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RESUMO 

Arruda-Junior DF. Efeito combinado da vildagliptina e do valsartan no tratamento 
da insuficiência cardíaca em ratos [tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, 
Universidade de São Paulo; 2019. 

 

A inibição da dipeptidil peptidase IV (DPPIV), enzima responsável pela 
degradação do hormônio incretina peptídeo-1 semelhante ao glucagon (GLP-1), 
representa uma terapia efetiva e segura para os pacientes com diabetes mellitus 
tipo 2. Contudo, devido à miríade de ações fisiológicas do GLP-1, além de seus 
outros substratos endógenos, o efeito da inibição da atividade da DPPIV pode ir 
muito além do benefício glicêmico, promovendo ações cardio, vaso e 
renoprotetoras. Neste contexto, dados publicados previamente por nosso 
laboratório demonstram que na insuficiência cardíaca (IC) não associada ao 
diabetes há aumento da atividade e da abundância da DPPIV no plasma e no 
endotélio cardíaco, sugerindo que esta peptidase desempenhe papel importante 
na fisiopatologia da IC. Consistente com esta ideia, demonstramos que a inibição 
da DPPIV atenua significativamente a disfunção cardíaca em ratos submetidos 
à injúria miocárdica por meio de ablação com radiofrequência. Esta melhora 
inclui diminuição da pressão final diastólica do ventrículo esquerdo, aumento da 
performance sistólica e diminuição da rigidez da câmara cardíaca. O papel 
central do sistema renina-angiotensina na fisiopatologia da IC é bem 
estabelecido. A angiotensina II é um potente vasoconstritor arterial e mediador 
importante da retenção renal de sódio e água em túbulos renais. Além disso, a 
angiotensina II potencializa a liberação neural de catecolaminas, é 
arritmogênica, promove hiperplasia vascular e hipertrofia miocárdica patológica, 
bem como estimula a morte dos cardiomiócitos. Em consequência, o 
antagonismo dos receptores de angiotensina II constitui uma das bases do 
tratamento da IC. Diante do exposto, este estudo teve como objetivo testar a 
hipótese de que a associação entre um inibidor da DPPIV e um antagonista do 
receptor de angiotensina II promove efeitos terapêuticos sinérgicos quando 
administrados a ratos com insuficiência cardíaca congestiva. Para tal, ratos 
Wistar pesando ±250g foram submetidos à ablação por radiofrequência do 
ventrículo esquerdo para indução de insuficiência cardíaca (HF) ou cirurgia 
fictícia (Sham). Seis semanas após a cirurgia os ratos foram distribuídos em 5 
grupos e tratados por via oral (gavagem) durante quatro semanas: 1) Sham + 
Veículo (água); 2) HF + Veículo (água); 3) HF + Valsartan (30mg/kg/dia); 4) HF 
+ Vildagliptina (120mg/kg/dia); 5) HF + Assoc (120 mg/kg/dia Vildagliptina + 30 
mg/kg/dia Valsartan). Os ratos com IC tratados com veículo apresentaram 
elevação do BNP plasmático total, congestão pulmonar, hipertrofia cardíaca e 
maior deposição de colágeno em miocárdio remanescente quando comparado 
ao grupo Sham. Por sua vez, tanto a monoterapia com valsartan ou vildagliptina 
como o tratamento combinado reduziram significativamente os níveis circulantes 
de BNP. Além disso, todos os tratamentos foram eficazes em diminuir a 
congestão pulmonar, hipertrofia cardíaca e fibrose intersticial em comparação ao 
grupo IC. O grupo HF + Veículo apresentou maior atividade e abundância da 
DPPIV no plasma e coração comparado com os ratos Sham. De maneira 
interessante, verificamos que a atividade da DPPIV no plasma e no coração foi 



menor não somente nos ratos HF que receberam vildagliptina, mas também 
naqueles que receberam monoterapia com valsartan, em comparação aos ratos 
HF tratados com veículo. Adicionalmente, relatamos que o inibidor da DPPIV 
vildagliptina reduz a concentração de angiotensina II cardíaca, ao passo que o 
antagonista do receptor AT1 valsartan é capaz de reduzir a atividade da DPPIV 
no plasma e no coração de ratos com IC. Em conjunto, estes dados sugerem 
que não há efeito cardioprotetor aditivo da administração de inibidor da DPPIV e 
de antagonista de receptor AT1 em ratos com IC muito possivelmente em 
decorrência de uma possível sobreposição de vias cardioprotetoras ativadas por 
estes fármacos. 

 

Descritores: Insuficiência cardíaca; Dipeptidil peptidase 4, Peptídeo 1 
semelhante ao glucagon; Sistema renina-angiotensina, Vildagliptina, Valsartana 
  



ABSTRACT 

Arruda-Junior DF. Combinated effect of vildagliptin and valsartan on the 
treatment of heart failure in rats [thesis]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, 
Universidade de São Paulo”; 2019. 

 

Inhibition of dipeptidyl peptidase IV (DPPIV), an enzyme responsible for the 
degradation of glucagon-like incretin peptide-1 (GLP-1), represents an effective 
and safe therapy for patients with type 2 diabetes mellitus. However, due to the 
multiple actions of GLP-1, besides its other endogenous substrates, the effect of 
inhibition of DPPIV activity can go far beyond the glycemic benefit, promoting 
cardio, vaso and renoprotective actions. In this context, data previously published 
by our laboratory demonstrate that in heart failure (HF) not associated with 
diabetes there is an increase in the activity and abundance of DPPIV in plasma 
and cardiac endothelium, suggesting that this peptidase plays an important role 
in the pathophysiology of HF. Consistent with this idea, we demonstrated that the 
inhibition of DPPIV significantly attenuates cardiac dysfunction in rats submitted 
to myocardial injury through radiofrequency ablation. This improvement includes 
decreased left ventricular end-diastolic pressure, increased systolic performance, 
and decreased cardiac stiffness. The central role of the renin-angiotensin system 
in the pathophysiology of HF is well established. Angiotensin II is a potent 
vasoconstrictor and important mediator of renal retention of sodium and water in 
renal tubules. In addition, angiotensin II potentiates the neural release of 
catecholamines, is arrhythmogenic, promotes vascular hyperplasia and 
pathological myocardial hypertrophy, as well as stimulates the death of 
cardiomyocytes. As a consequence, angiotensin II receptor antagonism is one of 
the bases of HF treatment. In view of the foregoing, this study aimed to test the 
hypothesis that the association between a DPPIV inhibitor and an angiotensin II 
receptor antagonist promotes synergistic therapeutic effects when administered 
to rats with congestive heart failure. For this, Wistar rats weighing ± 250g were 
submitted to left ventricular radiofrequency ablation for induction of heart failure 
(HF) or sham surgery (Sham). Six weeks after surgery the rats were divided into 
5 groups and treated orally (gavage) for four weeks: 1) Sham + Vehicle (water); 
2) HF + Vehicle (water); 3) HF + Valsartan (30mg / kg / day); 4) HF + Vildagliptin 
(120mg / kg / day); 5) HF + Assoc (120 mg / kg / day Vildagliptin + 30 mg / kg / 
day Valsartan). Vehicle-treated HF rats showed elevated total plasma BNP, 
pulmonary congestion, cardiac hypertrophy and increased collagen deposition in 
the remaining myocardium when compared to the Sham group. On the other 
hand, both valsartan or vildagliptin monotherapy and combined treatment 
significantly reduced circulating levels of BNP. In addition, all treatments were 
effective in reducing pulmonary congestion, cardiac hypertrophy and interstitial 
fibrosis compared to the HF group. The HF + Vehicle group had higher activity 
and abundance of DPPIV in plasma and heart compared to Sham rats. 
Interestingly, we found that plasma and heart DPPIV activity was lower not only 
in HF rats receiving vildagliptin but also in those receiving valsartan monotherapy 
compared to vehicle treated HF rats. Additionally, we report that the DPPIV 
inhibitor vildagliptin reduces the concentration of cardiac angiotensin II, whereas 



the valsartan AT1 receptor antagonist is able to reduce the activity of DPPIV in 
the plasma and heart of rats with HF. Taken together, these data suggest that 
there is no additive cardioprotective effect of the administration of DPPIV inhibitor 
and AT1 receptor antagonist in rats with HF quite possibly due to a possible 
overlap of cardioprotective pathways activated by these drugs. 
 
Descriptors: Heart failure; Dipeptidyl-Peptidase IV; Glucagon-like peptide 1; 
Renin-angiotensin system, Vildagliptin, Valsartan. 
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1. INTRODUÇÃO 

A insuficiência cardíaca (IC) representa um problema grave de saúde 

pública, constituindo uma das maiores causas de incapacitação e morte no país 

e no mundo moderno. No Brasil, segundo dados do Sistema Único de Saúde 

(SUS), entre janeiro de 2008 e janeiro de 2013, houve 1.326.784 internações 

devidas à IC, que atingiram o custo global de R$ 1.479.870.807,06 (DATASUS). 

O aumento da expectativa de vida das populações e o fato da IC ser a via final 

comum da maioria das doenças cardiovasculares sugere fortemente que o 

encargo econômico associado a esta síndrome continuará a progredir. Tais 

aspectos justificam o empenho em se obter maior conhecimento sobre a 

síndrome da IC, notadamente no que se refere a viabilizar o desenvolvimento de 

novos procedimentos preventivos e terapêuticos.  

A IC é uma síndrome clínica, classicamente definida como falência do 

coração em propiciar suprimento adequado de sangue em relação ao retorno 

venoso e às necessidades metabólicas teciduais, ou pode fazê-lo apenas a partir 

do aumento da pressão de enchimento ventricular (1, 2). Muitas são as etiologias 

da IC e doenças como hipertensão, infarto do miocárdio e diabetes são 

importantes fatores de risco.  

 

1.1.  Fisiopatologia da insuficiência cardíaca 

A IC pode ser vista como uma doença progressiva iniciada após um 

“evento índice”, que pode ser um dano no músculo cardíaco, com resultante 

perda dos cardiomiócitos funcionantes, ou, alternativamente, interrupções da 

capacidade do miocárdio gerar força, impedindo assim, a contração normal do 

coração. Este evento índice pode começar de modo abrupto, como no caso do 
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infarto agudo do miocárdio; pode ter início gradual ou insidioso, como na 

sobrecarga hemodinâmica de pressão ou volume; ou ser hereditário, conforme 

ocorre nas cardiomiopatias genéticas. Independentemente da natureza do 

insulto deflagrador, o que é comum a cada um destes eventos é que todos, de 

alguma maneira, produzem declínio da capacidade bombeadora do coração. 

