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RESUMO       

A doxorrubicina (DOX) é uma antraciclina isolada da actinobacteria Streptomyces peucetius e 

amplamente utilizada na terapia antineoplásica. Entretanto, apesar da sua eficácia, a DOX 

pode promover quadros de cardiotoxicidade que limitam a quimioterapia e diminuem a 

qualidade de vida dos pacientes. A literatura científica sugere que a toxicidade induzida pela 

DOX pode estar associada à disfunção mitocondrial, a qual resulta em aumento da produção 

de espécies reativas de oxigênio (EROs), em danos no DNA mitocondrial e na diminuição da 

produção de energia. Nesse contexto, a enzima mitocondrial aldeído-desidrogenase 2 

(ALDH2) tem papel importante, pois atua na proteção contra os efeitos do estresse oxidativo. 

Contudo, sabe-se que a DOX pode provocar redução na atividade da ALDH2, tornando o 

tecido cardíaco suscetível a alterações decorrentes de processos como a lipoperoxidação. 

Reconhecida como um importante ativador da ALDH2, a Alda-1 é um potencial agente 

terapêutico que vem sendo testado contra os efeitos colaterais da DOX. Diante dessas 

premissas, o presente estudo teve por objetivo investigar se mecanismos mitocondriais estão 

associados à cardiotoxicidade induzida pela DOX e a possível ação protetora da Alda-1. Mais 

especificamente, foram avaliados, em cardiomioblastos (linhagem H9c2) de ratos tratados in 

vitro com a DOX e a Alda-1, a viabilidade celular, a geração de EROs mitocondrial e a massa 

e o potencial de membrana mitocondrial. Para isso, foram realizados ensaios utilizando 

citometria de fluxo e o MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-

sulfofenil)-2H-tetrazolium]. Os resultados confirmaram os efeitos da DOX sobre as 

mitocôndrias (massa, estresse oxidativo e polarização da membrana) de células cardíacas e 

demonstraram que a Alda-1, nas condições testadas, não apresentou atividade protetora sobre 

a organela. Contudo, outras análises devem ser realizadas, a fim de melhor entender o 

potencial cardioprotetor da Alda1 sobre a ação da DOX.  

 

Palavras-chave: cardioproteção; cardiotoxicidade; dinâmica mitocondrial; estresse oxidativo. 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT  

Doxorubicin (DOX) is an anthracycline isolated from the actinobacteria Streptomyces 

peucetius and it is widely used in antineoplasic therapy. However, although its efficiency, 

DOX can promote cardiotoxicity conditions which limits chemotherapy and reduce patients’ 

life quality. The scientific literature suggests that induced toxicity from DOX might be related 

to mitochondrial dysfunction, which results in an increased production of oxygen-reactive 

species, mitochondrial DNA damage and a lower production of energy. In this context, 

mitochondrial enzyme aldehyde dehydrogenase 2 (ALDH2) has an important role because it 

acts against the effects of oxidative stress. Nevertheless, it is known that DOX can cause a 

reduction in ALDH2 activity, making the cardiac tissue more susceptible to modifications due 

to processes as lipoperoxidation. Recognized as an important activator of ALDH2, Alda-1 is a 

potential therapeutic agent that has been tested against the DOX’s collateral effects. Facing 

these premises, the present study has as objective to investigate if the mitochondrial 

mechanisms are related to DOX-induced cardiotoxicity and the possible protection effects of 

Alda-1. More specifically, it was evaluated rats’ cardiomyoblasts (cell line H9c2) in vitro 

treated with DOX and Alda-1, cell viability, mitochondrial oxygen-reactive species 

production and mitochondrial mass and membrane potential. Flow cytometry and MTS [3- 

(4.5-dimethyliazol-2-il) -5- (3-carboxymetoxiphenyl) -2- (4-sulfenil) -2h-tetrazolium] were 

used for these tests. The results confirmed the effects of DOX on the mitochondria (mass, 

oxidative stress, and membrane polarization) of cardiac cell and demonstrated that Alda-1 did 

not have a protective effect on the organela under the investigated conditions. However, 

additional analyses are required to better understand the cardioprotective effect of Alda-1 on 

DOX's activity. 

