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RESUMO 

 

 

COTRIN, Juliana Cordovil. Efeitos cardiometabólicos do inibidor SGLT2, 
Empagliflozina, em modelo experimental de camundongos C57BL/6 induzido por 
dieta hiperlipídica. 2020. 102 f. Dissertação (Mestrado em Ciências - Biologia 
Humana e Experimental) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, 
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020. 

 
 Os benefícios cardiometabólicos da empagliflozina são multidimensionais e 
alguns mecanismos ainda não foram elucidados. Assim, o objetivo do presente estudo 
é avaliar o efeito do tratamento com empagliflozina em parâmetros biométricos e 
expressão gênica no SRA local cardíaco, vias do estresse oxidativo e do retículo 
endoplasmático (ERE). 40 camundongos C57BL/6 machos foram alimentados com 
uma dieta controle (C) ou high-fat (HF) durante 10 semanas. Após esse período esses 
grupos foram subdivididos (C, CE, HF, HFE) para receber o tratamento com 
empagliflozina (10mg/kg/dia) por 5 semanas. Foram realizadas análises bioquímicas, 
monitoramento da pressão arterial (PA), teste oral de tolerância a glicose, estereologia 
do ventrículo esquerdo (VE), morfometria da área dos cardiomiócitos (A[car]) e RTq-
PCR para genes relacionados ao estresse oxidativo e ERE no VE, assim como 
relacionados à via clássica e contra-regulatória do SRA local do VE. Comparando os 
grupos HF e HFE, o tratamento com empagliflozina reduziu a massa corporal (-7%), 
intolerância a glicose (-5%) e resistência a insulina (-62%), colesterol plasmático total 
(-19%), ácido úrico plasmático (-17%) e PA (-15%). Também reduziu a espessura do 
VE (-15%) e a A[car] (-27%), além de diminuir a expressão de genes relacionados ao 
estresse oxidativo e ERE no VE. O SRA local cardíaco apresentou menor ativação da 
sua via clássica e efeitos positivos sobre a via contra-regulatória. Nossos resultados 
sugerem que a empagliflozina exerceu um efeito cardiometabólico benéfico através 
de mecanismos que podem ser estar relacionados à regulação da via SRA 
corroborando para a redução dos fatores de risco das doenças cardiovasculares. 
 

Palavras-chave: Empagliflozina. Sistema renina angiotensina. Estresse do retículo. 

Dieta hiperlipídica. 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

 

COTRIN, Juliana Cordovil. Cardiometabolic effects of the SGLT2 inhibitor, 
Empagliflozin, in an experimental model of C57BL/6 mice induced by a high-fat diet. 
2020. 102 f. Dissertação (Mestrado em Ciências - Biologia Humana e Experimental) 
– Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de 
Janeiro, Rio de Janeiro, 2020. 

 

The cardiometabolic benefits of empagliflozin are multidimensional and the 
mechanisms have not been elucidated. Thus, the aim of the present study is to 
evaluate the effect of treatment with empagliflozin on biometric parameters and gene 
expression in the local cardiac Renin Angiotensin System (RAS), oxidative stress and 
endoplasmic reticulum (ERS) pathways. Forty male C57BL/6 mice were fed with a 
control or high fat (HF) diets for 10 weeks. After this period, the groups were subdivided 
(C, CE, HF, HFE) and empagliflozin (10mg/kg/day) was administered for 5 weeks. We 
performed biochemical analyzes, blood pressure (BP) monitoring, oral glucose 
tolerance test, left ventricle (LV) stereology, cardiomyocytes area (A[car]) 
morphometry and RT-qPCR for genes related to oxidative stress and ERS in LV, as 
related to classical and counter-regulatory local LV RAS. Comparing HF and HFE 
groups, the treatment with empagliflozin reduced body mass (-7%), glucose 
intolerance (-5%) and insulin resistance (-62%), total plasma cholesterol (-19%), 
plasma uric acid (-17%) and BP (-15%). Also reduced LV thickness (-15%) and A[car] 
(-27%), besides decreasing oxidative stress and ERS related genes in LV. The local 
LV RAS had less activity of the classical pathway and positive effects on counter-
regulatory pathway. Our analysis suggests that empagliflozin exerts beneficial 
cardiometabolic effects beneficial through mechanisms that may be related to the 
regulation of the RAS pathway corroborating for the reduction of risk factors for 
cardiovascular diseases. 

 

Keywords: Empagliflozin. Renin angiotensin pathway. Endoplasmic reticulum. High-

fat diet. 

 

 

 

 

 

 

 

 



LISTA DE FIGURAS 

 

 

Figura 1 – 

Figura 2 – 

Figura 3 – 

Figura 4 – 

Figura 5 – 

Figura 6 – 

 

Figura 7 – 

Figura 8 – 

Figura 9 – 

Figura 10 – 

Figura 11 – 

Figura 12 – 

Figura 13 – 

 

Figura 14 – 

Figura 15 – 

Figura 16 – 

Figura 17 – 

Figura 18 – 

Evolução da placa aterosclerótica.................................................. 

Hipertrofia do ventrículo esquerdo.................................................. 

Via do Sistema Renina Angiotensina............................................. 

Principais efeitos do Sistema Renina Angiotensina no coração..... 

Via do Estresse do retículo endoplasmático.................................... 

Mecanismo de absorção da glicose e ação dos inibidores do 

SGLT2............................................................................................ 

Área teste com a grade de 36 pontos.............................................. 

Evolução na massa corporal........................................................... 

Volume urinário e glicose urinária................................................... 

Teste Oral de Tolerância a Glicose (pré e pós tratamento).............. 

Glicemia de jejum, Insulina plasmática e HOMA-IR........................ 

Evolução da Pressão Arterial Sistólica............................................ 

Espessura da parede do ventrículo esquerdo e Área Seccional 

média dos cardiomiócitos (A[car]) .................................................. 

PCR do Sistema Renina Angiotensina local no coração................. 

PCR do estresse do retículo endoplasmático no coração............... 

PCR do estresso oxidativo no coração............................................ 

Expressão de Plin2 no coração....................................................... 

Resumo gráfico............................................................................... 

22 

23 

27 

32 

35 

 

37 

48 

53 

55 

57 

59 

60 

 

65 

68 

69 

71 

72 

79 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



LISTA DE TABELAS 

 

 

Tabela 1 – 

Tabela 2 – 

Tabela 3 – 

Tabela 4 – 

Tabela 5 – 

 

 

Composição das dietas.................................................................. 

Primers utilizados nas análises de RT-qPCR................................. 

Ingestão alimentar e hídrica........................................................... 

Resultados referentes a bioquímica plasmática.............................. 

Resultados de massa e hidroxiprolina no coração.......................... 

43 

50 

54 

62 

63 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

 

AGS 

AGT 

AHA  

AKT 

Ang  

AT1 

AT2 

ATF 

ATP 

AVC 

Bip 

CHOP 

CMD 

DCV 

DM2 

ECA 

ERE 

EROs 

GADD45 

GLUT 

GRP-78 

HC 

HF 

HME 

IM 

IL-6 

IRE-1 

LDL 

MEC 

MCP-1 

Ácido Graxo Saturado 

Ácido Graxo Trans 

American Heart Association  

Proteína cinase B 

Angiotensina 

Receptor de Angiotensina do tipo 1 

Receptor de Angiotensina do tipo 2 

Activating transcription factor 

Adenosina trifosfato 

Acidente Vascular Cerebral 

Binding immunoglobulin protein 

C/EBP Homologous Protein 

Cardiomiopatia Diabética 

Doença Cardiovascular 

Diabetes Mellitus tipo 2 

Enzima Conversora de Angiotensina 

Estresse do Retículo Endoplasmático 

Espécies Reativas de Oxigênio 

Growth Arrest and DNA Damage-inducible 45 

Transportador de Glicose 

Glucose-regulated protein-78 

Hipertrofia cardíaca 

High Fat 

The Institute for Health Metrics and Evaluation 

Infarto do Miocárdio 

Interleucina-6 

Inositol requiring enzyme 1 

Lipoproteína de baixa intensidade 

Matriz Extracelular 

Monocyte chemoattractant protein-1 



MMP 

MUFA 

NHE3 

NOX 

OMS 

PA 

PERK 

PREDIMED 

PUFA 

PURE 

RE 

SGLT 

SM 

SOD 

SRA 

TG 

TNF-α 

TRAF2 

UPR 

VE 

VLDLr 

XBP1 

Metaloproteínas 

Ácido Graxo mono-insaturado 

Trocador de Sódio e Hidrogênio 

NADPH oxidase 

Organização Mundial da Saúde 

Pressão Arterial 

PKR-like eukaryotic initiation factor 2α kinase 

PREvención con DIeta MEDiterránea 

Ácido Graxo Poli-insaturado 

Estudo Prospectivo Epidemiológico Rural Urbano 

Retículo endoplasmátcio 

Co-transportador de sódio-glicose 

Síndrome Metabólica 

Superóxido Dismutase 

Sistema Renina Angiotensina 

Triglicerídeos 

Tumor Necrosis Factor α 

TNF Receptor Associated Factor 2 

Unfolded Protein Response 

Ventrículo Esquerdo 

Receptor de lipoproteína de intensidade muito baixa 

X-box binding protein 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



SUMÁRIO 

 

 

 INTRODUÇÃO...................................................................................... 14 

1 REVISÃO DE LITERATURA.................................................................  16 

1.1 Dieta Hiperlipídica e Doenças cardiovasculares............................... 16 

1.2 

1.2.1 

1.3 

1.3.1 

1.3.2 

1.4 

1.5 

1.5.1 

2 

2.1 

2.2 

3 

3.1 

3.2 

3.3 

3.4 

3.5 

3.6 

3.7 

3.8 

3.9 

3.10 

3.11 

3.12 

3.13 

4 

4.1 

Doenças cardiovasculares.................................................................. 

Hipertrofia cardíaca................................................................................ 

Sistema Renina Angiotensina............................................................. 

Histórico................................................................................................. 

Sistema Renina Angiotensina Local (coração)....................................... 

Estresse do retículo endoplasmático................................................. 

Os inibidores do co-transportador de sódio-glicose do tipo 2......... 

Empagliflozina....................................................................................... 

OBJETIVOS.......................................................................................... 

Objetivo Geral...................................................................................... 

Objetivos Específicos.......................................................................... 

MATERIAIS E MÉTODOS..................................................................... 

Animais e dietas................................................................................... 

Ingestão alimentar e hídrica e massa corporal.................................. 

Glicose urinária.................................................................................... 

Ácido úrico (urinário e plasmático).................................................... 

Teste Oral de Tolerância à Glicose (TOTG)........................................ 

Análise da Insulina plasmática e HOMA-IR........................................ 

Pressão arterial sistólica..................................................................... 

Morte dos animais................................................................................ 

Bioquímica plasmática........................................................................ 

Estereologia e morfometria do VE...................................................... 

Dosagem de hidroxiprolina................................................................. 

RT-qPCR (Transcriptase reversa-PCR quantitativo)......................... 

Análise de dados.................................................................................. 

RESULTADOS...................................................................................... 

Massa corporal. (MC)........................................................................... 

19 

22 

25 

28 

29 

33 

35 

38 

41 

41 

41 

42 

42 

44 

44 

44 

45 

45 

45 

46 

46 

46 

48 

49 

51 

52 

52 



4.2 

4.3 

4.4 

4.5 

4.6 

4.7 

4.8 

4.9 

4.10 

4.11 

4.11.1 

4.11.2 

4.12 

4.12.1 

4.12.2 

4.13 

4.13.1 

4.13.2 

4.13.3 

4.13.4 

4.14 

4.14.1 

4.14.2 

4.14.3 

4.14.4 

5 

Ingestão alimentar............................................................................... 

Ingestão hídrica................................................................................... 

Volume urinário.................................................................................... 

Glicose urinária.................................................................................... 

Teste oral de tolerância à glicose (TOTG).......................................... 

Glicemia de jejum................................................................................. 

Insulina plasmática.............................................................................. 

HOMA-IR............................................................................................... 

Pressão arterial sistólica..................................................................... 

Bioquímica plasmática........................................................................ 

Triglicerídeos......................................................................................... 

Colesterol total....................................................................................... 

Ácido úrico........................................................................................... 

Ácido úrico plasmático........................................................................... 

Ácido úrico urinário................................................................................. 

Coração................................................................................................ 

Massa do coração e do VE.................................................................... 

Hidroxiprolina......................................................................................... 

Espessura ventricular esquerda............................................................ 

Área seccional média dos cardiomiócitos – A[car]................................ 

PCR....................................................................................................... 

Sistema Renina Angiotensina – VE....................................................... 

Estresse do Retículo Endoplasmático – ERE........................................ 

Estresse Oxidativo................................................................................. 

Gotícula lipídica (Plin2).......................................................................... 

DISCUSSÃO......................................................................................... 

53 

54 

54 

55 

56 

57 

58 

58 

59 

60 

60 

61 

61 

61 

61 

62 

62 

63 

63 

63 

66 

66 

68 

69 

71 

73 

 CONCLUSÃO........................................................................................ 

REFERÊNCIAS..................................................................................... 

ANEXO A – Comitê de ética................................................................... 

ANEXO B – Comprovante de submissão do artigo................................  

80 

81 

97 

98 

 

 



14 
 

INTRODUÇÃO 

 

 

As doenças cardiovasculares (DCVs) são a principal causa de morte no 

mundo, e a cada ano mais pessoas morrem de DCVs do que qualquer outra causa, 

a obesidade é a terceira principal causa de morte por doenças não transmissíveis 

no mundo, atrás apenas das DCVs (1º lugar) e câncer (2º lugar). Além disso, a 

obesidade, atua, juntamente com o diabetes mellitus tipo 2 (DM2), como fator de 

risco para o desenvolvimento de DCV, afetando a estrutura e função cardíaca 

(Htay et al., 2019). 

Os tratamentos atuais para DM2 são baseados em controle glicêmico 

rigoroso, mas ainda não foi relatado um bom efeito na redução das DCVs, 

deixando frequentemente um risco vascular residual (Giugliano et al., 2018). Em 

2008, a Food and Drug Administration publicou diretrizes para garantir que os 

medicamentos para DM2 tivessem segurança cardiovascular como pré-requisito. 

Nesse contexto, foi desenvolvido uma nova classe de agentes anti-

hiperglicêmicos, os inibidores co-transportadores de sódio e glicose tipo 2 (SGLT-

2i), que inibem concomitantemente a reabsorção de glicose e sódio no túbulo 

contorcido proximal renal (Scheen, 2015), resultando em glicosúria e natriurese, 

que se traduz em uma redução aproximada de 0,7 a 1% na hemoglobina glicada, 

uma redução de 5/2 mmHg na pressão arterial (PA) e uma redução de 2 a 3 kg na 

massa corporal (Heerspink et al., 2016). 

  Os benefícios cardiorrenais dos inibidores da SGLT2 são 

multidimensionais (Kuriyama, 2019) e a empagliflozina foi o primeiro fármaco da 

classe a mostrar uma redução significativa no risco de DCV (Zinman et al., 2015). 

Supõe-se que a perda de peso causada pelo medicamento reduz o volume 

plasmático em aproximadamente 7% e possa minimizar a carga cardíaca, 

resultando em melhorias cardiovasculares (Abdul-Ghani et al., 2016). Foi relatado 

que a empagliflozina diminui a fibrose cardíaca, parede arteriolar e estresse 

oxidativo cardiovascular em camundongos obesos (Lin et al., 2014), reduzindo 

também o peso do ventrículo esquerdo (VE) e o diâmetro dos cardiomiócitos 

(Kusaka et al., 2016). 

Outro alvo da empagliflozina é o sistema renina angiotensina (SRA). Cerca 

de 14% dos pacientes com DM2 e hipertensão resistente têm uma hipersecreção 
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do SRA parcial ou completamente autônoma de aldosterona (Umpierrez et al., 

2007). No EMPA-REG-OUTCOME, essa ativação não pode ser facilmente 

demonstrada, uma vez que a grande maioria dos pacientes recebe tratamentos 

que bloqueiam a atividade do SRA (Zinman et al., 2015), consequentemente, a 

redução na mortalidade CV pode ser consequência de uma interação 

farmacológica (SGLT2i + RASi) (Muskiet et al., 2015). 

O SRA também foi descrito como associado à estimulação intracelular da 

produção de espécies reativas de oxigênio (EROs), estimulando Nox2 (NADPH 

oxidase do tipo 2) e Nox4 (NADPH oxidase do tipo 4) e inibindo SOD (Superóxido 

dismutase) e catalase (He et al., 2015). Esse estresse atua aumentando a 

hipertrofia cardíaca (HC) e a PA, ambos fatores que aumentam o estímulo ao 

estresse do retículo endoplasmático (ERE) (Young, 2017; Menikdiwela et al., 

2019). Contudo, sabe-se que há um aumento na atividade das vias circulatórias e 

locais do SRA após o uso de SGLT2i. Além disso, a atividade do SRA local, no 

tecido cardíaco, mostra ativação da via contra-regulatória via Ang (1-7)-receptor 

Mas levando a vasodilatação, efeitos anti-inflamatórios e efeitos inotrópicos 

positivos (He et al., 2015). 