Após este declínio, uma variedade de mecanismos compensatórios é ativada, 

incluindo o sistema nervoso simpático (SNS), sistema-renina angiotensina 

aldosterona (SRAA) e mediadores inflamatórios (3). Em curto prazo, estes 

sistemas são capazes de restaurar a função cardiovascular para a faixa 

homeostática normal e, como resultado, o paciente permanece assintomático. 

Contudo, com o tempo, a ativação sustentada desses sistemas pode levar a 

danos secundários finais do ventrículo, com piora do remodelamento do 

ventrículo esquerdo e subsequente descompensação cardíaca (4). Como 

consequência da piora do remodelamento do ventrículo esquerdo e da 

descompensação cardíaca, os pacientes evoluem de assintomáticos para 

sintomáticos. 

 

1.1.1. Ativação do sistema nervoso simpático na IC 

A redução do débito cardíaco na IC ativa uma série de adaptações que 

tentam manter a homeostasia cardiovascular. Uma das mais importantes 

adaptações é a ativação do SNS. Na IC, a ativação do SNS é acompanhada por 

concomitante redução do tônus parassimpático. Em condições normais de 

impulso inibitório, os barorreceptores do seio carotídeo e arco aórtico de elevada 

pressão e os mecanorreceptores de baixa pressão são os principais inibidores 

da atividade simpática, ao passo que a descarga dos quimiorreceptores 
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periféricos não barorreceptores e metaborreceptores musculares é o maior 

impulso excitatório para a atividade simpática. O braço vagal do reflexo 

barorreceptor de frequência cardíaca é também responsivo ao impulso inibitório 

aferente do barorreceptor arterial. Indivíduos saudáveis apresentam baixa 

descarga simpática em repouso e elevada variabilidade da frequência cardíaca. 

Contudo, o impulso inibitório dos barorreceptores e dos mecanorreceptores em 

pacientes com IC diminui e o impulso excitatório aumenta, resultando, 

finalmente, em aumento generalizado da estimulação do nervo simpático e em 

redução da estimulação parassimpática, com consequente perda da 

variabilidade da frequência cardíaca e aumento da resistência vascular 

periférica.  

Como resultado do aumento do tônus simpático, há aumento dos níveis 

circulantes de norepinefrina, potente neurotransmissor adrenérgico. Os níveis 

elevados de norepinefrina resultam da combinação entre aumento de liberação 

dos terminais dos nervos adrenérgicos e seu extravasamento no plasma com 

reduzida captação pelas terminações nervosas adrenérgicas. Em pacientes com 

IC avançada, os níveis circulantes de norepinefrina durante o repouso são duas 

a três vezes mais altos que os encontrados em indivíduos saudáveis. Além disso, 

níveis plasmáticos de norepinefrina predizem mortalidade em pacientes com IC.  

A ativação simpática aumentada dos receptores beta-1 adrenérgicos 

resulta em aumento da frequência cardíaca e da força miocárdica de contração, 

com aumento do débito cardíaco. Ademais, a atividade aumentada do sistema 

nervoso adrenérgico leva à estimulação dos receptores alfa-1 adrenérgicos 

miocárdicos, que induz modesto efeito inotrópico positivo, bem como 

vasoconstrição arterial periférica. Apesar da norepinefrina aumentar tanto a 
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contração como o relaxamento e manter a pressão arterial, a energia miocárdica 

requerida está aumentada, podendo intensificar a isquemia quando a oferta de 

oxigênio está restrita. O fluxo adrenérgico do sistema nervoso central pode 

também desencadear taquicardia ventricular ou até morte súbita, 

particularmente na presença de isquemia miocárdica. Assim, a ativação do SNS 

produz suporte em curto prazo que tem o potencial de tornar-se mal adaptativo 

a longo prazo. 

 

1.1.2. Ativação do sistema-renina angiotensina na IC 

A estimulação simpática no rim estimula a liberação de renina pelas 

células granulares do aparelho justaglomerular. A renina cliva o 

angiotensinogênio circulante, sintetizado no fígado, formando o decapeptídeo 

angiotensina I que é biologicamente inativo. A enzima conversora de 

angiotensina (ECA) cliva os dois primeiros aminoácidos da angiotensina I, 

gerando o octapeptídeo angiotensina II. Cabe ressaltar que nas últimas décadas, 

descobriu-se a existência de SRAs locais com função e regulação independente 

do SRA sistêmico e presente em diversos tecidos incluindo o coração e rins. A 

Ang II circulante ou local pode se ligar a dois diferentes receptores acoplados à 

proteína G: o receptor de angiotensina tipo I (AT1) e receptor de angiotensina 

tipo 2 (AT2). Entretanto, tendo em vista a alta afinidade da Ang II pelo receptor 

AT1, grande parte das atividades biológicas da Ang II nos rins, coração, vasos e 

cérebro, é mediada via AT1.  A ativação do receptor AT1 leva à vasoconstrição, 

ao crescimento celular, à secreção de aldosterona, retenção renal de sal e água 

e à liberação de catecolaminas, enquanto a ativação do AT2 leva à 

vasodilatação, à inibição do crescimento celular, à natriurese e à liberação de 
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bradicinina (1, 5). A Ang II exerce várias ações que são críticas para a 

manutenção da homeostase circulatória em curto prazo. Contudo, a ação 

prolongada da Ang II é mal adaptativa e leva à fibrose cardíaca, renal e de outros 

órgãos. A Ang II pode também causar piora da ativação neuro-hormonal pelo 

aumento da liberação de norepinefrina das terminações nervosas simpáticas, 

bem como por estimular a zona glomerulosa do córtex adrenal a produzir 

aldosterona. 

Nos rins, a aldosterona aumenta a expressão e inserção na membrana do 

canal epitelial para sódio (ENaC), aumentando consequentemente, a reabsorção 

de sódio em células principais do ducto coletor. A ação sustentada da 

aldosterona provoca hipertrofia e fibrose na vasculatura e no miocárdio, 

contribuindo, desse modo para a reduzida complacência vascular e o aumento 

do enrijecimento ventricular. Além disso, a aldosterona provoca disfunção das 

células endoteliais, disfunção dos barorreceptores e inibição da captação de 

norepinefrina pelos terminais sinápticos, contribuindo para piorar a IC. O 

mecanismo de ação da aldosterona no sistema cardiovascular parece envolver 

estresse oxidativo com resultante inflamação dos tecidos-alvo. A importância da 

aldosterona, independentemente da Ang II, foi demonstrada em estudos clínicos 

que mostraram que baixas doses de espironolactona, antagonista de receptor 

de mineralocorticoide, ao qual a aldosterona se liga, aumentaram a sobrevida de 

pacientes com IC sistólica e a sobrevida após infarto agudo do miocárdio.  

Uma das marcas da IC avançada é a retenção de sódio e água pelos rins 

(Figura 1) (6). Entretanto, a causa primária deste aumento não é disfunção renal. 

Ao contrário, os rins são, a princípio, funcionalmente competentes e fazem o que 

deles se espera, ou seja, respondem como se o organismo estivesse diante de 



26 
 

uma hipovolemia real. De fato, é a redução crônica do volume de sangue arterial 

efetivo, também chamada de subpreenchimento arterial, o determinante primário 

dos distúrbios hidroeletrolíticos na IC.  

 

 

 

Figura 1. Fisiopatologia da retenção de sódio e água na IC. Descarga de 

barorreceptores de alta pressão (linhas azuis) no ventrículo esquerdo, seio 

carotídeo e arco aórtico gera sinais aferentes (linhas pretas) que estimulam o 

centro cardiorregulatório no cérebro, resultando na ativação de vias eferentes no 

SNS (linhas verdes). O SNS parece ser o principal integrador da resposta neuro-

humoral vasoconstritora ao enchimento arterial. Ativação de nervos simpáticos 

renais estimula a liberação de renina e ANG II, ativando o SRAA. 

Concomitantemente, estimulação simpática dos núcleos supra-óptico e 

paraventriculares no hipotálamo resulta na liberação não-osmótica de AVP. A 

ativação simpática também causa vasoconstrição renal e periférica, assim como 

a ANG II. ANG II contrai os vasos sanguíneos e estimula a liberação de 

aldosterona pela glândula supra-renal, e também aumenta a reabsorção de 

sódio e causa remodelamento de miócitos cardíacos. A aldosterona também 

pode exercer efeitos cardíacos diretos, além de aumentar a reabsorção de sódio 

e a secreção de íons potássio e hidrogênio no ducto coletor. As linhas azuis 

designam hormônios circulantes. Adaptado de: Cadnapaphornchai MA 2001 (6).  
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A queda de pressão ocasionada pelo subpreenchimento arterial 

sensibiliza os barorreceptores localizados no ventrículo esquerdo, arco aórtico, 

seio carotídeo e arteríolas aferentes renais e geram sinais aferentes que 

estimulam centro cardiorregulatório no cérebro, resultando na ativação de vias 

eferentes no SNS. O decorrente aumento de catecolaminas circulantes e nos 

terminais sinápticos elevam a resistência vascular periférica e renal. O aumento 

do tônus adrenérgico renal estimula o SRAA, conforme já descrito, promovendo 

ávida retenção de sal e água (6). 

O aumento da retenção de sódio é mediada por efeitos diretos 

estimulatórios da Ang II sobre a reabsorção de sódio mediada pela isoforma 3 

do trocador Na+/H+ (NHE3) em túbulo proximal renal (7, 8) bem como pelas 

ações da aldosterona sobre o ENaC em néfron distal (8). Ademais, a ativação 

do SNS estimula os núcleos paraventricular e supraóptico do hipotálamo 

aumentando a liberação não osmótica de vasopressina, que via ativação de 

receptores V2, aumenta a reabsorção de água, por meio da inserção de canais 

para água (aquaporina-2) na membrana apical das células do ducto coletor. A 

vasopressina, via receptores V1, contribui para piora da vasoconstrição 

periférica, bem como para produção aumentada de endotelina. A Ang II estimula 

o centro da sede no cérebro e também provoca liberação de vasopressina. O 

aumento da expressão proteica de AQP2 e aumento do tráfego desta isoforma 

do canal de água para a membrana apical das células do ducto coletor tem sido 

documentado em modelos de IC experimental em associação com retenção de 

água e hiponatremia (6). (Figura 2) (9). 
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Figura 2. Aumento de expressão de AQP2 no córtex renal de ratos com IC. 

