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Resumo



INTRODUGAO: Apesar de a doxorrubicina (DOX) ser um dos farmacos
antitumorais mais utilizados e eficientes, apresenta diversos efeitos colaterais, sendo a
cardiotoxicidade a preocupac¢do mais importante dos oncologistas no tratamento do
cancer, além de ser fator limitante desta terapéutica. Diante disso, torna-se importante
estudar os mecanismos na cardiotoxicidade da DOX, bem como medidas que possam
atenuar ou agravar este processo. Ao mesmo tempo, é evidente o aumento do sobrepeso
e obesidade, fatores de risco para doencas cardiovasculares (DCV). Tal dado pode ser
explicado, em parte, devido ao aumento do consumo de alimentos ultracaléricos, em
decorréncia do consumo excessivo de agucar. Desta forma, o consumo de agicar vem
sendo cada vez mais desencorajado, lancando-se mdo de adogantes nao-nutritivos
(ANNSs). Dentre os ANNSs, a sucralose se destaca, por ser o adogante mais utilizado tanto
para uso industrial quanto para uso pessoal. Embora seja aprovada pelos drgaos
regulatorios e considerada segura, estudos mostram que a sucralose pode apresentar
efeitos negativos. Deste modo, considerando que o consumo de ANNs vem crescendo
exponencialmente, torna-se relevante o estudo dos efeitos do uso de ANNs na
cardiotoxicidade induzida pela DOX com intuito de diminuir este agravo e, assim,
melhorar a sobrevida destes pacientes. OBJETIVO: Avaliar a influéncia do adogante a
base de sucralose na cardiotoxicidade aguda induzida por DOX. MATERIAIS E
METODOS: Foram utilizados 60 ratos Wistar machos adultos, distribuidos em 4 grupos,
com 15 animais cada: Grupo Controle (CO), Grupo DOX (DOX), Grupo DOX + Sucralose 35
mg (DS35) e Grupo DOX + Sucralose 100 mg (DS100). Os ratos dos grupos DS35 e DS100,
receberam durante 4 semanas a dieta suplementada com sucralose. O adogante foi
acrescido na ra¢do padrao nas dosagens de 35 e 100 mg/kg de peso corporal por dia. Os
ratos dos grupos CO e DOX receberam durante 30 dias a racao controle. Ap6s o periodo
de 4 semanas, os animais dos grupos DOX e DS35 e DS100 receberam injecao
intraperitoneal de DOX a 20mg/kg, dose unica. Os animais dos grupos CO receberam
injecdo intraperitoneal de salina estéril em volume equivalente ao da DOX. Quarenta e
oito horas apods a injecdo de DOX ou salina, todos os animais foram submetidos ao
ecocardiograma. Apos arealizacao do ecocardiograma, foi realizada avalicao funcional “ex
vivo” do coracao de 8 animais de cada grupo. Apds, os animais foram anestesiados e
submetidos a decapitacdo, para coleta de material biolégico. Foi realizada a avaliacdo da
area seccional do miécito (ASM), do estresse oxidativo, a determinacdo da expressao das
proteinas colageno tipo I e III, PGC-1a e PPAR- a, por Western Blot. Andlise estatistica:

ANOVA de 1 via e a significancia estatistica adotada para todas as andlises foi de 5%.
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RESULTADOS: Apés 48h de aplicagdo da DOX, houve redugio do peso corporal e do
consumo de ragao nos grupos DOX, DS35 e DS100. O adogante a base de sucralose ndo
interferiu nestes parametros. Ndo foram observadas alteragcdes morfométricas em relagdao
ao ventriculo esquerdo (VE), direito (VD), pulmao e figado. Porém, houve aumento da area
seccional do miécito (ASM) nos animais que receberam DOX. No ecocardiograma, a DOX
promoveu aumento de camaras cardiacas e disfuncao sistolica e diastélica, dado que
também foi observado na analise do coracdo isolado. Ja o adogante a base de sucralose
diminuiu a frequéncia cardiaca (FC), piorou a funcdo sistdlica e diastdlica, visto pela
diminuicdo do débito cardiaco (DC) e do % de encurtamento (% ENC) e pelo aumento da
razdo entre onda E e velocidade de pico do Doppler tissular miocardico na protodiastole
(E/E’) e do tempo de relaxamento isovolumétrico normalizado para a frequéncia cardiaca
(TRIVc), mas nao alterou as variaveis do estudo do coracdo isolado. Tanto a DOX quanto
o adogante a base de sucralose nao interferiram no estresse oxidativo e na expressao das
proteinas colageno I e 11, PGC-1a e PPAR-a. CONCLUSAO: A DOX gerou alteragdes
estruturais e funcionais cardiacas. A suplementacao com adogante a base de sucralose,

piorou as fungdes sistdlica e diastdlica apos cardiotoxicidade aguda induzida por DOX.
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Abstract



INTRODUCTION: Although doxorubicin (DOX) is one of the most used
and efficient antitumor drugs, it has several side effects, with cardiotoxicity being the
most important concern of oncologists in the treatment of cancer, in addition to being a
limiting factor of this therapy. Given this, it is important to study the mechanisms in the
cardiotoxicity of DOX, as well as measures that can mitigate or aggravate this process. At
the same time, there is an evident increase in overweight and obesity, risk factors for
cardiovascular diseases (CVD). This data can be explained, in part, due to the increase in
the consumption of ultra-caloric foods, due to the excessive consumption of sugar. Thus,
sugar consumption has been increasingly discouraged, using non-nutritive sweeteners
(ANNs). Among the ANNs, sucralose stands out, as it is the most used sweetener for both
industrial and personal use. Although approved by regulatory agencies and considered
safe, studies show that sucralose can have negative effects. Thus, considering that the
consumption of ANNs has been growing exponentially, it becomes relevant to study the
effects of the use of ANNs on cardiotoxicity induced by DOX in order to reduce this
problem and, thus, improve the survival of these patients. OBJECTIVE: To evaluate the
influence of the sucralose-based sweetener on acute cardiotoxicity induced by DOX.
MATERIALS AND METHODS: 60 adult male Wistar rats were used, distributed in 4
groups, with 15 animals each: Control Group (CO), DOX Group (DOX), DOX + Sucralose 35
mg (DS35) and DOX + Sucralose 100 mg Group (DS100). The rats in the DS35 and DS100
groups received a diet supplemented with sucralose for 4 weeks. The sweetener was
added to the standard diet in dosages of 35 and 100 mg / kg of body weight per day. The
rats in the CO and DOX groups received the control diet for 30 days. After a 4-week period,
animals in the DOX and DS35 and DS100 groups received intraperitoneal injection of DOX
at 20mg / kg, in a single dose. The animals in the CO groups received intraperitoneal
injection of sterile saline in a volume equivalent to that of DOX. Forty-eight hours after the
injection of DOX or saline, all animals were submitted to echocardiography. After the
echocardiogram, a functional ex vivo evaluation of the heart of 8 animals in each group
was performed. Afterwards, the animals were anesthetized and subjected to decapitation,
to collect biological material. The evaluation of the sectional area of the myocyte (ASM),
oxidative stress and the determination of the expression of collagen type I and Il proteins,
PGC-1a and PPAR-a, by Western Blot. Statistical analysis: 1-way ANOVA and the statistical
significance adopted for all analyzes was 5%. RESULTS: After 48 hours of DOX

application, there was a reduction in body weight and feed consumption in the DOX, DS35
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and DS100 groups. The sucralose-based sweetener did not interfere with these
parameters. No morphometric changes were observed in relation to the left (LV), right
(RV), lung and liver ventricles. However, there was an increase in the sectional area of the
myocyte (ASM) in the animals that received DOX. On the echocardiogram, DOX promoted
an increase in cardiac chambers and systolic and diastolic dysfunction, as it was also
observed in the analysis of the isolated heart. The sucralose-based sweetener decreased
heart rate (HR), worsened systolic and diastolic function, as seen by the decrease in
cardiac output (CD) and the shortening% (% ENC) and the increase in the ratio between
E wave and speed peak myocardial tissue Doppler in protodiastole (E / E) and
isovolumetric relaxation time normalized to heart rate (TRIVc), but did not change the
variables of the isolated heart study. Both DOX and the sucralose-based sweetener did not
interfere with oxidative stress and the expression of collagen I and III, PGC-1a and PPAR-
a proteins. CONCLUSION: DOX generated cardiac structural and functional changes.
Supplementation with sucralose-based sweetener worsened systolic and diastolic

functions after acute DOX-induced cardiotoxicity.
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Introducao



O céncer é um importante problema de satude publica, sendo uma das
principais causas de morte no mundo, responsavel por cerca de 9,6 milhdes de mortes em
2018. A nivel global, uma em cada seis mortes sdo relacionadas a doenca (1). Apesar dos
dados apresentados, a taxa de mortalidade por cancer diminuiu nos ultimos 30 anos, em
grande parte devido a estratégias de deteccdo precoce, abordagens cirdrgicas
aprimoradas e avangos na terapéutica do cancer, que incluem o uso de agentes

quimioterapicos ().

As antraciclinas sdo agentes quimioterdpicos comumente usados,
isoladamente ou em combinag¢do com outros agentes citotoxicos, que estao classificadas
entre os quimioterapicos mais eficazes contra o cancer e foram listadas pela Organizagao
Mundial da Saude (OMS) como medicamentos essenciais (3). Desta forma, as antraciclinas
sdo os agentes quimioterdpicos mais utilizados mundialmente e sdo considerados

componentes indispensaveis da quimioterapia moderna (4.