 

Keywords: cardioprotection; cardiotoxicity, mitochondrial dynamics, oxidative stress.  
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Considerações iniciais 

O câncer é a segunda doença com maior taxa de mortalidade e morbidade no brasil, segundo o 

Instituto Nacional de Câncer (INCA), ficando atrás apenas de doenças cardiovasculares. 

Também segundo estimativas do INCA, é esperado o surgimento de aproximadamente 

704.080 novas neoplasias malignas para o ano de 2023. Dados de 2020 fornecidos pelo 

Ministério da Saúde informam que 225.830 óbitos foram registrados devido a neoplasias 

malignas. Além disso, é estimado que sejam registrados cerca de 13 milhões de óbitos 

causados pelo câncer no ano de 2030 (Rivankar 2014). 

Nos últimos séculos, o tratamento do câncer teve como base cirurgias, cauterizações e 

medicinas minerais e herbais (Morrison 2010). Foi apenas no início do século passado, por 

volta da década de 30, que a quimioterapia começou a ser utilizada para o câncer (Arruebo et 

al. 2011). Na década de 60, a cirurgia e a radioterapia foram os principais métodos utilizados, 

com taxas de cura de cerca de 33% (DeVita and Chu 2008). A busca por compostos 

antineoplásicos efetivamente se iniciou na década de 1950. Entretanto, foi apenas no início 

dos anos 60 que as duas primeiras antraciclinas foram isoladas da bactéria produtora de 

pigmento, Streptomyces peucetius. Essas antraciclinas foram denominadas daunorrubicina 

(DNR) e doxorrubicina (DOX), sendo ambas diferenciadas apenas por um grupo metil na 

terminação da molécula de DNR e um álcool primário na molécula de DOX (Carvalho et al. 

2009; Rivankar 2014). 

Apesar da disseminação de seu uso e efeito positivo da DNR e, principalmente, da DOX 

contra células tumorais, ambas as drogas foram identificadas como grandes causadoras de 

cardiotoxicidade, que pode resultar em disfunções graves como arritmias, cardiomiopatias, 

disfunção ventricular e falha congestiva. Com o desafio de reduzir tais efeitos colaterais, 
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foram produzidos por volta de 2000 análogos com diversas alterações e substituições em suas 

cadeias moleculares (Carvalho et al. 2009; Renu et al. 2018; Rivankar 2014). Apesar de haver 

inúmeros estudos sobre os efeitos adversos da DOX, desde a sua descoberta, a patogênese da 

cardiotoxicidade e os mecanismos responsáveis pelas cardiomiopatias ainda não foram 

completamente elucidados (Cappetta et al. 2017). 

Sabe-se que a cardiotoxicidade induzida pela DOX é dose-dependente, pode se apresentar em 

qualquer estágio do tratamento, sendo classificada como: aguda, subaguda ou crônica. A fase 

aguda da cardiotoxicidade pode ser detectada dentro de 3 dias por meio de eletrocardiogramas,  

sendo observadas alterações no segmento ST, redução na amplitude do complexo QRS, 

taquicardia ou batimentos supraventriculares prematuros; ocorre em cerca de 11% da 

população tratada com a droga  (Songbo et al. 2019; Chatterjee et al. 2010). A incidência da 

cardiotoxicidade crônica é de cerca de 1,7% e se torna evidente cerca de 30 dias após a 

administração da DOX, embora possa ocorrer até mesmo entre 6 e 10 dias após o tratamento. 

A idade é um dos fatores responsáveis pelo risco de desenvolvimento de cardiomiopatias 

induzidas pela DOX, sendo os mais afetados indivíduos muito jovens e muito velhos. (von 

Hoff et al. 1979; Chatterjee et al. 2010) 

A literatura tem indicado que a mitocôndria possui papel central no efeito cardiotóxico da 

DOX, e que a alta demanda energética e a grande quantidade dessas organelas no tecido 

cardíaco poderiam explicar a maior suscetibilidade à atividade  adversa da droga (Cappetta et 

al. 2017; Carvalho et al. 2009; Chen et al. 2020; Armstrong and Dass 2018). Segundo 

Armstrong et al. (2018), apenas cerca de 40% da DOX e seus metabólitos são excretados pelo 

organismo após os processos metabólicos. 
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1.2. Doxorrubicina 

A DOX é a droga antineoplásica mais potente e mais utilizada na quimioterapia do câncer, 

sendo empregada no tratamento de tumores sólidos, como os de mama, de ductos biliares, 

tecido endometrial, esôfago e fígado, osteosarcomas e linfoma não-Hodgkin. (Carvalho et al. 