A hipótese de que o efeito cardioprotetor do SGLT-2i esteja relacionado a 

uma ativação do SRA é fascinante, mas até agora dificilmente suportada por 

evidências experimentais. Sendo assim, a hipótese do presente estudo é que o 

tratamento com empagliflozina pode ter efeitos sobre o SRA local do VE 

contribuindo para a redução das alterações cardíacas s causadas por uma dieta 

rica em lipídeos e consequente mudanças na massa corporal, glicose sanguínea, 

PA e alteração no estresse oxidativo e ERE. 
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1. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

1.1 Dieta Hiperlipídica e Doenças cardiovasculares 

 

 

Hábitos alimentares não saudáveis são um fator de risco para doenças não 

transmissíveis em todo o mundo, incluindo DM2, DCVs e até mesmo alguns tipos de 

câncer (Ley et al., 2014; 2017a; Pan et al., 2018). As demandas calóricas do corpo  

são supridas principalmente por carboidratos e gorduras (Trumbo et al., 2002). Além 

da quantidade, as fontes alimentares e tipos de macronutrientes são também 

importantes na compreensão de suas associações com os riscos de doenças (Sacks 

et al., 2017; Ludwig et al., 2018; Reynolds et al., 2019).  

A primeira evidência de que alterações dietéticas poderia influenciar tanto o 

início quanto a progressão das DCVs surgiu em 1908 do cientista russo Alexander 

Ingatowski, que demonstrou que a alta ingestão de colesterol causava o 

desenvolvimento de aterosclerose em coelhos (Konstantinov e Jankovic, 2013). 

Desde então, foram publicados muitos estudos que confirmaram o papel de uma dieta 

rica em gordura na patogênese da aterosclerose, levando à formulação da hipótese 

do colesterol (Keys, 1957). 

Após essas observações, os primeiros estudos começaram a se desenvolver, 

como o pioneiro The Seven Countries Study, que forneceu mais informações sobre o 

impacto da ingestão de diferentes lipídios nas DCVs (Kromhout et al., 1995; Keys, 

1997). Consequentemente, em 1957, quando o Comitê de Nutrição da American Heart 

Association (AHA) divulgou as primeiras recomendações alimentares, eles 

reconheceram que “a dieta pode desempenhar um papel importante na patogênese 

da aterosclerose e o teor de gordura e as calorias totais da dieta provavelmente são 

importantes fatores” (Page et al., 1957). Isso constituiu um marco da abordagem 

baseada em nutrientes para a prevenção e tratamento da DCVs (Ravera et al., 2016). 

Desde 1961, a AHA recomenda a redução da gordura saturada na dieta para 

reduzir o risco de DCVs (1961).  A lógica científica para diminuir a gordura saturada 

na dieta tem sido e permanece baseada em efeitos bem estabelecidos da gordura 

saturada para aumentar a lipoproteína de baixa densidade (LDL), uma das principais 
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causas de aterosclerose e outras alterações relacionadas às DCVs (Nettleton et al., 

2016). 

Os mecanismos subjacentes aos efeitos da gordura presente na dieta nas 

DCVs permanecem incertos. A gordura saturada pode contribuir para as DCVs por 

meio de mecanismos de estresse inflamatório e oxidativo. Enquanto, o ácido graxo 

poliinsaturado (PUFA) pode diminuir a produção de espécies inflamatórias e reativas 

de oxigênio (Calder, 2006), o ácido graxo saturado (AGS) e os ácidos graxos trans 

(AGT) podem aumentar o estresse pró-inflamatório e oxidativo (Munoz e Costa, 2013; 

Longhi et al., 2018) contribuindo para o desenvolvimento de DCVs (Sverdlov et al., 

2016; Ruparelia et al., 2017).  

Estudos prévios investigaram a relação entre gordura da dieta e risco 

cardiovascular (Houston et al., 2011; Estruch et al., 2013; Guasch-Ferre et al., 2015), 

o estudo PREvención con DIeta MEDiterránea (PREDIMED) demonstrou que as 

dietas mediterrâneas, ricas em PUFA e ácido graxo monoinsaturado (MUFA), com 

baixo teor de AGS e AGT, foram associados a eventos reduzidos de DCVs (Estruch 

et al., 2013). Por outro lado, o estudo Prospectivo Epidemiológico Rural Urbano 

(PURE) relatou que a gordura total e os tipos de gordura não estavam associados a 

DCVs ou mortalidade, no entanto, a gordura saturada apresentava uma associação 

inversa a quantidade de acidente vascular cerebral (AVC) (Dehghan et al., 2017). 

Esses estudos avaliando o impacto da ingestão de gordura saturada na saúde 

metabólica são inconclusivos, com resultados amplamente variáveis (Houston, 2018). 

Outro exemplo é um estudo prospectivo recente, que demonstrou que a ingestão de 

gordura saturada de cadeia longa estava positivamente associada ao risco de 

mortalidade, enquanto o consumo de AGS de cadeia média estava negativamente 

associado ao risco de mortalidade (Zhuang et al., 2019). Claramente, essas 

discrepâncias provavelmente se devem, em parte, à heterogeneidade do AGS, já que 

esses podem variar significantemente em comprimento e estrutura do carbono 

dependendo da fonte da dieta (Bainbridge et al., 2016). 

A Diretriz da AHA/American College of Cardiology de 2013 sobre 

gerenciamento de estilo de vida para reduzir o risco cardiovascular (Jensen et al., 

2014) recomenda um padrão alimentar de 5 a 6% das calorias provenientes dos 

ácidos graxos saturados para redução do colesterol LDL. A Organização Mundial de 

Saúde (OMS) e as Diretrizes Dietéticas para Americanos de 2010 recomendam limitar 

a ingestão dos AGS em menos de 10% da energia total da dieta (McGuire, 2011). 
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Além disso, as Diretrizes Dietéticas para Americanos de 2010 recomendam a redução 

de AGS para <7% de energia, a fim de obter uma redução adicional do risco de DCV. 

As recomendações brasileiras da I Diretriz sobre o consumo de   Gorduras e Saúde 

Cardiovascular seguem a mesma linha  (Santos et al., 2013). 

Dietas hiperlipídicas têm recebido atenção devido ao seu potencial impacto na 

saúde, o excesso de lipídios, ou seus metabólitos e derivados, por exemplo, prejudica 

a sinalização da insulina e ativa a inflamação hepática, muscular esquelética e 

cardíaca. A resistência à insulina está intrinsecamente ligada a um metabolismo 

desregulado de AGS (Gueant et al., 2014). 

A lipotoxicidade cardíaca é o resultado de um desequilíbrio entre a captação e 

utilização de lipídios, geralmente manifestada como lipídio acumulado no miocárdio 

(Li et al., 2018b). O acúmulo intracelular de lipídios do miocárdio ocorre após o infarto 

do miocárdio (IM), o que diminui a função cardíaca. A expressão do receptor VLDL 

(VLDLr) promove o acúmulo total de triglicerídeos (TG) e aumenta a mortalidade em 

camundongos, aumentando o ERE em cardiomiócitos hipóxicos e corações 

isquêmicos. O ERE e o acúmulo de lipídios são diminuídos nos camundongos 

knockout para VLDLr, seguidos por lipotoxicidade cardíaca melhorada, remodelação 

patológica e função cardíaca, o que sugere que a normalização das concentrações de 

lipídios pela inibição do ERE após o IM pode melhorar a função miocárdica e servir 

como alvo para o tratamento da lipotoxicidade cardíaca (Perman et al., 2011).  

A ingestão excessiva de gordura predispõe a um risco maior de lipidemia pós-

prandial prejudicada, que desencadeia um estado pró-inflamatório e resulta em 

aumento do risco DCVs (Astrup et al., 2011). Entretanto, diferentes efeitos são 

causados por diferentes tipos de gordura consumida, também dependendo dos 

polimorfismos genéticos (Kremmyda et al., 2011). O aumento da ingestão de AGS 

está ligado ao aumento do colesterol LDL plasmático e ao aumento do risco de DCV 

(Astrup et al., 2011), assim como os AGT (Tardy et al., 2011).  

Por outro lado, a alta ingestão de MUFA, como azeite, tem se mostrado 

cardioprotetora, resultando em aumento do colesterol HDL e diminuição do colesterol 

LDL (Gillingham et al., 2011). No que diz respeito aos PUFAs, vários estudos 

demonstraram que seu efeito é benéfico comparado aos AGS (Astrup et al., 2011).  

Em modelo experimental, a dieta hiperlipídica (high-fat diet - HF) ou western 

diet, exerce efeitos negativos, aumentando o peso corporal e a deposição de gordura, 

aumentando a concentração de glicose, lipídios e ácido úrico sanguíneos, causando 
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resistência à insulina e elevando a pressão sanguínea (Fraulob et al., 2010; Frantz et 

al., 2014; de Oliveira Sa et al., 2017; Camelo et al., 2019; Petito-da-Silva et al., 2019).  

Especificamente no coração, esse tipo de dieta parece promover uma HC mal-

adaptativa, resultando em contratilidade prejudicada sob condições basais (Fang et 

al., 2008; Calligaris et al., 2013), aumento a suscetibilidade do miocárdio à isquemia 

(Thakker et al., 2008; Liu et al., 2014), aumento de estresse oxidativo (Boudina e Abel, 

2010), ativação de sinalização adrenérgica (Iuchi et al., 2017) e formação de placa 

aterosclerótica (Leng et al., 2016). Estudos anteriores do nosso grupo utilizando 

camundongos C57BL6, mostram a influência da dieta HF  aumentando a massa do 

coração, a espessura da parede do VE, hipertrofia de cardiomiócitos, e expressão de 

genes relacionados à via clássica do SRA (de Oliveira Sa et al., 2017; Camelo et al., 

2019).  

 

 

1.2 Doenças Cardiovasculares 

 

Entre 2005 e 2015, as mortes por DCVs aumentaram cerca de 12,5%, e hoje, 

correspondem a 1/3 de todas as mortes globalmente. Por outro lado, as mortes por 

DCVs relacionadas à idade diminuíram 15,6% nesse mesmo período. Mais de 95% 

são atribuíveis a doença cardíaca isquêmica, AVC, hipertensão, cardiopatia (que 

resulta em insuficiência cardíaca), cardiomiopatia, cardiopatia reumática e fibrilação 

atrial (Joseph et al., 2017). 

É estimado que por ano 700 mil pessoas morram por doenças 

cardiometabólicas nos Estados Unidos e 50% dessas mortes são diretamente 

relacionadas à dieta (Yu et al., 2018). 64% dos americanos obesos e diabéticos 

desenvolvem alguma complicação cardiovascular (Bhupathiraju e Hu, 2016). Nos 

Estados Unidos, Europa e Austrália a prevalência de hipertensão está entre 60 e 75% 

(2017b). No Brasil, as DCVs são a maior causa de morte no país, correspondendo em 

2011 a 31% de todas as mortes no país (Ribeiro et al., 2016).  

Entre os fatores de risco para desenvolvimento das DCVs estão o fumo, 

excesso de peso corporal, baixa prática de atividade física e consumo excessivo de 

álcool. Esses comportamentos são frequentemente relacionados a características 
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socio econômicas, psicológicas e fatores biológicos, como idade e raça (Niakouei et 

al., 2020).  

Além disso, condições como diabetes, pressão alta, aterosclerose, 

hipercolesterolemia, ácido úrico plasmático elevado, disfunção endotelial, estresse 

oxidativo e inflamação também estão relacionadas com o risco de DCVs, e muitas 

vezes podem ser prevenidas por hábitos alimentares mais saudáveis e prática de 

atividade física (2002; Maloberti et al., 2020).   

A Síndrome Metabólica (SM) está presente em cerca de 20-30% da população 

geral e é definida por um conjunto de fatores de risco cardiovascular que incluem 

hipertensão arterial, obesidade abdominal, alto colesterol LDL, TG e glicemia de jejum 

elevados. Pelo menos três desses fatores devem estar presentes para o diagnóstico 

da SM (Santilli et al., 2017). Sozinha, a SM, é capaz de  aumentar em duas vezes o 

risco de desenvolver DCVs (Despres e Lemieux, 2006). Pacientes obesos com 

diabetes e hipertensão tem uma incidência de cardiopatia isquêmica maior que 30% 

(Zekry et al., 2012), além de apresentarem trombose venosa profunda e artrite 

periférica (Piazza et al., 2012). Em 2015, 17.92 milhões de pessoas morreram por 

DCV, sendo 80% dessas mortes ocorridas em países de baixa e média renda (Roth 

et al., 2017).  

Além disso, estudos recentes demonstraram que o ERE tem uma estreita 

relação com o metabolismo lipídico e as DCV (Drevinge et al., 2013; Li et al., 2018b). 

Algumas evidências sugerem que quando insulina de jejum, apolipoproteína B e LDL 

estão aumentados, o risco de DCV é maior do que seria calculado usando apenas 

fatores de risco tradicionais, como idade, sexo, tabagismo, PA, colesterol e diabetes.  

Em alguns pacientes diabéticos obesos, a cardiomiopatia diabética (CMD) se 

apresenta como caracterizada por disfunção contrátil específica do músculo cardíaco 

(Boudina e Abel, 2010). Em roedores obesos e diabéticos, o início da CMD inclui 

disfunção diastólica (Basu et al., 2009), hipertrofia dos cardiomiócitos, fibrose 

intersticial  (Li et al., 2012) e acúmulo progressivo de lipídios (Pulinilkunnil et al., 2013), 

o que são sintomas precursores de insuficiência cardíaca (Trivedi et al., 2016).  

Em 1953, Ancel Keys publicou uma proposta de ligação entre a gordura da dieta 

e as DCVs (Keys, 1953). Nesse estudo, Ancel mostra uma ligação da dieta com o 

aumento do colesterol sanguíneo e discute a influência desse colesterol no 

desenvolvimento de aterosclerose e comorbidades associadas, tal como a diabetes. 
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 Com isso, por muitas décadas, a etiologia das DCVs esteve associada ao 

consumo de gorduras alimentares, em especial aos AGS (Beermann et al., 2003). 

Mas, certos produtos que contêm gordura saturada, como laticínios, nozes e óleos 

vegetais, na verdade podem promover uma melhor saúde cardiovascular (Del Razo 

Olvera et al., 2017). Um estudo feito com 7500 indivíduos com alto risco de DCV 

consumindo uma dieta mediterrânea, rica nesses alimentos,  demonstrou uma 

redução de 30% no risco de DCV (Estruch et al., 2018). 

A relação gordura saturada e fator de risco cardiovascular é demonstrada tanto 

em humanos quanto em roedores, onde um aumento na saturação de gordura na dieta 

contribui para aumentar a PA sistólica e diastólica (Grimsgaard et al., 1999; Tamaya-

Mori et al., 2002).  A sobrecarga de AG danifica o miocárdio através da alta oxidação 

e acúmulo de espécies lipídicas tóxicas no miocárdio (Duncan, 2008), apresentando 

lipotoxicidade (Unger, 2003).  

A oxidação do LDL, formando ox-LDL, é responsável por uma resposta 

inflamatória que aumenta a expressão de molécula de adesão celular vascular-1, a 

seletina E e a seletina P no endotélio. Essa resposta fornece as condições necessárias 

para a quimiotaxia, onde as células sanguíneas são recrutadas para o local lesionado, 

como a parede arterial no caso de arteriosclerose. Após a entrada na túnica íntima, 

os monócitos sofrem diferenciação em macrófagos, que absorvem o ox-LDL para se 

transformar em células espumosas. As células espumosas funcionam como células 

apresentadoras de antígenos e ativam monócitos e células T circulantes. Eles também 

secretam mediadores para perpetuar ainda mais a inflamação e estimulam a migração 

de células musculares lisas para o espaço subendotelial contribuindo para o aumento 

da proliferação de células musculares lisas e formação de fibrose. Esse fenômeno 

pode ocorrer tanto na parede de vasos sanguíneos, aumentado sua rigidez, quanto 

na parede do coração (Lee et al., 2017), figura 1. 
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Figura1: Evolução da placa aterosclerótica  

Legenda: A partícula de LDL (1) entra na túnica íntima dos vasos atraindo monócitos que se 
diferenciam em macrófagos (2). O LDL oxidado é fagocitado pelo macrófago, que se 
transforma em célula espumosa (3) induzindo a diferenciação de fibroblastos no endotélio 
vascular e levando a um espessamento da mesma através da deposição de colágeno (4).   

Fonte: O autor 

 

1.2.1 Hipertrofia cardíaca   

 

A HC pode ser uma resposta adaptativa à sobrecarga de pressão ou volume, e 

é uma causa independente de mortalidade por DCV (Walsh-Wilkinson et al., 2019), 

ou um processo fisiopatológico essencial que leva à insuficiência cardíaca, 

hipertensão e IM (Riaz et al., 2017). Embora as etiologias dessas doenças sejam 

diferentes, elas compartilham várias vias em termos de eventos moleculares, 

bioquímicos e mecânicos (Cohn et al., 2000). 

