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RESUMO 

A cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina (DOX), antraciclina isolada da actinobacteria 

Streptomyces peucetius e amplamente utilizada na terapia antineoplásica, corresponde a um 

dos mais importantes eventos patofisiológicos que limitam sua aplicação clínica. No entanto, 

não são completamente conhecidos todos os mecanismos envolvidos nessa toxicidade, o que 

diminui as possiblidades de intervenção e a redução dos efeitos colaterais para os pacientes 

sob tratamento. Uma das hipósteses é que os aldeídos gerados pela ação da DOX atuam sobre 

membranas mitocondriais, alterando o estado redox e formando adutos com proteínas, os 

quais prejudicam o correto funcionamento da organela. Atividades deletérias da DOX sobre 

outros componentes celulares, como, por exemplo, os ácidos ribonucleicos, são, também, 

possíveis mecanismos de toxicidade do antineoplásico. Várias estratégias têm sido utilizadas 

para minimizar os efeitos adversos da DOX. Uma delas, é a busca por compostos que possam 

proteger as células da ação citotóxica. Nesse sentido, a Alda-1, pertencente ao grupo das 

chaperonas e agonista da enzima aldeído desidrogenase mitocondrial (ALDH2), vem sendo 

testada com o objetivo de reduzir os efeitos adversos dos metabólitos e radicais gerados pelo 

antineoplásico. Para investigar outros possíveis mecanismos de ação da DOX e o efeito 

cardiprotetor da Alda-1, este estudo foi delineado utilizando duas abordagens distintas: 

experimentos in vivo, com ratos Wistar machos submetidos a tratamentos agudos e crônicos 

com o antineoplásico, e, in vitro, em fibroblastos de camundongos e cíbridos com 

heteroplasmia mitocondrial para o gene ND5 (codifica subunidade ND5 do Complexo I 

mitocondrial). Foram avaliados perfis de expressão gênica (genes das vias de beta oxidação 

de ácidos graxos; Bax, Bcl-2,C1QBP e ALDH2) e do microRNA miR-34a (regulador da 

expressão da ALDH2),  e o processo de lipoperoxidação em cardiomiócitos de ratos tratados 

com a DOX isoladamente ou em combinação com a Alda-1. In vitro, foram investigados os 

efeitos dos dois compostos sobre a viabilidade celular, sobre a estrutura mitocondrial e sobre 

o perfil das espécies moleculares da cardiolipina. Além disso, foi avaliado se os níveis de

heteroplasmia podiam interferir na ação da DOX. Os resultados confirmaram a ação da DOX

sobre o perfil lipídico, aumentando os níveis de triglicerídeos e do VLDL. O tratamento

simultâneo com a Alda-1 reverteu tal efeito. As análises de expressão gênica revelaram a

hiperexpressão de Fabp4, Slc27a2, Bcl-2 e C1QBP nos cardiomiócitos dos animais tratados

com a DOX (tramento agudo). Novamente, a administração associada da Alda-1 foi capaz de

reverter as alterações na expressão dos genes afetados. In vitro, a DOX promoveu alterações

na heteroplasmia mitocondrial em favor do tipo mutante, a diminuição na viabilidade celular e

alterações morfológicas nas mitocondriais. Esses eventos foram reduzidos pela ação da Alda-

1. Diante de todos esses achados, pode-se concluir que, além dos mecanismos de ação já

conhecidos, a DOX também atua modulando genes envolvidos no transporte de ácidos graxos

e estresse oxidativo mitocondrial, bem como alterando a heteroplasmia do mtDNA.  Por outro

lado, os resultados confirmaram o efeito protetor da Alda-1 contra os efeitos tóxicos da DOX,

mostrando sua ação redutora da hiperlipidemia e expressão gênica.

Palavras-chave: alda-1; alterações mitocondriais; cardioproteção; cardiotoxicidade; 

doxorrubicina; transcriptoma. 



