e tronco
cerebral; Powell et al. 2017), enquanto a expressao da CSE é mais comum em tecidos
periféricos, tais como aorta, artéria mesentérica, veia porta, pulméo, pancreas, estémago,
figado e rim. Mais recentemente, revelou-se que a 3MST é mais expressa em 0Orgéos
periféricos, como figado, rins, coracao, pulmao, testiculo e aorta (Powell et al. 2017).

Neste estudo, identificamos que no hipotalamo de animais SAMP8, com 3 meses
de vida, a expressao da CBS mostrou-se significativamente maior em relagcdo ao
respectivo grupo controle (SAMR1), enquanto a expressdo da enzima CSE revelou-se
estatisticamente menor nos animais SAMP8 em relacéo ao seu controle (Figura 2). Por
outro lado, vale ressaltar que a maior produgéo do H,S no hipotalamo dos animais esta
diretamente associada a maior expressdo da CBS nos animais SAMP8, sugerindo que
essa enzima seja a responsavel pela biossintese de H,S nesses animais. A expresséo
da enzima 3-MST nesses tecidos ndo se mostrou significativamente diferente entre os

grupos.
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Figura 2: Western blot representativo para as enzimas A) CBS e B) CSE e C) 3MST em amostras de
hipotalamo de camundongos SAMR1 (n=03) e SAMP8 (n=03) com 3 meses de idade. ttest (*: P<
0,05).

Curiosamente, no coracao e figado, tecidos estes que mostraram elevada geracéao
de H,S nos animais SAMP8, ndo foram observadas diferencas significativas entre os
grupos de animais quanto a expressao proteica de CBS, CSE ou 3MST.

CONCLUSAO

O envelhecimento de tecidos, tais como, hipotadlamo, figado e coragcéo é acompanhado
de um aumento da produgéo de H,S endbégeno. Com excecgdo do aumento de expresséo
proteica de CBS no hipotalamo, esse fato ndao estd relacionado com o aumento da
expressao proteica das enzimas geradoras de sulfeto. Diferentes periodos de idade e
outras vias (ndo enzimaticas) podem estar envolvidas e devem ser explorados.

REFERENCIAS

ABE K, KIMURA H. The possible role of hydrogen sulfide as an endogenous neuromodulator. J
Neurosci, 16 (3): 1066-1071, 1996.

ANASTAIOU D, KREK W. SIRT1: linking adaptive cellular responses to aging-associated changes in
organismal physiology. Physiology (Bethesda). 21, 404-410, 2006.

BAYRAM B, NIKOLAI S, HUEBBE P et al. Biomarkers of oxidative stress, antioxidant defence and
inflammation are altered in the senescence-accelerated mouse prone 8. Age, 35 (4), 1205-1217, 2013

BEINERT H, HOLM RH & MUNCK E. Iron - sulfur clusters: Nature’s modular, multipurpose structures.
SCIENCE, 277 (5326), 653 — 659, 1997.

BENETTI LR, CAMPOS D, GURGUEIRA SA, VERCESI AE et al. Hydrogen sulfide inhibits oxidative
stress in lungs from allergic mice in vivo. Eur J Pharmacol, 698 (1-3): 463-469, 2013.

BRADFORD M. A rapid and sensitive method for the quantification of microgram quantities of protein
utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem, 72: 248-254, 1976.

Toépicos Multidisciplinares em Ciéncias Biolégicas 3 Capitulo 7




CHEN SM, Y1Y, ZENG D, TANG Y et al. Hydrogen sulfide attenuates B2-microglobulin-induced cognitive
dysfunction: involving recovery of hippocampal autophagic flux. Front Behav Neurosci, 13, 244,
eCollection 2019.

CAMPOS D, RAVAGNANI F, GURGUEIRA S et al. Increased glutathione levels contribute to the
beneficial effects of hydrogen sulfide and inducible nitric oxide inhibition in allergic lung inflammation.
International immunopharmacology. 39: 57-62, 2016.

COAVOY-SANCHEZ S, RODRIGUES L, TEIXEIRA SA, SOARES A et al. Hydrogen sulfide donors alleviate
itch secondary to the activation of type-2 protease activated receptors (PAR-2) in mice. Pharmacol Res.
113 (PtA): 686-694, 2016.

