
 
 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 

“JÚLIO DE MESQUITA FILHO” 

FACULDADE DE MEDICINA 

 
 

 

 

 

 

 

 

ANDERSON SEIJI SOARES FUJIMORI 

 

 

 

 

 

 

 

INFLUÊNCIA DA INIBIÇÃO DA TAK1 NA 

FISIOPATOLOGIA DA CARDIOTOXICIDADE INDUZIDA 

PELA DOXORRUBICINA EM CÉLULAS H9C2 

 

 

 

 

Tese de doutorado apresentado à 

Faculdade de Medicina, Universidade 

Estadual Paulista “Júlio de Mesquita 

Filho”, Câmpus de Botucatu, programa de 

pós-graduação em Fisiopatologia em 

Clínica Médica.  

 

 

 

Orientadora: Profa. Dra. Bertha Furlan Polegato 

 

 
 

Botucatu 
2024 



 
 

ANDERSON SEIJI SOARES FUJIMORI 

 

 

 

 

 

 

 

INFLUÊNCIA DA INIBIÇÃO DA TAK1  

NA FISIOPATOLOGIA DA CARDIOTOXICIDADE 

INDUZIDA PELA DOXORRUBICINA  

EM CÉLULAS H9C2 

  

  

  

 

 

 

Tese apresentado à Faculdade de Medicina, 

Universidade Estadual Paulista “Júlio de 

Mesquita Filho”, Câmpus de Botucatu, 

programa de pós-graduação em Fisiopatologia 

em Clínica Médica.   

  

 

 

Orientadora: Profa. Dra. Bertha Furlan Polegato 

 

 

 

 

 

Botucatu 

2024 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

IMPACTO ESPERADO DA TESE NA SOCIEDADE 

 

A doxorrubicina é um medicamento importante no tratamento do câncer, mas 

pode causar danos ao coração como efeito colateral. Por isso, é fundamental 

encontrar formas de reduzir esses danos. A TAK1 é uma proteína que está ligada à 

inflamação e ao prejuízo cardíaco, e sua inibição pode ajudar a proteger o coração. 

Se conseguirmos controlar essa proteína, poderemos desenvolver tratamentos mais 

seguros para quem usa doxorrubicina. Isso abre portas para novas pesquisas que 

podem trazer soluções ainda melhores no futuro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

EXPECTED IMPACT OF THE THESIS ON SOCIETY 

 

Doxorubicin is an important medication used in cancer treatment, but it can 

cause heart damage as a side effect. That's why it's crucial to find ways to reduce 

this harm. TAK1 is a protein linked to inflammation and heart damage, and inhibiting 

it could help protect the heart. By controlling this protein, we may develop safer 

treatments for those using doxorubicin. This opens the door for new research that 

could lead to even better solutions in the future. 
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RESUMO 
 



 
 

 A doxorrubicina é um quimioterápico utilizado com sucesso no tratamento de 

neoplasias sendo altamente eficaz. No entanto, sua administração pode provocar 

vários efeitos colaterais, sendo a cardiotoxicidade o mais grave deles. Os 

mecanismos fisiopatológicos envolvidos na cardiotoxicidade induzida pela 

doxorrubicina ainda não estão completamente elucidados, mas o aumento do 

estresse oxidativo desempenha papel central. O aumento do estresse oxidativo ativa 

receptores toll-like (TLR), que desencadeia a a ativação da proteína TAK1, que por 

sua vez irá ativar o fator de transcrição kB (NF-kB), que migra para o núcleo celular. 

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da inibição da TAK1 na fisiopatologia da 

cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina em células H9c2. Foi utilizado células 

da linhagem H9c2 para a formação de 4 grupos de tratamento: controle, 

doxorrubicina, inibidor da TAK1 e doxorrubicina + inibidor da TAK1. A inibição da 

TAK1 foi realizada por meio do tratamento com 5Z-7-oxozeaenol de forma isolada e 

na presença de doxorrubicina na dose de 25 mM, no período de 26 horas. As células 

tratadas com doxorrubicina apresentaram menor viabilidade quando comparado às 

células não tratadas. Não houve efeito do inibidor de TAK1 na viabilidade celular. 

Observamos, pela técnica de Western blot, que houve diminuição da expressão de 

TAK1 nas células tratadas com 5Z-7-oxozeaenol, acompanhada de diminuição de 

IkB-α. A expressão de IkB-α também foi diferente no tratamento com doxorrubicina, 

sendo que o grupo tratado com doxorrubicina e inibidor de TAK1 apresentou maior 

expressão dessa proteína quando comparado ao grupo que só recebeu 

doxorrubicina. Não houve diferença na imunofluorescência em relação à marcação 

de TAK1 e NF-kB. Concluímos, com isso, que a TAK1 não participou, em nosso 

estudo, da lesão celular induzida pela doxorrubicina.  

 
Palavras-chave: H9c2; inflamação; TAK1; NF-kB; doxorrubicina; cardiotoxicidade. 

 

 

 
 
 

 
 

 
 
 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 
 



 
 

 Doxorubicin is a chemotherapeutic successfully used in the treatment of 

neoplasms and is highly effective. However, its administration can cause several side 

effects, with cardiotoxicity being the most severe. The pathophysiological 

mechanisms involved in doxorubicin-induced cardiotoxicity are not yet fully 

elucidated, but increased oxidative stress plays a central role. Elevated oxidative 

stress activates toll-like receptors (TLR), triggering the activation of TAK1 protein, 

which in turn activates the transcription factor NF-kB, leading to its migration into the 

cell nucleus. 

The study aimed to evaluate the effect of TAK1 inhibition on the pathophysiology of 

doxorubicin-induced cardiotoxicity in H9c2 cells. H9c2 cell lines were used to create 

four treatment groups: control, doxorubicin, TAK1 inhibitor, and doxorubicin + TAK1 

inhibitor. TAK1 inhibition was performed using 5Z-7-oxozeaenol, either alone or in 

the presence of 25 µM doxorubicin, for a period of 26 hours. Cells treated with 

doxorubicin showed lower viability compared to untreated cells. There was no effect 

of the TAK1 inhibitor on cell viability. Through the Western blot technique, we 

observed a decrease in TAK1 expression in cells treated with 5Z-7-oxozeaenol, 

accompanied by a decrease in IkB-α. IkB-α expression also differed with doxorubicin 

treatment, with the group treated with doxorubicin and the TAK1 inhibitor showing 

higher expression of this protein compared to the group treated with doxorubicin 

alone. No differences were observed in TAK1 and NF-kB immunofluorescence 

labeling. We concluded that TAK1 did not play a role in doxorubicin-induced cellular 

damage in our study. 

 

 

Keywords: H9c2; inflammation; TAK1; NF-kB; doxorubicin; cardiotoxicity. 
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 As neoplasias malignas constituem uma das mais importantes causas de 

mortalidade em todo o mundo e sua incidência cresce de maneira expressiva devido 

ao envelhecimento da população e adoção de hábitos não saudáveis de vida. De 

acordo com a Agência Internacional de Pesquisa sobre Câncer (IARC), a estimativas 

de incididência de câncer no mundo em 2022 foi de 20 milhões de novos casos. (1) 

No Brasil, entre 2023 e 2025 são esperados 704 mil novos casos de câncer.(2).  