Esquerda: immunoblot representativo da expressão de AQP2 em córtex renal de 

ratos Sham e HF foram sujeitos a SDS-PAGE, transferido para membranas de 

PVDF, e analisados por immunoblotting. As membranas foram incubadas com 

anticorpo policlonal contra AQP2 (1:1,000; Santa Cruz Biotechnologies) e com 

anticorpo monoclonal contra actina (1:50,000; clone JLA20, Merck). Direita: 

Gráfico da expressão proteica relativa de AQP2 em membranas de córtex renal. 

Valores são média ± EP; n = 4 ratos/grupo. *P<0.05 vs. Sham. (9). 

 

1.1.3. Ativação de sistemas-neuro-humorais contrarregulatórios na 

IC 

Um número considerável de sistemas neuro-hormonais 

contrarregulatórios torna-se ativado na tentativa de compensar os efeitos 

deletérios dos neuro-hormônios anti-natriuréticos e vasoconstritores. Um dos 

mais importantes sistemas contrarregulatórios que se tornam ativados na IC 

estão os peptídeos natriuréticos, incluindo o peptídeo natriurético atrial (ANP) e 

o peptídeo natriurético cerebral (BNP). Em condições fisiológicas, o ANP e o 

BNP são secretados em aumento ao estiramento do átrio ou do ventrículo. Uma 

vez liberados, os peptídeos natriuréticos promovem vasodilatação, diurese e 

natriurese. Mais especificamente, tanto o ANP como o BNP aumentam o ritmo 

de filtração glomerular e inibem a reabsorção tubular de sódio em néfron distal. 
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Adicionalmente, promovem inibição do SRAA e do SNS produzindo 

vasodilatação sistêmica em nível venoso e arterial, além de exercer efeito 

vasodilatador regional renal. Exercem também efeitos endócrinos e parácrinos 

nos cardiomiócitos com ações anti-fibróticas, anti-hipertróficas e anti-

inflamatórias (1, 5, 10, 11). Contudo, os efeitos dos peptídeos natriuréticos 

parecem atenuar com a piora da IC, levando a ausência de oposição aos efeitos 

do SRAA e SNS e de mediadores pró-inflamatórios. As razões potenciais para 

esta atuação incluem o aumento da atividade de enzimas que clivam e 

inativam/diminuem a atividade biológica destes peptídeos, como exemplo, a 

dipeptidil peptidase, bem como diminuição da atividade/expressão de enzimas 

que ativam estes peptídeos como a corin, uma vez que não foi constada 

alteração na expressão de receptores para estes peptídeos.  

Além dos peptídeos natriuréticos, os neuro-hormônios vasoconstritores 

ativam outras respostas contrarregulatórias como a liberação de óxido nítrico 

(NO). Em condições normais, a liberação contínua de NO do endotélio 

contrabalanceia os fatores vasoconstritores e permite respostas vasodilatadoras 

apropriadas. Contudo, com a progressão da IC, existe a perda da responsividade 

vasodilatadora dependente do endotélio, que contribui para a excessiva 

vasoconstrição emblemática da IC avançada. Esta perda da responsividade 

vasodilatadora é em grande parte explicada pela inibição da atividade e 

expressão da isoforma 3 da óxido nítrico sintase (NOS). 

 

1.1.4. Remodelamento ventricular na IC 

O remodelamento ventricular, um dos principais mecanismos de 

progressão da IC, é o processo pelo qual fatores mecânicos, neuro-hormonais e 
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genéticos alteram o tamanho, a forma e função ventricular. Pode ser definido por 

alterações moleculares, celulares e intersticiais no miocárdio, levando a 

modificações no tamanho, na massa, geometria e na função do coração, como 

resultado de uma agressão ao miocárdio. Este processo adaptativo inicia-se 

como mecanismo compensatório a fim de manter a função contrátil e preservar 

o estresse da parede. Entretanto, com a degeneração da função miocárdica, este 

processo contribui para a piora da IC.  

Conforme o tipo de estímulo, o remodelamento ventricular pode ocorrer 

de duas maneiras distintas: 1) Na sobrecarga pressórica, como na hipertensão 

arterial ou estenose aórtica valvar, proteínas contráteis e novos sarcômeros são 

acrescentados aos miócitos cardíacos existentes em paralelo com os miócitos 

presentes. Isso aumenta a espessura da parede e reduz o raio da câmara 

cardíaca, resultando em redução do estresse sistólico na parede. Como a fração 

de ejeção do ventrículo esquerdo é inversamente proporcional ao estresse 

sistólico na parede, esse mecanismo compensatório contribui para manutenção 

de um volume sistólico normal do ventrículo esquerdo. A desvantagem do 

remodelamento concêntrico advém da redução da complacência do ventrículo 

esquerdo que se origina deste padrão de hipertrofia, a pressão diastólica do 

ventrículo esquerdo é aumentada em qualquer volume do VE dado, predispondo 

a sintomas congestivos. 2) Em contraste, aumentos persistentes de volume, 

como na insuficiência valvar esquerda, acarretam hipertrofia no padrão 

excêntrico. Neste padrão de remodelamento, novas proteínas contráteis são 

acrescentadas aos miofilamentos existentes em série, o que aumenta a 

complacência miocárdica e, desse modo, atenua o estresse diastólico na parede. 

Ao nível de todo o órgão, isso permite recrutamento contínuo da pré-carga sem 
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elevação significativa da pressão diastólica do ventrículo esquerdo. Em 

consequência, o volume sistólico final do VE é aumentado e o débito cardíaco 

anterógrado, se mantém em pressões de enchimento normais. Essa resposta 

compensatória encerra consequências: a dilatação progressiva do VE produz 

aumento secundário do estresse sistólico na parede. Em circunstâncias de 

sobrecarga persistente de pressão e volume, sobrevêm lesão dos cardiomiócitos 

e disfunção de bomba em todo o coração, caso as condições anormais 

responsáveis pela sobrecarga não sejam corrigidas. Essa transição da 

hipertrofia compensada para disfunção contrátil é o resultado final de sinalização 

proliferativa mal adaptativa.  

No nível molecular, as alterações associadas à transição para a disfunção 

contrátil incluem: alterações na regulação e expressão de proteínas contráteis, 

incluindo a diminuição da expressão da isoforma alfa da cadeia pesada da 

miosina (alfa-MHC), que tem elevada atividade ATPásica, e aumento da 

expressão fetal beta-MHC, que possui baixa atividade ATPásica; disregulação 

na homeostase do cálcio, incluindo diminuição da expressão gênica da Ca2+-

ATPase (SERCA2) e do canal  para cálcio do tipo L e aumento da expressão do 

trocador Na+/Ca+, que levam a alterações do acoplamento excitação-contração; 

anormalidades nas proteínas do citoesqueleto e dessensibilização beta-

adrenérgica. 

A morte celular através de vias necróticas, apoptóticas e autofágicas é 

determinante no remodelamento ventricular porque causa a perda de massa 

contrátil com consequente hipertrofia das células miocárdicas e fibrose 

reparativa. De fato, o interstício cardíaco é muito sensível aos mesmos estímulos 

mecânicos, inflamatórios e neuro-hormonais que afetam o crescimento dos 
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miócitos. A fibrose provoca rigidez miocárdica e heterogeneidade mecânica e 

elétrica que desempenham papel importante na gênese de arritmias e 

deterioração das funções sistólica e diastólica.  

 Recentemente, estudos experimentais realizados por vários laboratórios 

mostraram que os microRNAs (miRNAs) exercem efeito profundo sobre o 

remodelamento cardíaco. Os miRNAs são RNAs não codificadores que se 

pareiam com RNAs mensageiros específicos e regulam sua estabilidade e 

tradução. De fato, os miRNAs regulam componentes chave do processo de 

remodelamento, associados à biologia do cardiomiócito, o destino celular, o 

remodelamento da matriz extracelular e a ativação neuro-hormonal. Especula-

se atualmente que os miRNAs podem ser responsáveis por modular a transição 

de remodelamento adaptativo para patológico, constituindo, portanto, alvos 

terapêuticos para diminuir a progressão da doença.  

Em resumo, a IC desenvolve-se e progride como resultado das alterações 

deletérias na função cardíaca e no remodelamento cardíaco que ocorre em 

decorrência da ativação neuro-hormonal sustentada. 

 

1.2. Dipeptidil peptidase IV 

A dipeptidil peptidase IV (DPPIV), também conhecida como CD26, é uma 

serino-peptidase amplamente expressa que pode ser encontrada ancorada na 

membrana celular de diversos tipos celulares. Níveis elevados de DPPIV são 

encontrados nos rins, intestino delgado e pulmão; níveis moderados existem no 

pâncreas, fígado e baço; níveis baixos são encontrados no estômago e no 

coração, e não existe expressão detectável no cérebro e nos músculos 

esqueléticos (12). O rim é a principal fonte de DPPIV, onde é uma das principais 
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proteínas de membrana de borda em escova (13). Dentro dos rins, a DPPIV 

também está presente nos podócitos e capilares glomerulares (14). Na 

vasculatura sistêmica, a DPPIV é expressa nas células endoteliais das vênulas 

e particularmente nos capilares. De fato, em diferentes órgãos e tecidos, como 

pulmão, músculo e coração, quase toda a atividade do DPPIV tecidual se deve 

à sua presença na microvasculatura (14, 15).  

Notavelmente, uma forma solúvel da DPPIV (sDPPIV) pode ser 

encontrada no plasma e outros fluidos corporais (14, 16). Existem poucos 

estudos disponíveis na literatura sobre a origem do sDPPIV. Alguns estudos 

suportam a hipótese de que o sDPPIV é gerada a partir da clivagem da DPPIV 

expressa na membrana de linfócitos periféricos, especialmente linfócitos T, 

através da ação catalítica de uma "sheddase" ainda não identificada (isto é, uma 

enzima que cliva a porção extracelular de proteínas transmembrana, liberando-

as no meio extracelular (14, 17). Assim, alguns relatos mostraram que a 

expressão da DPPIV em linfócitos está diminuída em estados patológicos em 

que a atividade e a abundância sérica de DPPIV encontra-se elevada (18, 19). 