Dentre elas, a doxorrubicina (DOX) se destaca por sua potente atividade em
varias formas de cancer, incluindo leucemia aguda, linfomas, sarcomas e tumores
sélidos. A DOX foi aprovada para uso nos Estados Unidos em 1974 e continua sendo um
agente importante em muitos protocolos quimioterapicos do cancer. As indica¢des atuais
incluem tratamento de cancer de bexiga, mama, pulmao, estdbmago, ovario e tireoide,
doenca de Hodgkin, leucemia linfocitica aguda e ndo linfocitica, tumor de Wilms,
neuroblastoma e sarcomas(®).0s efeitos antineoplasicos da DOX ainda nao sdo totalmente
conhecidos, mas evidéncias sugerem que inibicdo da DNA topoisomerase II, inibicao da
sintese de macromoléculas, inducdo de apoptose e formacgao de radicais livres durante

sua metabolizacao, constituem-se como mecanismos fisiopatolégicos importantes (6).

Apesar de a DOX ser um dos farmacos antitumorais mais utilizados e
eficientes, apresenta diversos efeitos colaterais, sendo a toxicidade cardiaca a
preocupacdo mais frequente dos oncologistas e, consequentemente, importante fator
limitante desta terapéutica (7). Dentre as consequéncias cardiovasculares do tratamento
sistémico do cancer, a disfuncdo cardiaca e a insuficiéncia cardiaca estdo entre as mais
graves. Sabe-se que o uso de quimioterapicos convencionais, como a DOX, pode induzir

lesdo nas células do miocardio, levando a cardiotoxicidade aguda ou cronica (®).

A cardiotoxicidade da DOX tem sido historicamente considerada

dependente da dose, cumulativa e progressiva. Apesar da cardiotoxicidade cronica ser a
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forma clinica mais frequente, sabe-se que o dano ao miocardio, inclusive associado a
disfuncdo ventricular esquerda, acontece muito precocemente(. A cardiotoxicidade
aguda caracteriza-se por alteracdes subitas da repolarizacao ventricular, alteragdes no
intervalo QT, arritmias ventriculares e supraventriculares, sindromes coronarianas
agudas, pericardite e miocardite. Estas alteracOes sao geralmente observadas desde o

inicio do tratamento ().

A progressao e o grau de cardiotoxicidade da DOX sdo variaveis entre
individuos e deve-se a influéncia de diversos fatores de risco, como menor faixa etaria,
sexo feminino, método de administracdo, terapia combinada, quimioterapia prévia e
presenca de doengas cardiovasculares prévias(10), Os mecanismos associados a
cardiotoxicidade induzida por DOX envolvem inflamacgdo, estresse oxidativo, apoptose,
comprometimento da mitocondria, desregulacio da autofagia, modificacbes no

metabolismo energético cardiaco, entre outros (10.11),

O estresse oxidativo é a causa mais conhecida de cardiotoxicidade induzida
por DOX (10), Ocorre como resultado do desequilibrio entre espécies reativas de oxigénio
(EROs) produzidas e o mecanismo antioxidante intrinseco nos cardiomidcitos®). A
geracdo de EROs mediada pela DOX ocorre por via enzimatica e ndo enzimatica. Em
relacdo a via enzimatica, esta ocorre por meio do citocromo p450, com a redugdo da DOX
pela NADPH redutase e formacgdo de radical semiquinona, que em contato com Oz e H202,
gera os radicais livres superoxido e hidroxil. Em relacdo a via ndo enzimatica, a geracao
de EROs ocorre durante as reagées da DOX envolvendo o ferro (6). Além disso, sabe-se que
o miocardio é mais susceptivel a lesdo oxidativa porque apresenta baixos niveis de
catalase e superdxido dismutase em comparacao a outros orgaos, além da glutationa
peroxidase, importante enzima antioxidante, ser rapidamente inativada quando exposta

a DOX(1213),

Outro mecanismo de cardiotoxicidade da DOX relevante é a modificacao do
metabolismo energético cardiaco. Neste sentido, cabe destacar o papel dos receptores
ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARs), que sdo uma subfamilia de
receptores nucleares / fatores de transcricao ativados por ligante que pertencem a
superfamilia dos receptores nucleares (14, 0 PPAR-a foi o primeiro membro dos isotipos
PPARs a ser clonado e foi nomeado com base em sua capacidade de ser ativado por

produtos quimicos proliferadores de peroxissoma. O PPAR-a é expresso
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predominantemente em tecidos que requerem alta energia, como o coragdo (15. Apds a
administracdo de DOX, o PPAR-« é altamente expresso no coracao e sua ativacdo leva a
um aumento da oxidacdo de acidos graxos cardiacos e necrose de cardiomidcitos,

contribuindo com a cardiotoxidade da DOX (16),

Além disso, a disfuncdo mitocondrial é um elemento central no
desenvolvimento da cardiotoxicidade induzida pela DOX (17). Neste contexto, destaca-se o
papel do coativador 1-alfa do receptor gama ativado por proliferador de peroxissoma
(PGC-1a), responsavel pela regulagdo de genes envolvidos no metabolismo energético e
considerado o regulador mestre da biogénese mitocondrial, tanto em condi¢des

fisiolégicas, quanto em patoldgicas (18).

Diante disso, estratégias para prevenir ou mitigar os danos
cardiovasculares decorrentes do tratamento com DOX sdo necessarias para fornecer o
melhor atendimento ao paciente com cancer. Nos ultimos anos, estudos mostraram a
relacdo entre nutrientes e/ou alimentos e melhora da cardiotoxicidade induzida pela DOX
(19-21), Entretanto, pouco se sabe sobre os efeitos deletérios de habitos alimentares no

desfecho cardiaco do tratamento com DOX.

Ao mesmo tempo, grande parcela da populacio mundial encontra-se,
atualmente, com excesso de peso, importante fator de risco para doencgas
cardiovasculares (DCV)(?2). Tal dado epidemiol6gico pode ser explicado, em parte, devido
a mudanc¢a no estilo de vida da populagdo, como aumento do consumo de alimentos
ultracaloricos, em decorréncia do consumo excessivo de carboidratos, como o agucar
adicionado aos alimentos (23), Sabe-se que a preferéncia pelo sabor doce é inata e favorece

o consumo de tais alimentos (24).

Assim, de acordo com a American Heart Association (AHA), para melhorar a
densidade global de nutrientes da dieta, reduzir a ingestdo de calorias em excesso e
prevenir o ganho de peso, os individuos devem escolher alimentos e bebidas com baixo
teor em acucar(?s). Ao mesmo tempo, as diretrizes alimentares mais recentes

recomendam que o agucar adicionado represente menos de 10% das calorias diarias (26),

Deste modo, é comum a restricdo do consumo de aguicar, langando-se mao

de adogantes nao-nutritivos (ANNs), também chamados de adogantes intensos, adogantes
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artificiais ou de baixa caloria, como alternativas para tornar os alimentos mais palataveis,

sendo comercializados como op¢des mais saudaveis (27).

O consumo de ANNs no mundo vem crescendo mais de 5% ao ano, o que
significa que, neste ano, espera-se que os ANNs representem uma industria de mais de
US$ 2 bilhdes (28), Estudo com dados da Pesquisa Nacional de Satide e Nutri¢io (NHANES)
constatou que o consumo de ANNs nos Estados Unidos aumentou de 21,1% em 2003 para
24,9% em 2009-2010 entre adultos e, de 7,8% para 18,9% entre as criangas(??. O
aumento do consumo de ANNs em todas as faixas etarias ocorreu, principalmente, pelo
consumo de bebidas dietéticas. Aproximadamente 11% de eutro6ficos, 19% com excesso
de peso e 22% dos adultos obesos consomem esse tipo de bebida3%. O consumo de
bebidas dietéticas ou de ANNs aumenta com a idade e é mais comum entre mulheres com

maior escolaridade e rendaGY),

Desta forma, ha muito interesse publico e cientifico em saber se alimentos
e bebidas que contém ANNs podem ser recomendados como estratégia para reduzir o
consumo de agucar, principalmente em bebidas. No entanto, resultados inconsistentes de
pesquisas e possiveis preocupagdes com a seguranca dificultam a orientacdo oficial32),
Em recente revisdo sistematica, o consumo de ANNs foi associado a desfechos negativos
a saude, incluindo aumento de peso e circunferéncia da cintura, maior incidéncia de

obesidade, hipertensao, sindrome metabdlica, diabetes tipo 2 e eventos cardiovasculares

(33),

Estudos populacionais mostraram associacdo entre o consumo de bebidas
dietéticas e o aumento do risco de DCV 3435), Em estudo multicéntrico que envolveu 40
centros diferentes nos Estados Unidos e incluiu mulheres no periodo p6s-menopausa,
observou-se associacdo entre a ingestdo didria de 2 ou mais bebidas dietéticas (Diet) e
aumento da ocorréncia de eventos cardiovasculares (IAM, acidente vascular cerebral ou
morte vascular) e mortalidade. De modo que, mulheres que consumiam 2 ou mais bebidas
Diet por dia tiveram um risco ajustado 30% maior de apresentarem eventos
cardiovasculares, bem como a mortalidade global, em comparacdo com aquelas que
consumiam 0-3 bebidas Diet por més 3¢), No entanto, permanece obscura a relagio causal

entre consumo de ANNs e bebidas dietéticas e o aumento do risco de DCV (37),

Atualmente, nos Estados Unidos, seis ANNs (acesulfame de potassio,

aspartame, neotame, advantame, sacarina e sucralose) sao aprovados pelo Food and Drug
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Administration (FDA), além do agucar nao-caldrico, derivado da planta rebaudiosidio A