 

 

ABSTRACT 

 

The cardiotoxicity induced by doxorubicin (DOX), anthracycline isolated from the 

actinobacteria Streptomyces peucetius, and widely used as an antineoplastic drug, is one of the 

most important pathophysiological events that limit its clinical application. However, all the 

mechanisms involved in this toxicity are not fully understood. One hypothesis is that the 

aldehydes generated by DOX act on mitochondrial membranes, modifying the redox state and 

proting adducts with proteins. DOX activities on other cellular components, such as 

ribonucleic acids, are also possible mechanisms of toxicity. Several strategies have been used 

to reduce the DOX adverse effects. One of them is the identification of compounds that can 

protect cells against cytotoxic. Alda-1, which belongs to a group of chaperones and is an 

agonist of the mitochondrial aldehyde dehydrogenase (ALDH2), has been tested to reduce the 

adverse effects of metabolites and radicals generated by DOX. To investigate other possible 

DOX mechanisms of action, and the cardioprotective activity of Alda-1, this study was 

designed using two different approaches: in vivo, with male Wistar rats submitted to acute and 

chronic treatments; and, in vitro, in mice fibroblasts and cybrids with ND5 (gene that encodes 

the mitochondrial Complex I subunit) mitochondrial gene heteroplasmy. The expression 

profiling of genes related to beta oxidation pathways, Bax, Bcl-2, C1QBP, ALDH2 and miR-

34a microRNA (ALDH2 expression regulator), and the lipoperoxidation process were 

investigated in cardiomyocytes of rats treated with DOX, or with DOX plus Alda-1. In vitro, 

the effects of the two compounds on cell viability, mitochondrial structure and cardiolipin 

molecular species profile, were investigated. In addition, it was assessed whether 

heteroplasmy levels could interfere on DOX toxic activity. The results confirmed the DOX 

effect on lipid profile, increasing triglycerides and VLDL concentration. Simultaneous 

treatment with Alda-1 decreased such effect. Gene expression analyses revealed the 

overexpression of Fabp4, Slc27a2, Bcl-2 and C1QBP in cardiomyocytes of rats treated with 

DOX (acute treatment). Again, the Alda-1 simultaneous administration was able to modulate 

the changes on gene expressions. In vitro, DOX promoted changes in mitochondrial 

heteroplasmy towards a mutant genotype, decreased cell viability and morphological changes 

in the mitochondrias. These events were reduced by the action of Alda-1. In conclusion, 

besides the known mechanisms of action, DOX was able to modulate genes involved in the 

fatty acids transportation and in oxidative stress pathways. Furthermore, DOX promoted 

changes in mitochondrial heteroplasmy. On the other hand, the results confirmed the 

protective effect of Alda-1 against the DOX toxic activity through its ability to reduce 

hyperlipidemia and gene expression. 

 

 

Keywords: alda-1; mitochondrial alterations; cardioprotection; cardiotoxicity; doxorubicin; 

transcriptome. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A doxorrubicina (DOX) é uma antraciclina isolada da acntinobacteria Streptomyces 

peucetius var. caesius. Atualmente, sua forma sintética é rotineiramente utilizada como 

agente antineoplásico no tratamento de vários tipos de cânceres, incluindo o de mama, 

pulmão, tireóide, ovário, linfomas de Hodgkin e não-Hodgkin e neoplasias pediátricas (Ewer 

& Ewer 2010; Thorn et al. 2011). Apesar da atividade quimioterápica, muitos estudos têm 

demonstrado o efeito cardiotóxico dose-dependente e cumulativo da DOX, com amplo 

espectro de sintomas clínicos, que incluem desde arritmias até insuficiência cardíaca 

congestiva (ICC), condição, esta, com alta taxa de mortalidade. A incidência de ICC em 

pacientes sob tratamento com a DOX na dose cumulativa de 300 mg/m2 é de 

aproximadamente 2%, aumentando para 20% em doses cumulativas de 550 mg/m2 (Swain et 

al., 2003; Chatterjee et al., 2010; Rochette et al., 2015; Mitry & Edwards, 2016).  

Diferentes mecanismos são apontados como responsáveis pela cardiotoxicidade 

promovida pela DOX. Entretanto, o mais aceito é aquele por meio da geração de espécies 

reativas de oxigênios (EROs). A estrutura química da DOX é particularmente susceptível à 

redução reversível para o radical semiquinona altamente reativo, processo, este, que ocorre 

predominantemente no complexo I mitocondrial, integrante da cadeia transportadora de 

elétrons e que promove a geração de EROs (Simůnek et al. 2009; Ghigo et al. 2016). 

Associado à evidência da alta afinidade da DOX à cardiolipina (fosfolipídio que ocorre quase 

que exclusivamente na membrana interna mitocondrial), a mitocôndria tem sido identificada 

como o principal alvo subcelular ao dano induzido pela DOX no coração. A especificidade 

para o tecido cardíaco talvez seja resultado da alta densidade mitocondrial e contínua 

atividade metabólica, inerentes à função cardíaca (Octavia et al. 2012; Carvalho et al. 2014). 