A atividade circulante da DPPIV está aumentada em pacientes obesos e, de fato, 

o tecido adiposo também foi reconhecido como fonte de sDPPIV (20, 21). 

A função da DPPIV consiste em clivar cadeias peptídicas nas quais está 

presente a prolina ou a alanina, como o segundo aminoácido a partir da 

extremidade N-terminal (22). Entre os substratos endógenos da DPPIV, cita-se 

o peptídeo-1 semelhante ao glucagon (GLP-1), o polipeptídeo insulinotrópico 

dependente de glicose (GIP) e peptídeo natriurético cerebral (BNP) (23). O 

substrato da DPPIV mais amplamente estudado é o hormônio incretina peptídeo-

1 semelhante ao glucagon (GLP-1), que desempenha papel fundamental na 
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manutenção da homeostase sistêmica da glicose. Em 2000, Marguet e 

colaboradores (24) demonstraram que a forma insulinotrópica intacta circulante 

de GLP-1 (25) encontra-se preservada em camundongos knockout para DPPIV 

e que a deleção genética específica ou a inibição farmacológica da DPPIV 

melhora a secreção de insulina e a tolerância à glicose. Não muito depois disso, 

o primeiro inibidor da DPPIV, a sitagliptina, foi aprovado pelo FDA para controlar 

a homeostase da glicose em pacientes diabéticos tipo II. Atualmente, vários 

inibidores da DPPIV, conhecidos como gliptinas, estão aprovados para uso como 

medicamentos antidiabéticos em todo o mundo. 

Além da sua atividade como exopeptidase, a DPPIV também funciona 

como uma proteína de ligação. No túbulo proximal renal, a DPPIV interage com 

NHE3 (26). O NHE3 desempenha um papel crítico na reabsorção de sódio, na 

homeostase do volume extracelular e no controle da pressão arterial (27). A 

inibição da DPPIV reduz a atividade do NHE3 in vitro e in vivo (28, 29), 

ressaltando o possível papel da DPPIV na retenção de líquidos. Além disso, a 

DPPIV liga-se diretamente ao colágeno (30, 31) e à fibronectina (32, 33).  

Estudos recentes têm demonstrado que os inibidores da DPPIV podem 

exercer efeitos cardioprotetores e renoprotetores além da redução da glicose. 

Estas ações benéficas podem também ser atribuídas, pelo menos parcialmente, 

ao aumento da biodisponibilidade do GLP-1. Após a ligação do GLP -1 em seu 

receptor (GLP-1R), no coração, que induz a ativação das vias de sinalização 

citoprotectores AMPc/PKA e de PI3K/Akt, reduz apoptose, aumenta captação de 

glicose no coração independente de insulina, reduz o tamanho do enfarte e 

melhora fluxo sangüíneo coronariano, por meio de suas ações vasodilatadoras 

(34-38). GLP-1 e seus análogos exercem também efeitos natriuréticos em 
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humanos e em modelos experimentais, e acredita-se que esse mecanismo 

esteja relacionado, ao menos em parte, com a inibição da atividade do NHE3 em 

túbulo proximal renal. 

É importante ressaltar que, embora o BNP seja um substrato reconhecido 

da DPPIV e possua diversas ações que beneficiam o sistema cardiovascular, 

como a diminuição do cálcio intracelular e conseqüente inibição de vias 

hipertróficas, inibição da secreção de renina, vasodilatação e efeitos natriuréticos 

(39, 40), os estudos que relacionam a ação do BNP e da DPPIV ainda são 

escassos. Ademais, foi demonstrado que o produto da clivagem do BNP pela 

DPPIV, denominado BNP (3-32), possui menor ação vasodilatadora e 

natriurética quando comparado com a forma madura, biologicamente ativa, BNP 

(1-32), evidenciando assim, o papel da DPPIV na biodisponibilidade deste 

peptídeo (41). 

Uma vez que os produtos decorrentes da clivagem da DPPIV sobre esses 

peptídeos possuem caráter inativo ou de baixa ação biológica, e análogos da 

forma ativa destes peptídeos melhoram a função cardíaca em modelos 

experimentais (41, 42), testamos a hipótese que a atividade e/ou expressão da 

DPPIV poderiam estar elevadas na IC e que o tratamento com inibidores da 

DPPIV melhoraria a função cardíaca em modelo experimental de IC. 

Consistente com esta ideia, ratos que foram submetidos à lesão 

miocárdica por meio de ablação por radiofrequência (43) e desenvolveram IC 

após 6 semanas, apresentam níveis e atividade aumentados da DPPIV no 

plasma e no coração quando comparados ao grupo controle (Sham). 

A fim de corroborar o papel da enzima na fisiopatologia da IC, um grupo 

de animais foi submetido ao tratamento com o inibidor específico da DPPIV 
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sitagliptina (40mg/kg/dia) por seis semanas após o processo de injúria do 

miocárdio por ablação de radiofrequência. Estudos hemodinâmicos diretos 

usando um cateter de condutância de pressão-volume demonstraram que o 

tratamento com sitagliptina atenua significativamente a disfunção cardíaca em 

ratos submetidos à injúria miocárdica por meio de ablação com radiofrequência 

(Figura 3). Entre os efeitos preventivos da inibição da DPPIV inclui-se a 

diminuição da pressão final diastólica do ventrículo esquerdo, aumento do 

desempenho sistólico e diminuição da rigidez da câmara cardíaca. O tratamento 

com sitagliptina também atenua a hipertrofia cardíaca e a fibrose intersticial do 

miocárdio remanescente.  
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Figura 3 – Efeitos da inibição da DPPIV sobre a relação pressão-volume (P-
V) sistólica final (ESPVR) e sobre a relação pressão-volume (P-V) diastólica 
final do ventrículo esquerdo (EDPVR) de ratos submetidos à injúria do 
miocárdio. Registros originais de alças P-V em diferentes pré-cargas durante 
oclusões transitórias da veia cava inferior mostraram diferenças em ESPVR e 
em EDPVR entre Sham (A) e HF (B) assim como entre HF e HF + inibidor de 
DPPIV (C). Em D os valores médios da inclinação de ESPVR (esquerda) 
representam um índice do desempenho sistólico e da inclinação da EDPVR 
(direita) como um índice da rigidez diastólica. O declive da relação linear entre 
volume e pressão sistólica final (ESPVR) foi mais íngreme em ratos Sham, 
sugerindo um desempenho sistólico diminuído em ratos HF. Entretanto, a 
ESPVR de ratos com HF tratados com o inibidor da DPPIV foi similar à do Sham 
(Figura 1D, esquerda). Além disso, a inclinação aumentada da relação pressão-
volume (P-V) diastólica final no grupo HF quando comparada ao Sham, sugere 
um aumento da rigidez da câmara cardíaca, o qual foi significativamente 
atenuado pela inibição da DPPIV (Figura 1D, direita). *P< 0.05 vs Sham; #P< 
0.05 vs HF. 

 

Além disso, a inibição da DPPIV foi capaz de prevenir a diminuição do 

ritmo de filtração glomerular, o aumento da reabsorção tubular proximal de sódio, 

assim como minimizar a congestão pulmonar (43). Em conjunto, os dados 

obtidos sugerem que a inibição da DPPIV exerce ações cardioprotetoras e 

renoprotetoras que previnem o desenvolvimento de IC em ratos submetidos à 

injúria miocárdica. 

 Adicionalmente, demonstramos recentemente que o tratamento com 

inibidores da DPPIV exerce efeitos não apenas preventivos mas também 

terapêuticos em ratos com IC, uma vez que o tratamento tardio com o inibidor da 

DPPIV, vildagliptina, reverteu, ao menos em parte, as alterações estruturais 

cardíacas e restaurou, parcialmente a função cardíaca, e completamente, a 

função renal de ratos com IC estabelecida (44).  

Tendo em vista que o antagonismo da angiotensina II constitui uma das 

bases do tratamento da IC, neste estudo testamos a hipótese que a associação 



38 
 

entre um inibidor da DPPIV e um antagonista do receptor de angiotensina II, 

promove efeitos terapêuticos sinérgicos, quando administrados a ratos com IC. 
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2. OBJETIVO 

Testar a hipótese que a associação entre o inibidor da DPPIV 

(vildagliptina) e o antagonista do receptor de angiotensina II (valsartan) exercem 

ações terapêuticas sinérgicas em ratos com insuficiência cardíaca. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Modelo Experimental 

Os procedimentos experimentais utilizados neste estudo foram aprovados 

pela Comissão de Ética em Pesquisa (CAPPesq) do Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (HC/FMUSP – Processo 

Nº. 050/17). Foram utilizados ratos Wistar com idade entre três e quatro meses, 

pesando 250 ± 50g obtidos do biotério central da Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo. Os animais foram mantidos no biotério do Instituto 

do Coração (InCor) em temperatura ambiente (23 ± 1°C) com ciclo claro/escuro 

de 12/12 horas, e livre acesso ao consumo de água e ração. 

 

3.2. Indução de Insuficiência Cardíaca 

O método para induzir IC em rato por ablação foi originalmente 

desenvolvido e padronizado no laboratório de Fisiopatologia Cardíaca da 

UNIFESP (45). Para o procedimento de ablação foi utilizado um gerador de 

correntes elétricas com radiofrequência da Tecnologia Eletrônica Brasileira Ltda, 

modelo TEB RF10, que gera correntes elétricas com frequência de 1.000 KHz. 

