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Os Efeitos da Doxorrubicina na Biossintese e no Metabolismo do
Heme em Cardiomiocitos

Effects of Doxorubicin on Heme Biosynthesis and Metabolism in Cardiomyocyte

Zuoyan Wang," Junyi Gao," Haobo Teng," Jianjun Peng’
Capital Medical University Affiliated Beijing Shijitan Hospital," Beijing - China

Resumo

Fundamento: A doxorrubicina esta associada a cardiotoxicidade e a morbidade cardiaca tardia. O heme esta relacionado
ao stress oxidativo celular. Entretanto, sua regulacao especifica em cardiomiécitos sob os efeitos de doxorrubicina ainda
nao foi documentada.

Objetivo: Nosso objetivo é avaliar as alteragoes de enzimas limitantes de velocidade no caminho metabélico do heme
sob o efeito de doxorrubicina.

Métodos: Cardiomidcitos H9c2 com doxorrubicina em concentragées diferentes (1, 2, 5, 10uM respectivamente). Os
testes de PCR em tempo real e Western Blot foram usados para determinar a expressao de proteina e mRNA para quatro
enzimas cruciais (ALAS1, ALAS2, HOX-1, e HOX-2) que regulam o metabolismo do heme celular, e os niveis de heme
foram detectados por ELISA. Um p<0,01 foi considerado significativo.

Resultados: Observamos um padrdo com alteracao dependendo da dose nos niveis de heme nas células H9c2 com
o nivel mais alto na concentracao de 5uM de doxorrubicina, 0 que ocorreu sincronicamente com o nivel mais alto
de regulacao para cima de ALAS1, bem como as enzimas degenerativas HOX-1 e HOX-2 na expressao de proteina e
mRNA. Em contraste, observamos que a ALAS2 foi regulada para baixo gradualmente, inversamente proporcional as
concentracdes de doxorrubicina.

Conclusao: O aumento da expressao de ALAS1 pode ter um papel na elevacao do nivel do heme quando o cardiomiécito
H9c2 for exposto a doxorrubicina, e pode ser um alvo terapéutico para a toxicidade miocardica induzida por
doxorrubicina. (Arq Bras Cardiol. 2021; 116(2):315-322)
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Abstract

Background: Doxorubicin is associated with cardiotoxicity and late cardiac morbidity. Heme is related to cellular oxidative stress. However, its
specific regulation in cardiomyocytes under doxorubicin effects has not yet been documented.

Objective: This study seeks to evaluate the changing profiles of rate-limiting enzymes in the heme metabolism pathway under the effect of
doxorubicin.

Methods: H9c2 cardiomyocytes were incubated with doxorubicin at different concentrations (1,2,5,10uM respectively). The real-time PCR and
Western Blot were used to determine the mRNA and protein expression for four pivotal enzymes (ALAS1, ALAS2, HOX-1, and HOX-2) regulating
cellular heme metabolism, as well as the levels of heme were detected by ELISA. p<0.07 was considered significant.

Results: This study observed a dose-dependent changing pattern in heme levels in H9c2 cells with the highest level at the 5uM concentration
for doxorubicin, which occurred synchronously with the highest upregulation level of ALAS1, as well as the degradative enzymes, HOX-1,
and HOX-2 in mRNA and protein expression. By contrast, ALAS2, contrary to the increasing concentrations of doxorubicin, was found to be
progressively down-regulated.

Conclusion: The increase in ALAST expression may play a potential role in the heme level elevation when H9c2 cardiomyocyte was exposed to
doxorubicin and may be a potential therapeutic target for doxorubicin-induced myocardial toxicity. (Arq Bras Cardiol. 2021; 116(2):315-322)
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Introducao

Com a progressao continua das drogas antitumorais e
radioterapia, o indice de sobrevivéncia dos pacientes com
tumores malignos melhorou, e seu periodo de sobrevivéncia é
significativamente aumentado. Entretanto, o uso disseminado
de drogas antitumorais é acompanhado de um aumento dos
eventos cardiovasculares adversos, que afeta a sobrevivéncia
e a qualidade de vida do paciente. Antraciclinas sdo drogas
derivadas da estreptomicina, incluindo a doxorrubicina, e
da epirrubicina, que sio amplamente utilizadas para tratar
cancer de mama, cancer do pulmao de pequenas células,
mieloma, sarcoma, linfoma e leucemia. A miocardiopatia e a
insuficiéncia cardfaca subsequente sdo as manifestagdes mais
graves de cardiotoxicidade causadas por drogas antraciclinas
na quimioterapia. Além disso, a toxicidade cardiovascular das
antraciclinas depende da dose e é irreversivel."?