Vários distúrbios herdados do metabolismo de AG são caracterizados por HC 

e CMD (Kelly e Strauss, 1994). Isso foi relatado em um estudo em que foi demonstrado 

que o excesso de AGS e/ou PUFA na alimentação modifica claramente a expressão 

dos genes associados à hipertrofia, sobrecarregado pelo aumento de pressão 

ativando a proteína ativadora 1 (AP1) e as vias de transdução de sinal da proteína 

quinase ativada por mitogênio (MAPK) (Foldes et al., 2006). A qualidade da gordura 

também molda a estrutura cardíaca, ativando e alterando fatores específicos do 

coração. Uma dieta com uma mistura adequada de AGs, rica em AGs benéficos e 

pobre em AGs prejudiciais, é necessária para manter a saúde cardíaca (Cerf, 2018). 

Contudo, vários mecanismos biológicos têm sido implicados no remodelamento 
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cardíaco induzido pela obesidade, incluindo estresse oxidativo, vias inflamatórias, 

sinalização de insulina e ativação do SRA (Lima et al., 2019). 

O remodelamento cardíaco pode ser definido como alterações moleculares, 

celulares, intersticiais e na expressão do genoma que se manifestam clinicamente 

como alterações no tamanho, forma e função do coração após lesão cardíaca. O 

processo de remodelação cardíaca é influenciado por carga hemodinâmica, ativação 

neuro-hormonal, SRA e outros fatores ainda sob investigação. O miócito é a principal 

célula cardíaca envolvida no processo de remodelação. Outros componentes 

envolvidos incluem o interstício, fibroblastos, colágeno e vasculatura coronária; 

processos relevantes também incluem isquemia, necrose celular e apoptose (Cohn et 

al., 2000). 

A remodelação da matriz extracelular (MEC) é um importante colaborador da 

remodelação cardíaca. O rompimento da estrutura da rede da MEC interrompe a 

conexão entre cardiomiócitos e vasos sanguíneos, comprometendo a integridade 

estrutural e a função do coração. Um excesso de produção e o acúmulo de proteínas 

estruturais da MEC resultam em maior rigidez do miocárdio e impedem a contração e 

o relaxamento ventriculares, levando à arquitetura e função distorcidas do coração (Lu 

et al., 2011). 

A manutenção de um sistema cardíaco saudável depende da biossíntese 

controlada, maturação, função e quebra de proteínas da MEC. A remodelação da 

MEC ocorre através de uma variedade de modificações pós-traducionais, que podem 

ser enzimáticas ou não enzimáticas. Entre as modificações enzimáticas, o 

processamento e a degradação proteolítica estão entre os mais importantes. Por meio 

da proteólise, proteases como catepsinas e metaloproteinases (MMPs) liberam fatores 

bioativos, que influenciam o crescimento, a morfogênese e os processos patológicos, 

modificando a estrutura da MEC. Embora a atividade proteolítica permita a 

degradação de proteínas mal dobradas ou com mau funcionamento, a desregulação 

dessas enzimas proteolíticas pode causar um desequilíbrio entre a síntese e a 

degradação das proteínas da MEC, como o colágeno, resultando em remodelação 

descontrolada (Riaz et al., 2017). 

MMP-1 e MMP-13 são capazes de degradar o colágeno intacto e 

proteoglicanos (Riaz et al., 2017). Em um modelo de ratos com CMD foram relatadas 

concentrações aumentadas de mRNA de MMP-2, MMP-9 e TIMP-1 (tissue inhibitor of 

MMP) duas semanas após a indução (Matsumoto et al., 2009). Já é claro na literatura 
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que a ativação diferencial de MMPs específicas resulta na progressão do 

remodelamento cardíaco (Riaz et al., 2017). 

O miocárdio contém colágeno tipos I e III como principais colágenos fibrilares. 

Esses colágenos são constantemente sintetizados e secretados como pro-colágenos 

no espaço intersticial. O aumento da renovação do colágeno tem sido associado à 

fibrose miocárdica e desempenha um papel importante na determinação das 

propriedades funcionais da vasculatura arterial e do miocárdio ventricular. Um 

acúmulo exagerado de colágenos fibrilares tipo I e III ocorrem em toda a parede livre 

e septo interventricular de pacientes com hipertensão primária e hipertrofia do VE (dos 

Santos Moreira et al., 2015), figura 2. 

O excesso de colágeno do miocárdio observado na hipertensão é um resultado 

do aumento da síntese de colágeno e da degradação inalterada ou diminuída. O 

desenvolvimento dessa hipertrofia depende tanto do SRA, que gera angiotensina II 

(Moniwa et al., 2013), quanto do estresse mecânico que ativa uma via de fosforilação 

via proteína quinase nos cardiomiócitos (dos Santos Moreira et al., 2015). 

 

Figura 2: Hipertrofia do ventrículo esquerdo.  

Legenda: Coração saudável (1), após receber uma dieta rica em gordura, aumenta a quantidade de 
gotículas de gordura no coração e também o tamanho dessas gotículas (2), além disso, existe 
uma desordem na produção-degradação de colágeno, que se acumula no interstício celular. 
Junto com isso os cardiomiócitos aumentam de tamanho (3). A hipertrofia dos cardiomiócitos 
somada ao acúmulo de colágeno intersticial forma uma rede fibrótica no ventrículo esquerdo.   

Fonte: O autor 
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1.3 Sistema Renina Angiotensina 

 

Como o nome indica, renina e angiotensina são dois componentes críticos que 

formam o sistema. A renina é secretada pelas células  justa glomerulares nos rins 

(Gomez e Sequeira-Lopez, 2018). O precursor da renina, chamado pró-renina, é uma 

proteína de 406 aminoácidos de comprimento, cujo processamento forma a proteína 

ativa (Wu et al., 2008). A pró-renina pode ser ativada proteoliticamente no rim pela 

convertase 1 neuroendócrina ou catepsina B e não proteoliticamente em muitos 

tecidos pelo receptor renina/pró-renina. A renina, em sua forma ativa, possui 340 

aminoácidos (Bouhnik et al., 1987). Essa enzima também é considerada um hormônio, 

por suas funções de sinalização (Brown, 2007). Baixa PA, cloreto de sódio baixo e 

atividade do sistema nervoso simpático levam à sua expressão (Drenjancevic-Peric et 

al., 2011). Sua função é a hidrolise do angiotensinogênio, secretado pelo fígado, em 

angiotensina I (Ang I) (Verdecchia et al., 2008). O nível plasmático de 

angiotensinogênio pode ser aumentado pelas concentrações de corticosteroide, 

estrogênio, hormônio tireoidiano e angiotensina II (Ang II) (Verdecchia et al., 2008). A 

Ang I sofre uma quebra nos capilares pulmonares, células endoteliais e células 

epiteliais renais pela enzima conversora de angiotensina ligada ao endotélio (ECA1). 

Essa enzima, uma carboxipeptidase converte a Ang I no peptídeo Ang II (Bernstein et 

al., 2014). A Ang II é uma molécula efetora versátil, com papel autócrino e parácrino, 

que cruza quase todos os sistemas (Peach e Dostal, 1990; Durante et al., 2012). 

Figura 3. 

Os mecanismos funcionais da Ang II foram estudados extensivamente, ela 

interage com um receptor acoplado à proteína G chamado receptor de angiotensina 

do tipo 1 (AT1), estimulando a proteína Gq nas células do músculo liso vascular para 

ativar a fosfolipase C, aumentando o cálcio intracelular e ativando a via das MAPK 

(Berk e Corson, 1997).  

Também existem outras formas degradadas da Ang II que dão origem a uma 

segunda via do SRA, contra regulando a via clássica, descrita acima. Nessa via, a 

Ang II sofre degradação pela enzima conversora de angiotensina do tipo 2 (ECA2) 

(Wysocki et al., 2010; Deshotels et al., 2014; Varagic et al., 2014). Os substratos 

identificados para ECA2 incluem Ang I e Ang II, que são clivados respectivamente em 

um nonapeptídeo, a Ang (1-9), e um heptapeptídeo, a Ang (1-7). A conversão de Ang 

II em Ang (1-7) é a via de preferência, com uma eficiência 500 vezes maior em 
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comparação com a via de clivagem Ang I (Tipnis et al., 2000; Crackower et al., 2002; 

Ferrario, 2006). A ligação de Ang (1-7) ao receptor Mas, também acoplado à proteína 

G, leva à inibição da atividade da ERK1/2 MAPK, de forma contrária a ação de Ang II 

no receptor AT1, que estimula essa via (Gallagher et al., 2008). 

Ainda nessa via não clássica, a Ang II pode agir através do receptor de 

angiotensina do tipo 2 (AT2) tendo efeitos opostos aos estimulados por AT1. Os 

mecanismos de sinalização mediados pela ligação da Ang II aos receptores AT2 são 

pouco definidos. Uma revisão de Carey e colaboradores relata que a ligação de Ang 

II aos receptores AT2 resulta na ativação da fosfotirosina fosfatase e consequente 

inibição da via das MAPK (Carey et al., 2000), assim como ocorre na ligação de Ang(1-

7) ao receptor Mas.  
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Figura 3: Via do Sistema Renina Angiotensina 

Legenda: O fígado recebe um estímulo, como por exemplo o aumento de angiotensina II e 
produz angiotensinogênio (1). A síntese de renina é realizada pelas células justa 
glomerulares, nos rins (2). Seu estímulo pode vir, por exemplo, da baixa pressão 
arterial. A renina age sobre o angiotensinogênio o transformando em angiotensina I 
(3). Nos capilares pulmonares, a enzima conversora de angiotensina (ECA1) é 
sintetizada (4). A ECA1 age transformando angiotensina I em angiotensina II 
circulante (5). A angiotensina II é capaz de aumentar a produção de 
angiotensigonênio e também de aumentar a pressão sanguínea.  

Fonte: O autor 
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1.3.1 Histórico 

 

O SRA é um dos sistemas hormonais filogeneticamente mais antigos e, 

consequentemente, bem conservado de espécies mais primitivas para espécies 

altamente desenvolvidas (Liang et al., 2004). Antigamente, o SRA servia 

principalmente para equilibrar a homeostase eletrolítica em tempos de falta de sal. 

Além disso, está substancialmente envolvido na manutenção da circulação corporal 

em situações de rápida perda de volume. Quando superativado, o SRA contribui para 

muitas comorbidades, como hipertensão, danos nos órgãos terminais relacionados à 

hipertensão, aterosclerose ou danos nos órgãos terminais diabéticos (Steckelings et 

al., 2009). 

A descoberta científica do SRA começou com Robert Tigerstedt e Bergmann, 

em 1898, que injetaram homogenatos renais de um coelho saudável em outro coelho 

saudável e observaram um aumento da pressão sanguínea (Kunikullaya et al., 2012). 

Tigerstedt e Bergmann concluíram que o tecido renal aparentemente continha um 

composto pressor e -com base em sua origem- denominou a substância 'renina'. 

A decifração da cascata enzimática, que leva à síntese de Ang II, só se deu 

entre 1939 e 1954, quando os grupos de Eduardo Braun-Menendez, de Buenos Aires, 

e Irvine Page, de Indianápolis, descobriram que não a renina, mas a Ang II (na época 

denominada hipertensina ou angiotonina) era a molécula eficaz do SRA, e quando 

Leonard Skeggs descreveu pela primeira vez a conversão de Ang I em Ang II pela 

ECA1 (Braun-Menendez et al., 1940; Page e Helmer, 1940; Skeggs et al., 1954). 

No entanto, as ações da angiotensina não se limitam à regulação da PA e 

eletrólitos. Duas descobertas importantes relacionadas ao SRA contribuíram 

substancialmente para uma visão muito mais ampla das capacidades do SRA: 

primeiro de que o SRA não é apenas um sistema hormonal circulante, mas também 

existem os chamados SRA locais ou teciduais com síntese local de Ang II, 

independentemente de qualquer suprimento de componentes do SRA sanguíneo 

(Ganten et al., 1971) e a segunda descoberta foi de que a angiotensina também 

poderia agir por outro receptor mediando efeitos opostos, o receptor AT2 (Stoll et al., 

1995). 

Meio século após a descoberta da ECA1, um novo homólogo da enzima, 

denominado ECA2, foi identificado (Tipnis et al., 2000). A ECA1, além de converter 

Ang I em Ang II, inativa bradicinina, um peptídeo vasodilatador, potencializando, 
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assim, a resposta vasopressora mediada por Ang II (Griendling et al., 1993; Phillips e 

de Oliveira, 2008) . A ECA2 é expressa predominantemente no coração, rins e 

testículos, e em um nível mais baixo em uma ampla variedade de tecidos (Crackower 

et al., 2002; Ferrario, 2006).  Juntos, ECA1 e ECA2 contrabalançam a concentração 

de Ang II e Ang(1-7), permitindo um equilíbrio entre seus efeitos. Finalmente, em 

2003, Santos e colaboradores descreveram um receptor específico para a Ang(1-7), 

o receptor Mas (Santos et al., 2003).  

 

 

1.3.2 Sistema Renina Angiotensina Local (coração)  

 

O avanço das técnicas de biologia molecular permitiu a identificação de um 

SRA de produção e ação local em diversos órgãos, incluindo vasos sanguíneos, rins, 

glândula suprarrenal, cérebro, hipófise anterior, útero e coração. Em particular, existia 

um grande interesse no estudo do SRA nos órgãos que contribuem para a 

homeostase cardiorrenal, ou seja, rim, adrenal, cérebro e coração (Dzau, 1987). 

Enquanto o SRA circulante tem um papel crítico na preservação da homeostase 

cardiorrenal de curto prazo por meio de alterações no tônus vascular, liberação de 

aldosterona e reabsorção renal de sódio e água, o SRA cardíaco local influencia o 

controle a longo prazo da resistência vascular mediada pela Ang II e portanto, o fluxo 

sanguíneo, e efeitos de estímulo do crescimento (Varagic e Frohlich, 2002).  

Todos os componentes do SRA circulante são expressos no coração. O 

angiotensinogênio é expresso em todas as partes do coração, inclusive nos 

cardiomiócitos e fibroblastos (Dzau et al., 1987; Hellmann et al., 1988; Dostal et al., 

1992). A ECA é expressa principalmente no endotélio e fibroblastos e contribui para a 

geração local de Ang II (Katwa et al., 1995). O mRNA para renina também já foi 

localizado nos diferentes compartimentos cardíacos (Dzau et al., 1987; Endo-

Mochizuki et al., 1995; Zhang et al., 1995), e a renina e pró-renina circulantes são de 

forma eficaz captados para dentro do tecido cardíaco (van Kesteren et al., 1997). Os 

receptores AT1 e AT2 também são expressos (Rogers et al., 1986; Sechi et al., 1992), 

e o receptor Mas está principalmente expresso em cardiomiócitos (Santos et al., 

2006). 

 Além dessas evidências, baseadas em métodos de biologia molecular, a 

funcionalidade do SRA cardíaco local tem sido apoiada por estudos que demonstram 
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efeitos cardiovasculares benéficos dos inibidores da ECA que são independentes da 

inibição sistêmica da ECA plasmática (Unger et al., 1985). Além disso, não é 

comprovada uma correlação entre a eficácia dos inibidores da ECA ou bloqueadores 

dos receptores da angiotensina e atividade da renina plasmática, sugerindo um 

envolvimento mais local e direto do SRA (Varagic e Frohlich, 2002).  

O SRA possui uma importante relação com a fisiopatologia da obesidade. O 

aumento de Ang II, atuando através do receptor AT1, estimula a via das MAPK 

iniciando a transcrição de genes relacionados ao crescimento celular, culminando em 

uma hipertrofia de cardiomiócitos (Ruwhof e van der Laarse, 2000). Esse aumento de 

Ang II também colabora para a resistência à insulina, SM  (Cooper et al., 2007) e 

fibrose cardíaca (Guan et al., 2019). Estudos demonstram que vários componentes 

do SRA estão aumentados em pacientes obesos, incluindo angiotensinogênio, renina 

e ECA1 (Engeli et al., 2005). A ECA1 além de ser responsável pelo mecanismo de 

vasoconstrição também é considerada relacionada com inflamação, remodelamento 

vascular, trombose, apoptose e eventualmente ruptura plaquetária, enquanto ECA2 é 

relatada como um gene anti-obesogênico (Guan et al., 2019)..  

Entre os processos pró-inflamatórios, os receptores AT1 podem regular a 

expressão da NOX (Yan et al., 2015), aumentando Nox1 (Salazar, 2018) e Nox4 

(Zhang et al., 2019), nas células musculares lisas. Também aumenta a produção de 

EROs  e diminui a expressão de enzimas anti-oxidantes, como a SOD2 (Salazar, 

2018). Além disso, os receptores AT1 podem estimular a liberação de diferentes tipos 

de citocinas, como TNF-α (Fatores de Necrose Tumoral α), IL-6 (Interleucina-6) e 

MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) envolvidas no remodelamento cardíaco. 

Existe também a hipótese que a ativação do receptor AT1 pode estar associada ao 

acúmulo epicárdico de gordura e inflamação (Mascolo et al., 2019). 