Os animais foram anestesiados com isoflurano, mantidos na posição de 

decúbito dorsal, intubados e ventilados mecanicamente com pressão positiva em 

ventilador para roedores (modelo Harvard 683, Holliston, MA, USA). Após 

tricotomia do hemitórax esquerdo, foi realizada incisão na pele, utilizando-se 

pinça e tesoura, na linha axilar média, um dedo abaixo da axila. Com auxílio de 

tesoura curva os músculos peitorais foram afastados e com uma pinça 

hemostática os músculos intercostais foram divulsionados, dois afastadores 
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cirúrgicos tipo “Stevenson” foram colocados no espaço intercostal para afastar 

as costelas e ampliar a toracotomia (Figura 4A). A pata dianteira esquerda do 

animal foi liberada da posição original de decúbito dorsal e fixada junto à pata 

dianteira direita para posicionar o tórax em semi-decúbito lateral direito, 

favorecendo a exposição da face lateral do ventrículo esquerdo ao eletrodo de 

ablação. O coração foi imobilizado dentro do tórax, em posição favorável para 

se proceder à ablação da face lateral do ventrículo esquerdo com a pinça-

eletrodo (Figura 4B e 4C). Esta manobra foi realizada com a preocupação de 

segurar o coração com a pinça-eletrodo apenas para imobilizá-lo, sem promover 

sua compressão. Após pericardiotomia, promovida por meio de pinça anatômica, 

o eletrodo positivo de ablação foi posicionado na parede anterior do miocárdio 

(espaço deixado pelas extremidades da pinça-eletrodo) e uma corrente de alta 

frequência (1,000 KHz,12 watts durante 12 segundos) promovida por gerador de 

radiofrequência convencional (TEB RF10; Tecnologia Eletrônica Brasileira, São 

Paulo, Brasil) foi liberada (Figura 4D e 4E). Depois de retirado o eletrodo positivo 

e visualização da área de lesão (Figura 4F), o coração foi recolocado em sua 

posição original, foi promovida hiperinsuflação pulmonar e fechamento da 

toracotomia por sutura em bolsa previamente preparada em torno da incisão. A 

seguir, o animal foi mantido em ventilação artificial enriquecida com oxigênio até 

que ocorra ventilação espontânea. 
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Figura 4. Sequência de eventos para induzir lesão por radioablação no 

ventrículo esquerdo. (A) Exposição do coração após colocação dos 

afastadores; (B) Pinça-eletrodo; (C) Estabilização do coração com a pinça-

eletrodo; (D) Eletrodo Positivo; (E) Posicionamento do eletrodo positivo na 

parede anterior do ventrículo esquerdo; (F) Área lesionada imediatamente após 

corrente ablativa. 

 

Após retirada da ventilação artificial e quando a ventilação se mostrou 

estável, o animal foi extubado e colocado em caixa plástica e mantido aquecido 

durante o período pós-operatório, até que se recuperasse completamente da 

anestesia. Os animais pertencentes ao grupo sham passaram pelos mesmos 

procedimentos cirúrgicos, porém não foram submetidos a ablação do miocárdio 

por radiofrequência e, portanto, não sofreram lesões. Após o procedimento 

cirúrgico os animais foram medicados com dipirona sódica 20 mg/kg via oral 

duas ou três vezes ao dia durante 5 a 7 dias. 

 

3.3. Grupos Experimentais 

A cirurgia de ablação do VE ou cirurgia fictícia foi realizada na semana 

“zero” (0) em seguida os ratos foram mantidos em gaiolas no biotério do InCor. 

Seis semanas após a cirurgia, foi realizada coleta de sangue por via retro-orbital 

para dosagem de BNP circulante para verificar se os ratos submetidos à cirurgia 
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de ablação do VE haviam desenvolvido IC. Ratos HF que apresentaram BNP 

total circulante inferior a 1 ng/mL foram excluídos do estudo. Subsequentemente, 

os ratos foram aleatoriamente divididos em cinco grupos experimentais e 

submetidos aos seguintes tratamentos: 

1) HF: Ratos que foram submetidos à ablação por correntes de 

radiofrequência no ventrículo esquerdo com a intenção de induzir IC. 

Foram tratados com veículo (água) por gavagem durante quatro 

semanas. 

2) Sham: Ratos que sofreram os mesmos estresses cirúrgicos que os 

animais acima, porém não foram submetidos à lesão do miocárdio 

propriamente dita ou qualquer outra lesão semelhante. 

3) HF + Val: Ratos submetidos à ablação por radiofrequência no 

ventrículo esquerdo e tratados com 30 mg/kg de valsartan, uma vez 

ao dia, durante quatro semanas, por gavagem. 

4) HF + Vil: Ratos submetidos à ablação por radiofrequência no 

ventrículo esquerdo e tratados com 120 mg/kg de vildagliptina, duas 

vezes ao dia, durante quatro semanas, por gavagem. 

5) HF + Assoc: ratos submetidos à ablação por radiofrequência no 

ventrículo esquerdo e tratados com a associação de vildagliptina (120 

mg/kg duas vezes ao dia) e valsartan (30 mg/kg uma vez ao dia), 

durante quatro semanas, por gavagem. 

 

No final do estudo os ratos foram anestesiados com quetamina (50 

mg/kg/dia) e xilazina (10 mg/kg/dia) para coleta de sangue e, por fim, foram 
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mortos por decapitação para remoção dos tecidos para posteriores análises 

biométrica e molecular (Figura 5). 

 

 

REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO PROTOCOLO EXPERIMENTAL 

 

 

Figura 5. Desenho Experimental. Ratos Wistar pesando ±250g foram 

submetidos a cirurgia de ablação do ventrículo esquerdo por radiofrequência ou 

cirurgia fictícia (Sham) na semana zero. Seis semanas após a cirurgia foi 

coletado sangue para determinação da concentração de BNP. Em seguida os 

ratos foram aleatoriamente divididos em 5 grupos experimentais, de acordo com 

a intervenção cirúrgica e tratamento utilizado. O tratamento foi realizado por via 

oral (gavagem) durante 4 semanas. Dez semanas após a cirurgia, foi coletado 

sangue e os ratos foram eutanasiados para coleta de material biológico para 

avaliação biométrica, histológica e molecular. 

 

3.4. Determinação dos níveis circulantes de BNP total 

O sangue foi coletado a partir do plexo retro-orbital e imediatamente 

transferido para um tubo para separação do soro contendo gel separador (BD 

vacutainer). Os tubos contendo o sangue coletado foram centrifugados a 

4000RPM, 4°C por 10 min e as amostras de soro foram armazenadas em freezer 
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-80°C até o uso. Os níveis séricos de BNP foram determinados por ensaio imuno-

enzimático (ELISA) de acordo com as instruções do fabricante (Abcam - Rat BNP 

32 ELISA Kit - ab108815). 

 

3.5. Avaliação dos parâmetros biométricos 

As análises biométricas e histológicas foram realizadas para avaliar 

congestão pulmonar, hipertrofia e remodelamento cardíaco. Logo após a retirada 

do coração, os átrios esquerdo e direito foram descartados e os ventrículos 

esquerdo (VE) e direito (VD) foram rapidamente pesados para avaliação das 

massas brutas e corrigidas pelas massas corpóreas de cada animal, como 

estimativa de hipertrofia miocárdica. Sendo um parâmetro de congestão 

pulmonar e, consequentemente, do grau de IC, também foi avaliado o teor de 

água no pulmão que, sabidamente, é uma análise sensível como indicadora da 

congestão tissular. Para tanto, o pulmão direito foi retirado do animal e pesado 

imediatamente, obtendo-se a massa úmida (MU) da peça. Tais amostras de 

tecido foram mantidas em dessecador (70°C) por 24 horas e pesadas 

fornecendo então a massa seca (MS) da amostra. O teor de água do pulmão foi 

calculado pela seguinte fórmula tradicionalmente utilizada: % H20 = [(MU – MS) 

/ MU] x 100, onde % H2O é o teor de água no pulmão. Ademais foram avaliadas 

as massas úmidas e secas dos pulmões indexadas pela respectiva massa 

corpórea do animal. 

 

3.6. Análises Histomorfométricas e Imunohistoquímica 

Após pesagem e secção do VE transversalmente, a metade apical de 

cada ventrículo foi acondicionada em formol 4% por 24 horas. Em seguida, o 
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fragmento do VE foi fatiado na transversal e disposto em cassete plástico do tipo 

processador/inclusor. Os cassetes foram processados em aparelho autotécnico 

com ciclo total de 12 horas para a desidratação, diafanização e parafinização do 

material. A desidratação foi realizada com concentrações crescentes de álcool 

etílico até chegar ao álcool absoluto, diafanizados em xilol, impregnados e 

incluídos em parafina a 60ºC para obtenção de cortes de 3 μm em micrótomo do 

tipo Minot (Leica RM 2035). A seguir, os cortes foram colocados em lâminas 

mantidas à temperatura de 37ºC para secagem, colagem e posterior coloração. 

As imagens foram visualizadas em microscópio ligado a sistema de digitalização 

de imagem (Leica Imaging Solutions) e as imagens digitalizadas dos corações 

foram analisadas com uso de um software (Leica QWin Plus V.3.2.0., Leica 

Microsystems Imaging Solutions Ltd., Cambridge, UK). 

 

3.6.1. Volume Nuclear 

Como parâmetro de hipertrofia miocitária, foi estimado o volume nuclear 

médio dos cardiomiócitos, a partir de amostras de cada animal, do miocárdio 

ventricular esquerdo, remoto a área de infarto (septo e parede posterior). Nos 

cortes histológicos corados com hematoxilina & eosina de Harris, as fibras 

musculares cardíacas cortadas longitudinalmente foram visualizadas em 

aumento de 400 vezes (objetiva de 40 vezes e ocular de 10 vezes) e medidos 

exclusivamente os núcleos totalmente visíveis, situados no centro da célula, e 

que apresentaram forma elipsoide, sendo estes, localizados principalmente no 

mesocárdio. Os núcleos cortados em sentido transversal ou oblíquo foram 

desprezados. Para cada animal estudado foram medidos de 70 a 90 núcleos, 

avaliados num total de seis campos de 75.000 μm2 cada, calculando-se o volume 
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de cada núcleo conforme equação (46): Volume nuclear (V) = π x D x d2/6. Sendo 

d o menor diâmetro do núcleo e D o maior diâmetro medido. 