(Stevia)(3),

A sucralose (1,6-Dicloro-1,6-didesoxi-B-D-fructofuranosil-4-cloro-4-
desoxi-a-D-galactopiranésido) é atualmente o adogante artificial mais utilizado tanto
para fins industriais quanto para uso pessoal. Embora inicialmente considerada segura
para uso(39), estudos mostram efeitos biol6gicos negativos da sucralose(40-43). De fato,
estudos recentes mostram que a sucralose estd envolvida com modificacdo da
microbiota intestinal(#0), alteracdo da homeostase da glicose e insulina(*l) e de vias
inflamatérias(42) e modulagdo de parametros fisioldgicos envolvidos na regulacdo do
peso corporal*3), Estes achados nao suportam dados anteriores que a sucralose é
biologicamente inerte. No entanto, a analise desses estudos deve ser feita com cautela,

visto que até o momento, os estudos sdo contraditorios (39),

Deste modo, considerando que o consumo de ANNs vem crescendo
exponencialmente, em todas as faixas etarias(39) e, que da mesma forma, a incidéncia de
cancer também é alarmante(1), torna-se relevante o estudo dos efeitos do uso de ANNS,
em especial da sucralose, na cardiotoxicidade induzida pela DOX com o objetivo de
elaborar estratégias para diminuir este agravo e, assim, melhorar a sobrevida destes
pacientes. Entretanto, ainda ndo ha estudos que avaliam a influéncia do adog¢ante a base

de sucralose na cardioxicidade induzida por DOX.
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Hipotese



Diante do exposto, acreditamos que o adocante a base de sucralose possa

piorar o quadro de cardiotoxicidade aguda induzida pela DOX.

Hipdtese

14



Objetivo



O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do adogante a base de

sucralose na cardiotoxicidade aguda induzida pela DOX.
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Delineamento

0 projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica no Uso
de Animais da Faculdade de Medicina de Botucatu (CEUA-1291/2019) previamente ao

inicio do experimento.

Foram utilizados 60 ratos Wistar machos adultos, com peso corporal de,
aproximadamente, 200g, que foram mantidos em gaiolas individuais, em ambiente com
umidade e temperatura controladas, ciclo claro-escuro de 12 horas e tiveram livre acesso
a agua. O peso foi monitorado semanalmente e o consumo de ra¢do a cada dois dias, por

meio da diferenca entre a racao ofertada e o restante nas gaiolas.

Foram constituidos 4 grupos, com 15 animais cada: Grupo Controle (CO),
Grupo DOX (DOX), Grupo DOX + Sucralose 35 mg/kg/dia (DS35) e Grupo DOX + Sucralose
100 mg/kg/dia (DS100). Devido a problemas técnicos no momento da aplicagdo da DOX
foram excluidos 2 animais do grupo DS35. O delineamento experimental é mostrado na

Figura 1.

Ratos O Wistar
200g

Grupo DS35 (n=13) Grupo DS100 (n=15)
Grupo C0 {n=15) Grupo DOX (n=15) Doxorrubicina + Dieta Doxorrubicina + Dieta
Controle + Dieta Doxorrubicina + padrdo acrescida padrdo acrescida
padrao Dieta padrao 35mg/kg/dia adocante 100mg/kg/diaadocante
a base de sucralose a base de sucralose

Figura 1. Delineamento experimental

Os ratos dos grupos DS35 e DS100, receberam durante 4 semanas a dieta
suplementada com adoc¢ante a base de sucralose. O adogante foi acrescido a racao padrao
nas dosagens de 35 e 100 mg/kg de peso corporal por dia. Os ratos dos grupos CO e DOX

receberam durante 30 dias a racdo controle.
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Ap0s o periodo de 4 semanas, os animais dos grupos DOX e DS35 e DS100
receberam injecdo intraperitoneal de DOX 20mg/kg, dose tnica. Os animais do grupo CO
receberam injecao intraperitoneal de salina estéril em volume equivalente ao da DOX.
Essa dose de DOX se mostrou efetiva para provocar lesdo cardiaca em estudos

anteriores(4445),

Quarenta e oito horas apds a injecdo de DOX ou salina, todos os animais
foram submetidos ao ecocardiograma sob anestesia leve (descrita a seguir). Apds o
ecocardiograma, uma parcela desses animais foi utilizada somente para o estudo do
coracdo isolado (n=8 por grupo, exceto grupo DS35, que apresentou n=6). Nessa técnica
(descrita a seguir), a utilizacao da perfusao retrégrada do coragdo com solucdo de Krebs
por tempo prolongado pode induzir alteragdes na bioquimica cardiaca e interferir com as
analises posteriores. Portanto, os animais do estudo do coragdo isolado ndo foram

utilizados para outras analises.

Os demais animais foram anestesiados com dose excessiva de tiopental
sddico (120 mg/kg) e submetidos a decapitacdo. Esse método de coleta de sangue permite
a aquisicdo de maior volume, com menos risco de hemodlise e menos contaminacgao
biolégica que a coleta por pung¢do venosa ou cardiaca. Neste caso, o uso da guilhotina
constituiu método secundario de eutandsia, uma vez que os animais estavam sob

anestesia profunda e ndo sentiram dor ou desconforto durante o procedimento.

0 torax foi aberto, o coracgao foi retirado, dissecado e armazenado a -80°C
para posteriores analises. Também foram retirados figado e pulmao, cujos pesos foram
mensurados e posteriormente descartados, e coletado sangue, que foi centrifugado para

obtencao de soro.

Administracao do Adocante a base de Sucralose

0 adogante a base de sucralose (Splenda®) foi comprado de uma unica vez
e do mesmo lote e foi homogeneizado a fim de garantir uma suplementacao uniforme de
sucralose para todos os animais. Apds este processo o adogante foi acrescido na ragao
padrao nas dosagens de 35 e 100 mg/kg de peso corporal por dia, o que equivale a 0,4 e

1,1 mg/kg de peso corporal por dia de sucralose(#6).
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A dosagem de 35 mg/kg/dia foi calculada a partir da férmula proposta por
Reagan-Shaw e colaboradores(*”), em que é possivel fazer a equivaléncia da
suplementagdo em humanos para ratos, considerando o consumo usual de % colher de
sopa/dia (3 sachés) de adogante para homem de 60kg. Ja a dosagem de 100 mg/kg de
peso corporal por dia foi baseada no estudo realizado por Abou-Donia e colaboradores(46)

e equivale a 1 e % colher de sopa (9 sachés) de adocante por dia para homem de 60kg.

Avaliacao Funcional "in vivo”— Estudo Ecocardiografico

Os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina (50mg/kg) e
xilazina (5mg/kg) por via intraperitoneal. Apds a tricotomia da regido anterior do térax,
os animais foram posicionados em aparato de madeira préprio e colocados em decubito
lateral esquerdo para realizacao do ecocardiograma, utilizando-se equipamento Vivid S6
da General Electric Medical Systems (Tirat Carmel,Israel) equipado com transdutor

multifrequencial de 5,0 a 11,5 MHz.

As medidas das estruturas cardiacas foram efetuadas no modo-M, obtidas
com o feixe de ultrassom orientado pela imagem bidimensional, na posicao paraesternal
eixo menor. A imagem da cavidade ventricular esquerda foi obtida posicionando o cursor
do modo-M entre os musculos papilares, logo abaixo do plano da valva mitral. As imagens
da aorta e do atrio esquerdo também foram obtidas na posi¢ao paraesternal eixo menor,
com o cursor do modo-M posicionado ao nivel da valva adrtica. O registro da imagem
monodimensional (velocidade: 100mm/s) foi realizado por meio da impressora modelo

UP-890MD da Sony Co.

Posteriormente, as estruturas cardiacas foram medidas de acordo com as

recomendacdes da American Association of Echocardiograph8) e ja validadas.
Foram avaliadas as seguintes variadveis estruturais:

e Didmetro do atrio esquerdo (AE)

e Razdo diametro do atrio esquerdo (AE) e peso corporal final (AE/PC);
e Didmetro diastolico do VE (DDVE);

e Razdo DDVE e peso corporal final (DDVE/PC);

e Didmetro sistolico do VE (DSVE);
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e Area do atrio esquerdo (AREA AE);

e Razio da AREA AE e peso corporal final (Area AE/PC);

e Espessura diastélica da parede posterior (EDPP) do VE;

e Espessurarelativa do VE (Esp. Rel. VE): 2x EDPP/DDVE;

e Massado VE (MVE): [[DDVE+EDPP+EDSIV)3 -DDVE3] x 1,04;
e Indice de massa do VE (IMVE): MVE/PC

A fungao do VE foi avaliada pelas seguintes variaveis:
e Débito cardiaco (DC)
e Volume sistoélico (VS)
e Onda sistélica do anel mitral septal (SM);
e Fracao de ejecdo (FE = [(DSVE3-DDVE3/DDVES3) x 100]);
e 9 de encurtamento (% ENC = [(DDVE-DSVE/DDVE)x100]);
e Razao de onda E/A do fluxo transmitral (E/A);
e Velocidade de pico do Doppler tissular miocardico na protodiastole (E")
e Velocidade de pico do Doppler tissular miocardico na telediastole (A”")
e Razao entre onda E e velocidade de pico do Doppler tissular miocardico na
protodiastole (E/E");
e Tempo de desaceleracao da onda E (TDE);
e Tempo de relaxamento isovolumétrico normalizado para a frequéncia cardiaca

(TRIV c= TRIV/RRO0,5, onde RR ¢é a distancia de um batimento a outro).