O mecanismo exato da toxicidade miocérdica induzida por
drogas antraciclinas ainda nao é clara, embora varias teorias
tenham sido propostas, incluindo a inibicao da replicagao de
DNA e transcrigao de RNA; o dano ao DNA causado por radicais
livres, peroxidacao lipidica e alquilagao; a ligagao cruzada do
DNA,; interferéncia no desenrolamento do DNA; a inibicao da
topoisomerase |l, etc.

O heme é uma porfirina ligante importante, como suplemento
da proteina do heme, tem a fungdo fisioldgica de transportar o
O, no corpo. Muitas fungdes biolégicas relacionadas a vida, tais
como o transporte de elétrons, o armazenamento de oxigénio,
a transdugdo de sinal, e a expressao genética sao controladas
pelas varias proteinas heme. Estudos recentes detectaram
que os niveis de heme aumentaram significativamente em
modelos de insuficiéncia cardiaca isquémica miocardica de
ratos, sugerindo que o heme possa ter um papel importante em
lesdes miocardicas isquémicas e hipdxicas.** Entretanto, ndo ha
trabalhos publicados na literatura que exploram a alteragao da
biossintese ou do metabolismo do heme em cardiomidcitos, sob
tratamento com antraciclinas.

A biossintese do heme € iniciada pela formagao do acido
8-aminolevulinico (ALA) a partir da glicina (Cly) e succinil
coenzima A, catalisada pela sintase do ALA (ALAS), que tem duas
isoenzimas: ALAST e ALAS2. Por outro lado, a heme oxigenase
(HOX) media o primeiro passo do catabolismo do heme, e
divide o heme para formar a biliverdina. Duas isoformas ativas
de HOX foram identificadas, a HOX-1 induzivel, e a menos
regulada HOX-2.

O objetivo deste estudo foi elucidar as alteragdes de perfis
de quatro enzimas cruciais, a sintase do acido aminolevulinico
1 (ALAST1), a sintase do 4dcido aminolevulinico 2 (ALAS2),
heme oxigenase 1 (HOX-1), e heme oxigenase 2 (HOX-2), no
cardiomiécito H9c2 em tratamento com doxorrubicina.

Métodos

Cultura celular e tratamento com doxorrubicina

Foram comprados cardiomiécitos H9c2 da American Type
Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EUA) e foi feita a
culturaem meio DMEM/F12 contendo 10% de soro fetal bovino
e 1% de meio de anticorpo duplo, nas condigoes de 37 °C e
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5% de CO2, em cAmara umidificada. As células de H9c2 foram
distribuidas em placas de titulagao de 6 pogos, num indice de
2 x 10°células/pogo em um volume de 2mL e em cultura de
meio DMEM/F12 contendo 10% de soro fetal bovino, por 24
h. Depois disso, doses diferentes de doxorrubicina (1,2,5,10
UM, respectivamente) foram adicionados aos pogos da placa de
titulagao. Consideramos células nao tratadas com doxorrubicina
(tratadas com solugao salina) como grupo de controle. Depois
de 24 horas de incubagao a 372C, as células de pogos diferentes
foram coletadas separadamente por centrifugagao (10000 rpm
por 10 minutos a 4°C) e usadas para estudos posteriores abaixo.

PCR quantitativo em tempo real

O RNA total foi extraido das células H9c2 de todos os grupos
utilizando o TRIzol (Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham, MA, EUA), e foi feita a transcricao reversa com o
kit SuperScript Double-Strand Synthesis (Invitrogen; Thermo
Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) de acordo com as
instrugoes do fabricante, e amplificado em um sistema de PCR
de tempo real 7500 Fast com SYBR GreenER gPCR SuperMix
Universal (Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, Inc.). Os primers
usados para amplificar ALAST, ALAS2, HOX-1, e HOX-2 foram
projetados usando os softwares Primer3 (v. 0.4.0). Os seguintes
primers foram usados para o PCR em tempo real:

ALAST-F: TTGCCAAAGTCCGTTTCC

R: TGTAGTCATCTGCCATAGGG 37;
ALAS2-F: TCAAGGCAGAGGAGGGTCAAG
R: ACGAGCCACAGTTGGGTAG
HOX-1-F:-TCGACAACCCCACCAAGTT
R:CTGGCCAAGAAACTCTGTCT
HOX-2-F:GCTTACACTCGTTACATGGG

R: CACATGCTCGAACAGGTAGA

CAPDH-F: GATGACATCAACAAGCGTGGTCA
R:ACCCTGTTGCTGTAGCCATATTC.