Ainda através da ativação de AT1, a Ang II possui propriedades inotrópicas 

positivas (Koch-Weser, 1965) e também facilita a liberação de norepinefrina a partir 

das terminações nervosas simpáticas participando da contratilidade cardíaca (Dzau, 

1988). A Ang II também possui efeito no crescimento e proliferação de miócitos, 

aumentando a síntese e massa desse tipo celular, através de uma ação direta no 

núcleo celular (Dzau, 1988).  

Também já foi demonstrado uma ação de Ang II via ativação do receptor AT2, 

inibindo a proliferação e o crescimento celular, além de induzir a apoptose (Johren et 

al., 2004). Vários relatórios demonstraram o envolvimento do receptor AT2 no controle 
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da homeostase cardiovascular, contribuindo para vasodilatação, natriurese, 

diminuição da inflamação e da proliferação dos cardiomiócitos (de Albuquerque Rocha 

et al., 2018). A ativação do receptor AT2 promove efeitos benéficos ao sistema 

cardiovascular, reduzindo o tamanho do infarto e melhorando a função cardíaca após 

o IM (Kaschina et al., 2008). Além disso, a estimulação a longo prazo do receptor AT2 

reduz a PA (Ali et al., 2013) e aumenta oxido nítrico (Katada e Majima, 2002) em ratos 

obesos, e a deleção dele impediu a HC e a fibrose induzidas por sobrecarga de 

pressão ou Ang II (Senbonmatsu et al., 2000; Ichihara et al., 2001). 

Macedo e colaboradores relataram o efeito cardioprotetor de um ativador da 

ECA2, o aceturato de diminazeno, na hipertrofia dos cardiomiócitos (Macedo et al., 

2016). Qi e colaboradores relataram que o aceturato de diminazeno atenua as DCV 

induzidas pela isquemia, melhorando a atividade da ECA2. O aceturato de diminazeno 

também atenua a remodelação do VE, o infarto pós-miocárdico e desempenha um 

papel importante no tratamento do IM. A ECA2 ativa as células progenitoras 

endoteliais circulantes no sangue, o que diminui as células inflamatórias e aumenta 

as células progenitoras cardíacas na região de peri-infarto cardíacas (Qi et al., 2013). 

De fato, o papel da ECA2 como ponto de pivô que regula a formação dos 

peptídeos protetores Ang(1-9) e Ang(1-7), em parte pela diminuição das 

concentrações de Ang I e Ang II, respectivamente, pode representar um etapa crítica 

na modulação das ações da Ang II na etiopatogenia da DCVs (Ferrario, 2006).  

Crackower e colaboradores (Crackower et al., 2002) mostraram que a deleção 

de ECA2 em camundongos resulta em Ang II cardíaca e plasmática elevada, 

juntamente com contratilidade cardíaca prejudicada e dilatação do VE. Cao Xi e 

colaboradores (Cao et al., 2019) também realizaram um estudo com a deleção de 

ECA2, relatando piora no ERE, através da diminuição de expressão de Chop (Proteína 

homóloga a C/EBP/ C/EBP Homologous Protein) e Akt (Proteína cinase B). Essa 

relação da via Ang(1-7)-receptor Mas com o ERE também já foi mostrada por Murugan 

e colaboradores (Murugan et al., 2015). 

A super expressão cardíaca da ECA2 exerce influência protetora sobre o 

coração durante o IM, preservando a função cardíaca, o movimento e contratilidade 

da parede do VE, atenuando o afinamento da parede do VE (Billingsley et al., 2018), 

realizando vasodilatação, natriurese, diurese, redução do estresse oxidativo e da taxa 

de proliferação dos cardiomiócitos (Cerf, 2018). A Ang(1–7), através do receptor Mas, 

promove a liberação de óxido nítrico, a fosforilação de Akt, efeitos anti-inflamatórios, 
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anti-fibróticos e de diminuição do estresse oxidativo, através do aumento da SOD (Lin 

et al., 2016) e contribui para remodelação cardíaca juntamente com a vasodilatação e 

a redução da hipertrofia, trombose (Mascolo et al., 2019) e diminuição do crescimento 

de cardiomiócitos (Tallant et al., 2005). Figura 4 

 

Figura 4: Principais efeitos do Sistema Renina Angiotensina no coração 

Legenda: Ações do Sistema Renina Angiotensina no coração através de cada um dos 
receptores disponíveis (AT1r, AT2r e MASr). A angiotensina II é capaz de 
causar hipertrofia cardíaca, proliferação de cardiomiócitos, vasoconstrição, 
trombose, aumento da pressão arterial, da inflamação, de noroepinefrina, 
apoptose e do estresse oxidativo quando age via receptor AT1. No receptor 
AT2, ela possui efeito contrário aqueles estimulados pelo receptor AT1. 
Quando a angiotensina II é convertida em Ang(1-7) pela enzima ECA2, ela 
passa a agir pelo receptor Mas, como ações semelhantes as do receptor AT2: 
vasoconstrição, diurese e diminuição da proliferação de cardiomiócitos, da 
hipertrofia cardíaca, inflamação e estresse do retículo endoplasmático. 

Fonte: O autor 
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1.4 Estresse do Retículo Endoplasmático - ERE 

 

O retículo endoplasmático (RE) é uma rede membranosa responsável pela 

síntese, maturação e tráfego de uma grande variedade de proteínas, homeostase do 

cálcio e desenvolve um papel importante no metabolismo de lipídios (Li et al., 2018b). 

Possui um papel regulador central de proteínas dobradas e controle de qualidade 

(Hotamisligil, 2010).  

Todas as proteínas que entram na via do RE são dobradas com o auxílio de 

chaperonas moleculares e então transportadas para o Complexo de Golgi. As 

proteínas desdobradas ou malformadas são retidas, translocadas ao citoplasma e 

degradadas pelos proteassomas (Yoshida, 2007).  

O ERE é desencadeado por uma perda de homeostase no RE, causando o 

acúmulo de proteínas mal dobradas dentro do lúmen do RE. Estímulos como hipóxia, 

privação de glicose, alteração redox celular, acúmulo de proteínas não dobradas e/ou 

mal dobradas, homeostase de cálcio perturbada e alguns gatilhos químicos (Minamino 

et al., 2010; Groenendyk et al., 2013). O ERE moderado pode aumentar a capacidade 

do RE de lidar com o estresse inicial, no entanto, o estresse prolongado e excessivo 

desencadeia a morte celular apoptótica pela ativação ou regulação positiva do CHOP, 

caspase-12 e GADD45 (Fator indutor de dano ao DNA/ Growth Arrest and DNA 

Damage-inducible 45) (Minamino et al., 2010; Martinez-Pizarro et al., 2016). 

Evidências crescentes implicam o ERE na fisiopatologia das DCVs, incluindo doença 

cardíaca isquêmica, aterosclerose, cardiomiopatia e insuficiência cardíaca 

(Groenendyk et al., 2010; Minamino et al., 2010). 

As células respondem ao ERE ativando a resposta da proteína desdobrada 

(UPR; unfolded protein response), que consiste em três sistemas de sinalização 

principais iniciados pelos sensores de estresse: PERK (fator 2 de iniciação eucariótica 

semelhante à PKR/ PKR-like eukaryotic initiation factor 2α kinase), IRE-1 (inositol 
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requerendo a enzima 1/ inositol requiring enzyme 1) e ATF6 (ativando o fator de 

transcrição 6/activating  transcription factor 6). Cada via ativa fatores de transcrição 

que medeiam a indução de uma variedade de genes de resposta ao ERE, como ATF4, 

CHOP e XBP1 (proteína 1 de ligação à caixa X/ X-box binding protein 1) (Lai et al., 

2007). Acredita-se que todas as três proteínas transmembranares residentes no RE 

percebam o ERE através da ligação e liberação da Bip (proteína de ligação de 

imunoglobulina/ binding immunoglobulin protein) (Lai et al., 2007).  

Em um RE com o funcionamento normal e livre de estresse, estas 3 proteínas 

transmembranas são ligadas a Bip, em seus domínios intraluminais, permanecendo 

inativos (Shen et al., 2002). O acúmulo de proteínas mal-dobradas e aumento de carga 

proteica no RE resulta no recrutamento da Bip dissociando das 3 proteínas da UPR 

levando a ativação destas (Li et al., 2015).  

Em condições cardíacas específicas, como sobrecarga de pressão (Okada et 

al., 2004) ou isquemia (Azfer et al., 2006), possui um estímulo para o ERE que 

provavelmente contribui para a disfunção dos cardiomiócitos após o acúmulo de 

lipídios mediado pelo estresse (Han e Kaufman, 2016).   

A hipertensão causa a ativação da UPR (Ge et al., 2015), o objetivo principal 

da UPR é promover a sobrevivência dos cardiomiócitos, eliminando organelas 

danificadas; entretanto, sua ativação excessiva parece desencadear a morte celular, 

o que contribui para os principais distúrbios cardiovasculares (Mialet-Perez e Vindis, 

2017). 

A PERK é um transdutor de sinal transmembrana do RE e mais intimamente 

relacionado ao estresse oxidativo (Ochoa et al., 2018). PERK é responsável pela 

ativação de ATF4. O ATF4 regula a tradução de proteínas durante o ERE e estimula 

a expressão de CHOP e GADD45, que induzem a apoptose celular (Salvador et al., 
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2013). Portanto, o impedimento desta via de sinalização pode reduzir a apoptose de 

cardiomiócitos induzida por ERE e prevenir DCVs (Wu et al., 2019). Figura 5 

 

Figura 5: Via Estresse do retículo endoplasmático 

Legenda: Uma dieta rica em lipídeos causa acúmulo de proteínas mal dobradas no retículo 
endoplasmático. Esse acúmulo estimula ativação da PERK e subsequente fosforilação 
de elF2α, que irá ativar ATF4. O ATF4 estimula a transcrição de CHOP e GADD45. 
CHOP e GADD45 sob condições fisiológicas levam a sobrevivência celular, mas sob 
estresse contínuo estimulam apoptose celular. 

Fonte: O autor 

 

 

1.5 Os inibidores do co-transportador de sódio-glicose do tipo 2  

 

Infelizmente, apenas menos da metade dos pacientes diabéticos recebe 

tratamento e menos ainda atingem níveis de glicemia que evitam a morbidade 

associada à doença, contribuindo assim para o desenvolvimento de complicações 

graves a longo prazo, macrovasculares (doença arterial coronariana e AVC e/ou 

microvasculares (retinopatia, neuropatia, nefropatia e outras microangiopatias), que 

podem ter caráter agudo ou crônico (Vieira et al., 2019). 

O benefício cardiovascular dos medicamentos antidiabéticos tem se tornado 

cada vez mais uma área de interesse. Rosiglitazona, sulfoniluréias e insulina são três 

antidiabéticos tradicionais que já foram, anteriormente, associados a um maior risco 

cardiovascular em pacientes com DM2 (Singh et al., 2013). Por isso, em 2008 a Food 
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and Drugs determinou que todo novo medicamento para DM2 tivesse um benefício 

cardiovascular como pré-requisito, e assim surgiram os inibidores do co-transportador 

de sódio-glicose do tipo 2 (SGLT2) (Yoon et al., 2011).  

Essa classe de medicamentos age inibindo a reabsorção da glicose nos rins e 

assim, diminuem a hiperglicemia, com ação independente da insulina. Cerca de 90% 

da filtração de glicose nos glomérulos é reabsorvida no túbulo contorcido proximal 

através dos SGLT2, os outros 10% são reabsorvidos na parte distal pelos SGLT1. Os 

SGLTs são proteínas localizadas na membrana apical e são capazes de transportar 

glicose junto com o sódio contra a concentração de gradiente da célula (Lee e Han, 

2007). 

Esse mecanismo é controlado por uma bomba de sódio-potássio dependente 

de adenosina trifosfato (ATP). Uma vez no espaço intracelular, a glicose passa por 

difusão passiva para a membrana basolateral chegando à corrente sanguínea por um 

transportador de glicose do tipo 2 (GLUT2). Se a glicose sanguínea excede a excreção 

de glicose do túbulo renal em 180mg/dL, ocorre o fenômeno de glicosúria (Pancholia, 

2018), Figura 6. 

As propriedades farmacocinéticas favoráveis dos inibidores do SGLT2 são sua 

excelente biodisponibilidade oral, meia-vida de eliminação bastante longa, que 

permite uma única administração diária, índice de acumulo reduzido, ausência de 

metabólitos ativos, excreção renal limitada e baixo risco de interação com outros 

fármacos (Scheen, 2015). 

Vários inibidores do SGLT2 são comercializados em todo o mundo, como a 

dapagliflozina, canagliflozina e empagliflozina, ipragliflozina, luseogliflozina e 

tofogliflozina. Também são relevantes a ertugliflozina e a remogliflozina, entre outras, 

que já estão na fase tardia do desenvolvimento (Scheen, 2015). Eles podem ser 

usados em monoterapia em pacientes tratados com dieta ou combinados com 

qualquer outro agente anti-glicêmico (Scheen, 2015). 
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Figura 6: Mecanismo de absorção da glicose e ação dos inibidores do SGLT2 

Legenda: A glicose passa do lúmen renal para as células através do SGLT2, para chegar ao 
sangue a glicose utiliza o transportador GLUT2. Os inibidores do SGLT2 inibem esse 
processo, diminuindo a absorção de glicose e, então, a hiperglicemia.  

Fonte: Adaptado de Petito-da-Silva (2019) 

 

Esses medicamentos foram desenvolvidos baseados na estrutura da Florizina 

que é um inibidor de SGLT1 e SGLT2 natural (White, 2015), encontrado na raiz da 

casca, folhas, brotos e frutos da macieira, com alta afinidade pelo SGLT2 (Hummel et 

al., 2011), e tem sido usado por mais de 100-150 anos para induzir glicosúria (Chasis 

et al., 1933). 

Os inibidores do SGLT2 documentaram um bom perfil de segurança, com baixo 

risco de hipoglicemia, devido ao seu efeito glicose dependente (Pancholia, 2018), e 

alto risco de infecções do trato urinário e de órgãos genitais, provavelmente devido ao 

aumento urinário (Scheen, 2015).  

A proteção renal por inibidores de SGLT2 depende basicamente da modulação 

do feedback túbulo-glomerular (Kuriyama, 2019). Uma das principais causas que 

progride na nefropatia diabética é a hiperfiltração glomerular. O aumento na entrega 

de sódio à mácula densa, causada pela inibição do SGLT2, aumenta o feedback 

túbulo-glomerular, levando à vasoconstrição arteriolar aferente, reduzindo assim a 
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pressão intraglomerular, resultando em diminuição da hiperfiltração e preservação 

renal (Steven et al., 2017).  

Embora o SGLT2 não seja facilmente detectado no coração (Di Franco et al., 

2017), o SGLT1 parece ter grande expressão no coração de humanos, ratos e 

camundongos, sendo regulada em diabetes e insuficiência cardíaca (Uthman et al., 

2018). A associação entre a quantidade/função de expressão de SGLT1 e a inibição 

de SGLT2 não estão estabelecidas; mesmo se considerados de alta relevância na 

fisiopatogenia da CMD e insuficiência cardíaca (Kaplan et al., 2018). Nos rins, a 

inibição do SGLT2 aumenta a reabsorção feita pelo SGLT1, o que pode ter um efeito 

direto na mudança no metabolismo do miocárdio, através de uma resposta humoral 

que aumenta a quantidade de SGLT1 no coração  (Pancholia, 2018).  

Como os inibidores do SGLT2 agem no coração ainda é pouco sabido. Um dos 

mecanismos propostos, além da hipoglicemia, consiste na mudança de combustível 

cardíaco de AG à cetonas, controlando adipocinas pré e pós inflamatórias pela 

inibição do trocador de sódio e hidrogênio do tipo 3 (NH3) (Lahnwong et al., 2018).  

 

 

1.5.1 Empagliflozina  

 

A empagliflozina, o inibidor do SGLT2 com maior seletividade comparado ao 

SGLT1 (>2500 vezes), está disponível no mercado com o nome fantasia Jardiance 

em doses de 10mg e 25mg, e possui entre 90 e 97% de biodisponibilidade, e uma 

meia vida em torno de 13h (Shubrook et al., 2015).  

Seus efeitos colaterais mais relatados foram infecções do trato urinário, 

infecções micóticas genitais e dislipidemia. Devido às suas propriedades diuréticas 

relacionadas à depleção de volume, desidratação, hipotensão, hipovolemia e síncope 

também foram relatadas. A Food And Drugs Administration emitiu um alerta para a 

Gangrena de Fournier, um tipo de fasceíte necrosante do períneo. Foram registrados 

doze casos e todos os doze foram hospitalizados, necessitando de desbridamento 

cirúrgico (Fitchett et al., 2019; Schwaiger et al., 2019). 