2009; Gewirtz 1999). Estudos demonstraram que a ação da DOX está relacionada à 

capacidade de se ligar a dupla hélice do DNA e também a proteínas que estão envolvidas no 

processo de replicação e transcrição (Box 2007). Foi também demonstrado que antraciclinas 

como a DOX se ligam não somente ao DNA nuclear, como também ao DNA mitocondrial 

(mtDNA), e que isso ocorre porque a DOX possui grande afinidade a um fosfolipídio presente 

na membrana interna da mitocôndria, a cardiolipina (Ashley and Poulton 2009). A DOX 

também é conhecida por ser um “veneno” para a topoisomerase II (proteína envolvida no 

processo de replicação e transcrição da dupla-fita de DNA), a qual desfaz a torção natural que 

ocorre na fita. Quando a DOX afeta a topoisomerase II, causa um colapso no complexo 

responsável pelos processos de separação e religamento das fitas, levando à quebra da fita e 

consequente sinalização de apoptose para as células (Swift et al. 2006).  

1.3. Mitocôndrias no tecido cardíaco e estresse oxidativo 

O coração possui alta e contínua demanda por metabolismo oxidativo para manter a produção 

de ATP. Assim sendo, o cardiomiócito possui grande número de mitocôndrias, sendo cerca de 

40% do volume celular ocupado por essas organelas (Duncan 2011). A mitocôndria é a maior 

fonte de ATP no coração e o ATP se encontra reduzido em quadros de insuficiência cardíaca. 

A cadeia transportadora de elétrons (CTE) é um componente importante para a produção de 

ATP. Defeitos na CTE têm sido reportados em casos de insuficiência cardíaca. O coração não 

possui excesso de capacidade de produção de energia, utilizando 90% de toda a sua 

capacidade oxidativa durante um exercício intenso. Noventa por cento dessa capacidade é 

atendida pela fosforilação oxidativa da mitocôndria. Déficit na energia cardíaca tem sido 
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apontado em casos de insuficiência cardíaca devido a imparidades nos componentes 

bioenergéticos cardíacos (Rosca and Hoppel 2013). 

A DOX possui grande afinidade pela cardiolipina (fosfolipídio encontrado na membrana 

mitocondrial interna), fato que contribui para sua interação com os componentes da cadeia 

transportadora de elétrons (CTE) e a consequente inibição das proteínas dos complexos I e II 

(pertencentes à CTE e responsáveis pela transferência de elétrons oriundos do metabolismo 

celular para posterior produção de ATP) (Yen et al. 1999; Xiong et al. 2006; Sousa et al. 2018). 

Além disso, os elétrons que normalmente seriam utilizados pela CTE interagem com a DOX, 

promovendo o aumento das espécies reativas de oxigênio (EROs), de espécies reativas de 

nitrogênio (ERN) e o comprometimento da produção de ATP (Marcillat et al. 1989; 

Goormaghtigh et al. 1986; Gorini et al. 2018). A DOX pode interagir indiretamente com o 

genoma mitocondrial por meio do aumento da produção de EROs, e tal interação pode gerar 

danos à molécula de DNA ou aumentar a taxa de erros transcricionais, ambos os casos 

culminando em alterações importantes na mitocôndria. Estudos utilizando diferentes modelos 

experimentais demonstraram o aumento de danos no DNA mitocondrial (mtDNA) após a 

exposição à DOX, dando suporte à hipótese de que esse tipo de alteração pode potencializar a 

ação cardiotóxica da droga (Lebrecht et al. 2003; 2005;  Li et al. 2012). De fato, mutações no 

mtDNA podem ter consequências deletérias para o tecido, uma vez que este codifica importantes 

componentes do complexo respiratório mitocondrial (Bonora et al. 2012; Alexeyev et al. 2013).  