COAVOY-SANCHEZ SA, COSTA SK, MUSCARA MN. Review: Hydrogen sulfide and dermatological
diseases. Br J Pharmacol, 177 (4), 857-865, 2020.

COSTA SK, MUSCARA MN, ALLAIN T, DALLAZEN J et al. Enhanced analgesic effects and
gastrointestinal safety of a novel, hydrogen sulfide-releasing anti-inflammatory drug (ATB-352): A role
for endogenous cannabinoids. Antioxid Redox Signal. Online ahead of print, 2020.

EKUNDI-VALENTIM E, MESQUITA FP, SANTOS KT et al. A comparative study on the anti-inflammatory
effects of single oral doses of naproxen and its hydrogen sulfide (H2S)-releasing derivative ATB-346 in
rats with carrageenan-induced synovitis. Med Gas Res, 16; 3(1): 24, 2013. doi: 10.1186/2045-9912-3-24.

GEMS D, PARTRIDGE L. Genetics of longevity in model organisms: debates and paradigm shifts. Annu
Rev Physiol, 75:621-644, 2013.

GIULIANI D, OTTANI A, ZAFFE D et al. Hydrogen sulfide slows down progression of experimental
Alzheimer’s disease by targeting multiple pathophysiological mechanisms. Neurobiol Learn Mem, 104:
82-91, 2013.

HERRERA BS, COIMBRA LS, DA SILVA AR, TEIXEIRA SA, COSTA SK, WALLACE JL, SPOLIDORIO LC,
MUSCARA MN. The H2S-releasing naproxen derivative, ATB-346, inhibits alveolar bone loss and
inflammation in rats with ligature-induced periodontitis. Med Gas Res, 5:4, eCollection 2015.

HINE C, HARPUTLUGIL E, ZHANG Y et al. Endogenous hydrogen sulfide production is essential for
dietary restriction benefits. Cell, 160 (1-2): 132-144, 2015.

JINS, PU S, HOU C, MAF et al. Cardiac H,S generation is reduced in ageing diabetic mice. Oxid Med
Cell Longeyv, 2015, 758358 2015.

KOLLURU GK, SHEN X, BIR SC, KEVIL CG. Hydrogen sulfide chemical biology: Pathophysiological
roles and detection. Nitric Oxide: Biology and Chemistry, 35, 5-20, 2013.

LAEMMLI UK. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of bacteriophage T4.
Nature, 227 (5259): 680-685, 1970.

LOPEZ-OTIN C, BLASCO M, PARTRIDGE L, SERRANO M, KROEMER G. The hallmarks of aging. Cell,
153: 1194-1217, 2013.

MUN J, KANG M, JUNG J, PARK C. Role of hydrogen sulfide in cerebrovascular alteration during aging.
Arch Pharm Res, 42 (5), 446-454, 2019.

PALLAS M. Review article: Senescence-accelerated mice P8: a tool to study brain aging and
alzheimer’s disease in a mouse model. International Scholarly Research Network, 2012, Open access,
doi:10.5402/2012/917167.

Topicos Multidisciplinares em Ciéncias Biologicas 3 Capitulo 7



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Coavoy-S%C3%A1nchez+SA&cauthor_id=27720932
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Rodrigues+L&cauthor_id=27720932
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31051046/?from_term=Hydrogen+sulfide+and+dermatological+diseases
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31051046/?from_term=Hydrogen+sulfide+and+dermatological+diseases
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/24237604/?from_term=Ekundi-Valentin&from_pos=3&from_exact_term=ekundi+valentim
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/24237604/?from_term=Ekundi-Valentin&from_pos=3&from_exact_term=ekundi+valentim
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/24237604/?from_term=Ekundi-Valentin&from_pos=3&from_exact_term=ekundi+valentim
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Pu+SX&cauthor_id=26078817
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Hou+CL&cauthor_id=26078817
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ma+FF&cauthor_id=26078817
http://europepmc.org/search?query=AUTH:%22U%20K%20Laemmli%22
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mun+J&cauthor_id=30900149
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kang+HM&cauthor_id=30900149
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Jung+J&cauthor_id=30900149
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Park+C&cauthor_id=30900149

PANY, YE S, YUAN D et al. Hydrogen sulfide (H,S)/cystathionine y-lyase (CSE) pathway contributes to
the proliferation of hepatoma cells. Mutat Res, 763-764: 10-18, 2014.