Nos pacientes com DM2, a excreção urinária de glicose aumenta 

aproximadamente 64g por dia com 10 mg de empagliflozina e 78 gramas por dia com 

25 mg. A empagliflozina reduz a carga de sódio e volume, causando contração 

intravascular através de suas propriedades diuréticas e natriuréticas (Home, 2019).  
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O EMPA-REG OUTCOME, um estudo com 7020 indivíduos, avaliou os efeitos 

renais e cardiovasculares a longo prazo da empagliflozina em pacientes com DM2, 

alto risco cardiovascular e taxa de filtração glomerular ≥ 30 ml/min (Zinman et al., 

2015). Neste estudo, juntamente com a empagliflozina, cerca de 80% dos pacientes 

foram tratados com um inibidor da ECA ou com antagonista do receptor AT1 como 

parte de seu tratamento padrão. O estudo constatou que a empagliflozina reduziu a 

taxa de incidentes ou piora da nefropatia, com uma redução relativa do risco de 39%. 

O tratamento com empagliflozina também reduziu o risco de morte por DCV, 

hospitalização por insuficiência cardíaca e morte por qualquer causa, com reduções 

de risco relativo de 38%, 35% e 32%, respectivamente, mas não alterou o risco de IM 

não fatal ou AVC não fatal (Zinman et al., 2015).  

Uma explicação possível para o efeito protetor cardíaco e renal da inibição do 

SGLT2 são os efeitos pleiotrópicos associados; isto é, a indução de múltiplos 

processos que têm uma influência benéfica sinérgica nos sistemas renal e 

cardiovascular (Vallon e Thomson, 2017).  

A inibição de SGLT2 atenua a hiper-reabsorção tubular proximal primária nos 

rins no diabetes, aumentando o sinal de feedback túbulo-glomerular na mácula densa 

(Steven et al., 2017) e pressão hidrostática no espaço de Bowman. Isso reduz a 

hiperfiltração glomerular, afetando beneficamente a filtragem da albumina e o trabalho 

de transporte tubular (Vallon e Thomson, 2017). 

Pela inibição da reabsorção de sódio e glicose ocorre uma diurese osmótica 

que contribui para a diminuição da pré carga, do estiramento ventricular e de arritmias. 

Essa diurese osmótica também contribui para diminuição na rigidez arterial, no peso 

e nas concentrações séricos de ácido úrico, além de reduzir a pressão sistólica e 

diastólica (Vallon e Thomson, 2017; Zhao et al., 2018; Filippatos et al., 2019) e 

aumentar a excreção de creatinina (Cherney et al., 2014b). A diminuição no peso 

corporal contribui para redução da pressão arterial e de massa gorda que atinge o 

coração, diminuindo a morbidade cardiovascular por diminuição de inflamação, fibrose 

e arritmias (Poirier et al., 2006).  

Existe um aumento na atividade do SRA devido à contração do volume 

plasmático.  No entanto, foi sugerido uma atuação através das vias não clássicas do 

SRA. Já foi observada a ativação da via da Ang(1-7) levando a vasodilatação, efeitos 

anti-inflamatórios e efeitos inotrópicos positivos (Filippatos et al., 2019). 
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Em cultura de células, a empagliflozina mostrou ter um efeito positivo na 

diminuição na fibrose e em marcadores de inflamação renal (Panchapakesan et al., 

2013). Estudos experimentais com camundongos obesos e diabéticos demonstraram 

um efeito da empagliflozina reduzindo a hipertrofia glomerular (Gembardt et al., 2014) 

e melhorando a fibrose cardíaca, espessamento da artéria coronária e infiltração de 

macrófagos, sugerindo um efeito cardíaco direto na atenuação do estresse oxidativo 

no miocárdio (Lin et al., 2014).  Também já foi relatado sua relação diminuindo a 

esteatose cardíaca junto com a diminuição da expressão de transportadores de 

lipídeos no coração (Aragon-Herrera et al., 2019), e a mudança metabólica cardíaca 

na oxidação de lipídeos (Lee et al., 2019).  

 Além disso, Verma e colaboradores reportou o uso de empagliflozina em uma 

dose de 10mg/dia durante 3 meses diminuindo a massa do VE e melhorando a função 

diastólica em humanos (Verma et al., 2016), os mesmos resultados foram encontrados 

por Li e colaboradores em um tratamento com a mesma dose por 8 semanas em 

camundongos (Li et al., 2019). Em camundongos db/db, um tratamento de 10 

semanas diminuiu a infiltração de macrófagos no interstício cardíaco, o estresse 

oxidativo tanto cardíaco quanto arterial e melhorou a fibrose cardíaca, arterial (Lin et 

al., 2014) e renal (Gallo et al., 2016), a melhora arterial também já foi observada com 

8 semanas de tratamento (Cherney et al., 2014a). Jigheh e colaboradores relataram 

que um tratamento de 4 semanas com uma dose de 10mg/dia diminui a inflamação, 

estresse oxidativo e apoptose renal em ratos Wistar diabéticos (Ashrafi Jigheh et al., 

2019).  Kusaka e colaboradores também já mostraram a empagliflozina melhorando 

estresse oxidativo, massa do VE, tamanho dos cardiomiócitos e fibrose (Kusaka et al., 

2016). 

Em duas doses testadas, 10 mg/kg/dia e 30 mg/kg/dia, a empagliflozina 

demonstrou melhorar as relações de volume médio de pressão e contratilidade 

ventricular, além de aliviar as alterações histopatológicas e a apoptose dos 

cardiomiócitos induzida por ERE, regulando as proteínas CHOP, Caspase-12, GRP-

78 (Glucose-regulated protein-78) e TRAF2 (TNF Receptor Associated Factor 2) em 

modelo de CMD induzida por estreptozotocina (Zhou e Wu, 2017). Em níveis 

moleculares, a empagliflozina já foi relatada aumentando a expressão de Sod2 

(Mizuno et al., 2018; Ashrafi Jigheh et al., 2019; Li et al., 2019) e Catalase (Mizuno et 

al., 2018) e diminuindo Timp-2 (Ashrafi Jigheh et al., 2020), Nox1, Nox2 (Oelze et al., 

2014; Yang et al., 2019) e Nox4 (Li et al., 2019). 
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar os efeitos da Empagliflozina no coração de camundongos C57Bl/6 

alimentados com dieta hiperlipídica. 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

• Induzir alterações metabólicas através de dieta hiperlipídica e 

posteriormente tratar com empagliflozina 

• Avaliar a ingestão alimentar, massa corporal e pressão arterial 

• Realizar análises bioquímicas plasmáticas e urinárias 

• Analisar a morfologia cardíaca e a quantificação estereológica 

• Avaliar as vias do SRA, estresse oxidativo e ERE do coração através de 

expressão gênica 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 



42 
 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1 Animais e dietas 

 

 O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Animais da 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro (CEUA 031/2017), e os procedimentos 

ocorreram de acordo com as diretrizes de experimentação animal (NIH Publication 

No, 85-23, revisada em 1996). Foram utilizados camundongos machos da cepa 

C57BL\6 com três meses de idade mantidos em micro-isoladores em prateleiras 

ventiladas (Sistema Nexgen, Allentown Inc., PA, EUA) e sob condições controladas 

de temperatura (20 ± 2ºC) e umidade (60%). Foi utilizado o ciclo claro-escuro de 

12/12h e livre acesso a água e comida. 

O experimento utilizou 40 animais, que, ao início do experimento, foram 

divididos aleatoriamente em dois grupos (n=20/grupo) que receberam diferentes 

dietas durante as primeiras 10 semanas de experimento: dieta controle (C; 10% da 

energia provinda de lipídeos) e dieta rica em gordura (high-fat diet, HF; 50% da energia 

provinda de lipídeos). A dietas foram fornecidas pela Prag Soluções (Jau, Brasil). O 

conteúdo mineral e vitamínico das dietas foi idêntico obedecendo as diretrizes da 

American Institute of Nutrition de manutenção (AIN-93M)  (Reeves et al., 1993) 

(Tabela 1).  
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Tabela 1 - Composição das dietas 

  Dietas 

Nutrientes C HF 

Caseína (≥ proteína 85%) (g) 140,0 175,0 

Amido de milho (g) 620,7 347,7 

Sacarose (g) 100,0 100,0 

Banha de porco (g) --- 238,0 

Óleo de soja (g) 40,0 40,0 

Fibras (g) 50,0 50,0 

Mix de vitaminas (g) 10,0 10,0 

Mix de minerais (g) 35,0 35,0 

Antioxidante (g) 0,008 0,060 

Total (g) 1000 1000 

Energia (Kcal) 3802,8 5000 

Carboidrato (% energia) 76 36 

Proteínas (% energia) 14 14 

Lipídios (% energia) 10 50 

  

Após as 10 semanas iniciais, os animais foram novamente divididos. Nos 

grupos C e HF foram selecionados aleatoriamente 10 animais para receber o 

tratamento com Empagliflozina (Jardiance, Boehringer Ingelheim 

Pharmaceuticals,10mg/kg/dia adicionada à dieta) durante 5 semanas, formando 

quatro grupos (n=10/grupo): 

 

a.  Grupo controle – C; não tratado, alimentado com dieta controle; 

b.  Controle + Empagliflozina – CE; tratado com Empagliflozina, alimentado com 

dieta controle; 
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c.   Grupo hiperlipídico – HF; não tratado, alimentado com dieta HF; 

d.  Grupo hiperlipídico + Empagliflozina – HFE; tratado com Empagliflozina, 

alimentado com dieta HF. 

 

 

3.2 Ingestão alimentar e hídrica e massa corporal  

 

As ingestões alimentar e hídrica foram avaliadas diariamente, e foi calculado a 

diferença entre a quantidade de alimento e água oferecidos e a quantidade restante 

após 24h. Os resultados foram apresentados em grama (g) e mililitros (mL), 

respectivamente. A massa corporal (MC) foi avaliada uma vez por semana em uma 

balança de precisão (modelo B320H, Shimadzu, Brasil). 

 

 

3.3 Glicose urinária  

 

 Ao final das 15 semanas experimentais, os animais foram mantidos 

individualmente em gaiolas metabólicas e climatizados pelo período de 24h. Nas 24h 

seguintes, a urina foi coletada e posteriormente armazenada a -20°C até ao momento 

da análise. A glicose urinária foi detectada com tiras reagentes de glicose (Alamar,SP, 

Brasil). 

 

 

3.4 Ácido Úrico (urinário e plasmático) 

 

Para análise do ácido úrico urinário, utilizou-se uma alíquota de urina de 25 µl 

como volume final, com diluição de 1:10 em água para a determinação enzimática do 

ácido úrico por método colorimétrico enzimático utilizando um espectrofotómetro 

automatizado e kit comercial. A intensidade da cor de tonalidade cereja formada é 

diretamente proporcional à concentração de ácido úrico na amostra (Sistema Bioclin 

II, Quibasa Ltda, Belo Horizonte, MG, Brasil). De modo semelhante foi realizada a 

análise do ácido úrico plasmático, utilizando 25 µl de plasma coletado por punção 

cardíaca no momento do sacrifício. Foi utilizado heparina para evitar coagulação.  

 



45 
 

3.5 Teste Oral de Tolerância à Glicose e Glicose (TOTG) 

 

 O TOTG foi realizado após as primeiras 10 semanas de experimento e antes 

da eutanásia. Os animais permaneceram em jejum por 6h e então receberam 1g de 

glicose/kg através de gavagem orogástrica (25% em solução salina estéril, 

0,9%NaCl). Em seguida, o sangue foi coletado da veia da cauda através de um 

glicosímetro (Accu-chek, Roche Diagnostics) nos tempos 0, 15, 30, 60 e 120 minutos. 

A comparação entre grupos baseou-se na área sob a curva (versão Prism 8,0 para 

Windows; Software GraphPad, La Jolla CA, EUA). O tempo 0 foi considerado a 

glicemia de jejum. 

 

 

3.6 Análise da Insulina Plasmática e HOMA-IR 

 

 A concentração plasmática de insulina foi avaliada por ELISA (Ensaio de 

imunoabsorção enzimática) utilizando um kit comercial (Cat, #EZRMI-13K, Milipore, 

Missouri, EUA) com o equipamento TP Reader Termoplate (Tek Instruments Inc. 

Highland Park, EUA). Para o cálculo do HOMA-IR (índice HOMA para avaliação da 

resistência à insulina), foi utilizada a fórmula: 

                                     
𝐼 ×𝐺

22,5
                                  (1) 

onde I é a insulina em jejum (μU/mL), e G é a glicemia em jejum (mg/dL) (Katz 

et al., 2000). 

 

 

3.7 Pressão arterial sistólica 

 

Os animais foram ambientados durante 2 semanas, pré experimentais, para 

minimizar o estresse da manipulação e do tempo de permanência no equipamento. 

Após esse período, uma vez por semana, durante todo o experimento, os animais 

foram mantidos aquecidos utilizando uma plataforma de aquecimento e a pressão foi 
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aferida pelo método não-invasivo da pletismografia caudal (Insight, Ribeirao Preto, 

SP, Brazil).  Utilizou-se a média de 3 aferições por animal para a medida da PA 

sistólica final. 

 

 

3.8 Morte dos animais 

 

Após quinze semanas de experimento, os animais jejuaram durante a noite por 

6h e foram anestesiados com Ketamina (240 mg/kg) e Xilazina (30 mg/kg) por via 

intraperitoneal. O sangue foi coletado por punção cardíaca e centrifugado em 

temperatura ambiente para obter plasma (120xg por 15 min). Foi utilizado heparina 

para evitar coagulação. O plasma obtido foi armazenado individualmente a -80ºC para 

futuras análises. 

 

 

3.9  Bioquímica plasmática 

 

Colesterol total e TG plasmáticos foram quantificados pelo método colorimétrico 

enzimático, utilizando um espectrofotômetro automático e kits comerciais 

(BioclinSystem II,QuibasaLtda. Belo Horizonte, MG,Brasil). 

 

 

3.10 Estereologia e morfometria do VE 

 

 O coração foi dissecado e pesado pelo método de Scherle, assim como o VE. 

O comprimento da tíbia esquerda foi medido para normalizar a massa do VE (Yin et 

al., 1982). Algumas amostras do VE foram fixadas por 48 horas (formaldeído a 4% 

w/v, 0,1M de tampão fosfato, pH 7,2), outras foram armazenadas a -80ºC para 

análises moleculares.  

Os fragmentos antes fixados, foram incorporados a Paraplast Plus (Sigma-

Aldrich, St, Louis, MO, EUA), e seccionados em uma espessura de 5μm. Coração foi 

corado com Hematoxilina-Eosina. Imagens digitais foram tiradas com um microscópio 

BX51 (Olympus, Tóquio; Japão) e uma câmera Infinity 1-5c (Lumenera, Ottawa, 

Canadá). A espessura do VE foi medida na borda livre com auxílio do software Image 
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Pro Plus v. 7.01 para Windows (Media Cybernetics, Silver Spring, EUA). Foram 

realizadas 3 medições e a média entre elas foi considerada como resultado final. 

Foi aplicada uma anáilse estereológica para estimativa da área seccional média 

dos cardiomiócitos, simbolizada pela sigla (A[car]). Para isso, foi obtido, cinquenta 

campos longitudinais aleatórios para cada grupo e foi utilizada a viodeomicroscopia 

para análise dos cortes, utilizando um sistema teste composto por uma área teste 

conhecida (AT) com 36 pontos. A AT possui duas linhas proibidas e as estruturas que 

as tocavam não eram contadas para evitar uma super estimação. A densidade de 

volume de cardiomiócitos (Vv [car) foi estimada por contagem de pontos para isso foi 

utilizada a seguinte fórmula: 

                                              𝑉𝑣 =
𝑃𝑝

𝑃𝑡⁄                               (2)                                                         

onde Pp (pontos parciais) é o número de pontos que tocam os 

cardiomiócitos/glomérulos e Pt (pontos totais) é o número total de pontos na área teste 

(=36).  

A área seccional média, (A[car]), foi realizada para caracterizar a hipertrofia dos 

cardiomiócitos e estimada como:  

𝐴[𝑐𝑎𝑟] =  
𝑉𝑣[𝑐𝑎𝑟]

2 × 𝑄𝑎⁄ .                                      (3) 

Onde 

𝑄𝑎[𝑐𝑎𝑟] =  
𝑁[𝑐𝑎𝑟]

𝐴𝑇⁄                              (4) 

 sendo N o número de núcleos de cardiomiócitos contados na AT, considerando 

a linha proibida e suas extensões (Mandarim-de-Lacerda, 2003). A figura 7 ilustra o 

teste descrito. Todas as análises de estereologia e morfometria foram cegas para que 

não houvesse interferência dos resultados. 
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Figura 7: Área teste com a grade de 36 pontos 

Legenda: Área teste gerada pelo programa stepanizer. As linhas pontilhas foram 

consideradas linhas proibidas e qualquer núcleo de cardiomiócito que tocasse 

nelas não foi considerado. As setas indicam núcleos de cardiomiócitos, corados 

com hematoxilina e eosina. 

Fonte: O autor 

 

 

3.11 Dosagem de hidroxiprolina 

  

A parte mais apical dos VEs retirados no momento do sacrifício e fixados em 

formaldeído, não foi utilizada para os métodos de coloração, sob uma lupa foram 

dissecados retirando uma fina camada de tecido de toda a superfície luminal e da 

parede externa para remover o colágeno do tecido conjuntivo subendorcárdico e 

membranas pericárdicas. 