Portanto, não é surpresa que alterações mitocondriais, como a diminuição do potencial de 
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membrana (Zhang et al. 2016; Pillai et al. 2016); o aumento da indução do poro de transição 

de permeabilidade (Carvalho et al. 2014); alterações mitocondriais estruturais (Peng et al., 

2018); alterações na quantidade de cálcio (Ascensão et al. 2011; Mitry & Edwards 2016); 

danos no DNA mitocondrial (Ashley & Poulton 2009; Nitiss & Nitiss 2014; Pillai et al. 

2016); diminuição das taxas de respiração (Montaigne et al. 2011; Kuznetsov et al. 2011); 

diminuição da atividade dos complexo da cadeia respiratória e supressão de ATP (Kuznetsov 

et al. 2011; Zhang et al. 2016) e a consequente falha bioenergética (Gratia et al. 2012; 

Carvalho et al. 2014) sejam identificados na insuficiência cardíaca induzida pela DOX. No 

entanto, além dessas alterações foi sugerido que a DOX exerce atividade cardiotóxica por 

meio da inibição da oxidação de ácidos graxos de cadeia longa, com grande impacto, tendo 

em vista que estes representam importante substrato para a produção de energia no miocárdio 

adulto (Hong et al. 2002). Previamente, nosso Grupo de Pesquisa identificou aumento de 

danos no DNA, de desarranjo miofibrilar e necrose e diminuição da capacidade antioxidante 

total (TAP) no ventrículo esquerdo de ratos Wistar submetidos ao tratamento com a DOX, 

eventos que sugerem o envolvimento de diferentes mecanismos na cardiotoxicidade aguda e 

crônica (Segredo et al. 2014). 

Normalmente, um dos principais alvos das EROs é a bicamada lipídica das 

membranas biológicas, especialmente os ácidos graxos polinsaturados (PUFAs). A 

peroxidação dos PUFAs produz um arranjo de produtos primários de oxidação lipídica e 

eletrófilos, dentre os quais o 4-hidroxinonenal (4-HNE) tem sido um dos mais estudados 

(Ayala et al. 2014; Zhong & Yin 2015). O 4-HNE é considerado altamente reativo e 

citotóxico, com potencial para alterar grande variedade de macromoléculas. Foi estimado que 

1% a 8% do 4-HNE formado nas células irão modificar proteínas, as quais, cerca de 30%, 

atuam no nível mitocondrial (Siems & Grune 2003; Zhao et al. 2014). Alguns estudos têm 

mostrado que o tratamento com a DOX aumenta os níveis do 4-HNE e seus adutos com 
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proteínas em mitocôndrias de cardiomiócitos, com significativa redução das atividades 

enzimáticas (Zhao et al. 2014; Hlaváčová et al. 2015). Como consequência, as alterações 

promovidas pelo 4-HNE modulam grande número de processos e podem potencializar a 

formação de EROs, alterar vias de sinalização celular, diminuir a função contrátil cardíaca e 

contribuir para a progressão de várias doenças cardiovasculares, incluindo a insuficiência 

cardíaca (Carvalho et al. 2014; Mali & Palaniyandi 2014).  

A família aldeído desidrogenase NAD(P)+-dependente (ALDH) é uma classe de 

enzimas detoxificadoras que catalisa a remoção de aldeídos do organismo. Dentre estas, a 

ALDH mitocondrial (ALDH2) foi identificada como enzima fundamental para a proteção do 

coração contra o estresse oxidativo (Yoval-Sánchez & Rodríguez-Zavala 2012; Chen et al. 

2014). Presente em órgãos que demandam alta capacidade mitocondrial para produção de 

ATP oxidativo, a ALDH2 tem habilidade de metabolizar produtos aldeídos endógenos 

derivados da peroxidação lipídica, como o 4-HNE (Chen et al. 2010). Diversos estudos em 

modelos animais mostram que a hiperexpressão da ALDH2 confere múltiplos benefícios ao 

tecido cardíaco e suas funções, enquanto seu silenciamento aumenta a susceptibilidade para o 

desenvolvimento de cardiomiopatias, incluindo a insuficiência cardíaca (Gong et al. 2012; 

Sun et al. 2014). Além disso, estudos epidemiológicos demonstram que indivíduos que 

carregam uma mutação de ponto no gene ALDH2 (ALDH2*2), fato que resulta em dramática 

redução na atividade enzimática, são mais susceptíveis a doenças do coração (Chang et al. 

2012). 