Apesar de observamos grandes avanços no tratamento para cura dessas doenças, 

não é raro o aparecimento de complicações da terapêutica, que contribuem para o 

aumento da morbidade desses pacientes. (3) 

A doxorrubicina é um quimioterápico da classe das antraciclinas utilizada com 

sucesso em inúmeros esquemas de tratamento de neoplasias em adultos e crianças 

desde a década de 60, principalmente para tratamento de câncer de mama e 

neoplasias hematológicas, como linfomas e leucemias. (4) Sua ação contra células 

neoplásicas acontece, principalmente, devido a sua interação com o ácido 

desoxirribonucleico (DNA) celular, ligando-se à topoisomerase 2α impedindo sua 

ação de ajuste da dupla hélice de DNA durante a replicação e transcrição que, em 

última instância, provoca a morte da célula (5–7).  

 Apesar de altamente efetiva contra o câncer, a administração da 

doxorrubicina pode provocar vários efeitos colaterais, sendo a cardiotoxicidade o 

mais grave deles. Pode ocorrer em até 5% dos pacientes submetidos à 

quimioterapia. (8) O aparecimento da cardiotoxicidade muitas vezes limita o 

tratamento e, consequentemente, o sucesso da terapêutica. A cardiotoxicidade pode 

ser dividida em quatro apresentações clínicas: aguda, subaguda, crônica e tardia. A 

forma crônica apresenta repercussões clínicas mais intensas, manifestando-se em 

semanas a meses após a infusão da droga. Podemos observar nesses pacientes o 

aparecimento de miocardiopatia dilatada e quadro clínico característico de 

insuficiência cardíaca, sendo essas alterações irreversíveis e potencialmente letais 

(6,9,10). 

 O surgimento da cardiotoxicidade é dose-dependente, mas pode se 

manifestar mesmo com doses baixas (113 mg/m 2) em indivíduos susceptíveis.(11). 

Os fatores de risco para surgimento da cardiotoxicidade são: extremos de idade, uso 

de outros quimioterápicos ou radioterapia do mediastino concomitantes, sexo 

feminino e presença de doenças cardiovasculares prévias (12). Apesar da forma 
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clínica mais frequente ser a cardiotoxicidade crônica, sabe-se que o dano 

miocárdico, inclusive com presença de disfunção ventricular esquerda, acontece 

muito precocemente (13,14). 

 Embora as recomendações atuais indiquem rastreio da cardiotoxicidade por 

meio de dosagem de biomarcadores, como troponinas, e realização de 

ecocardiograma antes e após cada novo ciclo de tratamento, ainda não existe um 

método padrão-ouro e que faça o diagnóstico nas fases mais iniciais da lesão 

cardíaca. Além disso, as opções terapêuticas para prevenção da cardiotoxicidade 

são escassas e não são altamente efetivas (5,15). 

 Devido ao grande impacto da cardiotoxicidade, principalmente na população 

pediátrica em que as antraciclinas estão presentes em 60% dos esquemas de 

tratamento (12), é importante o entendimento completo da fisiopatologia dessa 

complicação. No entanto, os mecanismos responsáveis pelo aparecimento da 

cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina ainda não estão completamente 

elucidados. Há evidências de que, na fase inicial, ocorra ativação de 

metaloproteinases de matriz, alterações do metabolismo energético miocárdico, 

aumento da inflamação, da apoptose e do estresse oxidativo (13,14,16,17). 

 Tradicionalmente, é atribuído ao aumento do estresse oxidativo um papel 

central na fisiopatologia da cardiotoxicidade.  A doxorrubicina pode gerar espécies 

reativas de nitrogênio e de oxigênio por diversas vias. Este quimioterápico apresenta 

alta afinidade com a cardiolipina da membrana mitocondrial, formando uma ligação 

permanente, o que impossibilita o adequado funcionamento dos complexos 

enzimáticos da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial. Como consequência, 

ocorre acúmulo de elétrons desemparelhados, maior formação de espécies reativas 

de oxigênio e diminuição da produção de adenosina trifosfato (ATP) (18,19). 

 Outra fonte de geração de espécies reativas de oxigênio é mediada pela 

interação da doxorrubicina com o ferro.  Também há evidências de que a 

doxorrubicina é capaz de reduzir no meio intracelular as proteínas reguladoras do 

ferro e, assim, perpetuar a fonte de geração de espécies reativas (18). Além dessa 

via de geração de espécies reativas de oxigênio, podemos destacar a formação de 

espécies reativas de nitrogênio a partir da ligação da doxorrubicina com o domínio 

redutase do óxido nítrico sintase (19). 
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 O aumento do estresse oxidativo está intrinsecamente ligado ao aumento da 

inflamação. As superfícies celulares exibem uma série de receptores denominados 

receptores Toll-like (TLR), que estão relacionados com a sinalização intracelular que 

desencadeia resposta inflamatória. Estão presentes, principalmente, na superfície de 

leucócitos, mas os TLR2 e TLR4 também são expressos nas membranas dos 

cardiomiócitos (20,21). Normalmente, esses receptores são estimulados por 

constituintes de patógenos, como bactérias e vírus, entretanto o aumento do 

estresse oxidativo é um potente estimulador dos TLR (22,23). 

 No citoplasma celular, a ativação dos TLR irá provocar ativação do fator 

associado ao receptor de TNF 6 (TRAF6), que por sua vez será ubiquitinado e 

passará a interagir com as proteínas ligadoras de TAK1 (TAB). A formação do 

complexo TAB-TAK1 permite a ativação da proteína TAK1 (23).  

 A TAK1 é membro da família das proteínas ativadas por mitógenos 3 quinase 

e foi identificada em 1995 como uma proteína quinase ativada pelo fator de 

crescimento beta (TGF-β) e pela proteína morfonegética óssea (24). No entanto, 

estudos subsequentes evidenciaram que diversos estímulos poderiam ativá-la, como 

TNF-α (fator de necrose tumoral alfa), IL-1β (interleucina-1β), e os já citados TLR 

(23,25). Essa proteína vem ganhando muito destaque recentemente devido ao seu 

papel fundamental na modulação da resposta inflamatória em diversos modelos de 

remodelação cardíaca. 

 A TAK1 promove a ativação de fatores transcricionais, como o fator 

transcricional kB (NF-kB). Este encontra-se inativado quando associado à proteína 

regulatória IkB. Para ativar o NF-KB é necessária a fosforilação da IkB. Essa 

fosforilação é mediada pela proteína IKK (25,26). Após a ativação do NF-kB, este 

migra para o núcleo celular, onde irá interagir com o DNA e regular a expressão de 

genes que codificam citocinas inflamatórias, moléculas de adesão, fatores de 

crescimento, enzima cicloxigenase-2 (COX-2) e enzima óxido nítrico sintase (27,28). 

Dentre as citocinas inflamatórias podemos destacar o TNF-α, que está associado à 

disfunção ventricular, apoptose, hipertrofia e fibrose (29). 