As condigdes de reagao foram as seguintes: 95 °C por 3 min;
95 °C por 30 seg, 55 °C por 20 seg, 72 °C por 20 seg com 40
ciclos. Foram realizadas andlises de curva de fusao para verificar
a especificidade de sua amplificagao. Os valores de expressao
de todos os genes-alvo de cada amostra foram calculados
normalizando com GAPDH controle interno, e calculados
utilizando o método 2-AACT.

Western Blot

Células H9c2 foram centrifugadas por tripsinizagao por 5
min a 1.000 x g e lavadas com PBS frio. Em seguida, as células
H9c2 foram ressuspensas em tampao de lise com inibidores
de protease e fosfatase. O lisado celular foi mantido em
gelo e agitado no vértex. Depois da centrifugagdo por 20 a
13,000xg, o sobrenadante foi separado e armazenado a
—80 °C até o uso. Depois da desnaturagao, 20ug de proteina
total foram colocados em eletroforese em gel de acrilamida
contendo dodecil sulfato de sédio 12% (SDS-PAGE), e foram
transferidos por eletroforese para uma membrana de fluoreto
de polivinilideno (PVDF). Depois do bloqueio com TBST
(50mM Tris-HCI, pH 8;154 mM NaCl e 0,1% tween20) por
2 horas em temperatura ambiente, as membranas foram
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testadas com anticorpos especificos em relagdo a ALAST
(diluicdo, 1:1.000; policlonal de coelho; n? cat. 16200-1-AP;
Proteintech), ALAS2 (diluigao, 1:1.000; policlonal de coelho; n2
cat. ab136799; Abcam), HOX-1 (diluigao,1:1.000; policlonal
de coelho; n2 cat. ab230513; Abcam), HOX-2(diluicao, 1:500;
policlonal de coelho; n? cat. ab229960; Abcam) e GAPDH
(diluicdo, 1:1.000; clone 6C5; cat. no. ab8245; Abcam)
durante a noite a 4°C. Anticorpos secundarios titulados com
Horseradish peroxidase (HRP) (1:1.000 diluigao; n2 cat. AO208,
A0216; Beyotime) foram acrescentados, apés a incubagao
em temperatura ambiente por 2 horas. As membranas foram
visualizadas com kits de quimioluminescéncia amplificada
(Biorbyt, Ltd., Cambridge, Reino Unido). Para quantificar a
expressao de proteina direcionada, os filmes de raio X foram
escaneados, e as intensidades de banda foram quantificadas
pelo software Image] 1.47. Os resultados foram normalizados
em GAPDH.

Medicao de heme intracelular

O ensaio de imunoabsor¢ao enzimdtica (ELISA) foi utilizado
para determinar os niveis de heme intracelular. As células H9c2 de
cada grupo foram lisadas e submetidas a centrifugagao a 12000rpm
por 15 minutos a 4 °C para retirar detritos. A concentragao de
proteina do lisado celular foi quantificada pelo kit de Ensaio de
Proteina BCA (Beyotime). O heme nos lisados celulares de H9c2
foi medido utilizando-se o Ensaio Heme QuantiChrom (BioAssay
Systems), seguindo o protocolo do fabricante e normalizado a uma
concentragdo de proteina de cada amostra.

Citometria de fluxo para determinar o indice de apoptose
em células H9c2

A apoptose foi avaliada utilizando-se o kit Annexin V-FITC/
Pl Apoptosis Detection kit (KeyGEN, China) de acordo

com o protocolo do fabricante. Depois da intervengao,
aproximadamente 1x10° células H9c2 de cada grupo foram
lavadas, digeridas com tripsina e as células ressuspensas com
1x PBS (4°C), centrifugadas a 2.000 rpm por 5-10 minutos
para lavar as células. As células foram ressuspensas em 500ul
do tampao, seguido da adigao de 5 ul de Annexin V-FITC
e 5 ul de Pl. As células foram incubadas no escuro por 15
minutos em temperatura ambiente. Em seguida, as células de
cada grupo foram examinadas quanto ao indice de apoptose
por citometria de fluxo (BD Accuri™ C6), e o experimento
foi repetido trés vezes. O indice de apoptose foi quantificado
como a porcentagem de células coradas com Annexin V.