Além destes parametros, foi avaliada a Frequéncia cardiaca (FC) dos

animais.

Avaliacao Funcional "ex-vivo”- Estudo do Coragao Isolado

Apés a realizacao do ecocardiograma, 8 animais de cada grupo (exceto
grupo DS35, n=6), receberam tiopental (80 mg/kg) e heparina (2000 UI) por via
intraperitoneal e foram ventilados com pressdo positiva e oxigénio a 100%. A seguir, o
torax foi aberto e a aorta cateterizada com canula de metal nimero 15, e foi iniciada a

perfusdao miocardica retrégrada, com solucao nutriente de Krebs-Henseleit, com a
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seguinte composicao, em mmol/l: 115 NaCl; 5,4 KCl; 1,2 MgSO04; 2,5 CaClz; 1,15 NaH2PO4;
25 NaHCOs; 11 glicose. Os coragdes foram removidos da caixa toracica e colocados em
aparelho de estudo de corac¢do isolado, tamanho 3 tipo 830 (Hugo Sacks Eletronic-
Germany), com pressdo de perfusdo constante de 75 mmHg. A solucdo nutriente foi
continuamente oxigenada com mistura gasosa de 95% de oxigénio e 5% de CO2,
mantendo-se a pressdo parcial de oxigénio entre 500-600 mmHg, a temperatura de 37 °C,
pH entre 7,3 e 7,4. A avaliacdo foi realizada conforme método previamente descrito e

padronizado em nosso laboratoério.

Por meio da técnica descrita, foram obtidas curvas de Starling com infusao
de liquido no baldo, que permite variar a pressao diastélica no ventriculo esquerdo de 0 a
25 mmHg, por meio de incrementos graduais de 5 mmHg, registrando-se a pressao
sistdlica correspondente a cada variacdao de volume. Nesta técnica em que o coragdo opera
em condig¢des isovolumétricas, a pressao desenvolvida (pressao sistélica menos a pressao
diastolica) sera utilizada como indicadora da capacidade contratil. Foram registradas
também a primeira derivada positiva de pressao (+dP/dtmax) e a derivada negativa de
pressao (-dP/dtmax). Esses indices foram utilizados, respectivamente, como parametros

de funcgdo sistdlica e diastolica do ventriculo esquerdo.

Eutanasia e Coleta do Material Bioldgico

Apos o estudo funcional, os animais foram anestesiados com dose excessiva
de tiopental para a eutanasia. Logo apos, os animais foram decapitados e o coracgao foi
coletado e dissecado em VE e ventriculo direito (VD). O sangue dos animais também foi
coletado e centrifugado para a obtencdao do soro. As amostras de VE e soro foram

armazenadas a -80°C para as posteriores analises.

Estudo Morfomeétrico

Os coragoes foram retirados, dissecados e os ventriculos direito (VD) e o
esquerdo (VE), incluindo o septo interventricular, foram separados e pesados. Em
seguida, um fragmento de 3 mm de espessura foi fixado em solugao de formol a 10% por

periodo de 24 horas. Apds fixacao, o tecido foi incluso em blocos de parafina, obtendo-se,
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a seguir, cortes coronais para posterior analise histologica. A base e a ponta do VE foram
congeladas a -802 C para posteriores dosagens bioquimicas. Cortes histoldgicos foram
corados com solucdo Hematoxilina - Eosina (HE) para afericdo de areas da seccao

transversa dos miécitos (ASM).

Foram mensuradas de 30 a 50 células por ventriculo analisado
empregando-se microscopio LEICA DM LS acoplado a cAmera de video, que envia imagens
digitais ao computador dotado de programa de andlise de imagens Image Pro-plus (Media
Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA). Os mi6citos selecionados foram seccionados
transversalmente e apresentaram forma redonda e nucleo visivel no centro da célula. Este
cuidado visou uniformizar ao maximo o conjunto de miécitos dos diferentes grupos. As
areas seccionais médias obtidas para cada grupo foram utilizadas como indicador do

tamanho celular.

Analise das Enzimas Antioxidantes e Hidroperoxido de Lipidio

As amostras do ventriculo esquerdo foram descongeladas e
homogeneizadas em Potter Elvehjem, com pistilo de teflon, com 5ml de tampao fosfato de
sodio 0,1M, pH 7,0. Os homogeneizados foram centrifugados a 10000 rpm por 15 minutos,
em centrifuga refrigerada a -4°C. O sobrenadante foi utilizado para analise do estresse
oxidativo. As leituras espectrofotométricas foram realizadas no espectrofotdometro
Pharmacia Biotech (com software Swift I, England) e em leitor de microplaca (pQuant-

MQX 200 com Kcjunior software, Bio-TecInstruments, USA).

A atividade da enzima glutationa peroxidase (GSH-Px, E.C. 1.11.1.9) foi
determinada por meio da oxidacao da glutationa em presenca de peréxido de hidrogénio

e hidroperoéxido

A atividade da superdxido dismutase (SOD, E.C. 1.15.1.1) foi determinada
por meio da altera¢do na redugdo do nitroblue-tetrazolio (NBT) por radicais superoxido
gerados pela mistura NADH (nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido) e fenazina

metassulfato em pH fisiol6goco-
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A atividade enzimatica da catalase (CAT, E.C. 1.11.1.6) foi determinada em

tampao fosfato pH 7,0, utilizando-se 0,5ml de amostra e peréxido de hidrogénio (30%).

A concentrag¢do de hidroperéxido de lipideo (HL) foi medida por meio da
oxidacdo do sulfato ferroso amoniacal (Fe2+) medida por hidropero6xido, com 100ul da
amostra e 900ul de mistura reagente de sulfato ferroso (FeSO4) 250uM, acidosulfurico
(H2S04) 25mM, xilenolorange 100uM e butil-hidroxitolueno (BHT) 4mM em 90% (v/v)

metanol.

Leituras espectrofotométricas foram realizadas em leitor de microplaca a

560nm.

Determinacao da expressao proteica por Western Blot

Foi realizada a determinacdo da expressao das proteinas: colageno tipo I e

[1I, PGC- 1a e PPAR- a pela técnica Western Blot.

a) Extracao do lisado celular total

Para determinacao de todas as proteinas estudadas, a extracdo de proteina
foi realizada utilizando-se amostras de 80 mg do ventriculo esquerdo homogeneizadas
com 1ml de tampao de extracao RIPA contendo NaCl 100 mM, Triton X-100 1%(v/v), de
oxicolato de sédio 0,5% (w/v), SDS 0,1 % (w/v), glicerol 10% (v/v), Tris 10 mM (ph7,4),
EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, ortovanadato de s6dio 1 mM, NaF 10 mM e inibidores de
proteases (P2714, Sigma- Aldrich). As amostras foram homogeneizadas por 10 segundos,
2 vezes em aparelho Polytron (Ika Ultra Turrax TM T25 Basic, Wilmongton USA). A seguir,
as amostras foram centrifugadas por 20 minutos, a 12.000 rpm e a 4° C. O sobrenadante
foi coletado e armazenado em freezer a -80° C. A concentracao de proteina total foi
analisada pelo método de Bradford utilizando curva de BSA Protein Standard (Bio-Rad,

Hercules, CA, USA) como padrao.
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b) Eletroforese em gel

Apébs a quantificacdo da concentragdo de proteina, as amostras foram
diluidas em tampdo Laemmli (Tris - HCL240mM, SDS, 0,8%, glicerol 40%, azul
debromofenol 0,02% e -mercaptoetanol 200mM) e aquecidas a 100°C por 5 minutos.
Posteriormente, as amostras (contendo 50 pg de proteina total) foram separadas por
eletroforese utilizando sistema Mini-Protean 3 Electrophoresis Cell (Bio - Rad, Hercules,
CA, USA). A corrida eletroforética foi realizada em gel bifasico, de empilhamento (Tris -
HCL 240mM pH 6,7, poliacrilamida 40%, APS e Temed) e de resoluc¢ao (Tris - HCL 240mM
pH 8,9, poliacrilamida 40%, glicerol, APS e Temed).