 Existem diversas alterações pós-translacionais do complexo TAK1-TAB que 

podem modular a ativação da TAK1. Entre essas alterações pós-translacionais 

podemos destacar a fosforilação, ubiquitinação, metilação e acetilação (23,26). A 

ubiquitinação é um processo dinâmico e a principal ação da ubiquitina é sinalizar 
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proteínas a serem degradadas por um complexo multiproteico denominado 

proteassoma. No entanto, a ubiquitinação também pode modificar essas proteínas 

para regularem diferentes funções biológicas intracelulares (23,30). Trata-se de um 

processo reversível e enzimas denominadas desubiquitinases competem com o 

proteassoma removendo ubiquitinas terminais da cadeia. 

 Dentre essas enzimas desubiquitinases, podemos destacar a CYLD e o 

complexo ITCH (CYLD-ITCHY E3 ligase), que previnem a ativação da TAK1 por 

promover sua desubiquitinação (31). Inicialmente, a CYLD cliva as cadeias 

poliubiquitinadas na lisina 43 e, posteriormente, o complexo ITCH catalisa a 

poliubiquitinação na lisina 48, levando a redução da ativação e a degradação da 

TAK1 (23). Ahmed et al. mostraram que a deficiência do complexo ITCH ou da CYLD 

causa ativação sustentada da TAK1, aumento da produção de citocinas pelos 

macrófagos e progressão do carcinoma pulmonar (31).  

 A ativação do TLR2 também parece estar envolvida na fisiopatologia da 

cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina. Estudo realizado por Nozaki e 

colaboradores com animais knockout para TRL2 tratados com doxorrubicina 

evidenciou que estes animais apresentaram diminuição de TNF-α, IL-6 e IL-1β e 

também melhor função cardíaca quando comparados com os ratos wistar não 

Knockout (17). Adicionalmente, foi observado aumento de TGF-β (32,33), bem como 

ativação precoce de NF-kB (34) e aumento da expressão da proteína IKK (35) nos 

modelos de cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina, o que nos faz acreditar 

que a proteína TAK1 possa também estar relacionada ao surgimento dessa 

complicação. 

 De fato, mudanças na TAK1 mostraram-se essenciais para a ativação do NF-

kB durante tratamento com doxorrubicina. Nas fases agudas do tratamento, ocorre 

poliubiquitinação da TAK1 seguida de novo processo de ubiquitinação que permite a 

degradação da TAK1 para finalizar a ativação do NF-kB induzida pelo 

quimioterápico, sendo que a degradação da TAK1 é mediada pela desubiquitinase 

ICTH (36). A via pela qual a doxorrubicina leva à ativação da TAK1 parece ser 

mediada também pela proteína nuclear NEMO, que após sofrer modificações 

induzidas pelo quimioterápico, migra para o citoplasma onde irá estimular a 

poliubiquitinação da TRAF6, que consequentemente irá ativar TAK1, cursando com 

ativação da IKK e aumento da atividade de NF-kB (36,37). 
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O 5-Z7-Oxozeaenol é um composto derivado de fungos das famílias 

Penicillium e Myrothecium, que tem sido amplamente estudado devido à sua 

capacidade de inibição seletiva da proteína TAK1. No contexto da cardiotoxicidade 

induzida pela doxorrubicina, a inibição da TAK1 mediada pelo 5-Z7-Oxozeaenol 

torna-se um possível recurso para diminuir os danos inflamatórios e oxidativos no 

miocárdio.(38) 

 A figura 1 ilustra, de maneira resumida, as vias inflamatórias intracelulares 

reguladas pela proteína TAK1.  

 Diante do exposto, elaboramos a hipótese que a ativação da TAK1 está 

envolvida na gênese da cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina e que a 

inibição da TAK1 é capaz de prevenir a cardiotoxicidade induzida por essa droga. 
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Figura 1 - Via da ativação do NF-kB mediada pela TAK1 
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Avaliar o efeito da inibição da TAK1 na fisiopatologia da cardiotoxicidade 

induzida pela doxorrubicina em células H9c2. 
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Delineamento 

 

Para formar os grupos de estudo, foram utilizados frascos de 175 cm2, nos 

quais foram acondicionadas as células H9c2, na densidade de 30 x 104/cm2. 

Inicialmente, foi realizado um ensaio formado por 3 grupos experimentais para testar 

a eficácia do 5Z-7-oxozeaenol e um ensaio também formado por 5 grupos para 

definir a dose de doxorrubicina a ser utilizada no estudo. Após a validação da 

eficácia do inibidor e da definição da dose de doxorrubicina, um novo ensaio 

formado por 4 grupos experimentais foi realizado para analisar os efeitos da inibição 

da TAK1 na toxicicidade induzida pela doxorrubicina e no tratamento com o inibidor. 

Ambos os ensaios foram realizados com 3 réplicas biológicas independentes por 

grupo experimental: 

 

Ensaio para validação de eficácia do 5Z-7-oxozeaenol 

 

1)   Controle (C): células H9c2 não tratadas com nenhuma substância 

2)   Inibidor da TAK1 (I): células H9c2 tratadas com 5z7-oxozeaenol (inibidor da 

TAK1)  

na dose de 10 uM. 

3)   Estimulador da TAK1 (E): células H9c2 tratadas com LPS (estimulador da TAK1) 

na dose de 5 mg/ml. 

 

Ensaio para determinar a dose de doxorrubicina 

1) Controle (C): células H9c2 não tratadas com nenhuma substância 

2) Células H9c2 tratadas com doxorrubicina na dose de 6,25 uM. 

3) Células H9c2 tratadas com doxorrubicina na dose de 12,5 

4) Células H9c2 tratadas com doxorrubicina na dose de 25 uM 

5) Células H9c2 tratadas com doxorrubicina na dose de 50 uM 

 

 

Ensaio para avaliação dos efeitos da inibição da TAK1 

 

1)   Controle (C): células H9c2 não tratadas com nenhuma substância. 
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2)   Inibidor da TAK1 (I): células H9c2 tratadas com 5z7-oxozeaenol (inibidor da 

TAK1) na dose de 10 uM. 

3)   Doxorrubicina (D): células H9c2 tratadas com doxorrubicina na dose 

determinada pelo estudo de citotoxicidade. 

4)   Doxorrubicina + inibidor (DI): células H9c2 com doxorrubicina na dose 

determinada pelo estudo de citotoxicidade e tratadas com 5z7-oxozeaenol na dose 

de 10 uM. 

 

Inicialmente, os grupos I e DI receberam a dose de 10 µM de inibidor. Após 

duas horas de exposição, as células foram tratadas com 25 µM de doxorrubicina, e 

os demais grupos receberam seus respectivos tratamentos. Ao receberem a 

doxorrubicina, o tratamento de todos os grupos ocorreu no período de 24h. Após 

esse período, o meio de cultura foi coletado e armazenado a - 80oC para posteriores 

análises, e as células foram removidas com tripsina EDTA, centrifugadas para a 

coleta do palete, lavadas com PBS e ressuspendidas em tampão de lise para 

realização das análises a seguir.  