 

 

3.6.2. Quantificação de Fibrose Intersticial Cardíaca 

Para avaliar o teor de colágeno no interstício do miocárdio remoto ao 

infarto, os cortes montados sobre as lâminas foram corados pelo método do 

picrossírius red por imersão durante uma hora em solução contendo 0,1% de 

sírius red F3BA, em meio aquoso saturado de ácido pícrico, e a seguir, lavados 

em solução 0,01 N de ácido clorídrico (HCl) por dois minutos, desidratados com 

álcool etílico e diafanizados com xilol. A cobertura com resina sintética (Entellan 

– Merck) preservou o material para análises posteriores. O teor de colágeno no 

miocárdio do VE foi estimado (47) desprezando-se as mensurações na região 

perivascular e cicatricial (infarto). Após captar as imagens na tela do computador, 

o software detectou as regiões coradas em vermelho vibrante, composto por tons 

de vermelho (red), verde (green) e azul (blue). Foi selecionada e padronizada a 

faixa na qual se obtinham os mesmos tons (red: 200 a 250, green: 120 a 160, e 

blue: 130 a 180) para uniformização da análise de todas as amostras, e as 

estimativas foram realizadas com objetiva que ampliava as imagens em 20 vezes 

e ocular de 10 vezes (ampliação de 200 vezes). Foram avaliados de oito a dez 

campos de cada animal, capturados do septo interventricular e parede posterior. 

Os resultados foram expressos em percentagens da área ocupada por fibras 

colágenas em relação a área de tecido. 

 

3.6.3. Imunohistoquímica 
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O tecido cardíaco foi colocado em formol tamponado 4% durante 24 horas 

e depois incluído em parafina. O tecido foi então cortado em micrótomo em 

espessura de 4 μm. Os tecidos foram desparafinizados em xilol, reidratados em 

graduações decrescentes de álcool e água. Para bloquear a peroxidase 

endógena dos tecidos, foram realizados 7 banhos de água oxigenada por 3 

minutos, depois feita a recuperação antigênica por panela à vapor Pascal em 

solução de citrato de sódio 10 mM, pH 6,0, por 50 minutos. Para bloquear as 

reações inespecíficas os tecidos foram banhados com 2% leite desnatado por 

20 minutos e, então, incubados com anticorpo primário (anti-DPPIV) diluído em 

solução 5% BSA. Após 18h de incubação à 4°C, os tecidos foram lavados 3 

vezes por 5 minutos com PBS (137 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM Na2HPO4 e 

176 mM KH2PO4, pH 7,4) e incubados com anticorpo secundário. Depois de 

lavados em PBS os tecidos foram incubados com solução 2 do kit LSAB HRP 

Universal que contém complexo biotina estreptavidina para amplificação do sinal 

do anticorpo primário e, então, foram revelados em solução de diaminobenzidina 

tetrahidroclorida (DAB) por 7 minutos. 

 

3.7. Determinação da Atividade da DPPIV 

A atividade da DPPIV plasmática e tecidual foi determinada 

colorimetricamente através da liberação de p-nitroanilina resultante da hidrólise 

do composto tosilato de glicil-prolil-p-nitroanilida, conforme previamente descrito 

(48). Resumidamente, 15 μl de plasma ou amostra de proteína de tecido diluído 

foi adicionado em 185μl de tampão Tris- HCl (10 mM; pH = 7,6) contendo 4 mM 

de tosilato de glicil-prolil-p-nitroanilida por uma hora a 37°C. Em seguida, foi 

adicionado 500 μl de tampão acetato (0,1 mM) para terminar a reação. A 
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absorbância foi medida colorimetricamente em espectrofotômetro em 405 nm. A 

atividade da DPPIV tecidual foi normalizada pela concentração de proteínas 

totais analisadas pelo método de Lowry. 

 

 

3.8. Homogeneização das Amostras 

Os homogenatos proteicos de coração foram obtidos através da 

homogeneização destes tecidos em homogeneizador Polymix PX-SR 50 E 

(Kinematica, AG, Switzerland) em tampão PBS gelado contendo (150 mM Nacl; 

2,8 mM fosfato de sódio monobásico, 7,2 mM fosfato de sódio dibásico; pH 7.4), 

inibidores de protease (pepstatina 0,7 μg/mL, leupeptina 0,5 μg/mL e PMSF 40 

μg/mL). O homogenato foi então aliquotado em tubos para centrífuga e 

armazenado em freezer -80°C até o uso. 

 

3.9. Determinação da Concentração de Proteínas 

A determinação da concentração de proteínas foi obtida pelo método de 

Lowry (49). O método consiste na adição de hidróxido de sódio, de carbonato de 

cálcio, de sulfato de cobre e de tartarato de sódio a uma mistura contendo 

proteínas. Adiciona-se Folin-fenol Ciocalteau no qual há um constituinte ativo 

que sofre redução quando reage com proteínas na presença do cobre em 

solução alcalina produzindo um complexo de coloração azul com absorção 

máxima em 750nm. 

 

3.10. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e immunoblotting 
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As proteínas foram solubilizadas em tampão de amostra contendo 2% 

SDS, 10% glicerol, 0.1% azul de bromofenol, 50 mM Tris, pH 6.8, e submetidas 

a eletroforese utilizando gel de poliacrilamida 7,5% conforme previamente 

descrito (50). As membranas de PVDF contendo as proteínas transferidas foram 

incubadas primeiro em solução de bloqueio (leite em pó desnatado 5% e Tween 

20 - 0,1% em PBS) por 1 hora para bloquear ligações de anticorpos, seguida por 

incubação “overnight” em anticorpo primário. Anticorpos primários (anti-DPPIV e 

anti-GAPDH) diluídos em solução de bloqueio, foram utilizados na diluição de 

1:1000 – 1:5000. As membranas de PVDF foram então lavadas com solução de 

bloqueio e incubadas por 1 hora com anticorpo secundário apropriado conjugado 

ao HRP (horseradish peroxidase) diluído na proporção 1:2,000 em solução de 

bloqueio. Após 5 lavagens com solução de bloqueio e 2 lavagens com tampão 

PBS 1X, incubou-se a membrana durante 1 minuto com ECL (reagente para 

imuno-detecção através de quimioluminescência). Em seguida a membrana foi 

colocada em fotodocumentador (ImageQuant LAS 4000, GE Healthcare) para 

visualização das bandas para depois serem analisadas por densitometria (Image 

J). 

 

3.11. Determinação da concentração sérica de GLP-1 ativo 

A concentração de GLP-1 ativo foi determinada por ensaio imuno-

enzimático (ELISA) utilizando-se um kit específico para GLP-1 (7-36) em soro de 

rato (Millipore). Os experimentos foram realizados seguindo as instruções do 

fabricante. 

 

3.12. Determinação da concentração intra-cardíaca de Angiotensina II 
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 A concentração de ANG II em homogenato cardíaco foi 

determinada por kit de ELISA competitivo (Biomatik Corporation, Cambridge, 

Ontario, Canada) de acordo com as instruções do fabricante, incluindo coleta da 

amostra e estocagem. Homogenatos cardíacos foram obtidos conforme descrito 

acima e estocado a -80°C. A concentração do peptídeo foi normalizada pela 

concentração proteica e reportada como pg/mg de proteína. 

 

3.14. Análise Estatística 

A comparação entre os grupos foi feita por análise de variância uma via 

(One-way ANOVA). Quando identificadas diferenças significantes, foi aplicado o 

teste post-hoc de Newman-Keuls para localizar as diferenças. Todas as análises 

e construção gráfica foram realizadas por meio do programa GraphPad Prism 

5.0 e foram expressas em média ± erro padrão da média (EPM). O nível de 

significância adotado foi de p<0,05. 
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4. RESULTADOS 

4.1. Determinação dos níveis circulantes de BNP total 

A concentração de BNP plasmático é utilizada amplamente como 

biomarcador clínico para IC (51). Neste contexto, avaliamos a concentração de 

BNP plasmático total nos cinco grupos experimentais, para avaliar se os 

tratamentos com vildagliptina, valsartan ou vildagliptina + valsartan eram 

capazes de diminuir a concentração de BNP circulante em ratos com HF (Figura 

6). De acordo com o esperado, as medidas de BNP circulante realizadas seis 

semanas após a cirurgia, mostram que os ratos submetidos a lesão miocárdica 

tiveram níveis de BNP maiores em comparação ao grupo Sham. Ao final do 

tratamento os níveis plasmáticos de BNP em ratos HF aumentaram 

consideravelmente, ao passo que todos os agentes farmacológicos 

administrados foram capazes de diminuir a concentração plasmática deste 

peptídeo. 
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Figura 6. Determinação dos níveis circulantes do peptídeo natriurético 

cerebral (BNP) nos animais Sham e com insuficiência cardíaca 

experimental tratados com veículo (HF), valsartan (HF + Val), inibidor da 

DPPIV vildagliptina (HF + Vil) e associação de vildagliptina com valsartan 

(HF + Assoc). 6 e 10 semanas após a cirurgia de ablação do VE. Valores 

expressos como média ± EPM. 

 

4.2. Parâmetros Biométricos 

A Figura 7 mostra algumas características biométricas dos cinco grupos 

experimentais. A média do peso corporal foi semelhante em todos os grupos de 

ratos, tanto no início como no final do estudo (Figura 7A e B). Ratos HF tratados 

com veículo apresentaram maior peso do ventrículo esquerdo, ventrículo direito 

e peso do coração total em proporção ao peso corporal em comparação com 

Sham e os tratamentos utilizados foram efetivos em atenuar este aumento 

(Figura 7C-E). Ratos HF exibiram maior peso do pulmão em relação ao peso 

corporal e maior teor de água no pulmão comparado ao grupo sham, 

característico de congestão pulmonar (Figura 7F e G). Os tratamentos utilizados 

normalizaram o peso do pulmão/peso corporal e a congestão pulmonar. Não 
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foram observadas diferenças no teor de água no fígado e razão peso do 

baço/peso corporal entre os cinco grupos experimentais estudados (dados não 

apresentados). 

 

 
 

 

Figura 7. Avaliação dos parâmetros biométricos dos animais Sham e com 

insuficiência cardíaca experimental tratados com veículo (HF), valsartan 

(HF + Val), inibidor da DPPIV vildagliptina (HF + Vil) e associação de 

vildagliptina com valsartan (HF + Assoc). Ventrículo direito (VD); Ventrículo 

esquerdo (VE). Sham (n = 9); HF (n = 8); HF + Val (n = 7); HF + Vil (n = 4); HF + 

Assoc (n = 6). Valores expressos como média ± EPM. *P<0,05 e ***P<0,001 vs. 