 O VE obtido foi cortado em partes menores e lavado em água destilada por três 

vezes de 30 minutos cada, imerso em acetona por 24h e submetido a duas trocas de 

24h cada em 40mL de clorofórmio:metanol (2:1) à temperatura ambiente. O solvente 

foi decantado e após incubação a 60ºC por 30 minutos, foi obtida uma preparação de 
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tecido miocárdico seco e desengordurado. Esse tecido foi pesado obtendo cerca de 

4-8mg/amostra. Cada amostra preparação foi hidrolisada em 1mL de HCl por 18h a 

118ºC (Cabral et al., 2003) e a concentração de colágeno total foi então determinada 

por um ensaio colorimétrico de hidroxiprolina (Bergman e Loxley, 1969) utilizando 

trans-4-hidroxi-L-prolina (Sigma-Aldrich, H54409) como padrão. Os resultados foram 

expressos em microgramas de hidroxiprolina por miligrama de tecido seco e sem 

gordura. 

 

 

3.12 RT-qPCR (Transcriptase reversa-PCR quantitativo)  

 

O RT-qPCR foi realizado para detectar a expressão de mRNA de genes 

relacionados ao estresse oxidativo, ERE e SRA. O RNA total do coração foi extraído 

usando Trizol (Invitrogen, CA, EUA). A concentração de mRNA foi determinada por 

espectroscopia usando o equipamento NanoVue (GE Life Sciences), 1μg de RNA foi 

aliquotado e a DNAase (Invitrogen) foi adicionado. O cDNA foi sintetizado utilizando 

iniciadores Oligo (dT) e transcriptase reversa Superscript III (Invitrogen, CA, EUA). O 

PCR foi realizado usando o termociclador Biorad CFX96 e SYBR Green (Invitrogen, 

CA, EUA). O gene da β-actina foi usado como um controle endógeno para corrigir a 

expressão dos genes alvo. A eficiência da corrida dos genes alvo e do gene endógeno 

foi aproximadamente igual, sendo calculada por diluições seriadas do cDNA. As 

reações de PCR foram realizadas seguindo um programa de desnaturação e ativação 

da polimerase (4 min a 95ºC), com 44 ciclos, cada qual consistindo de 95ºC por 10s e 

60ºC por 15s, seguido por uma curva de fusão (60-95ºC, com uma taxa de 

aquecimento de 0,1ºC/s). Os controles negativos consistiram em que o cDNA foi 

substituído por água desionizada. A relação de expressão relativa de mRNA foi 

calculada pela equação 2–ΔΔCt–ΔCt, onde CT expressa a diferença entre o número 

de ciclos dos genes alvo e o controle endógeno.  

Os primers foram projetados usando o software on-line Primer3 web versão 

4,0,0. Sequências de primers sentido e antisentido utilizadas para amplificação são 

descritas na tabela 2.  
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Tabela 2 - Primers utilizados nas análises de RT-qPCR 

Primers (5′–3′) Sequências 

β actina Forward TGTTACCAACTGGGACGACA 

β actina Reverse GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA 

Plin2  Forward AATATGCACAGTGCCAACCA 

Plin2 Reverse CGATGCTTCTCTTCCACTCC 

Renina Forward ACCTTGCTTGTGGGATTCAC 

Renina Reverse CCTGATCCGTAGTGGATGGT 

Eca Forward GTGGCTGGAAGAGCAGAATC 

Eca Reverse GCCTTGGCTTCATCAGTCTC 

Eca2 Forward CAACAGAAGCCAGACAACA 

Eca2 Reverse GCCTTGGCTTCATCAGTCTC 

At1r Forward CCCTGGCTGACTTATGCTTT 

At1r Reverse ACATAGGTGATTGCCGAAGG 

At2r Forward GAAGCTCCGCAGTGTGTTTA 

At2r Reverse TGGCTAGGCTGATTACATGC 

Masr Forward TTCTCCACCATCAACAGCAG 

Masr Reverse CCTGGGTTGCATTTCATCTT 

Atf4 Forward CCGAGATGAGCTTCCTGAAC 

Aft4 Reverse ACCCATGAGGTTTCAAGTGC 

Chop Forward CTGCCTTTCACCTTGGAGAC 

Chop Reverse CGTTTCCTGGGGATGAGATA 

Gadd45 Forward GCGAGAACGACATCAACATC 

Gadd45 Reverse GTTCGTCACCAGCACACAGT 

Nox4 Forward TCTCAGGTGTGCATGTAGCC 

Nox4 Reverse TTGCTGCATTCAGTTCAAGG 

Catalase Forward TTGACAGAGAGCGGATTCCT 

Catalase Reverse TCTGGTGATATCGTGGGTGA 

Sod1 Forward TGGTGGTCCATGAGAAACAA 

Sod1 Reverse AATCCCAATCACTCCACAGG 

Sod2 Forward CAGGACCCATTGCAAGGAA 

Sod2 Reverse GTGCTCCCACACGTCAATCC 

Timp1 Forward CACAGACAGCCTTCTGCAAC 

Timp1 Reverse CATTTCCCACAGCCTTGAAT 
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3.13 Análise de dados 

 

 A distribuição normal e a homocedasticidade foram testadas quanto a 

diferenças nos dados quantitativos. Para analisar os dois grupos na fase pré-

tratamento, foi usado o teste T-Student. Para análise dos quatro grupos durante o 

tratamento, adotou-se o teste ANOVA de um fator com correção de Welch e pós-teste 

de Tamhane T2 (Graph Pad Prism, versão 8, CA, EUA). Também foi realizado o teste 

Two-Way ANOVA para verificar a influência dos diferentes fatores (dieta e tratamento) 

sobre os resultados encontrados. Os resultados foram apresentados como média ± 

desvio padrão e valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significante. 
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4. RESULTADOS 

 

 

4.1 Massa corporal (MC) 

 

Os grupos C e HF iniciaram o experimento sem diferenças na MC (p=0,87). A 

partir da segunda semana de experimento, o grupo HF apresentou maior MC quando 

comparado com o grupo C (+4%, p<0,01). Após as dez semanas de dieta hiperlipídica 

o grupo HF apresentou aumento significativo em sua MC em comparação ao grupo C 

(+14%, p<0,01). 

O tratamento com empagliflozina apresentou ação na MC a partir da terceira 

semana, diminuindo a massa no grupo HFE em 5% (p<0,01) em comparação com o 

grupo HF. Essa diferença se manteve até a última semana de tratamento (-7%, 

p<0,01). Entre a MC dos grupos C e CE o tratamento com empagliflozina não mostrou 

diferença estatisticamente significante (p=0,96), figura 8. 

A análise do Two-Way ANOVA mostrou que a dieta HF teve uma influência 

mais significativa sobre esses resultados, representando 58,86% (p<0,01) da 

variância total, enquanto o tratamento com empagliflozina foi responsável por 5,2% e 

a interação dieta-tratamento responsável por 10,01% da variância sobre MC. 
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Figura 8: Evolução na massa corporal. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Legenda: C– controle; CE- controle + empagliflozina; HF– high fat diet; HFE– high fat diet + 
empagliflozina. Análise estatística no período de pré-tratamento realizado teste t-
Student e no período de tratamento utilizado teste ANOVA de um fator e pós-teste de 
Tamhane T2 e considerando significativo p<0,05. Diferenças apresentadas como: 
a≠C; b≠HF. 

 

 

4.2 Ingestão alimentar  

 

 A ingestão alimentar iniciou sem diferença estatística entre o grupo HF e o 

grupo C, mas já na segunda semana de experimento, o grupo HF apresentou uma 

diminuição que seguiu até o final do período pré-tratamento (-14%, p<0,01). Logo após 

a primeira semana de tratamento, o grupo HFE apresentou um aumento significativo 

na ingestão alimentar quando comparado a sua contraparte e permaneceu até o fim 

do tratamento (+17%, p<0,01). Os grupos C e CE não apresentaram diferença durante 

todo o tratamento (p=0,3), tabela 3. 

O Two-Way ANOVA mostrou que a dieta HF corresponde a 26,74% da 

variância total com relação a esse parâmetro (p<0,01). 
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4.3 Ingestão hídrica  

 

Na primeira semana de experimento os grupos C e HF não apresentaram 

diferença na ingestão hídrica (p=0,32). Na 10ª semana de experimento, o grupo HF 

apresentou diminuição de 20% (p<0,01) comparado ao grupo C. Após o período de 

tratamento com empagliflozina, o grupo HFE mostrou um aumento de 33% na 

ingestão hídrica comparado ao grupo HF (p<0,01). O grupo CE não apresentou 

diferença significativa na ingestão hídrica quando comparado ao grupo C (p=0,12), 

tabela 3. Os resultados do Two-Way ANOVA indicam que existe uma influência maior 

do tratamento no aumento da ingestão hídrica (32,37%, p<0,01). 

 

Tabela 3 - Ingestão alimentar e hídrica 

Parâmetros C CE HF HFE 

Ingestão alimentar (g)     

    Pré tratamento 2,5±0,2  2,1±0,4a  

    Tratamento 2,5±0,2 2,5±0,1 2,1±0,3a 2,4±0,3b 

Ingestão hídrica (ml)     

     Pré tratamento 4,8±1,5  3,8±0,9a  

    Tratamento 4,8±0,6 5,4±0,6 3,7±0,4a 5,0±0,7b 

Legenda: C– controle; CE- controle + empagliflozina; HF– high fat diet; HFE– high fat diet +  
empagliflozina. Análise estatística no período de pré-tratamento realizado teste t-Student e 
no período de tratamento utilizado teste ANOVA de um fator e pós-teste de Tamhane T2 e 
considerando significativo p<0,05. Diferenças apresentadas como: a≠C; b≠HF.  

 

 

4.4 Volume urinário  

 

O tratamento com empagliflozina aumentou o volume urinário em ambos os 

grupos tratados, HFE (+88%, p=0,002) e CE (+42%, p=0,02) em comparação com 

suas contrapartes não tratadas, resultados na figura 9.  
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4.5 Glicose urinária  

 

 

Quanto a presença de glicose na urina, não foi observada diferença entre os 

grupos C e HF (p>0,99). Por outro lado, nos grupos tratados foi observado diferença 

significativa, tanto no grupo CE quando no grupo HFE (p<0,01) comparados às suas 

contrapartes não tratadas, figura 9. 

Os resultados da análise de Two-way revelam que há uma interação entre 

medicamento e dieta HF (30,73%, p<0,01) para que ocorra a diminuição na glicose 

urinária, contudo dieta (29%, p<0,01) e medicamento (21,1%, p<0,01) sozinhos 

também apresentaram porcentagem considerável na variância total desse resultado. 

 

 

Figura 9: Volume urinário e glicose urinária 

Legenda: A-Volume urinário. B- Glicose urinária. C– controle; CE- controle + empagliflozina; 
HF– high fat diet; HFE– high fat diet + empagliflozina. Análise estatística utilizando o 
teste ANOVA de um fator e pós-teste de Tamhane T2 e considerando significativo 
p<0,05. Diferenças apresentadas como: [a]≠C; [b]≠HF.  
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4.6 Teste de tolerância oral à glicose - TOTG  

 

 

Ao final do período de pré-tratamento a análise da área sob a curva do grupo 

HF apresentou aumento significativo de 25% em comparação ao grupo C (p<0,01), 

demonstrando a presença de intolerância à glicose no grupo HF (Figura 9). Por outro 

lado, ao final do tratamento, a área sob a curva do grupo HFE apresentou uma 

diminuição de 5% quando comparada ao grupo HF (p=0,03), mostrando um efeito 

benéfico do tratamento com empagliflozina nesse grupo. Porém entre os grupos C e 

CE não foi encontrada diferença na área sob a curva do TOTG (p=0,93), figura 10. 

A análise do Two-way ANOVA, mostrou que a dieta HF exerceu uma influência 

significativa sobre a análise da área sob a curva do TOTG, tendo uma influência de 

77,06% na variância total desse resultado (p<0,01). 
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Figura 10: Teste Oral de Tolerância a Glicose (pré e pós tratamento). 

Legenda: Teste Oral de Tolerância a Glicose (TOTG). A- TOTG e Área Sob a Curva (ASC) referente 

ao pré tratamento. B- TOTG e Área Sob a Curva (ASC) referente ao pós tratamento. C– 

controle; CE- controle + empagliflozina; HF– high-fat diet; HFE– high-fat diet + 

empagliflozina. Análise estatística utilizando o teste ANOVA de um fator e pós-teste de 

Tamhane T2 e considerando significativo p<0,05. Diferenças apresentadas como: [a]≠C; 

[b]≠HF. 

 

 

4.7 Glicemia de jejum 

 

 O valor do tempo zero do TOTG foi considerado referente a glicemia de jejum. 

Assim, o grupo HF apresentou aumento significativo na glicemia de jejum em 

comparação ao grupo C (+78%, p<0,01). O tratamento não mostrou diferença na 

glicemia dos grupos C e CE (p=0,98), no entanto, entre os grupos HF e HFE, que já 

apresentavam alteração prévia neste parâmetro, houve uma diminuição significativa 

no grupo HFE (-23%, p=0,02), figura 11. 
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O Two-way ANOVA revelou que a maior influência na variância desses 

resultados é proveniente da dieta HF (70,74%, p<0,01) e o tratamento com 

empagliflozina (10,91%, p<0,01). 

 

 

4.8 Insulina plasmática  

 

A insulina plasmática apresentou um aumento de 108% no grupo HF quando 

comparado ao C (p<0,01). Já o grupo HFE apresentou uma diminuição de 56% 

quando comparado a sua contraparte não tratada (p=0,01). Entre os grupos C e CE, 

não foi observada diferença estatisticamente significante (p=0,98), figura 11. 

Segundo o Two-way ANOVA, a interação entre dieta-tratamento exerceu uma 

influência mais significativa sob esse parâmetro, uma vez que representou 37,39% da 

variância total (p<0,01), enquanto tratamento influenciou a variância total em 26,12% 

(p<0,01) e dieta HF influenciou em 18,51% (p<0,01). 

 

 

4.9 HOMA-IR 

 

Corroborando com os resultados da glicemia de jejum e insulina plasmática, o 

índice HOMA-IR indica a resistência à insulina desenvolvida pelo grupo HF e sua 

melhora no grupo HFE, com o tratamento com empagliflozina. O grupo HF apresentou 

aumento significativo no índice HOMA-IR de 245% quando comparado ao grupo C 

(p<0,01). Porém, o grupo HFE apresentou uma diminuição significativa de 73% no 

HOMA-IR quando comparado ao seu homólogo (p<0,01), ficando equiparado ao 

grupo C (p=0,34), evidenciando melhora na resistência à insulina. Entre os grupos C 

e CE não houve diferença (p=0,99), figura 11. 

A análise do Two-way ANOVA revelou que a interação entre dieta-tratamento 

apresentarou influência sobre a variância total do índice HOMA-IR (p<0,01). Contudo, 

a dieta HF foi o fator de maior influência, contribuindo com 40,26% da variância total. 
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Figura 11: Glicemia de jejum, Insulina plasmática e HOMA-IR. 

Legenda: A- Glicemia de jejum (mmol/L). B- Insulina Plasmática (microIU/L). C- HOMA-IR. C– controle; CE- 
controle + empagliflozina; HF– high-fat diet; HFE– high-fat diet + empagliflozina. Análise estatística 
utilizando o teste ANOVA de um fator e pós-teste de Tamhane T2 e considerando significativo 
p<0,05. Diferenças apresentadas como: [a]≠C; [b]≠HF 

 

 

4.10 Pressão Arterial Sistólica 

 

Os grupos C e HF começaram o experimento sem diferença entre a PA 

(p=0,13). Na quinta semana de experimento, o grupo HF apresentou aumento 

significativo quando comparado ao grupo C (+21% p<0,01), até o final da fase do pré 

tratamento essa diferença foi mantida, (+25%, p<0,01). Ao final do tratamento com 

empagliflozina, o grupo HFE apresentou uma diminuição significativa de 15% na PA 

(p=0,04) quando comparado a sua contraparte. O grupo CE não apresentou diferença 

de sua contraparte durante todo o tratamento (p=0,79), figura 12. 

Segundo a análise do Two-way ANOVA a dieta HF foi responsável pela maior 

variância na PA (57,13%, p<0,01), seguida pelo tratamento com empagliflozina 

(19,51%, p<0,01). 
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Figura 12: Evolução da Pressão Arterial Sistólica.  

Legenda: Pressão arterial sistólica, pré e durante o tratamento. C– controle; CE- controle + 
empagliflozina; HF– high-fat diet; HFE– high-fat diet + empagliflozina. Análise 
estatística no período de pré-tratamento realizado teste t-Student e no período 
de tratamento utilizado teste ANOVA de um fator e pós-teste de Tamhane T2 
e considerando significativo p<0,05. Diferenças apresentadas como: a≠C; 
b≠HF 

 

 

4.11 Bioquímica plasmática 

   

  4.11.1 Triglicerídeos  

 

O grupo HF apresentou um aumento significativo de 13% comparado ao grupo 

C (p<0,01), contudo, o grupo HFE não mostrou diferença significativa da sua 

contraparte (p=0,98), tabela 4. 