1.4. Aldeído desidrogenases 

Uma das consequências do aumento do estresse oxidativo mitocondrial induzido pela DOX é o 

processo de peroxidação de ácidos graxos polinsaturados (PUFAs) presentes nas bicamadas 

lipídicas das membranas biológicas. Dentre os produtos dessa peroxidação o 4-hidroxinonenal 

(4-HNE) desempenha atividade relevante na toxicidade (Zhong and Yin 2015; Ayala et al. 2014). 

O 4-HNE tem potencial de formar adutos com grande variedade de biomoléculas, e estudos têm 
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mostrado que, após o tratamento com DOX, os níveis de 4-HNE e de adutos com proteínas 

mitocondriais de cardiomiócitos ficam elevados, levando a diminuição significativa de atividades 

enzimáticas (Zhong et al. 2015;  Zhao et al. 2014; Hlaváčová et al. 2015). Nesse contexto, a 

família de enzimas denominadas aldeído desidrogenases (ALDHs) tem despertado interesse 

como possível alternativa para minimizar os efeitos adversos de quimioterápicos como a DOX. 

Particularmente, a enzima mitocondrial aldeído-desidrogenase 2 (ALDH2) vem recebendo 

atenção especial devido ao papel que desempenha na oxidação de aldeídos endógenos como o 4-

HNE e o malondialdeído (MDA) ( Chen et al. 2010;  Chen et al. 2014). 

1.5. Alda-1 

Diante das evidências que indicam a ação da ALDH2 na prevenção de danos celulares, tem-se 

aumentado a busca por ativadores seletivos desta enzima. Um exemplo é a classe de moléculas 

que inclui as Aldas, entre as quais a Alda-1 [N- (1,3-benzodioxol-5-ilmetil) -2,6-

diclorobenzamida], agonista que funciona como chaperona química, aumentando a eficiência 

catalítica da ALDH2 (Chen et al. 2009). Estudos in vitro e in vivo mostram que a Alda-1, além 

de aumentar a atividade catalítica, protege a atividade enzimática da ALDH2 contra a inativação 

induzida pelo 4-HNE, permitindo a manutenção da sua ação mesmo na presença de altas 

concentrações do aldeído (Doorn et al. 2006; Chen et al. 2009; Perez-Miller et. al 2010; Chen et 

al. 2014). Recentemente, foi identificado que a Alda-1 foi capaz de modular a expressão de 

genes importantes tanto para a atividade mitocondrial como para o metabolismo energético de 

células cardíacas de ratos Wistar (Souza et al. 2021). No entanto, apesar da literatura evidenciar 

o potencial cardioprotetor da Alda-1, sua possível ação sobre as mitocôndrias não foi 

completamente investigada, não sendo, portanto, totalmente compreendida (Chen et al. 2014). 
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1.6. Linhagem celular H9c2 

A linhagem celular H9c2 foi originalmente derivada do tecido ventricular embrionário de 

ratos (Kimes and Brandt 1976). Possui diversas similaridades aos cardiomiócitos primários, 

como morfologia da membrana, expressão da proteína G e propriedades eletrofísicas 

(Watkins et al 2011). São células imortalizadas com fenótipos cardíacos, produzem grandes 

quantidades de ATP, grande massa mitocondrial e atividade respiratória. Em comparação com 

outras linhagens celulares cardíacas, a linhagem H9c2 demonstrou ser mais próxima a 

cardiomiócitos primários (Kuznetsov et al. 2015).   
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2. OBJETIVOS 

O objetivo deste estudo foi investigar se alterações mitocondriais estão associadas à 

cardiotoxicidade induzida pela DOX e a possível ação protetora da Alda-1. 

2.1. Objetivos específicos 

Em cardiomioblastos tratados in vitro com a DOX e a Alda-1 foram avaliados: 

- a viabilidade celular; 

- a geração de EROs mitocondrial; 

- o potencial de membrana mitocondrial; 

- a massa mitocondrial. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Cultura de células musculares cardíacas (linhagem H9c2) 

A linhagem H9c2 de mioblastos cardíacos de ratos, foi adquirida do European Collection of 

Authenticated Cell Cultures (ECACC). As células foram mantidas a 37oC, 5% de CO2, em 

meio DMEM (Gibco™) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab) e 1% de 

solução de penicilina, estreptomicina e anfotericina (Sigma). As células foram submetidas ao 

seguinte protocolo de análise: 24 horas após doses únicas de DOX (0,1 e 1 µM) e de Alda-1 

(20 µM); 2). As células foram semeadas 48 horas antes do tratamento com a DOX/Alda-1 e 

permaneceram expostas às drogas por período de 24 horas. Os resultados foram obtidos de 

experimentos em triplicata. 