 

  

Cultura celular  

 

As células da linhagem H9c2 (Rat BDIX heart myoblast) foram adquiridas da 

Sigma Aldrich (88092904). Esta linhagem celular foi escolhida, pois apresenta 

características fisioquímicas semelhantes a células cardíacas em cultura primária, 

além de ser a linhagem de mioblatos mais utilizada para experimentos in vitro livre 

de animais (39,40). As células foram cultivadas na densidade de 30x104/cm2  em 

meio DMEM (Dulbecco'sModifiedEagle'sMedium – Thermo Fisher Scientific, EUA) + 

10% de soro fetal bovino (SFB – Thermo Fisher Scientific, EUA) + 1% de antibiótico 

(Penicillin-streptomycin solution stabilized –Thermo Fisher Scientific, EUA), trocado a 

cada dois dias, e mantidas na incubadora com temperatura a 37 °C e CO2 a 5% por 

aproximadamente 5 dias até atingirem 70% a 80% de confluência. Foi adicionada 

tripsina EDTA na concentração de 0,05% ao meio de cultura e as células foram 

coradas com azul de trypan e contadas utilizando câmara de Neubauer em 

microscópio invertido. 
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O restante das células viáveis, que não utilizadas nos ensaios, foi transferido 

para uma garrafa e expandido para eventuais repetições de experimentos ou 

congelamento e armazenamento em nitrogênio líquido. 

 

 

Ensaio de citotoxicidade por cristal violeta 

 

O ensaio de citoxicidade foi realizado com o objetivo de definir a dose de 

doxorrubicina ideal para atingir 50% de morte celular e para avaliar a morte celular 

nos diferentes tratamentos (41). Para o ensaio de citotoxicidade, inicialmente, as 

células H9c2 foram cultivadas em placa de 96 poços na densidade celular de 

3x104/cm2. Ao atingirem a confluência de 80%, as células foram tratadas com 

cloridato de doxorrubina nas seguintes doses: 0 uM, 6,25 uM, 12,5 uM, 25 uM e 50 

uM. Todas as doses foram testadas em 6 réplicas pelo período de 24h (42)  

Após 24h de incubação com a DOX, as células foram fotografadas e o 

sobrenadante foi coletado e armazenado e as células foram incubadas com 100 uL 

de solução de cristal violeta 2% por poço em temperatura ambiente por 10 minutos. 

Após o período de incubação, o corante foi desprezado e a placa lavada 

delicadamente com H2O Mili-Q 5 vezes e colocada em estufa a 37°C para secar. 

Após a secagem, foi adicionado 100 uL de Duodecil Sulfato de Sódio (SDS) a 1% e 

placa foi agitada para homogeneizar a coloração. A leitura foi realizada em 

espectrofotômetro com filtro 492 nM. O percentual de viabilidade celular no grupo 

controle foi adotado como 100%. A viabilidade relativa foi calculada pela fórmula a 

seguir: (absorbância experimental - absorbância de fundo) / (absorbância do grupo 

controle - absorbância de fundo) × 100.  

Para avaliar a morte celular nos diferentes tratamentos, as células também 

foram cultivadas nas mesmas condições descritas acima. No entanto, cada grupo 

recebeu seu respectivo tratamento antes da realização do ensaio de cristal violeta. 

 

 

Determinação da expressão proteica por Western blot 
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Extração proteica  

Foi realizada a determinação da expressão das proteínas TAK1, NFkB, IkB- α, 

TNF-α, IL10 e ERK pela técnica Western Blot. Inicialmente, o meio de cultura foi 

coletado e armazenado. Cada frasco foi lavado duas vezes com PBS gelado, foi 

adicionado 4 mL de trispsina EDTA 0,05% e incubando durante 3 minutos em estufa 

a 37oC. Após o tempo de incubação, foi adicionado 12 mL de meio de cultura e a 

suspenção celular foi centrifugada a 1000 RPM durante 1 minuto para a coleta do 

pallet. O meio de cultura foi desprezado e o pelet foi lavado com 10 mL de PBS 

gelado, centrifugado e suspendido em tampão de extração contendo NaCl 100 mM, 

Triton X-100 1% (v/v), deoxicolato de sódio 0,5% (m/v), SDS 0,1 % (m/v), glicerol 

10% (v/v), Tris 10 mM (ph 7,4), EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, ortovanadato de sódio 1 

mM, NaF 10 mM e inibidores de proteases (P2714, Sigma- Aldrich). Em seguida, o 

lisado total foi transferido para microtubos de 2 ml e sonicado três vezes por dez 

segundos, centrifugado a 4Co a 3650 RPM por 25 minutos. Por fim, o sobrenadante 

foi transferido para novos tubos e armazenado a -80Co. A concentração de proteína 

total foi analisada pelo método de Bradford utilizando curva de BSA Protein Standard 

(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) como padrão. 

 

Precipitação de proteína por ácido tricloroacético (TCA) 

 As amostras de sobrenadante da cultura celular foram submetidas à 

precipitação de proteínas com TCA. Inicialmente, em 1 ml de lisado foi adicionado 

50 uL de deoxicolato (DOC) e os tubos foram mantidos em temperatura ambiente 

por 10 minutos. Em seguida, foi adicionado 50 uL de TCA 100% (Merck KGaA, 

Darmstadt, Germany and/or its affiliates) e incubado em gelo por 30 minutos. Após a 

incubação com TCA, as amostras foram centrifugas a 4°C e 9980 RPM por 15 

minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet de proteína foi lavado 3 vezes 

com acetona gelada. Por último, o pellet foi deixado secar em temperatura ambiente 

e ressuspendido em 50 uL de tampão de lise. A concentração de proteína total foi 

analisada pelo método de Bradford utilizando curva de BSA Protein Standard (Bio-

Rad, Hercules, CA, USA) como padrão. 

 

SDS-PAGE - Eletroforese  

As amostras contendo 30 μg de proteína total foram separadas por 

eletroforese utilizando sistema Mini-Protean 3 Electrophoresis Cell (Bio-Rad, 
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Hercules, CA, USA). A corrida eletroforética foi realizada em gel bifásico, de 

empilhamento (Tris-HCl 240 mM pH 6,7, poliacrilamida 40%, APS e Temed) e de 

resolução (Tris-HCl 240 mM pH 8,9, poliacrilamida 40%, glicerol, APS e Temed). A 

concentração do gel de empilhamento utilizada foi de 10% e a concentração do gel 

de resolução varia de acordo com o peso molecular da proteína determinada.  

 A corrida eletroforética será efetuada a 50 V por 30 minutos e a 120 V por 2 

horas (Power Pac HC 3.0A, Bio - Rad, Hercules, CA, USA) com tampão de corrida 

(Tris 0,25 M, glicina 192 mM e SDS 1%). Após a corrida, as proteínas foram 

transferidas para membrana de nitrocelulose em sistema Mini-Trans Blot (Bio-Rad, 

Hercules, CA, USA) a 2.5 amperes e 25 volts por 30 minutos, utilizando-se tampão 

de transferência (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% e SDS 0,1%).  

Bloqueio e marcação da membrana com anticorpos 

Os sítios inespecíficos de ligação do anticorpo primário à membrana foram 

bloqueados mediante incubação com solução de 5% de leite em pó desnatado, 

dissolvido em solução basal pH 8,0 (Tris 1M pH 8,0, NaCl 5M e detergente Tween 

20) por 120 minutos à temperatura ambiente sob constante agitação. 