Segundo o Two-way ANOVA, a dieta HF parece ser o fator com maior influência 

sobre esse resultado (62,43%).  
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4.11.2 Colesterol total  

 

 As concentrações do colesterol plasmático foram maiores no grupo HF em 

comparação ao grupo C (+13%, p<0,01), porém o grupo HFE teve uma diminuição de 

19% quando comparado ao grupo HF (p<0,01). O grupo CE não mostrou diferença 

com seu homólogo (p=0,66), como demonstrado na tabela 4. 

Pelos resultados do Two-way ANOVA, apenas tratamento e a interação dieta-

tratamento possuem influência sobre a variância total da concentração de colesterol 

plasmático (p<0,01). Contudo, a interação dieta-tratamento é a maior responsável por 

essa variância (54,9%).  

 

 

4.12 Ácido úrico 

  

 

4.12.1 Ácido úrico plasmático 

 

O ácido úrico plasmático apresentou resultados contrários ao ácido úrico 

urinário, já que uma maior excreção do ácido úrico é responsável pela diminuição de 

sua concentração plasmática. Sendo assim, o grupo HF aumentou em 24% sua 

concentração plasmática (p=0,01), enquanto o grupo HFE diminuiu 17% (p=0,02), 

ambos comparados a suas contrapartes, C e HF, respectivamente, tabela 4. 

 O resultado da análise do Two-way ANOVA mostrou que o fator responsável 

por maior influência nessa variância foi a interação dieta-tratamento (48,75%, p<0,01). 

 

 

4.12.2 Ácido úrico urinário 

 

 O ácido úrico urinário apresentou diminuição de 42% no grupo HF quando 

comparado ao grupo C (p=0,045). Porém, o tratamento foi capaz de aumentar em 

46% esse parâmetro no grupo CE (p=0,04) e em 53% no grupo HFE (p=0,046), 

comparados aos grupos C e HF respectivamente, tabela 4. 
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 Segundo os resultados do Two-way ANOVA, a dieta HF possui uma influência 

de 53,77% na variância total de ácido úrico urinário (p<0,01) e o tratamento com 

empagliflozina influenciou em 28,88% (p<0,01) nesse resultado.  

 

Tabela 4 - Bioquímica plasmática e ácido úrico urinário 

Parâmetros C CE HF HFE 

Triglicerídeos (mg/dL) 48,5±1,7 38,9±2,1a 54,9±1,5a 53,6±4 

Colesterol total (mg/dL) 117,9±3,7 124,2±8 132,8±5,4a 107,7±5,9b 

Ácido úrico (mg/dL) 6,1±0,2 6,5±0,2a 7,6±0,5a 6,3±0,3b 

Ácido úrico urinário (mg/dL) 9974±2099 13598±884 5744±1535a 8763±793b 

Legenda: C– controle; CE- controle + empagliflozina; HF– high fat diet; HFE– high-fat diet + 

empagliflozina. Análise estatística feita pelo teste ANOVA de um fator e pós-teste de Tamhane 

T2 e considerando significativo p<0,05. Diferenças apresentadas como: a≠C; b≠HF. 

 

 

4.13 Coração  

 

 

4.13.1 Massa do coração e do VE  

 

A massa do coração do grupo HF apresentou aumento de 24% em comparação 

ao grupo C (p<0,01). De modo oposto, a massa do coração do grupo HFE foi 18% 

menor quando comparado a sua contraparte não tratada (p<0,01). Entre os grupos C 

e CE não foi observada diferença estatisticamente significante (p=0,76), tabela 5. 

A massa do VE se comportou de forma semelhante, apresentou aumento de 

22% no grupo HF, quando comparado ao grupo C (p<0,01). A massa do VE do grupo 

HFE foi 9% menor quando comparado a seu homólogo (p=0,04) e os grupos C e CE 

não apresentaram diferenças significativas entre si (p=0,99), tabela 5 

Os resultados do Two-Way ANOVA para massa do VE mostraram que a dieta 

HF é a principal responsável pela variância total da massa do VE (50,19%). 
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4.13.2 Hidroxiprolina 

  

A quantidade total de colágeno no miocárdio, estimada pela dosagem de 

hidroxiprolina, não apresentou diferença significativa entre os grupos C e HF (p>0,99). 

Após o tratamento também não foram observadas diferenças estatisticamente 

significantes (C x CE: p=0,94; HF x HFE: p=0,99), tabela 5. 

 

Tabela 5 - Resultados de massa e hidroxiprolina no coração. 

Parâmetros C CE HF HFE 

Massa do coração (g) 0,11±0,008 0,11±0,005 0,14±0,009a 0,11±0,007b 

Massa coração/tíbia (g/cm) 0,005±0,0002 0,005±0,0003 0,007±0,0006a 0,006±0,0003b 

Massa VE (g) 0,06±0,002 0,07±0,007 0,08±0,003a 0,07±0,004b 

Massa VE/tíbia (g/cm) 0,003±0,0001 0,004±0,0001a 0,004±0,0001a 0,004±0,000001b 

Hidroxiprolina (µg/mg) 1,65±0,27 1,52±0,2 1,61±0,39 1,53±0,2 

Legenda: C– controle; CE- controle + empagliflozina; HF– high-fat diet; HFE– high-fat diet + empagliflozina. 

Análise estatística feita pelo teste ANOVA de um fator e pós-teste de Tamhane T2 e considerando 

significativo p<0,05. Diferenças apresentadas como: a≠C; b≠HF. 

 

 

4.13.3 Espessura Ventricular Esquerda  

 

A espessura da parede do VE do grupo HF apresentou aumento significativo 

em comparação ao grupo C (+20%, p<0,01). Porém, o grupo HFE apresentou uma 

diminuição significativa na espessura do VE em comparação ao grupo HF (-15%, 

p<0,01), figura 12. A análise do Two-way ANOVA revelou uma interação entre 

medicamento e dieta HF responsável por 87,52% na variância total (p<0,01). 

 

 

4.13.4 Área Seccional Média dos Cardiomiócitos- A[car]  

 

 O grupo HF apresentou um aumento de 30% na A[car], quando comparado ao 

grupo C (p=0,03). Já a A[car] do grupo HFE apresentou redução significativa de 27% 
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em comparação ao grupo HF (p=0,02). Entre os grupos C e CE não foi observada 

diferença (p=0,66). Esses resultados podem ser observados na figura 13. 

 O Two-way ANOVA mostrou maior interferência da empagliflozina sobre a 

variância total da A[car], correspondente a 5,15% (p<0,01).
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Figura 13: Espessura Ventricular Esquerda e Área Seccional média dos cardiomiócitos (A[car]). 

Legenda: A- Imagens no plano valvar no ventrículo esquerdo (VE) coradas com hematoxilina e eosina (HE) (x2). A linha pontilhada representa o mesmo tamanho nos 
4 grupos facilitando a visualização da diferença entre eles. B- Representação gráfica da espessura do VE (µm²). C- Cardiomiócitos corados com HE (x60) D- 
Representação gráfica da área seccional média dos cardiomiócitos (A[car]) (µm²). C– controle; CE- controle + empagliflozina; HF– high-fat diet; HFE– high 
fat diet + empagliflozina. Análise estatística com teste ANOVA de um fator e pós-teste de Tamhane T2 e considerando significativo p<0,05. Diferenças 
apresentadas como: [a]≠C; [b]≠HF. 

1 cm 

25 µm 
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4.14 PCR 

 

 

4.14.1 Sistema Renina Angiotensina - VE 

 

Em uma visão geral, houve uma melhora do SRA local no VE com a diminuição 

na expressão dos genes relacionados a via clássica e aumento na via alternativa após 

o tratamento com empagliflozina, figura 14  

A Renina, enzima limitante do SRA, apresentou um aumento considerável de 

179% no grupo HF em comparação com o grupo C (p=0,03), por outro lado, o grupo 

HFE mostrou uma diminuição de 86% quando comparado a sua contraparte (p=0,01), 

o grupo CE não apresentou diferença estatisticamente significante do grupo C 

(p=0,99).  

A enzima Eca, responsável pela clivagem de Ang I, não apresentou diferença 

entre os grupos C e HF (p>0,99), mas após o tratamento o grupo CE apresentou uma 

diminuição de 69% quando comparado a sua contraparte (p<0,01) e o mesmo 

comportamento foi observado no grupo HFE em comparação ao grupo HF (-52% 

p=0,03).  

O At1r é o principal receptor das funções mediadas por Ang II em 

camundongos, não apresentou diferença significativa entre os grupos C e HF 

(p>0,99), nem entre C e CE (p=0,45). Contudo a expressão do At1r foi 

significativamente menor no grupo HFE quando comparado ao grupo HF (-60%, 

p=0,03).  

Em relação aos efeitos do eixo de contra regulatório, o At2r tem sido  

reconhecido como parte integrante do braço protetor do SRA, o At2r, , apresentou 

redução significativa no grupo HF em comparação ao grupo C (-48% p<0,01), e o 

tratamento aumentou sua expressão no grupo HFE comparado ao grupo HF (+136% 

p<0,01). Entre os grupos C e CE não foi observada diferença estatisticamente 

significante (p=0,15).  

A Eca2, é um novo homólogo da Eca, que se liga ao receptor MASr um 

importante receptor do eixo contra regulatório. A Eca2 apresentou uma redução 

significativa no grupo HF comparado ao grupo C (-42%, p=0,01), entre os grupos 
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tratados não foi apresentado diferença significativa (C x CE: p=0,99; HF x HFE: 

p=0,49).  

O receptor Masr apresentou uma diminuição significativa no grupo HF quando 

comparado ao grupo C (-54%, p=0,03). Após o tratamento, sua expressão aumentou 

significativamente tanto no grupo CE (+217%, p=0,03) quanto no grupo HFE (+185%, 

p<0,01) comparados as suas contrapartes não tratadas.  

A relação entre a expressão de Eca1/Eca2 foi realizada para verificar qual via 

foi preferencialmente ativa. Essa relação mostrou que no grupo C existe um equilíbrio 

de ação entre elas e o grupo HF parece ter um aumento na expressão de Eca1, com 

um aumento nessa relação. Mesmo assim, a diferença entre C e HF não foi 

estatisticamente significante (p=0,15). Já os grupos tratados, apresentam uma relação 

Eca1/Eca2 menor que suas contrapartes, mostrando uma maior ativação da enzima 

ECA2 (C x CE: p<0,01; HF x HFE: p=0,02). 

O Two-way ANOVA revelou que tanto Renina quanto At1r apresentaram uma 

maior influência da interação entre medicamento-dieta na sua expressão (35,44%, 

p<0,01 e 28,98%, p<0,01 respectivamente). Eca1 (43,74%, p<0,01), At2r (75,58%, 

p<0,01) e Masr (45,27%, p<0,01) apresentaram uma maior influência no tratamento 

com empagliflozina em suas expressões. Já Eca2 apresentou maior influência da 

dieta HF em sua expressão (56,34%, p<0,01).  
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Figura 14: Expressão gênica do Sistema Renina Angiotensina local no VE. 

 

Legenda: Expressão gênica da via do sistema renina angiotensina no ventrículo esquerdo corrigidos pela 
expressão de β-actina. A- Genes relacionados à via clássica. B- Genes relacionados à via contra-
regulatória. C- Relação entre a expressão de Eca e Eca2 (Eca/Eca2).   C– controle; CE- controle + 
empagliflozina; HF– high-fat diet; HFE– high fat diet + empagliflozina. Análise estatística com teste 
ANOVA de um fator e pós-teste de Tamhane T2 e considerando significativo p<0,05. Diferenças 
apresentadas como: [a]≠C; [b]≠HF. 

 

 

4.14.2 Estresse do retículo endoplasmático - ERE 

 

Evidências mostram que o ERE contribui para DCVs, a Atf4 (Activating 

transcription factor-4), é o maior regulador desse estresse, e apresentou aumento no 

grupo HF comparado ao grupo C (+60%, p=0,04). O tratamento com empagliflozina 

diminuiu a expressão de Atf4 tanto no grupo CE (-46%, p=0,02), quanto no grupo HFE 

(-56%, p<0,01). 

Por sua vez o Chop (C/EBP-homologous protein) é um biomarcador 

amplamente investigado envolvido na sinalização apoptótica associada ao ERE na 

DCV, apresentou aumento de 37% na sua expressão no grupo HF comparado ao C 
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(p=0,01), o tratamento reduziu sua expressão tanto no grupo CE (-41%, p<0,01) 

quanto no grupo HFE (-61%, p<0,01) em relação as suas partes não tratadas.  

Gadd45, representa um sinal de estresse em resposta fisiológica ou ambiental, 

sua expressão apresentou um aumento de 73% (p=0,03) no grupo HF em comparação 

ao grupo C. No entanto, o tratamento diminuiu significativamente sua expressão no 

grupo HFE (-52% p<0,01) comparado ao seu homólogo. O grupo CE não apresentou 

diferença estatisticamente significante do grupo C (p=0,1), figura 15. 

Segundo resultados do Two-way ANOVA, os três genes analisados mostraram 

ter maior influência do medicamento em sua expressão (Atf4: 57,27, p<0,01; Chop: 

70,01%, p<0,01 e Gadd45: 50,39%, p<0,01). 

 

Figura 15: Expressão gênica do estresse do retículo endoplasmático 

 

Legenda: Expressão gênica da via do estresse do retículo endoplasmático no coração corrigidos pela 
expressão de β-actina. C– controle; CE- controle + empagliflozina; HF– high fat diet; HFE– 
high fat diet + empagliflozina. Análise estatística com teste ANOVA de um fator e pós-teste 
de Tamhane T2 e considerando significativo p<0,05. Diferenças apresentadas como: [a]≠C; 
[b]≠HF. 

 
 

 

4.14.3 Via estresse oxidativo  

 

O estresse oxidativo está associado a distúrbios metabólicos, como 

hipertensão, e leva à hipertrofia do VE e insuficiência cardíaca. No entanto, existem 

enzimas antioxidantes para proteger os sistemas biológicos. Dessa forma, algumas 
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enzimas antioxidantes foram analisadas. A enzima Catalase apresentou redução 

significativa no grupo HF em comparação ao grupo C (-64%, p<0,01). Após o 

tratamento tanto o grupo CE quanto HFE aumentaram a expressão desse gene 

(+104%, p=0,04) e (+118%, p<0,01), respectivamente, comparados a suas 

contrapartes.  

A enzima Sod1 apresentou redução significativa no grupo HF quando 

comparado ao grupo C (-76%, p<0,01), por outro lado, o grupo HFE apresentou maior 

expressão em comparação ao grupo HF (+159%, p=0,02). A enzima Sod2 apresentou 

diminuição significativa no grupo HF quando comparado com o grupo C (-58%, 

p=0,02), enquanto o grupo HFE apresentou aumento significativo quando comparado 

com o grupo HF (+159%, p=0,03).  

A enzima NOX4 é responsável pela proteção cardíaca e vascular, a expressão 

de Nox4 apresentou um aumento significativo comparando o grupo HF em 

comparação ao grupo C (+95%, p=0,047), já  no grupo HFE houve uma diminuição de 

79% na expressão de Nox4 comparado ao grupo HF (p<0,01). 

 TIMP1 é responsável por diminuir a degradação de colágeno, sua expressão 

no grupo HF apresentou um aumento de 106% quando comparado ao grupo C 

(p<0,01). Após o tratamento o grupo HFE apresentou uma diminuição de 50% 

(p<0,01) e o grupo CE uma diminuição de 70% (p<0,01) comparados às suas 

contrapartes não tratadas, figura 16. 

 As análises com Two-way ANOVA mostraram que Sod1, Catalase e Timp1 

possuem uma maior influência da dieta HF na variância total de suas expressões 

(Sod1: 63,05%, p<0,01; Catalase: 51,38%, p<0,01; Timp1: 46,36%, p<0,01). Já Sod2 

mostrou uma maior influência do tratamento na variância de sua expressão (43,67%, 

p<0,01) e a enzima Nox4 apresentou uma maior influência da interação entre dieta e 

tratamento (58,35%, p<0,01). 
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Figura 16: Expressão gênica da via do estresse oxidativo  

Legenda: Expressão gênica da via do estresse oxidativo no coração corrigidos pela expressão de β-actina. 
C– controle; CE- controle + empagliflozina; HF– high-fat diet; HFE– high-fat diet + 
empagliflozina. Análise estatística com teste ANOVA de um fator e pós-teste de Tamhane T2 
e considerando significativo p<0,05. Diferenças apresentadas como: [a]≠C; [b]≠HF. 
 

 

4.14.4 Gotícula lipídica (Plin2) 

 

A expressão de Plin2, indica o aumento de gotículas lipídicas, e se mostrou 

aumentada em 203% no grupo HF comparado ao grupo C (p<0,01). O tratamento 

mostrou resultados em ambos os grupos tratados, porém esses resultados se 

mostraram opostos, o grupo HFE diminuiu 50% sua expressão (p=0,02) comparado 

ao grupo HF, enquanto o grupo CE aumentou a expressão de Plin2 em 154% 

comparado ao grupo C (p=0,01), figura 17. 