A concentracdao do gel de empilhamento utilizada foi de 10% e a
concentracdo do gel de resolugdo variou de acordo com o peso molecular da proteina
determinada. No primeiro po¢o do gel foi aplicado um padrdo de peso molecular,
Kaleidoscope Prestained Standards (Bio - Rad, Hercules, CA, USA) e nos pogos seguintes
os grupos foram pipetados de maneira alternada. A corrida eletroforética foi efetuada a
30 min a 50 Ve 2 horas a 120 V(Power Pac HC 3.0A, Bio - Rad, Hercules, CA, USA) com
tampao de corrida (Tris 0,25M, glicinal92 mM e SDS 1%).

c) Transferéncia e Bloqueio

Apos a corrida, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose em sistema Mini - TransBlot (Bio - Rad, Hercules, CA, USA) utilizando-se
tampao de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% e SDS 0,1%). Os sitios
inespecificos de ligacdo do anticorpo primario a membrana foram bloqueados mediante
incubacao com solucdo de 5% de leite em p6 desnatado, dissolvido em solucdo basal pH
8,0 (Tris 1M pH 8,0,NaCl 5M e detergente Tween 20) por 120 minutos a temperatura

ambiente sob constante agitacao.

d) Incubacdo com os anticorpos primario e secundario

Apébs o bloqueio, as membranas foram incubadas com os anticorpos

primarios especificos para cada proteina analisada, diluidos em solu¢do de 3% de leite em
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po6 desnatado, dissolvido em solugdo basal pH 8,0 (Tris 1M pH 8,0,NaCl 5M e detergente
Tween 20). As membranas permaneceram incubadas durante a noite a temperatura de
4°C, sob constante agitacdo. Apos a incubagdo com o anticorpo primario, as membranas
foram lavadas em solucdao basal pH 8,0 e incubadas com os anticorpos secundarios
especificos, diluidos em solucdo de 1% de leite em p6 desnatado, dissolvido em solugao
basal pH 8,0. As membranas permaneceram incubadas por 1 hora e 30 minutos, a
temperatura ambiente, sob agitacao constante. Posteriormente a membrana foi lavada em
solucdo basal pH 8,0 e a imunodeteccdo foi realizada por meio do método de
quimioluminescéncia utilizando o Kit Super Signal West Pico Chemiluminescent

Substrate, ThermoScientific, USA.
Os anticorpos primarios utilizados foram:

e GAPDH, mouse monoclonal IgG1l (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc
32233), dilui¢ao 1:10.000.

e Colageno 1, mouse monoclonal IgG (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc
293182), diluicao 1:200.

e Colageno 3, mouse monoclonal IgG (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc
271249), diluigdo 1:100.

e PGC-1a, mouse monoclonal IgG (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc
517380), diluicao 1:115.

e PPAR-a, rabbit monoclonal IgG (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc

9000), diluicio 1:200.

Os anticorpos secundarios utilizados foram:

e Goatanti-mouse IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology,Inc, Europe, sc 2005).
e Goat anti-rabbit I[gG-HRP (Santa Cruz Biotechnology,Inc, Europe, sc 2357).

As imagens foram fotografadas no analisador de imagens ImageQuant LAS

4000 (General Electric Medical Systems, USA).

A expressdo de todas as proteinas analisadas foi normalizada pela
expressio da proteina constitucional glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

(GAPDH). A anadlise das imagens foi realizada no programa de analise de imagens Gel Pro
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Image32 versdao 3.1.00 (Media Cybernetics, Rockville, MD, EUA), que mede as bandas

escuras em fundo claro do blot em unidade de imagem denominada pixel.

Uma vez com os dados gerados pelo analisador de imagens, a quantificagdo
foi feita da seguinte maneira: 1) as proteinas de interesse foram normalizadas pela
amostra de um animal repetido em todos os géis; 2) o GAPDH, da mesma forma, foi
normalizado pelo animal repetido em todos os géis; 3) as proteinas (ja normalizadas)
foram entdo normalizadas pelo GAPDH (ja normalizado), e assim, foi obtido o resultado

da expressao por Western Blot.

Analise estatistica

Para as variaveis paramétricas, foi realizado o teste de andlise de variancia
de 1 via (ANOVA) com pos-teste de Tukey e os valores obtidos foram apresentados em
média * desvio padrdo. Para as varidveis ndo paramétricas, foi realizado o teste de
Kruskal-Wallis com poés-teste de Dunn e os valores obtidos foram apresentados em

mediana e intervalo interquartil.

O nivel de significincia adotado foi de 5%. Para analise dos dados e
construcdo dos graficos foi utilizado o pacote estatistico GraphPad Prism versao 5.01

(GraphPad Software Inc).
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Resultados



Peso Corporal e Consumo de Racao

Os dados de peso corporal e consumo de ragao sao apresentados na Tabela
1. Nao foi observada diferenca estatistica em relacao ao peso inicial dos animais, dado que
se manteve até a aplicacdo da DOX. Apds 48h de aplicagao do farmaco, houve redugao do
peso corporal nos grupos DOX, DS35 e DS100.

Ja em relacdao ao consumo de racgdo, observa-se que o mesmo foi semelhante
durante o periodo de suplementacdo com adogante a base de sucralose, porém, logo apds
a aplicacdo da DOX, os grupos DOX, DS35 e DS100 apresentaram consumo de racao
inferior em relagdo ao grupo CO.

Além disso, foi possivel observar que o adogante a base de sucralose ndo

interferiu nestes parametros.
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Tabela 1. Dados referentes a peso corporal e consumo de ragao

Grupo CO Grupo DOX Grupo DS35 Grupo DS100 Valor de p
Variaveis (n=15) (n=15) (n=13) (n=15)
Peso inicial (g) 166,1 + 12,06 164,5 + 11,64 165,1+ 12,00 164,6 13,87 0,9851
Peso antes da aplicacdo de DOX (g) 313,4 + 18,32 308,7 + 23,43 318,5+26,09 325,7 + 22,66 0,2417

Peso 48h apos aplicacdo de DOX (g) 315,4 (307,0-331,0) 287,0 (268,4-300,2)* 300,1(268,5-305,6)* 298,8 (287,4-302,8)* 0,0004
Consumo de racao antes da

aplicacio de DOX (g) 21,29 + 1,694 20,84 + 1,161 21,19 +1,005 21,34+ 1,493 0,7531
Consumo de racao apos 48h da
aplicacio de DOX (g) 24,25 (21,25-25,00) 11,65 (10,50-13,00)* 10,10 (8,800-11,75)* 10,75 (8,950-12,85)* < 0,0001

Grupo CO= animais alimentados com ra¢do padrdo que receberam aplicacdo de solugdo salina; Grupo DOX= animais alimentados com rag¢do padrao que receberam dose unica de DOX
(20m/kg); Grupo DS35= animais alimentados com racdo padrio acrescida de adogante a base de sucralose a 35mg/kg/dia que receberam dose tinica de DOX (20mg/kg); Grupo DS100=
animais alimentados com ragdo padrao acrescida de adogante a base de sucralose a 100mg/kg/dia que receberam dose tnica de DOX (20mg/kg). Os dados sdo expressos em média + desvio
padrdo (para distribuicdo paramétrica) ou mediana com percentil 25 e 75 (para distribui¢do ndo paramétrica). Valor de p em negrito representa diferenca significativa. * = diferente de CO



Avaliagao funcional "in vivo”— Estudo ecocardiografico

No ecocardiograma, a DOX promoveu diminui¢do da frequéncia cardiaca
(FC) e aumento das camaras cardiacas visto pelas seguintes alteracdes morfoldgicas:
maiores valores do didametro do atrio esquerdo (AE) e AE corrigido pelo peso corporal
final (AE/PC), 4rea do atrio esquerdo (Area AE), area do AE corrigida pelo peso corporal
(Area AE/PC), espessura diastélica da parede posterior do VE (EDPP) e espessura relativa
do VE, quando comparados ao grupo controle, como mostrado na Tabela 2.

Com relacdo as variaveis funcionais, a DOX alterou a funcao sistélica dos
animais, visto pela diminui¢ao do débito cardiaco (DC), do volume sistélico (VS), da fracao
de ejecao (FE%) e da onda sistdlica do anel mitral septal (SM). Houve também alteracdo
da funcao diastolica visto pela diminuicao da razdo onda E/A no fluxo transmitral (E/A) e
davelocidade de pico do Doppler tissular miocardico na protodiastole (E") e pelo aumento
da velocidade de pico do Doppler tissular miocardico na telediastole (A’), no tempo de
desaceleracao da onda E (TDE) e do tempo de relaxamento isovolumétrico corrigido pela
frequéncia cardiaca (TRIVc), em comparacao com o grupo controle. Os dados funcionais
do ecocardiograma estdo representados na Tabela 3.

Ja o adogante a base de sucralose na dosagem de 100 mg/kg diminuiu a
frequéncia cardiaca (FC) em comparagdo com o grupo DS35 e alterou variaveis
estruturais, visto pelo aumento do didametro do atrio esquerdo (AE) em comparagao com
o grupo DOX. Além disso, o adogante a base de sucralose teve influéncia na fungao sistélica
e diastolica, visto pela diminuicdo do débito cardiaco (DC) e % ENC e também pelo
aumento da razao entre onda E e velocidade de pico do Doppler tissular miocardico na
protodiastole (E/E") e do tempo de relaxamento isovolumétrico normalizado para a
frequéncia cardiaca (TRIVc), sendo que a dosagem de 100 mg/kg apresenta maiores

alteracdes em comparacao com a dosagem 35mg/kg.
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Tabela 2. Frequéncia Cardiaca e Variaveis Estruturais do Ecocardiograma

Variaveis Grupo CO Grupo DOX Grupo DS35 Grupo DS100

(n=15) (n=15) (n=13) (n=15) Valor de p

FC 427,0 (369,0-451,0) 386,0 (338,0-406,0)* 406,0 (369,0-427,0)* 331,5(277,8-369,0)*# 0,0010

PC (g) 315,4 (307,0-331,0) 287,0 (268,4-300,2)* 300,1 (268,5-305,6)* 298,8 (287,4-302,8)* 0,0004
AE (mm) 4,380 (4,300-4,500) 4,930 (4,820-5,260)* 5,110 (4,850-5,260)* 5,360 (5,290-5,470)*& <0.0001
AE/PC (mm/g) 0,014 + 0,002 0,018 £0,001* 0,018 £0,002* 0,018 £0,001* <0.0001
DDVE (mm) 6,055 + 0,337 5,364 £ 0,462* 5,275 £ 0,333* 5,576 + 0,646* <0.0001