3.2. Ensaio de viabilidade celular (MTS) 

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio MTS. Este é um método colorimétrico que se 

baseia na biorredução do composto MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-carboximetoxifenil)-

2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolium] em meio de cultura (formazan). Tal processo é realizado por 

enzimas mitocondriais e a mudança de coloração do meio reflete diretamente a atividade 

celular, que é medida em espectrofotômetro (absorbância). Para o ensaio MTS as células 

H9c2 foram semeadas 48 horas antes do tratamento com a DOX/Alda-1 a uma densidade de 3 

x 103 células por poço (placas de 96 poços). Após 24 horas, as drogas foram retiradas e as 

células expostas ao MTS por 1h30min em incubadora de CO2 a 5% e 37oC para 

metabolização do composto. A placa de cultura foi analisada em leitor de placa com 

comprimento de onda ajustado para 490 nm. 
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3.3. Caracterização da dinâmica mitocondrial 

3.3.1. Detecção do superóxido mitocondrial 

A formação de superóxido mitocondrial foi medida por citometria de fluxo utilizando-se o 

corante fluorescente MitoSOX Red (Invitrogen™), que tem como alvo mitocôndrias em 

células vivas. Resumidamente, para este ensaio as células H9c2 foram semeadas em placas de 

24 poços na concentração de 2x104 e submetidas aos protocolos tratamento. Após 24h, as 

células foram tripsinizadas e centrifugadas a 1200 rpm por 10 minutos. Em seguida, o 

sobrenadante foi descartado, foram adicionados 250 µL de PBS e MitoSox Red (3 µM), e a 

suspensão de células incubada por 30 minutos. Após esse período, o MitoSOX Red foi 

excitado por feixe de laser (488 nm), os dados coletados em FSC, SSC, 585/42 nm em 

citômetro Guava Easycyte 8 (Luminex) e posteriormente analisados utilizando-se o software 

Incyte 2.7 (Luminex). Debris celulares, representados por baixo FSC e SSC, foram excluídos 

da análise. Serão contabilizados 5000 eventos por amostra e os dados foram apresentados em 

histograma de intensidade média de fluorescência de MitoSOX e/ou gráfico de barras e 

comparados com o controle negativo com apenas PBS, sem presença do fluoróforo. 

3.3.2. Quantificação da massa mitocondrial 

A detecção da massa mitocondrial foi realizada por citometria de fluxo utilizando-se o 

MitoTracker™ Green (Invitrogen™), marcador mitocondrial permeável às células vivas e 

usado para a identificação de mitocôndrias independente do seu potencial de membrana. Para 

este ensaio os mioblastos cardíacos H9c2 foram semeados em placas de 24 poços na 

concentração de 2x104. As células foram tripsinizadas e centrifugadas a 1200 rpm por 10 

minutos, o sobrenadante descartado e adicionados 250 µL de PBS e MitoTracker™ Green (50 

nM), seguido por incubação por 30 minutos. Após este período o fluoróforo foi excitado 

utilizando-se laser a 488 nm, e os dados coletados em FSC, SSC, 525/30 nm utilizando-se 

citômetro Guava Easycyte 8 (LUMINEX). Debris celulares, representados por baixo FSC e 
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SSC foram excluídos da análise. Foram contabilizados 5000 eventos por amostra e os dados 

foram apresentados por histograma de intensidade média de fluorescência de MitoTracker 

e/ou gráfico de barras e comparados com o controle com apenas PBS, sem presença do 

fluoróforo. 