Sham; #P<0,05 e ##P<0,01 vs. HF. 
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4.3. Determinação do volume nuclear do cardiomiócito e fibrose intersticial 

em tecido cardíaco remanescente ao infarto 

As análises histológicas para hematoxilina-eosina (HE) e Picrossírius red 

demonstraram que os ratos HF apresentam maior volume nuclear (Figura 8A) e 

fibrose intersticial (Figura 8B) em miocárdio remanescente respectivamente, 

comparados ao grupo Sham. Em consonância com a redução no peso do 

coração/peso corpóreo mostrado na Figura 7, todos os tratamentos utilizados 

atenuaram o aumento no volume nuclear e reduziram os níveis de colágeno 

intersticial. 
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Figura 8. Avaliação histológica do remodelamento cardíaco. (A) Volume 

nuclear dos cardiomiócitos. (B) Fibrose intersticial do miocárdio remanescente 

ao infarto. Valores expressos como média ± EPM. *P<0,05 e ***P<0,001 vs. 

Sham. ###P<0.001 vs. HF. 

 

4.4. Atividade e abundância da DPPIV plasmática e tecidual 

Avaliamos a atividade da DPPIV no plasma e homogenato de tecido 

cardíaco de animais sham, com IC experimental tratados com valsartan e/ou 

vildagliptina e tratados com veículo. A Figura 9 demonstra que os ratos HF 

apresentaram atividade mais elevada da DPPIV no soro (Figura 9A) e no coração 
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(Figura 9B) em comparação com os ratos sham. No entanto, todos os 

tratamentos utilizados foram capazes de inibir a atividade da DPPIV no soro e 

coração.  

 

 

Figura 9. Avaliação da atividade da DPPIV nos animais Sham e com 

insuficiência cardíaca experimental tratados com veículo (HF), valsartan 

(HF + Val), inibidor da DPPIV vildagliptina (HF + Vil) e associação de 

vildagliptina com valsartan (HF + Assoc). (A) soro e (B) homogenato de 

músculo cardíaco. Densidade óptica (DO). Sham (n = 9); HF (n = 8); HF + Val (n 

= 7); HF + Vil (n = 4); HF + Assoc (n = 6). Valores expressos como média ± EPM. 

*P<0,05 e ***P<0,001 vs. Sham; #P<0,05 e ###P<0,001 vs. HF; &&&P<0,001 vs. 

HF + Val. 

 

 

Consistente com nossos achados anteriores (43, 44, 52), a IC cursou com 

aumento na expressão proteica da DPPIV no coração dos animais HF 

comparado ao Sham (Figura 10). Todavia, todos grupos tratados inclusive o 

grupo tratado apenas com valsartan, tiveram níveis de expressão da DPPIV no 

coração próximos ao Sham e inferiores ao grupo HF tratado com veículo. Por 

meio de análise imunohistológica reforçamos nossos achados demonstrando, de 

maneira qualitativa, maior imunomarcação para DPPIV no coração dos animais 
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HF tratados com veículo, enquanto é observado menor marcação para DPPIV 

com os tratamentos utilizados (Figura 11). 

 

 

 
Figura 10. Expressão da DPPIV no coração de ratos Sham e HF tratados 

com veículo, vildagliptina e/ou valsartan. Quantidades iguais de proteína 40 

μg para DPPIV e 10 μg para GAPDH) foram submetidas à SDS-PAGE, 

transferida para membrana de PVDF e incubada com os seguintes anticorpos 

primários anti-DPPIV (1:1,000) e anti-GAPDH (1:5,000). GAPDH foi utilizado 

como controle interno. Valores estão expresso com média ± EPM. **P<0,01 vs. 

Sham. #P<0,05 vs. HF. 
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Figura 11. Marcação imunohistológica da DPPIV no coração. Imagens 

representativas de cortes histológicos de tecido cardíaco corado com 

anticorpo anti-DPPIV. Foto micrografias em aumento de 400x. 

 

O GLP-1 ativo foi medido em sangue arterial coletado pela artéria aorta 

abdominal no momento do sacrifício dos animais. Uma vez coletado, o sangue 

foi imediatamente transferido para tubos contendo EDTA (1 mg/ml) e 10 μM 

P32/98, inibidor da enzima DPPIV (Abcam, Cambridge, MA), com a finalidade de 

evitar a degradação do GLP-1. Como esperado, os níveis de GLP-1 ativo 

aumentaram significativamente nos ratos HF tratados com inibidor da DPPIV e 

nos ratos tratados com a associação das duas terapias, quando comparado com 

os grupos sham, HF tratado com veículo e HF tratado com valsartan. De maneira 

interessante, a concentração plasmática de GLP-1 ativo no grupo HF tratado 
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com valsartan permaneceu semelhante ao grupo Sham, enquanto que o grupo 

HF apresentou tendência de menor concentração de GLP-1 ativo (Figura 12).   

 

 

 

Figura 12. Avaliação dos níveis séricos do peptídeo-1 semelhante ao 

glucagon em ratos Sham e HF tratados com veículo, vildagliptina e/ou 

valsartan. Os níveis séricos de GLP-1 ativo foram determinados por ELISA em 

ratos Sham (n = 9); HF (n = 8); HF + Val (n = 7); HF + Vil (n = 10); HF + Assoc 

(n = 6). Valores expressos como média ± EPM. *P<0,05 e ***P<0,001 vs. Sham; 

##P<0,01 e ###P<0,001 vs. HF; $$P<0,01 e $$$P<0,001 vs. HF + Val. 

 

Avaliamos a concentração cardíaca de angiotensina II por meio de ensaio 

imuno-enzimático (ELISA), com o intuito de investigar se a inibição da DPPIV e 

ou a terapia combinada com valsartan, altera o perfil da angiotensina II no 

coração. Conforme atesta a Figura 13, o grupo HF tratado com veículo cursou 

com aumento da concentração cardíaca de angiotensina II em comparação com 

o grupo Sham. Ao passo que os tratamentos utilizados foram eficazes em reduzir 

tais concentrações de angiotensina II para níveis próximos ao do grupo Sham. 

 



64 
 

 

Figura 13. Avaliação da concentração cardíaca de angiotensina II em ratos 

Sham e HF tratados com veículo, vildagliptina e/ou valsartan. A 

concentração intra-cardíaca de angiotensina II foi determinada por ELISA em 

ratos Sham (n = 9); HF (n = 8); HF + Val (n = 7); HF + Vil (n = 10); HF + Assoc 

(n = 6). Valores expressos como média ± EPM. **P<0,01 vs. Sham; #P<0,05 vs. 

HF. 
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  5. Discussão 

_______________________________________________________________ 
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5. DISCUSSÃO 

Este estudo demonstrou que não há efeito benéfico adicional do 

tratamento combinado do inibidor da DPPIV e do antagonista de receptor AT1 

valsartan em comparação à monoterapia em ratos com IC. De fato, tanto as 

terapias isoladas, como a associação terapêutica da vildagliptina com o valsartan 

reduziram para níveis similares a concentração sérica de BNP total circulante, 

atenuaram a hipertrofia e fibrose cardíaca e a congestão pulmonar. Além disso, 

nossos dados demonstram que o inibidor da DPPIV vildagliptina reduziu a 

concentração de angiotensina II cardíaca, ao passo que o antagonista do 

receptor AT1 valsartan reduziu a atividade da DPPIV no plasma e no coração de 

ratos com IC, evidenciando uma possível sobreposição entre a vias 

cardioprotetoras deflagradas pela inibição do sistema-renina angiotensina e da 

atividade da enzima DPPIV.  

Evidências recentes de estudos clínicos e pré-clínicos levantam a 

possibilidade de que a DPPIV possa estar envolvida na fisiopatologia da IC. 

Nosso grupo de pesquisa e outros laboratórios tem mostrado que pacientes com 

IC (43) e modelos animais (43, 53, 54) exibem aumento da atividade plasmática 

da DPPIV em relação aos controles, e que a atividade da DPPIV está 

negativamente correlacionada com a fração de ejeção do ventrículo esquerdo e 

congestão pulmonar (43). 

Curiosamente, neste e em outros estudos do nosso grupo, além de maior 

atividade enzimática circulante, temos observado que os ratos HF também 

exibem elevada atividade e abundância proteica da DPPIV no coração. Em 

modelo de IC induzida por ablação por radiofreqüência do ventrículo esquerdo, 
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a atividade cardíaca e a expressão da DPPIV estavam aumentadas em 

comparação com ratos sham (43). Além disso, Shigeta e colaboradores (53) 

descobriram que ratos com disfunção cardíaca e diabetes induzida por 

estreptozotocina exibem aumento da atividade e expressão da DPPIV cardíaca. 

Por outro lado, esses mesmos autores demonstraram que a atividade e a 

expressão da DPPIV cardíaca estavam reduzidas em comparação com os 

controles em modelo de IC induzida por sobrecarga de pressão. Se esses 

resultados conflitantes se devem aos diferentes modelos de IC induzida por 

lesão miocárdica, ainda não foi esclarecido.  

De fato, a regulação in situ da DPPIV na IC parece ser uma questão 

complexa. Embora o rim seja o órgão com o maior nível de expressão de DPPIV, 

os animais HF não mostram um aumento na DPPIV nos rins, sugerindo que esta 

enzima é transcricionalmente e/ou pós-transcricionalmente regulada de maneira 

órgão-específica. Notavelmente, os efetores downstream proteína quinase A 

(PKA) e proteína quinase G (PKG), que são ativados pelos substratos da DPPIV, 

GLP-1 e BNP, respectivamente, foram regulados negativamente nos rins de 

ratos HF (43). Apesar das incertezas sobre como a atividade e a expressão da 

DPPIV estão sobre-reguladas na IC, níveis circulantes elevados de sDPPIV na 

IC têm sido consistentemente relatados em estudos pré-clínicos e clínicos (43, 

53, 54). A alta atividade da DPPIV provavelmente diminui a biodisponibilidade de 

peptídeos com funções cardiorenais e a menor atividade biológica desses 

substratos da DPPIV pode estar associada à disfunção cardíaca progressiva e 

ao aumento da retenção de sódio e água pelos rins. 