 Após o bloqueio, as membranas foram incubadas com os anticorpos primários 

específicos para cada proteína analisada (Cell Signalling 515899; Santa Cruz 

365858, Santa Cruz 8008; Santa Cruz 1643; Santa cruz 133192, Santa Cruz-93), 

diluídos em solução de 3% de leite em pó desnatado, dissolvido em solução basal 

pH 8,0 (Tris 1M pH 8,0, NaCl 5M e detergente Tween 20). As membranas 

permaneceram incubadas durante a noite à temperatura de 4°C, sob constante 

agitação.  

Após a incubação com o anticorpo primário, as membranas foram lavadas em 

solução basal pH 8,0 e incubadas com os anticorpos secundários, diluídos em 

solução de 1% de leite em pó desnatado, dissolvido em solução basal pH 8,0. As 

membranas permaneceram incubadas por 1 hora e 30 minutos, à temperatura 

ambiente e sob agitação constante. Posteriormente a membrana foi lavada em 

solução basal pH 8,0 e a imunodetecção foi realizada por meio do método de 

quimioluminescência utilizando o Kit SuperSignal West Pico Chemiluminescent 

Substrate, Thermo Scientific, USA.  As imagens foram fotografadas no 

analisador de imagens ImageQuant LAS (General Eletrikcs). 
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Análise dos resultados 

 

 A expressão de todas as proteínas analisadas foi normalizada por coloração 

de Ponceau. A análise das imagens foi realizada no programa de análise de 

imagens Gel Pro versão 3.1.00 (Media Cybernetics, Rockville, MD, EUA). O 

protocolo de western blot foi adapatado de TONON C., et al., 2024. (43) 

 

 

Imunfluorescência  

 

Para a análise de Imunofluorescência das proteínas TAK1 e NF-kB, o ensaio 

de cultura celular ocorreu de acordo com o descrito anteriormente em placas de 24 

poços contendo lamínulas para cultivo celular na densidade celular de 30 x 104/cm2. 

Após a realização do ensaio, o sobrenadante foi aspirado e as células foram 

permeabilizadas em metanol por 5 minutos em gelo. Posteriormente, foram lavadas 

com PBS e Tween 20 a 0,05%. Os sítios inespecíficos de ligação do anticorpo 

primário à membrana serão bloqueados mediante incubação com solução contendo 

BSA a 3%, glicina a 1%, soro fetal bovino a 8% em PBS e 0,1% Triton X-100. Após o 

bloqueio, os anticorpos primários específicos para cada proteína (Cell Signaling 

TAK1 4505S; NF-kB Santa Cruz 8008) foram aplicados às lâminas, que 

permaneceram incubadas durante a noite à temperatura de 4°C. As lâminas foram 

lavadas com PBS e Tween 20 a 0,05% e incubadas novamente por 60 minutos em 

temperatura ambiente com os anticorpos secundários (Invitrogen A10037 Alexa 568; 

Invitrogen A11070 Alexa 488), foram lavadas novamente e a coloração foi realizada 

com contra-coloração com DAPI (4 ', 6-diamidino-2-fenilindol).(43) Por fim, as 

lamínulas foram removidas da placa de cultura a anexadas a lamina histológica com 

glicerol para a realização das análises. As imagens foram adquiridas em objetiva 

20X em microscópio de fluorescência confocal LEICA TCS SP8.  A análise de 

imagens foi realizada utilizando-se o software de análise de imagens Image Pro-plus 

(Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA), utilizando o software LASX 

Office, © 2025 Leica Microsystems. A quantificação foi feita por meio da intensidade 

de fluorescência.  
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Análise estatística 

 

A normalidade foi avaliada por teste de Teste de Kruskal-Wallis. As variáveis 

com distribuição normal foram apresentadas em média ± desvio-padrão. Quando as 

variáveis não apresentaram distribuição normal, foi realizada transformação 

matemática para atingir distribuição normal e apresentadas em média ± desvio-

padrão. A comparação entre os grupos foi feita utilizando ANOVA de uma via 

(quando houver 3 grupos a serem avaliados) e ANOVA de duas vias (quando houver 

4 grupos a serem avaliados). Quando utilizada a ANOVA de duas vias, na presença 

de interação entre os fatores (doxorrubicina, inibidor de TAK1) foi feita comparação 

entre os grupos de interesse com pós teste de Dunn. As análises dos dados foram 

realizadas usando o software SigmaPlot para Windows v12.0 (Systat Software Inc., 

San Jose, CA, USA). O nível de significância adotado foi de 5%. 
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Cultura celular 

 

 A linhagem celular H9c2 foi obtida na passagem 37 e passou por 

padronização de cultivo celular e formação de um banco de células mestre. O banco 

de células mestre continha frascos com as passagens iniciais e subsequentes até a 

passagem 50, os quais foram utilizados nos ensaios realizados. Após o 

descongelamento, as células foram submetidas a três passagens para atingir sua 

taxa de crescimento regular e aumentar a sensibilidade ao tratamento antes de 

iniciar os protocolos de indução de cardiotoxicidade e tratamentos com um inibidor e 

um estimulador, conforme recomendado na literatura.(44,45) 

 

Análise da expressão proteica de TAK1 para o ensaio de eficácia do 5Z-7-

oxozeaenol  

 

Inicialmente, para validar o efeito inibitório do 57-7-oxozeaenol, foi realizada a 

análise da expressão da TAK1 por Western blot. Para isso, foram formados três 

grupos: Controle (C), Inibidor (I) e Estimulador (E). 

Observamos que o grupo inibidor apresentou menor expressão de TAK1 em 

comparação aos grupos controle e estimulador (Figura 2). 

 

Figura 2 – Expressão de TAK1 para validação do 5Z-7-oxozeaenol 

 
C: controle; I: inibidor; E: estimulador; valor de p: Anova de uma via. &: diferente de controle; π: diferente de estimulador. 

 

 

& π 
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Ensaio de citotoxicidade com cristal violeta 

 

Os resultados do ensaio de Cristal Violeta para determinação da melhor dose 

de doxorrubicina para o tratamento das células H9c2 mostraram que a dose ideal 

para mimetizar a cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina foi de 25 µM. (Tabela 

1 e figura 3). 

        
Tabela 1 – Absorbância relativa por cristal violeta. 

 

Dose (uM) % de citotoxicidade % de viabilidade Absorbância 

0 0 100 0,03 

6,25 36 64 0,016 

12,5 40 60 0,015 

25 52 48 0,012 

50 60 40 0,01 

uM= micromolar, % percentual. 

 

Figura 3- Morfologia celular após tratamento com a DOX 

 
C: Grupo controle, células sem alterações morfológicas. D: Grupo doxorrubicina, 24h após tratamento 
com 25uM de doxorrubicina; 1: aumento no volume do citoplasma; 2: nota-se células descoladas e 
com alterações no contorno, 3: presença de corpos apoptóticos.   