3.3.3. Avaliação do potencial de membrana mitocondrial 

 A detecção do potencial de membrana mitocondrial foi feita por citometria de fluxo 

utilizando o fluoróforo tetrametilrhodamina (Invitrogen™) (TMRM), que se acumula em 

mitocôndrias com potencial de membrana normal, gerando forte sinal. Resumidamente, para 

este ensaio os mioblastos cardíacos H9c2 foram semeados em placas de 24 poços na 

concentração de 2 x 104. As células foram tripsinizadas e centrifugadas a 1200 rpm por 10 

minutos, o sobrenadante descartado e foram adicionados 250 µL de PBS e 

tetrametilrhodamina (40 nM), seguido por incubação por 30 minutos. Após este período o 

fluoróforo foi excitado utilizando-se laser a 488 nm e os dados coletados em FSC, SSC, 

583/26 nm utilizando-se citômetro Guava Easycyte 8 (LUMINEX). Para este ensaio foi 

utilizado CCCP (carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone) na concentração de 10 µM 

como controle positivo da reação (esta droga atua sobre a fosforilação oxidativa nas 

mitocôndrias, comprometendo o gradiente de prótons formado entre o espaço intermembrana 

e a matriz mitocondrial e favorecendo a despolarização da membrana mitocondrial). Debris 

celulares, representados por baixo FSC e SSC, foram excluídos da análise. Foram 

contabilizados 5000 eventos por amostra e os dados apresentados por histograma de 

intensidade média de fluorescência e/ou gráfico de barras e comparados com o controle com 

apenas PBS, sem presença do fluoróforo. 



19 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1.   Viabilidade celular  

Os dados mostraram que tanto o DMSO (veículo de diluição da Alda-1) quanto a Alda-1 não 

apresentaram efeito citotóxico, ou seja, não reduziram a viabilidade celular em relação ao 

controle negativo (grupo tratado somente com o meio de cultura). Diferentemente, o 

tratamento com 1 µM, mas não com 0,1 µM de DOX, causou redução da viabilidade celular 

(p < 0,0001) sugerindo  efeito dose-dependente como demonstrado na literatura,  (Wu et al. 

2021). Não foi observado efeito significativo no tratamento com a DOX associada à Alda-1 

(Figuras 1A e B).  
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Figura 1. Viabilidade celular (MTS) de mioblastos cardíacos tratados com 1 µM (A) e 0,1 µM 

(B) de doxorrubicina (DOX) e com a Alda-1 (20 µM). Ctrl -: controle negativo (tratado 

apenas com o fluoróforo); DMSO (dimetil sulfóxido, veículo de diluição da DOX); * p < 0,01 

(em relação ao DMSO 1%) 
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4.2. Superóxido mitocondrial 

A análise por citometria de fluxo demonstrou aumento significativo (p < 0,01) na produção de 

superóxido mitocondrial nos grupos tratados com a DOX, 0,1 e 1 µM, em relação ao grupo 

controle negativo (tratado apenas com o fluoróforo) (Figuras 2 A e B), reforçando o efeito 

dose-dependente da DOX (Renu et al. 2018). O aumento das EROs foi semelhante ao descrito 

na literatura, confirmando  que a DOX é uma droga indutora de estresse oxidativo (Zhao et al. 

2020). O estresse oxidativo é o eixo principal dos efeitos adversos da DOX e, a partir de sua 

ação na mitocôndria, ocorre a peroxidação da bicamada lipídica, formando o 4-HNE e 

degradando as atividades enzimáticas. Os radicais formados no estresse oxidativo podem 

interagir com o mtDNA causando danos com consequente disfunção da organela e eventual 

apoptose.   Li et al. 2015; Zhao et al. 2020; Dong et al. 2022). A produção de superóxido, 

produto do estresse oxidativo, está ligada diretamente ao complexo I, e representa o ponto de 

entrada de elétrons  na cadeia transportadora de elétrons (Sousa et al. 2018). Portanto, é 

possível que a DOX interaja com o complexo I, inativando ou reduzindo sua atividade, e, 

nesse caso, mais elétrons estariam disponíveis. Resultados semelhantes foram encontrados por 

Lebrecht et al. (2003), que observaram, em modelo in vivo, o aumento de EROs no tecido 

cardíaco de ratos Wistar macho. Da mesma forma, Wu et al. (2021) estudando os efeitos da 

DOX em condrócitos, verificaram que aumento na produção de EROs e que o estresse 

oxidativo  interferiu na diferenciação dessas células.  