DDVE/PC(mm/g) 0,019 £ 0,001 0,019 + 0,002 0,018 £ 0,001 0,019 £ 0,002 0,3466

DSVE(mm) 2,040 (1,790-2,300) 2,200 (1,850-2,300) 2,190 (1,920-2,645) 2,300 (1,913-2,850) 0,3464
AREA AE (cm?) 12,29 £ 1,563 16,48 + 3,895* 16,18 +1,812* 17,79 + 2,598* <0.0001
AREA AE/PC (cm?/g) 0,038 (0,035-0,043) 0,063 (0,047-0,067)* 0,055 (0,049-0,058)* 0,056 (0,052-0,066)* <0.0001
EDPP (mm) 1,450 (1,450-1,500) 1,600 (1,530-1,700)* 1,600 (1,530-1,750)* 1,565 (1,530-1,700)* <0.0001
Esp. Rel. VE 0,484 + 0,028 0,608 + 0,075* 0,622 £ 0,058* 0,582 £ 0,072* <0.0001

MVE (g) 532,3 + 56,88 526,5 + 68,39 512,2 + 67,44 555,0+121,5 0,5662

IMVE(g/kg) 1,681 £ 0,182 1,863 £ 0,216 1,753 + 0,184 1,871 £ 0,405 0,1524

Nota: Grupo CO= animais alimentados com ragdo padrio que receberam aplicagdo de solugdo salina (dosagem); Grupo DOX= animais alimentados com racdo padrio que receberam dose
unica de DOX (20m/kg); Grupo DS35= animais alimentados com racgdo padrio acrescida de adogante a base de sucralose a 35mg/kg/dia que receberam dose tnica de DOX (20mg/kg);
Grupo DS100= animais alimentados com ragio padrio acrescida de adocante a base de sucralose a 100mg/kg/dia que receberam dose tinica de DOX (20mg/kg). FC= frequéncia cardiaca;
PC = peso corporal final; AE = didmetro do atrio esquerdo; AE/PC = razdo AE/PC; DDVE = didmetro diastdlico do ventriculo esquerdo (VE); DDVE/PC = razdo DDVE/PC; DSVE = didmetro
sistélico do VE; AREA AE = 4rea do atrio esquerdo; AREA AE/PC = razio AREA AE/PC; EDPP= espessura diastélica da parede posterior do VE; Esp. Rel. VE = espessura relativa do VE; MVE
= massa do VE; IMVE = indice de MVE. Os dados sdo expressos em média + desvio padrio (para distribuicio paramétrica) ou mediana com percentil 25 e 75 (para distribuicdo nio
paramétrica). Valor de p em negrito representa diferenca significativa. * = diferente de CO; & = diferente de DOX. # = diferente de DS35.



Tabela 3. Variaveis Funcionais do ecocardiograma

Grupo CO Grupo DOX Grupo DS35 Grupo DS100 Valor de p
Variaveis (n=15) (n=15) (n=13) (n=15)
DC 1644 + 3606 1202 + 2656* 1383 + 3430* 1001 + 4371*# <0.0001
VS 40,28 9,975 32,39 + 5,563* 33,58 + 5,905* 32,38 £ 6,341* 0,0109
SM 5,800 (5,700-6,000) 5,100 (4,800-5,500)* 5,000 (4,500-5,500)* 4,850 (4,300-5,400)* <0.0001
FE (%) 96,28 (95,34-97,30) 94,45 (92,10-94,89)* 92,56 (87,57-94,49)* 93,03 (87,48-94,97)* 0,0002
% ENC 66,45 + 3,801 60,46 + 5,051 56,56 + 6,014* 57,09 + 9,950* 0,0004
E/A 1,335 (1,287-1,388) 0,7905 (0,6898-1,329)* 0,8154 (0,5500-1,296)* 1,246 (0,7324-1,481)* 0,0209
E’ 6,400 (6,200-7,100) 3,800 (3,500-5,800)* 3,900 (2,700-5,600)* 3,300 (3,000-4,100)* <0.0001
A’ 4,000 (3,500-4,500) 6,000 (4,800-6,500)* 5,600 (4,500-7,400)* 6,250 (5,150-7,025)* 0,0012
E/E 15,77 (13,86-16,31) 15,97 (14,11-17,88) 16,78 (14,87-24,76) 22,53 (17,27-25,45)* 0,0077
TDE 44,00 (42,00-44,00) 52,00 (47,00-59,00)* 52,00 (44,00-57,00)* 53,00 (46,25-57,25)* 0,0001
TRIVc 0,054 + 0,007 0,095 + 0,028* 0,084 + 0,024* 0,110 + 0,033*# <0.0001

Nota: Grupo CO= animais alimentados com ragio padrido que receberam aplicac¢do de solugdo salina; Grupo DOX= animais alimentados com racdo padrio que receberam dose tinica de DOX
(20m/kg); Grupo DS35= animais alimentados com ragdo padrio acrescida de adogante a base de sucralose a 35mg/kg/dia que receberam dose unica de DOX (20mg/kg); Grupo DS100=
animais alimentados com ragio padrio acrescida de adogante a base de sucralose a 100mg/kg/dia que receberam dose unica de DOX (20mg/kg). DC = débito cardiaco; VS = volume sistoélico;
SM = onda sistdlica do anel mitral septal; FE (%) = fracdo de ejecdo; %ENC = percentual de encurtamento; E/A = razdo da onda E/A do fluxo transmitral; E’= velocidade de pico do Doppler
tissular miocardico na protodiastole; A’= velocidade de pico do Doppler tissular miocardico na telediastole; E/E = razio entre onda e E’; TDE = tempo de desaceleragio da onda E; TRIVc =
tempo de relaxamento isovolumétrico normalizado pela frequéncia cardiaca. Os dados sdo expressos em média + desvio padrio (para distribuicdo paramétrica) ou mediana com percentil
25 e 75 (para distribuigdo ndo paramétrica). Valor de p em negrito representa diferenca significativa. * = diferente de CO; # = diferente de DS35.



Avaliacao funcional "ex-vivo”- Estudo do Coracao Isolado

A DOX alterou a fungao sistolica (PS e + dp/dt max) e diastélica (- dp/dt
max) do VE e a capacidade contratil, avaliada pela pressao desenvolvida. O adogante a

base de sucralose nio interferiu nestas variaveis, conforme observado na Tabela 4.
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Tabela 4. Resultados do estudo do coragao isolado

Grupo CO Grupo DOX Grupo DS35 Grupo DS100 Valor de p
Variaveis (n=8) (n=8) (n=6) (n=8)
PS (mmHg) 140,9 + 21,83 100,6 + 23,75* 93,33 + 10,68* 94,06 + 27,15* 0,0006
+dp/dt max (mmHg) 3125 + 651,2 2094 + 507,8* 2113 + 336,8* 2081 + 541,3* 0,0010
- dp/dt max (mmHg) 2125 (1906-2438) 1313 (875,0-1500)* 1188 (968,8-1281)* 1000 (1000-1563)* 0,0018
P Desenvolvida 110,6 * 24,34 68,44 + 23,98* 63,75 + 10,81* 63,44 + 23,71* 0,0005

Nota: Grupo CO= animais alimentados com ra¢do padrio que receberam aplicagio de solugdo salina; Grupo DOX= animais alimentados com racdo padrio que receberam dose tinica de DOX
(20m/kg); Grupo DS35= animais alimentados com rac¢do padrao acrescida de adogante a base de sucralose a 35mg/kg/dia que receberam dose tinica de DOX (20mg/kg); Grupo DS100=
animais alimentados com ragdo padrdo acrescida de adogante a base de sucralose a 100mg/kg/dia que receberam dose tinica de DOX (20mg/kg). PS = pressdo sistélica; +dp/dt max (mmHg)
= derivada positiva de pressio; - dp/dt max (mmHg)= derivada negativa de pressio e P desenvolvida = pressdo desenvolvida. Os dados sdo expressos em média + desvio padrio (para
distribuicdo paramétrica) ou mediana com percentil 25 e 75 (para distribuicdo ndo paramétrica). Valor de p em negrito representa diferenca significativa.* diferente de CO.



Estudo Morfométrico

Nao foram observadas alteracdes morfométricas em relacdo ao VE, VD e
pulmao. O peso do figado dos animais dos grupos DOX, DS35 e DS100 foi estatisticamente
menor em comparagdo com os animais do grupo CO. Entretanto, quando normalizado
pelo peso corporal final, ndo foram observadas diferencgas entre os grupos.