PERRIDON BW, LEUVENINK HGD, HILLEBRANDS JL et al. The role of hydrogen sulfide in aging and
age-related pathologies. Aging. 8 (10), 2264-2289, 2016.

PETURSDOTTIR AL, FARR SA, MORLEY JE, BANKS WA, SKULADOTTIR GV. Lipid peroxidation in brain
during aging in the senescence-accelerated mouse (SAM). Neurobiology of Aging, 28 (8), 1170-1178,
2007.

POWELL CR, DILLON KM, MATSON JB. A review of hydrogen sulfide (H,S) donors: Chemistry and
potential therapeutic applications. Biochem Pharmacol, 149: 110-123, 2018.

RODRIGUES L, EKUNDI-VALENTIM E, FLORENZANO J et al. Protective effects of exogenous and
endogenous hydrogen sulfide in mast cell-mediated pruritus and cutaneous acute inflammation in
mice. Pharmacol Res, 115: 255-66, 2017.

SEARCY DG, LEE SH. Sulfur reduction by human erythrocytes. The Journal of Experimental Zoology, 282
(3), 310-322, 1998.

SONG XN, ZHANG LQ, LIU DG et al. Oxidative damage to RNA and expression patterns of MTH1 in the
hippocampi of senescence-accelerated SAMP8 mice and Alzheimer’s disease patients. Neurochemical
Research, 36 (8), 1558-1565, 2011.

STIPANUK MH, BECK PW. Characterization of the enzymic capacity for cysteine desulphhydration in
liver and kidney of the rat. Biochem J, 206 (2): 267-77, 1982.

SUO R, ZHAO Z, TANG Z et al. Hydrogen sulfide prevents H,0, -induced senescence in human hmbilical
vein endothelial cells through SIRT1 activation. Mol Med Rep, 7 (6): 1865-70, 2013.

SUREDA FX, GUTIERREZ-CUESTA J, ROMEU M et al. Changes in oxidative stress parameters and
neurodegeneration markers in the brain of the senescence-accelerated mice SAMP-8. Experimental
Gerontology, 41 (4), 360-367, 2006.

SZABO C, PAPAPETROPOULOSA. International union of basic and clinical pharmacology. Cll:
Pharmacological Modulation of H2S Levels: H2S Donors and H2S Biosynthesis Inhibitors. Pharmacol
Rev, 69 (4), 497-564, 2017.

TAKEDA T, HOSOKAWA M, TAKESHITA S et al. A new murine model of accelerated senescence.
Mechanisms of Ageing and Development, 17: 183-194, 1981.

WALLACE JL, VAUGHAN D, DICAY M, MACNAUGHTON WK, DE NUCCI G. Hydrogen sulfide-releasing
therapeutics: translation to the clinic. Antioxid Redox Signal, 28(16): 1533-1540, 2018.

WANG R. Physiological implications of hydrogen sulfide: a whiff exploration that blossomed. Physiol
Rev, 92 (2): 791-896, 2012.

XIAO Q, YING J, XIANG L, ZHANG C. THE BIOLOGIC EFFECT OF HYDROGEN SULFIDE AND ITS
FUNCTION IN VARIOUS DISEASES. Medicine, 97 (44):e13065, 2018.

XIE ZZ, SHI M, XIE L et al. Sulfhydration of p66Shc at cysteine59 mediates the antioxidant effect of
hydrogen sulfide. Antioxid Redox Signal, 21:2531-2542, 2014.

YANG G, ZHAO K, JU Y et al., Hydrogen sulfide protects against cellular senescence via
S-sulfhydration of Keap1 and activation of Nrf2. Antioxidants & Redox Signaling, 18 (15), 1906-1919,
2013.