Analise estatistica

Os dados no presente estudo sao normalmente distribuidos,
o que foi verificado pelo teste de Shapiro-Wilk, e sao expressos
como média = SD. A ANOVA de fator tnico, seguida do teste
post hoc de Tukey, foi usada para examinar a significincia
estatistica das diferencas entre os grupos. A analise estatistica
foi realizada utilizando-se o software SPSS 24.0 Statistical
Package Program for Windows (SPSS Inc., Chicago, IL,
EUA). Um p-valor bilateral de <0,01 foi considerado
estatisticamente significativo.

Resultados

Alteracoes nos niveis de heme em células H9¢2 com
concentracoes diferentes de doxorrubicina

Conforme mostrado na Figura 1, em comparagao com o
grupo de controle (5088,4+153,1ng/ml), os niveis de heme das
células H9c2 foram significativamente regulados para cima 1,27
vezes (6493,1+138,8 ng/ml), 1,56 vezes (7498,9=110,2ng/ml),
e no maximo um aumento de 2,34 vezes (11896,6187,3ng/ml)
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Figura 1 - Efeitos da doxorrubicina nos niveis de heme nas células H9c2 exposta a solugdo salina (grupo de controle) ou doxorrubicina com concentragéo diferente
por 24 horas. Niveis de heme medidos por ELISA. Os dados s&o apresentados como médiatdesvio padréo. *p<0,01, em comparagéo ao grupo de controle.
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nos grupos com 1uM, 2uM, e 5uM de doxorrubicina,
separadamente (p<0,01). Essa tendéncia a regulagao para cima
passou a ter um aumento de 1,95 vezes (9911,9+286,8ng/ml)
no grupo com 10uM de doxorrubicina, em comparagao com
grupo de controle (p<0,01).

Efeitos da doxorrubicina nos indices de apoptose de células
H9c2

A andlise de citometria de fluxo demonstrou que, em
comparagao com o grupo de controle tratado com solugao
salina, o indice de apoptose de células H9c2 tratadas com
concentragoes diferentes de doxorrubicina aumentou
significativamente, conforme mostrado na Figura 2. Quando
incubado com 1,2,5, e 10uM de doxorrubicina por 24 horas,
o indice total de apoptose, incluindo a apoptose de estagio
inicial e final, de H9c2 foi aumentado para 10,6+1,6%,
41,1%£1,9%, 60,5+3,6%, e 76,0+=2,5% respectivamente, em
comparagao com 2,1%0,5% no grupo de controle (p<0,01).

Regulacgao da sintase do acido aminolevulinico 1 (ALAS1)
e da sintase do acido aminolevulinico 2 (ALAS2) expressao
de RNA mensageiro (MRNA) em células H9c2 depois do
tratamento com doxorrubicina

Como primeiro passo, foram avaliadas as enzimas
limitantes de velocidade da sintese do heme que ocorre
nas mitocondrias, a expressao do mRNA da ALAST e ALAS2
em tratamento com doxorrubicina. Depois da incubagao
com TuM e 2uM doxorrubicina, as expressoes de mRNA
no ALAS1 foram reguladas para baixo (embora nao sejam
estatisticamente significativos). Depois de tratar com 5uM
e 10uM de doxorrubicina, as expressbes de mRNA de
ALAST foram estatisticamente aumentadas até 41,1 vezes
375,3 vezes, em comparagao com o grupo de controle

separadamente. Diferente da ALAS1, a expressao de mRNA de
ALAS2 demonstrou um uma regulagdo para baixo significativa
(grupo 1uM:0,88 vezes, grupo 2uM: 0,83vezes, grupo de
5uM: 0,49 vezes, grupo 10uM:0,31 vezes respectivamente,
conforme mostrado na Figura 3A.)