22 

 

A 

B 

 

F
lu

o
r

e
s

c
ê

n
c

ia

C
tr

l 
-

D
M

S
O

 1
%

D
O

X
 0

,1
 u

M
 

D
O

X
 0

,1
 u

M
 +

 A
ld

a
-1

 

A
ld

a
-1

0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

*
*

F
lu

o
r

e
s

c
ê

n
c

ia

C
tr

l 
-

D
M

S
O

 1
%

D
O

X
 1

 u
M

 

D
O

X
 1

 u
M

 +
 A

ld
a
-1

 

A
ld

a
-1

0

2 0 0

4 0 0

6 0 0

8 0 0

1 0 0 0

*
*

 

Figura 2. Níveis de superóxido mitocondrial em mioblastos cardíacos tratados com a 

doxorrubicina (DOX) 0,1 µM (A) e 1 µM (B) e com a Alda-1 (20 µM); Ctrl-: controle 

negativo (tratado apenas com o fluoróforo); DMSO (dimetil sulfóxido, veículo de diluição da 

DOX); * p < 0,01 (em relação ao DMSO1%) 
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4.3. Massa mitocondrial  

A massa mitocondrial representa o equilíbrio entre as taxas de biogênese e degradação da 

mitocôndria. Logo, esta análise foi realizada a fim de buscar compreender se a DOX possui 

influência direta na degradação dessas organelas (Dominy and Puigserver 2013). Os 

resultados mostraram que apenas a dose de 1 µM de DOX foi capaz de reduzir a massa 

mitocondrial, isto é, causou deterioração ou redução na biogênese das mitocôndrias. 

Novamente, não foi observado efeito da Alda-1 sobre a ação da DOX (Figuras 3 A e B). Os 

resultados reforçam dados da literatura que mostram que a DOX pode reduzir a massa 

mitocondrial de cardiomiócitos (Hasinoff et al. 2003; Kluza et al. 2004). Essa redução se 

reflete diretamente na capacidade das células de produzirem novas mitocôndrias e regularem 

sua forma e quantidade de acordo com a demanda energética e condições de estresse 

oxidativo (Costanzini et al. 2019). Logo, de acordo com os dados obtidos, pode-se sugerir que 

em cenários de quimioterapia com a DOX, a célula perde parte da função de biogênese da 

mitocôndria e a organela tem seu formato alterado, fazendo com que não seja capaz de suprir 

toda a demanda energética necessária para o bom funcionamento do tecido e órgão. Portanto, 

parece haver relação direta entre o tratamento com a DOX e a quantidade de mitocôndrias 

disponíveis no citoplasma. 
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Figura 3. Massa mitocondrial em mioblastos cardíacos tratados com a doxorrubicina (DOX) a 

0,1 (A) e 1 (B) µM e com a Alda-1 (20 µM); Ctrl-: controle negativo (tratado apenas com o 

fluoróforo); DMSO (dimetil sulfóxido, veículo de diluição da DOX); * p < 0,01 (em relação 

ao DMSO1%) 
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4.4. Potencial de membrana mitocondrial 

A análise do potencial de membrana teve como objetivo verificar se a DOX poderia causar a 

despolarização permanente da membrana mitocondrial, o que normalmente se traduz na 

redução ou falta de atividade da organela, com consequente indução de apoptose (Xiao et al. 

2017). O controle negativo foi tratado apenas com o fluoróforo, enquanto o controle positivo 

foi tratado com CCCP, que faz com que haja a despolarização da membrana. Os dados 

obtidos indicaram que a concentração de 0,1 µM de DOX foi capaz de reduzir 

significativamente (p < 0,01) o potencial de membrana, indicando uma diminuição na 

atividade mitocondrial das células tratadas. Da mesma forma do observado para os parâmetros 

anteriores, não foi detectada ação da Alda-1 sobre o tratamento com a DOX (Figuras 4 A e B).  