Ja em relacdo a area seccional do midcito, identificou-se aumento da mesma
nos grupos DOX, DS35 e DS100 em comparagdo com o grupo CO, conforme mostrado na

Tabela 5.
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Tabela 5. Resultados morfométricos

Grupo CO Grupo DOX Grupo DS35 Grupo DS100 Valor de p
Variaveis (n=15) (n=15) (n=13) (n=15)

VE (g) 0,656 + 0,056 0,606 + 0,112 0,572 + 0,094 0,586 + 0,096 0,0868
VD (g) 0,169 (0,151-0,189) 0,147 (0,123-0,186) 0,155 (0,139-0,180) 0,147 (0,113-0,178) 0,3150
VE/PC 2,060 + 0,190 2,140 + 0,350 1,950 + 0,250 1,980 + 0,340 0,2834
VD/PC 0,510 (0,420-0,640) 0,510 (0,440-0,710) 0,540 (0,460-0,610) 0,470 (0,370-0,590) 0,4097
PULMAO(g) 1,381+ 0,152 1,355 + 0,246 1,480 + 0,473 1,386 + 0,291 0,7123
PULMAO/PC 0,004 + 0,0005 0,005 + 0,0006 0,005 + 0,0015 0,004 + 0,0007 0,4007
FIGADO(g) 11,36 + 1,056 9,917 £ 0,734* 10,07 + 0,819* 9,690 + 1,585* 0,0004
FIGADO/PC 0,036 + 0,003 0,035 + 0,004 0,034 + 0,003 0,032 + 0,004 0,1109
ASM (umz2) 280,1 + 35,17 306,9 + 18,50* 308,8 + 26,57* 306,4 +19,76* 0,0360

Nota: Grupo CO= animais alimentados com rag¢do padrdo que receberam aplicacdo de solugdo salina; Grupo DOX= animais alimentados com ra¢ao padrao que receberam dose tnica de DOX
(20m/kg); Grupo DS35= animais alimentados com racdo padrio acrescida de adogante a base de sucralose a 35mg/kg/dia que receberam dose tinica de DOX (20mg/kg); Grupo DS100=
animais alimentados com rac¢do padrao acrescida de adocante a base de sucralose a 100mg/kg/dia que receberam dose tinica de DOX (20mg/kg); PC = peso corporal; VE = peso do ventriculo
esquerdo; VE/PC = VE ajustado pelo PC; VD = peso do ventriculo direito; VD/PC = VD ajustado pelo PC; Pulmao = peso do pulmao; Pulmao/PC = peso do pulmio ajustado pelo PC; Figado =
peso do figado. Figado/PC = peso do figado ajustado pelo PC; ASM = 4rea seccional do miécito. Os dados sdo expressos em média * desvio padrdo (para distribuicdo paramétrica) ou mediana
com percentil 25 e 75 (para distribuicdo ndo paramétrica). Valor de p em negrito representa diferenca significativa. * = diferente de CO.



Analise das Enzimas Antioxidantes e Hidroperoxido de Lipidio

Na andlise das enzimas antioxidantes, a DOX diminuiu as concentragdes
cardiacas de catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GSH-Px).

Ja o adogante a base de sucralose, nao alterou as concentragdes cardiacas
de CAT. Porém, aumentou a concentracao cardiaca da enzima superoxido dismutase
(SOD).

Em relacdo ao hidroperdxido de lipidio ndo foi observada diferenca
estatistica na comparacao entre os grupos.

Os dados referentes a analise das enzimas antioxidantes e hidroperoxido de

lipidio estdo demonstrados nas Figuras 2, 3,4 e 5.
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Atividade da Catalase (micromol/g). Grupo CO= animais alimentados com ra¢do padrido que
receberam aplicagdo de solugao salina; Grupo DOX= animais alimentados com ra¢do padrao
que receberam dose tnica de DOX (20m/kg); Grupo DS35= animais alimentados com racdo
padrio acrescida de adogante a base de sucralose a 35mg/kg/dia que receberam dose tinica
de DOX (20mg/kg); Grupo DS100= animais alimentados com ragdo padrido acrescida de
adocante a base de sucralose a 100mg/kg/dia que receberam dose tinica de DOX (20mg/kg).
Dados expressos em média e desvio padrio. Valor de p= 0,0206.

* = diferente de CO.

Glutationa Peroxidase (GSH-Px)

CcoO DéX DS35 DS100

Atividade da Glutationa Peroxidase (nmol/g). Grupo CO= animais alimentados com ragdo
padrio que receberam aplicagdo de solugio salina; Grupo DOX= animais alimentados com
racdo padrdo que receberam dose unica de DOX (20m/kg); Grupo DS35= animais
alimentados com ragdo padrao acrescida de adogante a base de sucralose a 35mg/kg/dia que
receberam dose tnica de DOX (20mg/kg); Grupo DS100= animais alimentados com rag¢do
padrio acrescida de adogante a base de sucralose a 100mg/kg/dia que receberam dose tnica
de DOX (20mg/kg). Dados expressos em média e desvio padrao. Valor de p= 0,0018.

* = diferente de CO.
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Atividade da Superéxido Dismutase (nmol/g). Grupo CO= animais alimentados com racio
padrao que receberam aplicacdo de solugdo salina; Grupo DOX= animais alimentados com
racdo padrdo que receberam dose uUnica de DOX (20m/kg); Grupo DS35= animais
alimentados com ragdo padrao acrescida de adogante a base de sucralose a 35mg/kg/dia que
receberam dose unica de DOX (20mg/kg); Grupo DS100= animais alimentados com ragao
padrio acrescida de adogante a base de sucralose a 100mg/kg/dia que receberam dose tinica
de DOX (20mg/kg). Dados expressos em média e desvio padrao. Valor de p= 0,0014.

& = diferente de DOX.
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Concentracdo de Hidroperoéxido de Lipidio (nmol/g). Grupo CO= animais alimentados com
ragdo padrdo que receberam aplicagcdo de solugdo salina; Grupo DOX= animais alimentados
com racdo padrdo que receberam dose tnica de DOX (20m/kg); Grupo DS35= animais
alimentados com ragdo padrao acrescida de adogante a base de sucralose a 35mg/kg/dia que
receberam dose tnica de DOX (20mg/kg); Grupo DS100= animais alimentados com rac¢do
padrio acrescida de adogante a base de sucralose a 100mg/kg/dia que receberam dose tinica
de DOX (20mg/kg). Dados expressos em mediana e percentil 25 e 75. Valor de p= 0,2034.
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Determinacao da expressao proteica por Western Blot

Nao houve diferenca estatistica na comparacgao entre os grupos em relacao
a expressao proteica de PGC-1a, PPAR-q, Colageno tipo 1 e tipo 3, conforme mostrado nas

figuras 6, 7,8 e 9, respectivamente.
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Expressao de PGC-1a. Grupo CO= animais alimentados com ragdo padrao que receberam
aplicacdo de solugdo salina; Grupo DOX= animais alimentados com racdo padrdo que
receberam dose Unica de DOX (20m/kg); Grupo DS35= animais alimentados com rag¢io
padrao acrescida de adogante a base de sucralose a 35mg/kg/dia que receberam dose tnica
de DOX (20mg/kg); Grupo DS100= animais alimentados com ragdo padrao acrescida de
adocgante a base de sucralose a 100mg/kg/dia que receberam dose tinica de DOX (20mg/kg).
Dados expressos em média e desvio padrao. Valor de p= 0,847.
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Figura 7:
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Expressdo de PPAR-a. Grupo CO= animais alimentados com ragdo padrdo que receberam
aplicacdo de solugdo salina; Grupo DOX= animais alimentados com ra¢do padrdo que
receberam dose Unica de DOX (20m/kg); Grupo DS35= animais alimentados com ragao
padrao acrescida de adogante a base de sucralose a 35mg/kg/dia que receberam dose tnica
de DOX (20mg/kg); Grupo DS100= animais alimentados com ragdo padrdo acrescida de
adogante a base de sucralose a 100mg/kg/dia que receberam dose tnica de DOX (20mg/kg).
Dados expressos em média e desvio padrao. Valor de p= 0,298
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Figura 8: Expressdo de Coladgeno Tipo 1. Grupo CO= animais alimentados com ragdo padrio que
receberam aplicagdo de solugao salina; Grupo DOX= animais alimentados com ra¢do padrao
que receberam dose tnica de DOX (20m/kg); Grupo DS35= animais alimentados com ragdo
padrio acrescida de adogante a base de sucralose a 35mg/kg/dia que receberam dose inica
de DOX (20mg/kg); Grupo DS100= animais alimentados com ragdo padrido acrescida de
adocgante a base de sucralose a 100mg/kg/dia que receberam dose tnica de DOX (20mg/kg).
Dados expressos em média e desvio padrio. Valor de p= 0,661.
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Figura 9: Expressio de Colageno Tipo 3. Grupo CO= animais alimentados com rag¢do padrdo que
receberam aplica¢do de solugdo salina; Grupo DOX= animais alimentados com ragdo padrio
que receberam dose tUnica de DOX (20m/kg); Grupo DS35= animais alimentados com racdo
padrio acrescida de adocante a base de sucralose a 35mg/kg/dia que receberam dose tinica
de DOX (20mg/kg); Grupo DS100= animais alimentados com ragio padrido acrescida de
adogante a base de sucralose a 100mg/kg/dia que receberam dose tnica de DOX (20mg/kg).
Dados expressos em média e desvio padrio. Valor de p= 0,252.
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Discussao



O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do adogante a base de
sucralose na cardiotoxicidade aguda induzida por DOX. Nosso estudo mostrou que a DOX
induziu cardiotoxicidade aguda, evidenciada por alteracoes morfolégicas e funcionais
cardiacas, apés 48h de administracdo. Jd a suplementacdo com adogante a base de
sucralose, piorou as fungdes sistolica e diastélica, apesar de ndo lesar diretamente o

miocardio.

Sabe-se que a DOX pode gerar inumeros efeitos colaterais, como
desidratacdo, caquexia, nauseas e vomitos frequentes(#?). Neste estudo, evidenciou-se a
diminui¢do do peso corporal dos animais e menor consumo de ra¢do ap6s a administracao
da DOX. Como a perda de peso ocorreu num curto periodo (48h), provavelmente a
diminui¢do do peso corporal se deu pela diminui¢do da ingestao hidrica e pelo aumento
da atividade diurética, acarretando em diminuicdo da volemia dos animais, dado este

observado em outros estudos(5051),

Uma das consequéncias da hipovolemia é a diminuicao da perfusdo
tecidual, o que pode levar a vasoconstricdo periférica e ao aumento da pés-carga,
influenciando negativamente na fun¢do cardiaca(l®. Segundo Licata et al, a
cardiotoxicidade aguda induzida por DOX surge durante ou imediatamente apds o
tratamento e, envolve, entre outros fatores, a hipovolemia e, consequentes mecanismos

compensatorios(52),

De fato, os animais que receberam DOX apresentaram disfuncao sistolica,
visto pelo menor débito cardiaco (DC), volume sistolico (VS), fracao de ejecdo (FE%) e
onda sistodlica do anel mitral septal (SM). Houve também alteracao da fungao diastélica
visto pela diminuicdo da razao onda E/A no fluxo transmitral (E/A) e da velocidade de
pico do Doppler tissular miocardico na protodiastole (E") e pelo aumento da velocidade
de pico do Doppler tissular miocardico na teledidstole (A"), no tempo de desaceleragdo da
onda E (TDE) e do tempo de relaxamento isovolumétrico corrigido pela frequéncia

cardiaca (TRIVc).