Regulacao da expressao do mRNA para as HOX-1 e HOX-2
em células H9c2 apds o tratamento com doxorrubicina

Foram examinadas as enzimas citoplasméticas limitantes
de velocidade in catabolismo do heme, HOX-1, e HOX-
2. Detectamos que, depois de incubado com um nivel
crescente de doxorrubicina, o mRNA de HOX-1 e HOX-2
exibiu 0 mesmo padrao de regulacao, embora com niveis de
alteracao diferenciados. Nao houve alteragao significativa na
expressao do mRNA depois do tratamento com 1uM e 2uM,
comparado com o grupo de controle, nem em HOX-1, nem
HOX-2. Depois de incubado com 5uM de doxorrubicina,
a expressao de mRNA para HOX-1 e HOX-2 se regularam
para uma mudanga para cima de 4,3 vezes e 15,5 vezes,
respectivamente (p<0,01). Entretanto, apds o tratamento
com 10uM de doxorrubicina, a regulagao para cima diminuiu
até o nivel de 2,6 vezes e 3,2 vezes separadamente, em
comparagao com o grupo de controle, (p<0,01), conforme
mostrado na Figura 3B

Regulacao dos niveis de proteina de ALAS1, ALAS2, HOX-
1, e HOX-2 apods o tratamento com doxorrubicina

A analise de Western Blot demonstrou que, de forma
idéntica ao padrao de expressio de mRNA, os niveis de
proteina ALAST foram regulados para baixo significativamente
no grupo de 2uM de doxorrubicina, e regulado para cima
no grupo de 10uM de doxorrubicina, em comparagao com
o grupo de controle. Observou-se que os niveis de proteina
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Figura 2 - Andlise por citometria de fluxo dos efeitos da doxorrubicina na viabilidade das células H9c2 As células H9c2 foram pré-tratadas com solugdo salina (controle)
e doxorrubicina a 1,2,5 e 10uM respectivamente por 24h. (A) Andlises representativas de citometria de fluxo de cinco experimentos separados correspondentes ao
controle a as varias concentracdes de tratamento com doxorrubicina, respectivamente. (B) Gréfico estatistico de coloragado annexin V-FITC/PI. Resultados expressos

como médiatdesvio padréo. *p<0,01, em comparagdo ao grupo de controle.
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Figura 3 - (A) alteragdo da expressdo de mRNA de ALAS1 e ALAS2 em tratamento com doxorrubicina. sintase do 4cido aminolevulinico 1; ALAS2, sintase do
acido aminolevulinico 2. (B) Caracteristicas da alteragdo da expressdo de mRNA para enzimas catabdlicas do heme em tratamento com doxorrubicina. HOX-1, heme

oxigenase 1; HOX-2, heme oxigenase2. * indica p<0,01 versus grupo de controle.

foram regulados para baixo progressivamente, a medida que
a concentracao de doxorrubicina aumentou de TuM a 10uM,
conforme mostrado na Figura 4A.

A expressao de proteina de HOX-1 foi ligeiramente
regulada para baixo no tratamento com 1uM e 2uM de
doxorrubicina, e depois regulada para cima de forma abrupta,
em comparagao com o grupo de controle. No entanto, de
forma inconsistente com o padrao de expressao de mRNA,
detectamos um aumento progressivo no nivel de proteina
HOX-2 com o aumento da concentragao de doxorrubicina
de 1uM a 5uM, e, em seguida, voltou para o nivel de linha de
base quando tratado com 10uM de doxorrubicina (Figura 4B).

Discussao

Doxorrubicina é um tipo de droga antraciclina que é
uma droga antitumoral eficiente de amplo espectro. Ela
é amplamente utilizada no tratamento de varios tumores
malignos, tais como cancer de mama, cancer de pulmao
e linfoma.® Entretanto, os efeitos cardiacos toxicos da
doxorrubicina na dose clinica para quimioterapia sao graves
e dependem da dose, o que pode levar a cardiomiopatia e
insuficiéncia cardiaca congestiva, e, portanto, limitam muito
seu uso clinico.® Diferente do mecanismo de sua atividade
antitumoral, o mecanismo primario de toxicidade cardiaca
induzido pela doxorrubicina, é a geragao de espécies reativas
do oxigénio (ERO) e a promocao subsequente do stress
oxidativo miocdrdico.” O heme é um mediador essencial da
disponibilidade bioquimica do ferro.® A fungao da molécula
do heme varia de acordo com a proteina ligante com a
qual é coordenado. Ele pode funcionar como mediador de
transporte e armazenamento de oxigénio em hemoglobina®
ou mioglobina,' e, por outro lado, ele age como um
transportador de elétrons em citocromos, e é a fonte critica
de ferro redox-ativo."" Bhoite-Solomon et al. identificaram que
o heme livre é téxico para o miocardio, e causa cit6lise por
meio de dano no sarcolema, dependendo da concentragdo.'
Além dos cardiomidcitos, o heme livre também pode ser
toxico as células epiteliais humanas e a células semelhantes
a neuronios,*'* por meio do stress oxidativo causado pela
apoptose ou necrose da célula. Além disso, o heme livre pode

causar dano celular endotelial, ao estimular a expressao de
fatores inflamatérios. '