 Nas células a em que foi utilizada a DOX à 1 µM, o resultado foi diferente. Ao invés da 

despolarização da membrana mitocondrial ser ainda mais atenuada (dose-dependente) os 

tratamentos com a droga (associada ou não à Alda-1) levaram a aumento do potencial de 

membrana. Tal efeito também foi observado em outro estudo utilizando a DOX e o fluoróforo 

TMRM na linhagem celular HepG2 (Lieggi et al  2010). Segundo pesquisadores   o aumento 

da fluorescência pode ter ocorrido  devido a afinidade da DOX e do TMRM à glicoproteína-P 

(presente na superfície da membrana celular de diversos tecidos, inclusive do coração) que é 

relacionada à resistência a múltiplas drogas e responsável por transporte ativo de fármacos 

para fora da célula (Qu et al. 2022). A DOX e o TMRM se acumulam dentro da célula devido 

a essa afinidade e, por causa dos efeitos da DOX, o transporte do excesso do fluorórofo para 

fora da célula não ocorre, pois a proteína é inibida e o TMRM se mantém acumulado no 

interior da célula. Portanto, o aumento observado do potencial de membrana poderia ser 

explicado pela afinidade do próprio TMRM à DOX que possuem afinidade com a 

glicoproteína-P. Assim, pode-se sugerir que a emissão aumentada da fluorescência não seria 
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consequência direta da ação da DOX, uma vez que a excitação máxima da DOX é de 500 nm 

e o TMRM é excitado à 570 nm (Lieggi, 2010). 
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Figura 4. Potencial de membrana mitocondrial em mioblastos cardíacos tratados com a 

doxorrubicina (DOX) 0,1 (A) e 1 (B) µM e com a Alda-1 (20 µM). Ctrl-: controle negativo 

(tratado apenas com o fluoróforo); DMSO (dimetil sulfóxido, veículo de diluição da DOX); 

CCCP (cianeto de carbonila 3-clorofenilhidrazona, despolarizador de membrana) * p < 0,01 

(em relação ao DMSO 1%) 
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4.5. Alda-1 

No presente estudo, a Alda-1 não se mostrou eficaz na proteção celular contra os efeitos 

adversos da DOX. A Alda-1 tem como principal enzima alvo a ALDH2, cuja atividade é 

fundamental na eliminação de aldeídos tóxicos produzidos durante o estresse oxidativo (por 

exemplo, 4-hidroxi-2-nonenal e malondialdeído), ou adquirido por exposição ambiental (por 

exemplo, acroleína, acetaldeído, formaldeído, etc.) (Marchitti et al. 2008; Bonora et al. 2012). 

Contudo, há dados que sugerem que os efeitos benéficos do Alda-1 ocorrem apenas em 

processos de alto estresse oxidativo e efeitos adversos podem ser encontrados em condições 

basais (Belmont-Díaz et al. 2016). De fato, Hammad et al. (2018) avaliando a disfunção 

tubular renal induzida por lesão isquêmica observou que a Alda-1, ao invés de proteger os rins, 

levou à deposição de cristais intratubulares que resultou em nefropatia cristalina. Além dos 

fatores apresentados, o tamanho do substrato pode também estar relacionado à ausência de 

atividade protetora da Alda-1. Segundo Perez-Miller et. al (2010)  para a ativação da ALDH2 

e funcionamento correto da Alda-1 é necessário que o sítio ativo em que a Alda-1 se liga à 

ALDH2 se sobreponha ao sítio ativo da daidzeína, conhecido inibidor da ALDH2.  

Diante de nossos achados pode-se sugerir que a ação dose-dependente da DOX evidenciada 

também em outros estudos (Wu et al. 2021; Lüpertz et al. 2010), assim como as 

concentrações utilizadas da Alda-1 podem ter sido fatores relacionados à não detecção da 

atividade protetora da Alda-1 nos parâmetros analisados.  
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5. CONCLUSÃO 

Este estudo objetivou identificar possíveis mecanismos relacionados à atividade cardiotóxica 

da DOX, assim como avaliar se a Alda1 poderia interferir nas ações deletérias do 

antineoplásico.  Os resultados confirmaram os efeitos da DOX sobre as mitocôndrias (massa, 

estresse oxidativo e polarização da membrana) de células cardíacas e demonstraram que a 

Alda-1, nas condições testadas, não apresentou atividade protetora sobre a organela. Contudo, 

outras análises devem ser realizadas, a fim de melhor entender o potencial cardioprotetor da 

Alda1 sobre a ação da DOX.  
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