Além disso, a avaliagdo isolada do coragao confirma a disfunc¢ao sistélica e
diastélica, observadas pelas alteragdes na pressao sistolica, na derivada positiva maxima

e minima de pressdo e na capacidade contratil.

Discuss3o 45



Do ponto de vista morfoldgico e estrutural, a DOX culminou em aumento
das camaras cardiacas e da area seccional do midcito (ASM), apesar de ndo influenciar no

peso do VE e VD.

0Os mecanismos moleculares precisos pelos quais a DOX induz a disfung¢ao
cardiaca ainda ndo estdo completamente elucidados. Postula-se que a DOX atua por
multiplos mecanismos de agao. Muitos autores apoiam a visao de que a geracdo de EROs
ap0ds o tratamento com DOX e sua consequente peroxidacdo lipidica, desregulacdo do

calcio e intervenc¢ao no metabolismo energético sdo vias fisiopatoldgicas importantes(>3-

55),

No presente estudo, houve diminuicdo das enzimas catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GSH-Px), porém nao houve aumento da peroxidacao lipidica apés
a administracao de DOX, assim como ndo houve alteracdes na expressao das proteinas

PGC-1a e PPAR-a, demonstrando que, neste estudo, tais vias nao foram afetadas.

Sabendo que a elevacdo da incidéncia de neoplasia € uma tendéncia mundial
devido a varios fatores, incluindo aumento da expectativa de vida, habitos de vida
modernos e polui¢do ambiental e, que a DOX é um dos principais agentes quimioterapicos
utilizados em diversas neoplasias(59), torna-se de fundamental importancia o estudo
acerca dos mecanismos envolvidos neste processo fisiopatoldgico, bem como dos fatores

que podem alterar positivamente ou ndo, o prognostico destes pacientes.

Ao mesmo tempo que a incidéncia de cancer aumenta, € evidente o aumento
do consumo de ANNs como uma alternativa ao consumo de adogantes caléricos, como o
acucar(?8), Dentre estes ANNs, a sucralose é o mais amplamente utilizado(5%), Apesar de
ser considerada segura, estudos recentes apontam que o seu consumo pode apresentar
efeitos adversos, entretanto a literatura ainda ndo apresenta um consenso sobre o

assunto(57-64),

No presente estudo, a suplementacdo com adogante a base de sucralose
piorou a funcao sistélica e diastélica ap6s a administracdo com DOX, o que mostra que

esta ndo pode ser considerada biologicamente inerte.

No que se refere a funcao sistélica, o adogante a base de sucralose na
dosagem de 100 mg/kg de peso por dia diminuiu o DC, apesar de ndo influenciar no VS, o

que pode ser explicado pela reducdo da FC. Cabe ressaltar, que também foi observada
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diminui¢cdo no percentual de encurtamento, o que reforca o dado de piora da funcado
sistdlica. Além disso, mesmo havendo diminuicdo na FC, houve alteracdo da funcao
diastdlica, visto pelo aumento da razdo E/E’e do TRIV corrigido pela FC, o que demonstra

que o adogante a base de sucralose piora tanto a fungao sist6lica quanto diastolica.

0Os mecanismos pelos quais o adogante a base de sucralose interferiu na
disfuncao cardiaca causada pela DOX ainda ndo foram totalmente elucidados, mas os
dados deste estudo revelam que podem estar relacionados com alteragdes de mecanismos
neuro-humorais, uma vez que nao foi observada piora da fun¢ao cardiaca no estudo do
coracdo isolado e, que estes sdo os Unicos fatores que diferem as duas avalia¢des

funcionais utilizadas 61,

Além disso, o adogante a base de sucralose ndo alterou a area seccional do
midcito (ASM) e a expressdo de colageno 1 e 3, evidenciando que o adogante nao agrediu

diretamente o cora¢do, mas acentuou altera¢des neuro-humorais acarretadas pela DOX.

Por nao ser metabolizada pelo organismo, grande parte da sucralose é
excretada pela urina, o que pode estimular a diurese osmoética e contribuir com a
hipovolemia observada apés administracao de DOX, propiciando a diminui¢ao do débito

cardiaco (65),

Sabe-se que a reducdo do débito cardiaco ativa uma série de adaptagdes na
tentativa de manter a homeostasia cardiovascular. Uma das mais importantes é a ativacao
do sistema nervoso simpatico (adrenérgico)(©6).

De fato, estudo demonstrou hiperatividade simpatica em animais tratados
com DOX (67), Uma das vias envolvidas neste processo é a producao de endotelina 1 (ET-
1). AET-1 induz hiperatividade simpatica e secrecdao de vasopressina, que sdo reguladas
pelo barorreflexo arterial, tipicamente prejudicado na insuficiéncia cardiaca(¢8).

Foi demonstrado que as concentracdes plasmaticas de ET-1 estdo
aumentadas em pacientes tratados com DOX(69)., A ET-1 é produzida por muitos tipos de
células, incluindo células endoteliais vasculares, de musculo liso e cardiomidcitos. No
coracao, a ET-1 contribui para a contratilidade miocardica, cronotropia, arritmogénese e
remodelacdo cardiaca apds insuficiéncia cardiaca congestiva(7%. Estudos sugerem que ET-
1 induz disfun¢do mitocondrial e esta envolvida no desenvolvimento de cardiomiopatia

induzida por DOX (69.71),
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Além disso, o 6xido nitrico cardiaco também esta aumentado durante o
desenvolvimento da cardiomiopatia induzida pela DOX("1). Em estudos anteriores, foi
observado que o aumento patolégico de radicais livres, como o 6xido nitrico, estimula a

producdo de ET-1 por células endoteliais em tecidos cardiacos(72).

No que se refere aos efeitos da sucralose na fun¢do endotelial, pouco se
sabe. Porém, em estudo recente os ratos que consumiram sucralose na concentra¢do da
ingestdo diaria aceitavel revelaram uma disfuncao endotelial vascular significativa em
comparacdo com outros grupos(’3). Um mecanismo provavel seria o aumento de
substancias vasoconstritoras que levaria ao aumento da pds-carga e, consequentemente,

a piora da func¢ao ventricular.

Outras hipéteses que explicariam a piora da funcdo cardiaca nos animais
que receberam adogante a base de sucralose sao que o adocgante pioraria o estresse
oxidativo e o metabolismo energético cardiaco que, como ja foi mencionado

anteriormente, sdo mecanismos fisiopatoldgicos importantes da DOX (53-55),

Segundo Kundu et al, asucralose promove o acimulo de EROS e
adipogénese em células estromais mesenquimais derivadas de tecido adiposo humano(74),
Em estudo com carpas, a sucralose, foi capaz de gerar alteracdes no DNA, apoptose e
estresse oxidativo(73).

Ja do ponto de vista metabdlico, estudos associam o consumo de sucralose
com alteragdes no metabolismo de macronutrientes, em especial, da glicose (76.77).

Porém, os resultados deste estudo nao comprovam tais hipoteses, uma vez
que, mesmo o adogante tendo aumentado SOD e CAT, o que poderia sugerir uma resposta
antioxidante adaptativa, ndo houve alteracao na producao de hidroperoéxido de lipidio,
indicando nao haver correlacdo com estresse oxidativo. Da mesma forma, o adogante a
base de sucralose nao interferiu na expressao de proteinas envolvidas com metabolismo
energético cardiaco, PPAR-a e PGC-1a. Tais achados, reforcam ainda mais que ndo houve

lesdo direta ao miocardio apds a suplementagdo com adogante a base de sucralose.

E importante mencionar que a estimativa confiavel da ingestdo de ANNs é
complexa, depende da forma de apresentacao (liquida ou em pé) e do modo de utilizacdo
(saché, colher de sopa, esguicho, entre outras)(’8). No entanto, a quantidade de adogante
a base de sucralose utilizada neste estudo é facilmente ingerida pela populagdo, uma vez

que a média de consumo de ANNs é de um saché por bebida, e que individuos que
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substituem o agtcar pelos ANNs o fazem em todas as bebidas ingeridas ao longo do dia,
além de optarem por consumir alimentos com baixo teor em agucar, que também

apresentam ANNs em sua composi¢ao(79),

Considerando os resultados encontrados neste estudo, torna-se relevante
o aprofundamento do estudo acerca dos mecanismos envolvidos na piora da funcado
cardiaca, apés o consumo de adogante a base de sucralose na cardiotoxicidade aguda

induzida por DOX.
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Conclusao



A DOX gerou alteragdes estruturais e funcionais cardiacas. A suplementacao
com adocante a base de sucralose, piorou as fung¢des sistdlica e diastélica apos
cardiotoxicidade aguda induzida por DOX, apesar de ndo lesar diretamente o miocardio.

Logo, alteragdes neuro-humorais podem estar envolvidas nesse processo.
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