Entretanto, diferentemente dos varios estudos sobre dano
oxidativo a cardiomidcitos mediados por ferro tratados com
drogas antraciclinas, a variagao do nivel de heme intracelular
e a regulagcdo dos processos de sua sintese e metabolismo
nao foram bem avaliados no cardiomiécito em tratamento
com antraciclina. No presente estudo, examinamos
sistematicamente as caracteristicas de variacdo de enzimas
biossintéticas e degradadoras do heme pela primeira vez.

No caminho de biossintese, hd oito enzimas envolvidas,
dentre as quais quatro sdo enzimas mitocondriais, e quatro
sao enzimas citoplasmaticas.”” Na primeira etapa da sintese
do heme, a glicina e succinil coenzima A sdo condensadas no
acido &-aminolevulinico (ALA). Essa reacao precisa ser catalisada
pela sintase do 4cido aminolevulinico (ALAS)."® Ha dois tipos de
ALAS: ALAST e ALAS2. A primeira tem uma expressao universal,
enquanto a tltima é predominantemente expressa em células
precursoras de hemdcias.’ No presente estudo, observamos que
ndo apenas a ALAST, mas também a ALAS2 foram expressas
nas células H9c2 em niveis de linha de base. Apéds o tratamento
com doxorrubicina, a expressao de mRNA de ALAST e ALAS2
apresentam dois padroes de alteragao distintos. A expressao
de proteina e mRNA de ALAST, a principio, apresentou uma
tendéncia a inibicdo (embora ndo fosse estatisticamente
significativa em nosso estudo) com 1uM e 2uM de doxorrubicina,
e, depois, padroes dramdticos de regulagao para cima com o
tratamento com 5uM e 10uM de doxorrubicina.

Por outro lado, a expressao de proteina e mRNA de
ALAS2 foi suprimida gradativamente até o nivel mais baixo,
quando tratada com 10uM de doxorrubicina, com 69,0% e
35,0% de redugao, respectivamente. Esse fenbmeno indica
que, sob o efeito da doxorrubicina, a regulagdo de ALAST e
ALAS2 pode tomar caminhos diferentes e ter objetivos de
bioprocessos direcionadores diferentes. A regulagdo para
baixo de ALAS2 pode ser explicada pelo feedback negativo
de uma elevacao progressiva do nivel de heme. Esse efeito
pode ser alcangado reprimindo-se a transcrigio de mRNA
de ALAS2, conforme mostrado em nossos resultados de PCR
em tempo real, bem como interrompendo-se a formagao de
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Figura 4 — Andlise de dados de Western Blot para alteragdes de niveis de proteina ALAS (A) e HOX (B) em células H9c2 em concentragdes de doxorrubicina
diferentes. ALAS1: sintase do acido aminolevulinico 1; ALAS2: sintase do 4cido aminolevulinico; HOX-1: heme oxigenase 1; HOX-2: heme oxigenase 2. Cada teste

Western Blot foi realizado trés vezes. * indica p<0,01 versus grupo de controle.

ALAS2 por meio de um bloco do precursor de ALAS2 até
as mitocondrias.?*?' Nas hemacias, a expressao de ALAS2 é
determinada pela transativacao de locais de fatores nucleares
GATA-1, CACC box, e NF-E2-ligante na drea promotora, e sua
sintese é regulada pela quantidade de ferro livre.?? Entretanto,
0s mecanismos de regulagao de ALAS2 em cardiomidcitos
em tratamento com doxorrubicina precisa ser pesquisada
mais a fundo.