Topicos Multidisciplinares em Ciéncias Biologicas 3 Capitulo 7


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Szabo+C&cauthor_id=28978633
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Papapetropoulos+A&cauthor_id=28978633
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28388861/?from_term=Wallace+J+and+H2S&from_pos=3
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28388861/?from_term=Wallace+J+and+H2S&from_pos=3
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30383685/?from_term=H2S+review&from_pos=10
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30383685/?from_term=H2S+review&from_pos=10

INDICE REMISSIVO

A

Ambientes Aquaticos 150, 152, 156, 158
Analise Documental 150, 152

Arbovirus 28, 29

Areas Modificadas 107, 151
Asparaginase 1,2, 3,4,5

Atividades Biologicas 32

Atributos Florais 107, 110

B

Biocatalisador 92
Biodiversidade 92, 125, 147, 155

Biomassa Lignocelulésica 43
C

Caatinga 99, 100, 101, 102, 106, 107, 108, 109, 110, 113, 114, 137, 138, 139, 144, 146, 147, 148,
151

Células Tumorais 1, 2,17, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 26, 27

Células Tumorais de Ehrlich 17, 27

Chloroleucon Dumosum 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105

Coagulagéo 7, 8

Conhecimento Tradicional 138, 139, 142, 144

Crescimento de Raiz 99, 100, 102

Criopreservagcao 17, 18, 19, 20, 25, 26, 27

D
Dieta 125, 130, 135
E

Ecologia 114, 115, 125, 135, 136, 148

Enzimas 3, 4, 7, 43, 47, 48, 49, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 67, 68, 69,
70,71,72,73, 75, 76, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 98, 104

Estudos Ambientais 150, 153

F
Fermentacdo Submersa 80, 82, 85, 88

Toépicos Multidisciplinares em Ciéncias Biolégicas 3 indice Remissivo




Flavivirus 28, 29, 30

Impactos Ambientais 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 157, 158, 159, 160, 161
Inibidores de Proteases 7, 8
Intoxicagcéo Por Plantas 116, 118

Inventario 116, 159

L

Lectina 32

Leucemia 1, 2

M

método do Peso da Gota 80
MicroRNAs 28, 29, 30
Mycothermus Thermophilus 43, 44, 49, 53, 54, 55, 58, 59, 60, 62, 63, 64

N

Nordeste 97, 104, 105, 110, 147, 150, 159, 160, 162

P

Pastagem 108, 109, 116, 118, 122

Plantas 16, 45, 99, 101, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 110, 112, 116, 117, 118, 121, 122, 123, 124,
137, 138, 139, 142, 143, 144, 146, 147, 148, 161

Polinizacdo 106, 107, 108, 110, 111, 113, 114, 115, 137, 138, 139, 140, 141, 146, 147, 148
Proteases 6, 7,8, 9, 11, 12,13, 14, 15, 16, 33, 72

Proteina 1, 3, 4, 5, 28, 32, 70, 117

Proteus Vulgaris 1, 2, 3, 4, 37

R

Reacbes Quimicas 92, 93
Recursos Florais 138, 144, 148

S

Substancias Hamicas 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105
Sulfeto de Hidrogénio 67, 68
Sumo 1,2, 3,4,5

Toépicos Multidisciplinares em Ciéncias Biolégicas 3 indice Remissivo




T

Tensao Superficial 80, 83, 84, 85, 86, 87, 88
Trichoderma Reesei 43, 44, 49, 51, 52, 55, 57, 58, 61, 62, 64, 65
Tumor 17,18, 19, 20, 21, 25, 26, 27, 28, 29, 37, 39, 42

Toépicos Multidisciplinares em Ciéncias Biolégicas 3 indice Remissivo




Topicos Multidisciplinares
em Ciéncias Biologicas 3

N gl

www.atenaeditora.com.br &
contato@atenaeditora.com.br e
@atenaeditora
www.facebook.com/atenaeditora.com.br |3

Atena

Editora
Ano 2020



Topicos Multidisciplinares
em Ciéncias Biologicas 3

www.atenaeditora.com.br &
contato@atenaeditora.com.br e
@atenaeditora
www.facebook.com/atenaeditora.com.br |3

Atena

Editora
Ano 2020