Em condições de cardiotoxicidade promovida pela DOX, a ALDH2 é inibida pela 

formação de adutos com o 4-HNE, que, além de substrato, é potente inibidor da enzima. A 

inibição da ALDH2 é reversível em baixas concentrações, mas se torna irreversível quando a 

concentração de 4-HNE atinge 10 µM (Doorn et al. 2006; Chen et al. 2010). Portanto, a 

exposição à DOX, o que promoce aumento de aldeídos tóxicos, especialmente do 4-HNE, 
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compromete severamente a função da ALDH2, contribuindo para a disfunção mitocondrial e 

consequente alterações cardíacas (Carvalho et al. 2014). 

Levantamento realizado por Chen et al. em 2008, deu evidência a uma molécula com 

relevante potencial clínico, a Alda-1, ou ativador da ALDH2. Este agonista, que 

simultaneamente funciona como uma chaperona, aumenta a eficiência da atividade da 

ALDH2 tanto in vitro como in vivo, de duas formas: aumentando a atividade catalítica da 

ALDH2 por aproximadamente duas vezes (Chen et al. 2008a; Perez-Miller et al. 2010); e 

protegendo a atividade enzimática contra inativação induzida pelo 4-HNE, o que permite a 

manutenção da atividade catalítica mesmo na presença de altas concentrações de 4-HNE 

(Doorn et al. 2006; Chen et al. 2014). De fato, diversos estudos têm evidenciado a atividade 

cardioprotetora da Alda-1 em diferentes modelos animais em situação de toxicidade cardíaca. 

Foi observada, por exemplo, a redução de 60% do dano cardíaco após isquemia-reperfusão 

(Chen et al. 2008b); a supressão de anomalias mecânicas em cardiomiócitos, protegendo 

contra a disfunção contrátil induzida pelo etanol e estímulo à autofagia (Ge et al. 2011); a 

diminuição da disfunção do miocárdio induzida pela DOX por meio do 4-HNE (Sun et al. 

2014). 

Apesar do conhecimento acumulado, o tratamento efetivo para a redução da 

cardiotoxicidade induzida pela DOX não está ainda disponível. Este problema assume ainda 

maior relevância quando se considera que o número de pacientes com câncer, que passou por 

quimioterapia, vem aumentando todos os anos, com estimativas de 19 milhões em 2024, 

apenas nos Estados Unidos (DeSantis et al. 2014). É neste cenário, portanto, que a 

identificação de compostos efetivos contra os efeitos adversos da DOX assume grande 

importância. 
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7. CONCLUSÕES 

  

A realização do presente estudo permitiu a seguintes conclusões: 

 

• o tratamento crônico (múltiplo) com a DOX promoveu alterações no perfil lipídico, as 

quais foram revertidas pela Alda-1; 

 

• o tratamento agudo com a DOX aumentou os níveis de expressão dos genes Fabp4 e 

Slc27a2, que codificam proteínas transportadoras de ácidos graxos; 

 

• a Alda-1 foi capaz de reduzir o aumento da expressão do Slc27a2 promovido pela 

DOX; 

 

• o tratamento agudo com a DOX aumentou os níveis de expressão dos genes Bcl-2 e 

C1QBP, ambos reduzidos após a administração conjunta com a Alda-1; 

 

• os níveis de expressão do gene ALDH2 e do microRNA miR-34a não foram alterados 

pela ação da DOX e da Alda-1; 

 

• os níveis de lipoperoxidação em cardiomiócitos não foram alterados pela ação de 

DOX e Alda-1; 

 

• a DOX foi capaz de alterar a heteroplasmia mitocondrial do gene ND5 em direção ao 

genótipo mutante, sendo esta habilidade um potencial fator contribuinte na 

cardiotoxicidade de inicio tardio; 
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• a DOX promoveu alterações na estrutura mitocondrial sendo a Alda-1 capaz de 

preservá-la; 

 

• a Alda-1 protegeu as células expostas à DOX preservando a viabilidade; 

 

• a DOX não promoveu alterações nas concentrações das espécies moleculares de 

cardiolipina após 24 horas de exposição; 

 

• A Alda-1 apresentou potencial protetor contra alterações promovidas pela DOX em 

cardiomiócitos de ratos Wistar, e em fibroblastos e cíbridos in vitro. 

 

Finalizando, diante de todos esses achados, pode-se concluir que, além dos 

mecanismos de ação já conhecidos, a DOX também atua modulando genes envolvidos no 

transporte de ácidos graxos e estresse oxidativo mitocondrial, bem como alterando a 

heteroplasmia do mtDNA.  Por outro lado, os resultados confirmaram o efeito protetor da 

Alda-1 contra os efeitos tóxicos da DOX, mostrando sua ação redutora da hiperlipidemia e 

sobre a expressão gênica. 
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