A análise de Two-way ANOVA indicou que empagliflozina, dieta HF e a 

interação entre ambos possui influência na expressão de Plin2 (p<0,01), contudo a 

dieta HF é a principal responsável pelos resultados apresentados, contribuindo com 

39,75% da variância total da expressão de Plin2. 
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Figura 17: Expressão gênica de Plin2 no VE. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda: Expressão gênica de Plin2 no coração corrigidos pela expressão de β-actina. C– controle; CE- 

controle + empagliflozina; HF– high-fat diet; HFE– high-fat diet + empagliflozina. Análise 
estatística com teste ANOVA de um fator e pós-teste de Tamhane T2 e considerando 
significativo p<0,05. Diferenças apresentadas como: [a]≠C; [b]≠HF. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



73 
 

5. DISCUSSÃO 

 

 

No presente estudo, foi investigado um modelo experimental de camundongos 

C57BL/6 alimentado com dieta hiperlipídica que desencadeou alterações na PA, 

hipertrofia ventricular esquerda e em importantes vias, como SRA cardíaco, ERE e 

estresse oxidativo. Por outro lado, o inibidor da SGLT2, empagliflozina, apresentou 

resultados positivos nas vias mencionadas. 

No presente estudo, a empagliflozina apresentou redução da massa corporal 

em cerca de 7%, devido o tratamento com empagliflozina levar à excreção contínua 

de cerca de 60-100g de glicose na urina, correspondendo a uma perda calórica que 

contribui para a perda de peso (Pereira e Eriksson, 2019). Além disso a perda de água 

através da diurese também contribui para diminuição da massa corporal (Filippatos et 

al., 2019).  

Tanto a glicose quanto a insulina dos animais tratados diminuíram, 

caracterizando uma diminuição na resistência à insulina. A resistência à insulina pode 

ser um fator para o dano ao tecido cardíaco ao induzir lipogênese de novo no fígado 

e aumento da lipotoxicidade em tecidos-alvo, como o coração e rim (Meikle e 

Summers, 2017). Estudos anteriores já descreveram empagliflozina e outros 

inibidores do SGLT2 diminuindo a concentração de insulina (Tahara et al., 2014). A 

concentração de insulina também pode ser afetada pela concentração de colesterol. 

O presente estudo mostrou a influência da empagliflozina na diminuição do colesterol 

plasmático total, corroborando com estudos anteriores (Aragon-Herrera et al., 2019), 

provavelmente este resultado pode resultar da redução da depuração de LDL e 

aumento da lipólise de TG (Basu et al., 2018). 

Dado que a hiperuricemia é um fator contribuinte no desenvolvimento da 

hipertensão, um fator de risco para DCV (Mancia et al., 2015), nossos resultados 

demonstraram que o tratamento com empagliflozina diminuiu a concentração 

plasmática de ácido úrico, enquanto aumentou sua excreção urinária; reduções no 

ácido úrico também foram relacionadas no EMPA-REG OUTCOME (Zinman et al., 

2015), bem como na metanálise de 12 ensaios clínicos randomizados que mostraram 

a empagliflozina, reduzindo a concentração sérica de ácido úrico (Zhao et al., 2019). 

A redução do ácido úrico pela empagliflozina ocorre possivelmente devido ao aumento 
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da concentração de glicose no GLUT 9 na membrana basolateral do túbulo proximal 

e ao consequente aumento da uricosúria (Heise et al., 2016). 

O manejo da hipertensão é fundamental para a redução da morbidade 

cardiovascular; esta é uma recomendação importante da Food and Drugs para que 

todos os tratamentos para diabetes tenham um benefício cardiovascular como pré-

requisito (Scheen, 2015). Nesse contexto, o tratamento com empagliflozina no 

presente estudo mostrou efeitos positivos na redução da PA sistólica no grupo HFE, 

este resultado concorda com algumas evidências e sugere que os inibidores do 

SGLT2 fornecem uma redução notável na PA (Cherney et al., 2014a; Zinman et al., 

2015; Abdul-Ghani et al., 2016; Kimura et al., 2019; Takasu e Takakura, 2019). Apesar 

disso, o mecanismo preciso da redução da PA permanece incompletamente 

elucidado, alguns mecanismos envolvidos estão principalmente relacionados à 

diurese induzida pelo fármaco (Scheen, 2015; Takasu e Takakura, 2019; Yurista et 

al., 2019), perda de peso (Sjostrom et al., 2015) e SRA (Abdelrahman et al., 2019). 

Interessante notar que a hipertensão é responsável pelo aumento da espessura 

do VE como mecanismo compensatório (Verma et al., 2019). De acordo com os dados 

apresentados, o grupo HF apresentou aumento da espessura do VE, apresentando 

uma hipertrofia do VE, e isso pode estar relacionado ao aumento da massa do VE e 

da PA sistólica, por outro lado, o tratamento com empagliflozina também diminui a 

espessura do VE no grupo HFE. Os inibidores do SGLT2 foram associados a 

melhorias na regressão da hipertrofia do VE (Natali et al., 2017) e remodelação 

cardíaca (Cherney et al., 2014a).  

Contudo, de forma inesperada, o grupo CE apresentou uma hipertrofia do VE 

mesmo se apresentando normotenso. Verma e colaboradores relataram em um 

estudo que provavelmente a empagliflozina age por outros mecanismos, que não a 

diminuição da PA, mas esses mecanismos ainda precisam ser elucidados (Verma et 

al., 2019), algumas propostas são a diurese osmótica, redução da inflamação estresse 

oxidativo, espessamento arterial, diminuição na massa corporal e efeitos 

renoprotetores (Verma, 2019).  

 Outro possível mecanismo de hipertrofia independente do aumento da PA, é o 

aumento da concentração de ácido úrico plasmático (Liu et al., 2019) , o que também 

foi observado no grupo CE, neste sentido o ácido úrico é uma marcado indireto da 

xantina oxidase (Otaki et al., 2017), que age estimulando a via mTOR/S6K levando a 

hipertrofia do VE (Jia et al., 2015).    
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Embora, nossos resultados mostraram que os animais que receberam uma 

dieta rica em gordura apresentavam HC, PA sistólica mais alta e intolerância à glicose, 

a análise histológica e um ensaio bioquímico específico mostraram que o conteúdo de 

colágeno no miocárdio não foi afetado significativamente nesses animais. Isso pode 

ser devido à duração da dieta rica em gordura no estudo atual; De fato, quando os 

camundongos são alimentados com uma dieta rica em gordura por períodos mais 

longos, como 24 semanas, foi relatada fibrose intersticial no miocárdio (Zhang et al., 

2017). Além disso, como o conteúdo de colágeno no miocárdio permaneceu inalterado 

em nossos grupos tratados com empagliflozina em comparação aos controles, um 

efeito direto desse medicamento na expressão gênica do colágeno é menos provável. 

As melhorias na fibrose cardíaca, conforme relatadas em investigações usando 

modelos animais, podem estar relacionadas a um efeito da empagliflozina em 

mediadores inflamatórios e/ou de reparo tecidual. De fato, a empagliflozina reduz o 

estresse oxidativo e a infiltração de monócitos/macrófagos no coração de 

camundongos com SM (Yamamoto et al., 2006; Kusaka et al., 2016). 

O aumento do estresse oxidativo promove a hipertrofia dos cardiomiócitos e 

aumenta a expressão do colágeno tipo I, TGF-b1 e TIMP1 (He et al., 2015). TIMP1 é 

uma enzima que inibe a degradação do colágeno, aumentando então sua 

concentração celular. Neste estudo, foi observado um aumento na expressão de 

Timp1 em animais alimentados com dieta HF, e o tratamento com empagliflozina foi 

capaz de diminuir essa expressão gênica nos dois grupos tratados. Além disso, com 

base nos dados apresentados, há um aumento das enzimas antioxidantes cardíacas 

através da expressão dos genes Catalase, Sod1 e Sod2 após o tratamento com 

empagliflozina. Existem poucos estudos relacionando a expressão dessas enzimas 

no coração de animais tratados com empagliflozina, mas esses mostram que Sod2 e 

Catalase aumentam (Mizuno et al., 2018), enquanto Nox1 e Nox2 diminuem (Yang et 

al., 2019) após o tratamento.  

O presente estudo também demonstrou que a empagliflozina pode regular 

negativamente o nível de NOX4 no VE dos animais alimentados com alto teor de 

gordura, NOX4, é a principal isoforma NAD(P)H oxidase nos cardiomiócitos, que está 

associada à CMD (Li et al., 2019). Dessa maneira, esses resultados indicam que a 

empagliflozina pode atenuar o estresse oxidativo elevando a expressão das enzimas 

antioxidantes e reduzindo os produtos de oxidação no VE dos camundongos 

alimentados com dieta HF.  
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O SRA é um componente central das respostas fisiopatológicas do sistema 

cardiovascular e da síndrome cardiorrenal. O aumento da estimulação aguda com Ang 

II regula a homeostase hidroeletrolítica e a vasoconstrição, modulando a PA, por outro 

lado, a estimulação crônica promove a hipertrofia das células do músculo liso vascular 

(VSMCs) (Xi et al., 1999). Principalmente a Ang II, atuando via receptor AT1r, 

demonstrou levar a descompensação cardíaca progressiva, remodelação cardíaca e 

insuficiência cardíaca (Jin et al., 2019).  

O SRA tem duas rotas de ativação com ações opostas. A via clássica ocorre 

através da conversão de Ang I em Ang II pela enzima ECA. Ang II atua através do 

Atr1 e contribui para a resistência à insulina (Cooper et al., 2007), fibrose cardíaca 

(Guan et al., 2019), produção de ERO, inflamação (Hunyady e Catt, 2006), lesão renal 

(Reyes-Pardo et al., 2019) hipertrofia de cardiomiócitos e do VE (Schluter e Wenzel, 

2008) e peso do VE (Nakayama et al., 2015). Além dessa via clássica, existe um eixo 

não clássico onde a Ang II pode atuar pelo receptor At2, culminando em efeitos 

contrários aos causados por sua ação no receptor At1. Além disso, na via não clássica, 

a ECA2 produz Ang(1,7), que ativa o receptor Mas, levando à vasodilatação arteriolar 

sistêmica, natriurese, diurese, estresse oxidativo reduzido e atividade antiproliferativa, 

aumentando o óxido nítrico e a prostaglandina (Burrell et al., 2004; Chappell, 2012). 

Dessa forma, através do receptor Mas, a Ang II reduz as vias de sinalização 

consideradas responsáveis pela fibrogênese e inflamação crônica (Padda et al., 

2015).  

Apesar de não estar claro o papel dos inibidores do SGLT2 no SRA do VE, a 

supressão do SRA intrarrenal foi demonstrada em resposta à inibição do SGLT2 em 

modelos experimentais de DM2 (Shin et al., 2016; Woods et al., 2019) e pode, assim, 

contribuir para a redução em complicações cardiovasculares (Silva Dos Santos et al., 

2020). Sugerindo o possível papel da empagliflozina na melhora do SRA local,   

avaliamos sua expressão gênica em vias clássicas e não clássicas. Os genes da via 

clássica Renina, Eca1 e At1r, responsáveis por efeitos de elevação da PA, hipertrofia 

do VE e lesão renal, apenas a expressão de Renina se mostrou aumentada no grupo 

HF, porém esses três marcadores apresentaram menor expressão após o tratamento.  

Por outro lado, na via não clássica, considerado o eixo contra-regulador, a dieta 

HF foi responsável por diminuir a expressão de Eca2, At2r e Masr no VE enquanto a 

emplagliflozina aumentou a expressão dos genes At2r e Masr. A expressão de Eca2 

não mostrou nenhuma diminuição em sua expressão, por isso realizamos a relação 
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entre o Eca1/Eca2, na qual relações maiores que 1 indicam uma preferência pela via 

clássica (Wang et al., 2015). Essa relação neste modelo experimental mostrou que a 

empagliflozina manifesta preferência pela via não clássica, levando à proteção 

cardiovascular.  

Alguns inibidores do SGLT2 têm mostrado um aumento na ativação do SRA 

circulante que pode estar associado a um mecanismo compensatório para a perda de 

água e sódio que ocorre no início do tratamento (Li et al., 2018a). Também foi relatado 

que há um aumento de Ang II após o uso da empagliflozina, mas esse aumento não 

é prejudicial devido à ação desse hormônio via receptor AT2 e ao aumento 

concomitante da Ang(1-7) (Muskiet et al., 2015). No entanto, alguns estudos 

mostraram uma diminuição no SRA através da diminuição do angiotensinogênio (Shin 

et al., 2016) e Ang II (Shin et al., 2016; Li et al., 2019) e no aumento da excreção de 

renina (Eickhoff et al., 2019) após o tratamento com outros inibidores do SGLT2. 

Quanto a expressão do SRA local no coração, este estudo foi o primeiro a verificar a 

expressão local dessa via após o uso de empagliflozina. 

É interessante notar que Ang II atua para estimular EROs via receptor AT1, 

estimulando NOX2 e NOX4, produtores de radicais livres, e diminuindo SOD1 e 

catalase, que controlam e impedem a formação de radicais livres (Hunyady e Catt, 

2006). Como foi observado um aumento local na expressão de Renina, acreditamos 

que exista uma maior concentração de Ang II no VE. Sendo assim, também foi 

avaliada a ação da empagliflozina na geração de EROs do coração, bem como seu 

nessas vias.  

Outra importante via avaliada foi o RE que é responsável pela degradação de 

proteínas e organelas danificadas no interior das células e desempenha um papel 

crítico na lesão cardíaca relacionada à obesidade (Hsu et al., 2016) e à  hipertrofia 

cardíaca (Guan et al., 2011). Sabe-se também que o aumento da Ang II devido à 

hipertensão aumenta a expressão de genes relacionados ao ERE, como Chop, Atf4, 

Bip e Gadd45 (Young, 2017; Menikdiwela et al., 2019). O ATF4 regula a tradução de 

proteínas durante o ERE e estimula a expressão do Chop, um fator de transcrição que 

induz a apoptose através de vários mecanismos e a indução da resposta a danos no 

DNA através do aumento da expressão de Gadd45 poderia enfatizar o estresse 

celular, levando também à apoptose (Martinez-Pizarro et al., 2016). No presente 

estudo, os marcadores de ERE no VE aumentaram no grupo HF, demonstrando 

estresse reticular nesse grupo, mas a empagliflozina melhorou a expressão desse 
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marcador. Este efeito já foi descrito após o tratamento com empagliflozina em outros 

órgãos (Zhou e Wu, 2017; Daems et al., 2019; Petito-da-Silva et al., 2019) e outros 

SGLT2i (Hosokawa et al., 2019).  

Além disso, avaliamos a expressão Plin2, no VE, que é a única proteína 

constitutiva expressa ubiquamente na gota lipídica que tem sido usada como 

marcador de proteína para gotículas lipídicas e correlacionada com uma dieta HF 

(Chang et al., 2006). Aqui, mostramos uma expressão mais baixa dessa proteína nos 

dois grupos de tratamento no VE. A redução na massa corporal leva a uma diminuição 

da gordura acumulada nos órgãos e provavelmente as gotículas lipídicas e a 

expressão de Plin2 a longo prazo, o que pode estar relacionado à proteção 

cardiovascular (Rajasekeran et al., 2016).  

Os resultados encontrados sobre ação da empagliflozina no grupo HF são 

ilustrados em um resumo gráfico na figura 18. 
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Figura 18: Resumo gráfico 

Legenda: O tratamento com empagliflozina em camundongos com sobrepeso, induzido por uma dieta rica em 

lipídeos (high fat), foi capaz de aumentar o volume urinário e excreção de glicose contribuindo para 

uma diminuição na massa corporal. A empagliflozina foi capaz de ativar o eixo contra regulatório do 

Sistema Renina Angiotensina no coração, assim como por diminuir a pressão arterial, aumentando a 

excreção de ácido úrico e diminuindo sua concentração plasmática. A empagliflozina também foi 

responsável por aumentar a sensibilidade à insulina e diminuição do colesterol plasmático total. No 

coração, foi observado uma diminuição do estresse oxidativo e estresse do retículo endoplasmático, 

diminuição da área dos cardiomiócitos e consequente diminuição na parede do ventrículo esquerdo. 

SRA– Sistema Renina Angiotensina; PA- Pressão arterial; RE- Retículo endoplasmático; VE- Ventrículo 

esquerdo; A[car]- Área dos cardiomiócitos.  
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CONCLUSÃO 

 

 

Nossos resultados mostraram que o tratamento com empagliflozina apresentou 

efeitos benéficos nas modificações do VE associadas as alterações metabólicas 

induzidas por uma dieta hiperlipídica, melhorando o controle da massa corporal, da 

tolerância a glicose, ácido úrico e pressão arterial. Além disso, a empagliflozina 

modulou positivamente a via do SRA no VE no sentido de atenuar o estresse oxidativo 

e o ERE, o que pode ser um caminho para seus efeitos na melhora da remodelação 

cardíaca adversa presente nas DCVs. Assim, o efeito cardioprotetor da empagliflozina 

ficou evidente em animais alimentados com uma dieta rica em gordura e pode ser 

uma ferramenta importante para evitar a progressão das DCVs. 
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