  

Os resultados de absorbância relativa e análise estatística do ensaio de cristal 

violeta, utilizado para avaliar a morte celular nos diferentes grupos de tratamento, 

indicaram que as células tratadas com doxorrubicina, grupo D (0,0692± 0,00868) e 

DI (0,0687± 0,00441), apresentaram menor viabilidade, ou seja, apresentaram maior 

taxa de morte, que as células não tratadas com doxorrubicina, C (0,0940± 0,0147) e 

I (0,0845± 0,0172). Porém, não houve diferença entre os grupos (p interação > 0,05). 

  

1 

2 

3 

C D 
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Os valores de p para os fatores isolados foram: p inibidor <0,043 e p doxorrubicina 

<0,043. Na figura 4 pode ser observado o percentual de morte celular avaliado pela 

absorbância relativa.  

 

Figura 4 - Morte celular por absorbância relativa 

 

 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 

C: controle; I: inibidor; D: doxorrrubicina, DI: doxorrubicina e inibidor.  

 

 

Precipitação de proteína para SDS-PAGE 

 

 Após a aplicação do método de Bradford para quantificar a quantidade total 

de proteína nas amostras, verificou-se que o conteúdo de proteína era inadequado 

para a realização da análise de expressão proteica por Western blot. Isso ocorreu 

devido à baixa concentração de proteínas nas amostras de sobrenadante da cultura 

celular, o que resultou em um volume insuficiente para ser utilizado no referido 

método.  

Com o objetivo de viabilizar a utilização das amostras, empregou-se o 

protocolo de precipitação de proteínas utilizando TCA (ácido tricloroacético). Esse 

método possibilita a concentração das proteínas totais presentes na amostra na 

forma de um pellet, o qual pode ser diluído em volume reduzido de tampão de 

amostra, sem comprometer a estrutura proteica (46) É importante salientar que o 

protocolo de precipitação por TCA não compromete a estrutura das proteínas, não 

comprometendo avaliação de expressão proteica (46) 

C: 100 % 

I: 89,9 % 

D: 73,6 % 

DI: 73,1 % 
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Na Tabela 2, é possível observar a concentração de proteína nas amostras de 

sobrenadante da cultura celular, antes e após o protocolo de precipitação com TCA. 

Constatou-se que, após a precipitação, a concentração de proteína aumentou cerca 

de 8 vezes.  

 

Tabela 2 - Precipitação de proteína com TCA 

Grupo Concentração inicial (µg/µL) Concentração após precipitação (µg/µL) 

C 0,879 7,64 

D 0,842 7,02 

E 1,046 8,05 

I 0,882 6,78 

DI 0,808 6,73 

C: Grupo Controle; D: Grupo Doxorrubicina; E: Grupo Estimulador; I: Grupo Inibidor; DI: Grupo 

Doxorrubicina + Inibidor. 

 
 

 

Imunofluorescência 

 

Não houve diferenças estatisticamente significantes nos resultados da marcação 

por imunofluorescência das proteínas TAK1 e NF-kB. (Figura 5, tabela 3). 
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Figura 5- Marcação por imunofluorescência 

 
C: controle; I: inibidor; D: doxorrubicina; DI: doxorrubicina + inibidor; Coloração  por imunofluorescência 
de células H9C2 utilizando anticorpo específico para TAK1, seguido de anticorpo secundário 
conjugado a alexa 488 (verde) e para NF-kB, seguido de anticorpo secundário conjugado a alexa 568 
(vermelho). As células foram contra coradas  com DAPI para marcar os núcleos celulares (azul), 
Merge: sobreposição das imagens. 

 

Tabela 3- Intensidade de fluorescência TAK1 e NF-kB 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
C:controle; I: inibidor; D:  doxorrubicina; DI: doxorrubicina + inibidor; valor de p: Anova de duas vias; pi:  valor de p da 
interação doxorrubicina vs inibidor. 

 
 
 

 

 

 

variável C (n=3) I (n=3) D (n=3) DI (n=3) p doxorrubicina p inibidor pi 

TAK1 2,254 ± 0,493 1,731 ± 0,105 2,190 ± 1,301 2,451 ± 0,825 0,503 0,786 0,427 

NF-kB 0,667 ± 0,0559 0,619 ± 0,327 0,541 ± 0,278 0,678 ± 0,247 0,822 0,765 0,540 
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Análise da expressão proteica por Western blot 

 

A expressão de TAK1 foi reduzida dentre as células tratadas com o inibidor de 

TAK1, no entanto, não foram observadas diferenças entre os grupos (figura 6, tabela 

4). 

A expressão de IκB-α foi menor no grupo I em comparação com o grupo C e 

maior no grupo DI em comparação ao grupo D. Além disso, os grupos D e DI foram 

diferentes do grupo I (figura 3, tabela 5). 

Não houve diferença estatisticamente significante na expressão de TNF-α, 

NF-kB, IL-10 e ERK entre os grupos (figura 3, tabela 5). 

 

C: controle; I: inibidor; D:  doxorrubicina; DI: doxorrubicina + inibidor;  TAK1: quinase 1 ativada 
por TGF-beta; IkB-alfa: inibidor do fator nuclear kappa B alfa, NF-kB: fator nuclear kappa B.  
 

Figura 2 - Membranas de Western blot 

TNF-alfa 
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Tabela 4- Expressão proteica por western blot 

 C: controle; I: inibidor; D:  doxorrubicina; DI: doxorrubicina + inibidor; valor de p: Anova de duas vias; pi:  valor de p da interação doxorrubicina vs inibidor; 
TAK1: quinase 1 ativada por fator de transformação do crescimento beta (TGF-beta); NF-kB: fator nuclear kappa B; IkB-alfa: inibidor do fator nuclear kappa 

B alfa, TNF-α: fator de necrose tumoral alfa; IL-10: interleucina-10; ERK: quinase regulada por sinais extracelulares 
&: diferente de controle, #: diferente de doxorrubicina, :̂ diferente de Inibidor;  
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

variável C (n=3) I (n=3) D (n=3) DI (n=3) p doxorrubicina p inibidor pi 

TAK1 0,0193± 0,0112 0,0720± 0,0416 0,195± 0,113 0,0627± 0,0362
 
   0,906  <0,001 0,339 

NF-kB 0,0535± 0,0476 0,103± 0,103 0,0595± 0,0108 0,0553± 0,0373 0,567 0,535 0,462 

IkB-α 0,876± 0,205 0,0949± 0,0598
&
   0,139± 0,0330

&
   0,393± 0,0702

& # ^
 <0,001 0,010 0,004 

TNF-α 0,104± 0,0359 0,0803± 0,00870 0,0697± 0,0220 0,0868± 0,0409 0,442 0,856 0,268 

IL-10 0,0944 ± 0,0304 0,1014 ± 0,0257 0,1009 ± 0,0583 0,1424 ± 0,1039 0,523 0,531 0,647 

ERK 0,162± 0,179 0,080± 0,031 0,071± 0,051 0,066± 0,016 0,366 0,450 0,510 
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DISCUSSÃO 
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Muitos estudos têm avaliado a inibição da TAK1 na toxicididade induzida pela 

doxorrubicina em diferentes modelos experimentais. Entretanto, a influência da 

inibição dessa proteína nos efeitos colaterais causados pela doxorrubicina ainda não 

está totalmente esclarecida. Nesse contexto, torna-se relevante o objetivo do 

presente estudo, que foi avaliar a influência da inibição da TAK1 na fisiopatologia da 

cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina em células H9c2  

Com base nos resultados obtidos no ensaio de citotoxicidade por cristal 

violeta, foi determinado que a dose de 25 µM de doxorrubicina resultou em 

percentual de 52% de morte celular, e foi adotado como parâmetro para avaliar a 

efetividade da toxicidade da doxorrubicina nas células H9c2 no presente estudo, 

assim como em outros estudos de citotoxicidade de drogas (47,48).  