Em nosso estudo, ALAST, que deveria estar estritamente
em controle de feedback negativo em nivel baixo para evitar
o alto nivel citotéxico de heme, foi expresso excessivamente
nos aspectos do gene e da proteina, apesar do alto nivel
de heme que existe simultaneamente. Podvinec et al.,?
relataram que as drogas que induzem citocromos P450 e
outras enzimas associadas que metabolizam drogas podem
fazer a regulacao para cima de ALAST simultaneamente e por
meio de transcrigdo, que foi o primeiro passo na sintese de
heme, para coordenar com a necessidade de atividade de
citocromo P450 com regulagdo para cima. Esse processo foi
mediado por dois elementos aperfeigoadores, localizados a
20 e 16 kb a montante do local de inicio transcricional de
ALAST, e sua interagao com os xeno-receptores NR1I2 e
NR113.2 Zordoky et al.,** revelaram que a doxorrubicina
causa indugao significativa de varios genes P450 do citocromo,
tais como expressao genética de CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1,
e CYP2B2 dependendo da concentragao. NR1I12 e NR1I3
também demonstraram ser os receptores nucleares cruciais
que mediaram a interagao entre a doxorrubicina e as enzimas
metabolizantes.?> Os mecanismos precisos de regulagio de
padroes de expressao de ALAS no cardiomidcito precisara ser
elucidado em estudos futuros.

Arq Bras Cardiol. 2021; 116(2):315-322

A heme oxidase (HOX) é a enzima limitante de velocidade
no processo de degradacdo do heme, que pode degradar
por oxidagao a molécula do heme para produzir monéxido
de carbono, ferro e biliverdina. A heme oxidase tem duas
isoenzimas, heme oxidase 1 (HOX-1) e heme oxidase 2 (HOX-
2). A HOX-2 desempenha basicamente um papel regulatério
sob condigdes fisiolégicas normais, enquanto a HOX-2 pode
proteger as células e os tecidos em stress oxidativo.?

A expressao de HOX-1 pode ser promovida por uma
variedade de estimulos, incluindo a doxorrubicina® e o
acimulo de heme intracelular. Estudos anteriores revelaram
que a expressao de HO-1 é regulada principalmente no
nivel da transcrigao, e identificou-se que varios elementos
regulatorios tém um papel importante na regulagdo para cima
da HOX-1, incluindo elementos de resposta metal (MREs),
elementos de resposta ao stress (StREs), AP-1, e NF-B.2® Por
outro lado, demonstrou-se que Bach1 tem um efeito repressor
na expressao de HOX-1.2 No presente estudo, identificamos
que a HOX-1 nos cardiomiécitos de H9c2 foi inicialmente
regulada para baixo quando tratada com baixa concentragao
de doxorrubicina (1uM e 2 uM) nas células H9c2 e, em seguida
significativamente regulada para cima com incubagao com
5uM e 10uM de doxorrubicina. Nossa pesquisa indica que
serao necessarios mais estudos com foco na interagao entre
varios reguladores de e elementos de gene da HOX-1 em
concentragdes diferentes de doxorrubicina.

Apesar de apresentar padrao semelhante ao da expressao
de mRNA com HOX-1, o nivel de proteina da HOX-2 foi
elevado progressivamente juntamente com o aumento de
concentracao de doxorrubicina de TuM a 5uM, e baixou
abruptamente abaixo do nivel de linha de base quando
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tratado com 10uM de doxorrubicina. A diferenca no perfil
de alteragao do nivel de proteina entre HOX-1 e HOX-
2 pode ser devida a diferenca em seus mecanismos de
regulacdo.’*3" Em ratos, a expressao de HO-2 é modulada
por glicocorticoides, por meio do elemento de resposta do
glicocorticoide (GRE).>? Até onde sabemos, este é o primeiro
estudo sobre o efeito da doxorrubicina na expressao de HOX-2
em cardiomidcitos. Entretanto, o mecanismo de agao preciso
entre a doxorrubicina e a regulagao de HOX-2 ainda é uma
questdo critica nao resolvida.

Limitacoes do estudo

Falta de resultados na deteccao de atividades de enzimas
em células H9c2 era considerado como a principal limitagao
de nosso estudo. Enquanto isso, o nivel de stress oxidativo,
de acordo com a alteracdo do metabolismo de heme nao
foi explorada, o que pode elucidar melhor a relagdo entre
enzimas metabélicas do heme e cardiotoxicidade induzida
por doxorrubicina. Mais estudos cobrindo esses aspectos
sao necessarios para esclarecer o efeito da doxorrubicina na
biossintese e no metabolismo do heme.

Conclusoes

O aumento da expressao de ALAST pode ter um papel na
elevagdo do nivel do heme quando o cardiomidcito H9c2
for exposto a doxorrubicina. Embora as HOX tenham sido
reguladas para cima em concentragoes de doxorrubicina
de moderada a alta, seus efeitos degradadores foram
sufocados pela ativagao da sintese do heme nao controlada.
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