 Foi possível observar alteração no contorno celular, aumento de volume 

citoplasmático e presença de corpos apoptóticos após 24 horas de incubação de 

células H9c2 em uma concentração de 25 uM de doxorrubicina no grupo D em 

comparação ao grupo C. Assim como Pereira et al., observou-se células redondas e 

atrofiadas, descoladas, com expansão citoplasmática e presença de materiais 

característicos de células apoptóticas (49) Essas observações fornecem evidências 

visuais da resposta das células H9c2 à exposição à doxorrubicina. 

Com o objetivo de avaliar a viabilidade/morte celular nos diferentes 

tratamentos também foi realizado o ensaio de cristal violeta. O resultado de 

viabilidade relativa mostra diferenças na absorbância nos grupos I e D em 

comparação ao grupo C. Dessa maneira, foi possível observar que em relação a 

morte celular, o grupo que recebeu o tratamento combinado de doxorrubicina com o 

inibidor (DI) não apresentou percentual de morte celular menor em relação ao grupo 

que recebeu apenas a doxorrubina (D). Esse resultado corrobora os achados de 

Wang C. e colaboradores (2021), que mostraram que a inibição da TAK1 em células 

H9c2, durante o tratamento com doxorrubicina, pode levar a aumento da morte 

celular (50). 

A proteína TAK1 desempenha papel importante em várias vias de sinalização 

celular, como na regulação da resposta inflamatória em diversos modelos 

experimentais de remodelação cardíaca, incluindo a cardiotoxicidade induzida pela 

doxorrubicina, por meio da ativação de fatores transcricionais, como o fator NF-kB 

(25,36,51). O inibidor 5Z-7-oxozeaenol, uma lactona de ácido resorcílico derivada de 
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fungo, bloqueia a ativação do TAK1, o que poderia aumentar a eficácia da terapia 

com esse quimioterápico (52–54). 

A interação entre TAK1 e o inibidor 5Z-7-oxozeaenol tem sido estudada para 

determinar como ela pode afetar a cardiotoxicidade causada pela doxorrubicina. 

Interessantemente, Wang e colaboradores (2021) conduziram um estudo com 

células H9c2 tratadas com doxorrubicina, no qual a inibição da TAK1 resultou em 

aumento da morte celular apoptótica e necroptótica, enquanto a ativação da TAK1 

favoreceu a sobrevivência celular(50) Em contrapartida, no estudo conduzido por 

Guan et al., os resultados mostraram que a inibição da TAK1 mediada pelo 5Z-7-

oxozeaenol sensibilizou as células de câncer cervical à apoptose induzida pela 

doxorrubicina(55) Adicionalmente, Liang et al. confirmaram que a TAK1 é, de fato, 

necessária para a ativação do NF-κB na toxicidade induzida pela doxorrubicina. No 

entanto, a TAK1 pode ser modificada por diferentes ubiquitinas e deubiquitinases, o 

que resulta tanto em sua ativação quanto em sua degradação, em diferentes 

momentos durante o tratamento (56) 

Esses achados conflitantes indicam que a influência da atividade de TAK1 na 

toxicidade induzida pela doxorrubicina ainda não está completamente 

compreendida. No entanto, nos mostra que a modulação da atividade de TAK1 

pode potencializar a eficácia do tratamento com doxorrubicina. 

No presente estudo, inicialmente, a análise da expressão de TAK1 por Western 

blot foi realizada para validar o efeito do inibidor 5z-7-oxozeaenol antes dos ensaios 

com a doxorrubicina. Os resultados mostraram que o inibidor foi eficaz na redução 

da expressão da proteína TAK1, com diminuição significativa no grupo I em 

comparação aos grupos C e E. Esses achados são consistentes com estudos 

anteriores que avaliaram a inibição de TAK1 com 5z-7-oxozeaenol, e reforçam o uso 

desse inibidor em estudos que objetivam avaliar a regulação da atividade da TAK1 

(55)  

Após a validação da eficácia do inibidor, foi realizado o ensaio com os grupos 

tratados com doxorrubicina, com o inibidor e com o tratamento combinado. Os 

resultados de expressão de TAK1 mostraram que houve diminuição da expressão 

de TAK1 na presença de seu inibidor, porém não houve diferença entre os grupos 

analisados.  
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Na tentativa de validar nosso resultado observado no Western blot, 

realizamos a marcação da TAK1 por imunofluorescência, mas também não 

observamos diferenças entre os grupos.  

No presente estudo, como esperado, observou-se que a inibição da TAK1 

resultou em aumento significativo da expressão de IκB-α no tratamento com 

doxorrubicina. No entanto, não foram encontradas alterações na expressão de NF-

κB, avaliadas por western blot e imunofluorescência. Isso pode ser explicado pelo 

fato de que o tempo de tratamento e o momento da coleta das amostras não tenham 

sido ideais para identificar possíveis alterações na atividade de NF-κB.  

A IκB-α desempenha papel fundamental no controle da ativação da via NF-κB, 

sendo ponto chave para a ação da doxorrubicina. Quando IκB-α é fosforilada pelo 

complexo IKK, ela é rapidamente degradada, liberando as subunidades do NF-κB, 

que podem translocar-se para o núcleo e induzir a transcrição de genes-alvo 

envolvidos em processos inflamatórios e apoptóticos (57–59) Em um estudo com 

células leucêmicas tratadas com indol-3-carbinol,um composto encontrado em 

vegetais crucíferos, os resultados mostraram que houve inibição da fosforilação da 

IκB-α, impedindo sua degradação no proteossoma e, consequentemente, 

bloqueando a ativação do NF-κB. Isso resultou na supressão da expressão de genes 

antiapoptóticos e metastáticos, contribuindo para a indução do apoptose nas células 

(60) 

Nesse contexto, a regulação da atividade da IκB-α se destaca como um 

importante alvo no controle da ativação do NF-κB em tratamentos quimioterápicos. 

No entanto, no presente estudo, não observamos alterações em sua expressão ao 

comparar os grupos D e DI. Isso pode ser explicado pelo fato de que a terapia com 

doxorrubicina modifica o ciclo de ativação e a atividade do NF-κB, o que pode, por 

sua vez, influenciar a função da proteína regulatória IκB-α (61,62) 

Já é sabido que a DOX induz a ativação do NF-κB de maneira dose- e tempo-

dependente em células endoteliais e cardiomiócitos, aumentando a citotoxicidade 

em células cardíacas H9c2 através da ativação da via p38 MAPK/NF-κB, o que 

eleva a produção de citocinas inflamatórias como IL-1β, IL-6 e TNF-α (63,64) 

O NF-κB também regula a expressão de diversos produtos gênicos que 

desempenham papéis cruciais na sobrevivência celular, ciclo celular, respostas 

imunes, angiogênese e função do sistema nervoso. Além disso, estudos têm 
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revelado que a ativação da via de sinalização do NF-κB pela doxorrubicina resulta 

na produção de uma forma defeituosa do NF-κB, que é deficiente na fosforilação e 

serve para reduzir a transcrição, em vez de ativá-la (61,65,66) 

Nesse contexto, a regulação da atividade do NF-κB por meio da inibição da 

proteína TAK1, associada à ativação defeituosa promovida pela doxorrubicina, se 

torna um importante alvo de estudo, pois pode resultar em uma down-regulação de 

genes de citocinas inflamatórias, além de potencializar a terapia quimioterápica, 

aumentando a apoptose de células cancerígenas.  

 A doxorrubicina pode levar a um desequilíbrio na resposta inflamatória no 

coração, levando a danos nas células cardíacas. A IL-10 desempenha papel 

importante na modulação dessa resposta inflamatória. Sua ação anti-inflamatória 

pode ajudar a reduzir o estresse oxidativo e a inflamação no coração, atenuando a 

cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina (67,68).  

 O estudo realizado por Singla et al. (2019) mostrou que o tratamento com a 

doxorrubicina está associado ao aumento da liberação de citocinas pró-inflamatórias 

e concominante redução da IL-10, como consequência da diminuição de macrófagos 

M2 (69). Adicionalmente, estudos experimentais com supressão da IL-10 revelam 

uma resposta cardiotóxica mais acentuada nos grupos tratados com DOX (67,70). 

Nesse contexto, é possível observar que os níveis e a expressão de IL-10 na 

cardiotoxicidade induzida pela DOX podem variar de acordo com o modelo de 

estudo utilizado. 

O TNF-α é uma citocina inflamatória produzida principalmente por macrófagos 

e células T, desempenhando um papel fundamental na resposta imune e inflamação. 

Na cardiotoxicidade induzida por doxorrubicina, o TNF-α é liberado em resposta ao 

estresse celular, contribuindo para danos nas células cardíacas. Esse processo 

aumenta a inflamação e promove a apoptose dos cardiomiócitos, resultando em 

disfunção cardíaca. (71,72)  

Estudos experimentais demonstram que a administração de doxorrubicina 

provoca um aumento significativo nos níveis e na expressão de TNF-α em animais 

tratados, em comparação ao grupo controle. No entanto, pesquisas mais recentes 

mostram redução na expressão de TNF-α em ratos Wistar tratados com 

doxorrubicina (43) Nesse contexto, o impacto da doxorrubicina na regulação dessa 

citocina ainda permanece questionável. Apesar disso, a inibição de vias 
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inflamatórias que levam ao aumento da expressão de TNF-α contribui para melhora 

da disfunção cardíaca induzida pela doxorrubicina(72–74) 

No presente estudo, não foram observadas alterações na expressão de IL-10 

e TNF-α na comparação entre os grupos. Esse resultado vai de encontro com os 

dados obtidos na avaliação da via de sinalização do NF-kB, pois, na ausência de 

ativação do NF-kB, é esperado que não ocorram alterações na expressão de 

proteínas anti-inflamatórias e pró-inflamatórias (75) 

A ERK é uma proteína quinase que faz parte da via de sinalização MAPK, a 

qual é fundamental na regulação de diversas funções celulares, como crescimento, 

sobrevivência e apoptose. A ativação de ERK é um processo que, normalmente, 

está envolvido em respostas celulares ao estresse, incluindo danos no DNA e 

inflamação, mas também pode ser ativado por quimioterápicos, incluindo a 

doxorrrubicina.  

Estudos experimentais com células H9c2 e doxorrubicina, nos quais utilizaram 

inibidores específicos para impedir ou regular a atividade de ERK e p53, foi 

observado que essa intervenção impediu as mudanças nas proteínas e a morte 

celular provocada pela doxorrubicina. Esses resultados revelam que a via de 

sinalização ERK-p53 desempenha um papel fundamental na apoptose das células 

cardíacas induzida pela doxorrubicina(76,77). Esses achados sugerem fortemente 

que ERK e p53 podem representar alvos terapêuticos promissores para mitigar a 

cardiotoxicidade associada ao tratamento com a doxorrubicina. Apesar desse papel 

importante da ERK na cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina, no presente 

estudo não observamos alteração na expressão dessa proteína. É possível que a 

duração do tratamento tenha sido insuficiente para induzir mudanças significativas 

na expressão de ERK, assim como não foram observadas alterações na expressão 

do NF-kB. 

Esse resultado pode ser, em parte, explicado pelo fato de que essas vias de 

sinalização podem ser ativadas ou reguladas de forma transitória. Dessa forma, é 

possível que o tempo de exposição à doxorrubicina e o momento da coleta das 

amostras não tenham sido adequados para a detecção de alterações na expressão 

dessas proteínas. 

Cabe ressaltar que nosso estudo apresenta algumas limitações, como o fato 

de não termos avaliado o comportamento das células em diferentes tempos de 
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exposição e tratamento. Também não avaliamos algumas proteínas em suas formas 

fosforiladas e outras proteínas que também podem influenciar a modulação dessa 

via, como a CYLD e a ITCH. Portanto, os resultados obtidos ressaltam a 

necessidade de estudos futuros que possam melhorar o entendimento dos 

mecanismos envolvidos. 
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O tratamento com 5Z-7-oxozeaenol em células H9c2 tratadas com 

doxorrubicina resultou na inibição da expressão de TAK1 e IkB-α, entretanto, não 

foram observadas alterações na expressão de outras proteínas da via da TAK1 e 

citocinas inflamatórias. Dessa maneira, conclui-se que, apesar do papel interessante 

que essa via possa representar na fisiopatologia da cardiotoxicidade, em nosso 

estudo não observamos a participação da TAK1 na lesão celular induzida pela 

doxorrubicina. 
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CONSIDERAÇÕES 

ADICIONAIS 

 

 Foi realizada a análise de Western blot para as proteínas, IKK, ITCH, NRF2, 

TLR4 e Heme Oxigenase. No entanto, não foi possível observar marcação de 

bandas (anexo 1). Dessa maneira, as mesmas permanecem sem discussão. 

Inicialmente, o objetivo deste estudo era avaliar a influência da inibição da 

TAK1 na cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina em células H9c2 diferenciadas 

em cardiomiócitos maduros. No entanto, devido a dificuldades nas padronizações 

dos experimentos, atrasos causados pela pandemia de Covid-19 e restrições de 

prazo, optamos por trabalhar com as células em sua forma nativa. As imagens das 

células diferenciadas, obtidas no início do estudo, podem ser consultadas no Anexo 

2. 
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ANEXO 

 

ANEXO 1 - Membranas de Western Blot não marcadas. 

 

 

 

 
 
 

ANEXO 2 – Células H9c2 diferenciadas 
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