Os mecanismos e estímulos moleculares que medeiam o aumento da 

atividade e abundância da DPPIV solúvel e cardíaca na IC permanecem sem 
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solução. Uma descoberta intrigante em relação à modulação da expressão da 

DPPIV na IC é que a inibição competitiva da DPPIV também reduz a abundância 

da DPPIV tanto no plasma como no coração. Uma possível explicação para essa 

observação inesperada surgiu de um estudo de Kanasaki e colaboradores (55), 

que demonstrou que a linagliptina aumenta a expressão de componentes da 

família dos microRNAs (miRNA) 29, que por sua vez reduz a abundância da 

DPPIV nos rins e células endoteliais de ratos diabéticos induzidos por STZ. 

Curiosamente, a família do miRNA 29 é regulada negativamente após o infarto 

do miocárdio (56, 57), entretanto, ainda não se sabe se esse mecanismo pós-

transcricional também está envolvido na regulação positiva da 

atividade/expressão da DPPIV no coração de modelos experimentais de IC. 

Além disso, é tentador especular que a sheddase que libera a DPPIV da 

superfície celular para a corrente sanguínea está estimulada na IC, bem como 

em outras doenças cardiovasculares e metabólicas em que a atividade da DPPIV 

no soro é superior que de indivíduos saudáveis. 

O tratamento com BRA na IC já está bem estabelecido e documentado. O 

tratamento combinado entre valsartan e vildagliptina é uma intervenção 

comprovadamente bem-sucedida para a hipertensão em pacientes com diabetes 

tipo 2. Não existem relatos na literatura sobre o tratamento combinado na IC. No 

presente estudo, o remodelamento cardíaco em ratos com IC foi atenuado pelos 

tratamentos utilizados, seja isolado, vildagliptina ou valsartan, ou em 

combinação das duas terapias. Especificamente, a inibição crônica da DPPIV 

e/ou o bloqueio do receptor AT1 diminuiu os níveis de fibrose intersticial e o 

volume nuclear de cardiomiócitos, além de diminuir a relação peso dos 

ventrículos/peso corporal em comparação ao sham. Um estudo realizado por Yin 
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e colaboradores relatou que o tratamento com vildagliptina na dose de 15/mg/kg 

uma vez ao dia não demonstrou nenhum tipo de efeito benefício em prevenir ou 

reverter remodelamento e disfunção cardíaca em ratos pós infarto do miocárdio 

(58). Uma plausível explicação sobre essa discrepância entre os achados é a 

dose (120 vs. 15 mg/kg/dia) e a frequência de administração (duas vezes vs. 

uma vez ao dia). Observamos em nosso laboratório que embora o tratamento 

crônico com vildagliptina na dose de 20 mg/kg/dia iniba a atividade plasmática 

da DPPIV, falha em inibir a atividade da peptidase no coração e nos rins de ratos 

com IC. Além disso, nesta dose baixa, a vildagliptina é incapaz de melhorar a 

função cardíaca e renal e de reduzir congestão pulmonar em ratos com IC 

estabelecida (dados não publicados). Em conjunto, estas observações sugerem 

que a inibição da atividade plasmática e tecidual da DPPIV pode ter um papel 

crucial na mediação dos efeitos dos inibidores da DPPIV em ratos com IC. 

Chaykovska e colaboradores relataram evidências moleculares dos 

efeitos benéficos da DPPIV no coração em ratos doença renal crônica DRC (59). 

Seu estudo mostrou que o inibidor da DPPIV linagliptina normaliza os níveis de 

mRNA dos marcadores de fibrose no coração de ratos com DRC. 

Em um recente trabalho publicado pelo nosso grupo de pesquisa, 

observamos que ratos com DRC apresentavam hipertrofia e fibrose cardíaca, 

que foram associados com maior atividade e expressão da DPPIV cardíaca. O 

tratamento com sitagliptina preveniu a fibrose cardíaca e mitigou a hipertrofia 

cardíaca. O tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) foi maior em ratos com 

DRC do que em ratos sham, o que foi sugestivo de disfunção diastólica 

associada à DRC. O inibidor da DPPIV atenuou significativamente o aumento do 
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TRIV. Estes resultados sugerem que a inibição da DPPIV pode retardar o 

comprometimento cardiovascular na DRC (60). 

É sabido que a DPPIV se liga diretamente ao colágeno (30, 31) e à 

fibronectina (32, 33) formando um complexo proteico que contribui para a 

migração celular e reparo do tecido conjuntivo (61). Curiosamente, a inibição da 

DPPIV mostrou atenuar a fibrose cardíaca em ratos com IC (43, 53, 62), bem 

como em outros modelos de doença cardíaca (59, 63-65). Portanto, é tentador 

especular que uma associação entre a DPPIV com colágeno e/ou fibronectina 

possa estar envolvida na remodelação do tecido cardíaco, mas essa suposição 

requer investigação adicional. 

A maioria dos estudos pré-clínicos demonstraram que as gliptinas 

melhoram o remodelamento e a função cardíaca e podem até aumentar a 

sobrevida na IC experimental. É de particular importância que as gliptinas têm 

sido consistentemente relatadas por exercer ações renoprotetoras em modelos 

experimentais de doença cardíaca e em pacientes com disfunção cardíaca. 

Em contrapartida, um menor consenso é evidente em relação aos 

benefícios cardiovasculares da inibição da DPPIV no cenário clínico. Estudos 

clínicos documentaram que os inibidores da DPPIV podem melhorar a disfunção 

cardíaca em alguns pacientes, mas em outros não afetam os desfechos 

cardíacos ou até mesmo aumentam o risco de complicações da IC. Em estudos 

pilotos, indivíduos não diabéticos com disfunção cardíaca tratados com 

inibidores da DPPIV apresentaram melhora na captação de glicose miocárdica, 

redução de níveis séricos de produtos finais de glicação avançada e níveis 

elevados de células progenitoras circulantes em comparação com indivíduos 

tratados com placebo.  
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Por outro lado, os resultados dos ensaios SAVOR-TIME 53 e EXAMINE 

demonstraram que tanto a saxagliptina como a alogliptina, respectivamente, 

tiveram efeito neutro em comparação com o placebo em termos de resultados 

cardiovasculares primários em pacientes diabéticos tipo 2 (66, 67). Na verdade, 

o aumento da hospitalização por IC em pacientes diabéticos tratados com 

saxagliptina versus pacientes tratados com placebo, observado no estudo 

SAVOR-TIME 53, levantou algumas preocupações de segurança cardiovascular 

com relação à administração de inibidores da DPPIV em pacientes diabéticos 

com IC. Resta determinar se esse resultado negativo pode ser considerado um 

efeito adverso dos inibidores da DPPIV, qual é sua relevância clínica, se é 

comum a todos os inibidores da DPPIV e se pode estar associado a 

comorbidades e polimedicação. Até agora, os possíveis mecanismos 

subjacentes para explicar por que a saxagliptina aumentaria o risco de 

internações por IC permanecem especulativos. 

Em um estudo publicado recentemente, Koyane e colaboradores 

relataram que a saxagliptina possui como alvo primário a DPP9, que por sua vez 

inicia cascatas de sinalização intracelular contribuindo para contratilidade 

cardíaca e disfunção eletrofisiológica, efeito este, que não está presente no 

inibidor da DPPIV, sitagliptina (68).  

Os efeitos cardioprotetores do GLP-1 independente do controle glicêmico 

têm sido relatados em estudos pré-clínicos e clínicos. In vitro, os agonistas do 

GLP-1R ativam as vias citoprotetoras e reduzem a apoptose dos cardiomiócitos 

em resposta a diversos estímulos, como ceramida, palmitato, estaurosporina e 

fator de necrose tumoral alfa (37, 69). Além disso, o GLP-1 nativo atenua o 

tamanho do infarto após isquemia/reperfusão in vivo e em corações isolados 
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perfundidos (70), e o liraglutide (análogo do GLP-1) melhora os desfechos de IM 

tanto em camundongos diabéticos quanto não diabéticos (71). Além disso, esses 

resultados pré-clínicos são apoiados por dados clínicos porque o tratamento com 

GLP-1 e exenatide melhora significativamente a função cardíaca e o índice de 

recuperação miocárdica em pacientes com infarto agudo do miocárdio e 

disfunção ventricular esquerda independentemente do histórico de diabetes (72, 

73). 

As ações diuréticas e natriuréticas do GLP-1 têm sido demonstradas 

consistentemente por uma variedade de estudos em roedores (50, 74-76) e em 

humanos (77-80). Os efeitos do GLP-1 sobre o manuseio de sódio e água em 

roedores e humanos é mediado, pelo menos em parte, pela inibição da 

reabsorção de sódio mediada pelo NHE3 em túbulo proximal renal via ativação 

da via de sinalização cAMP/PKA (50, 75, 76). Conforme esperado, no presente 

trabalho observamos que a administração de vildagliptina e a terapia combinada 

(vildagliptina + valsartan) aumentou a concentração do GLP-1 ativo circulante. 

De fato, observamos em nossos trabalhos anteriores que o aumento na 

concentração de GLP-1 foi acompanhado por restauração da via da PKA o que 

também foi acompanhado por aumento da fosforilação do NHE3 na serina 552, 

sítio consenso da PKA, um mecanismo que reduz a atividade de transporte do 

NHE3 em túbulo proximal (43, 44). Além disso, a renoproteção a longo prazo 

conferida pela inibição da DPPIV envolve um melhor manuseio renal de sódio e 

água, que pode contribuir para a diminuição da expansão volêmica e da 

congestão pulmonar na IC. 

Embora o SRA sistêmico possa desempenhar um papel importante no 

processo de remodelamento cardíaco, nas últimas décadas as pesquisas 
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revelam que a progressão das doenças cardiovasculares ocorre principalmente 

influenciada pela superestimulação local do SRA no coração. Os dados 

apresentados neste trabalho fortalecem essa ideia, uma vez que os tratamentos 

utilizados alteraram os níveis de Ang II no coração de ratos com IC. De fato, 

evidências recentes sugerem um cross talk entre a DPPIV e o SRA tecidual em 

patologias cardiorrenais (60, 81, 82). 

Nosso grupo de pesquisa demonstrou recentemente que a cardioproteção 

conferida pela inibição da DPPIV em ratos com DRC está associada a uma 

redução nos níveis cardíacos de Ang II e um aumento nos níveis de angiotensina 

(1-7), que foram acompanhados por efeitos anti-hipertróficos, anti-inflamatórios 

e antioxidantes (60). 

Aroor e colaboradores relataram que a infusão de Ang II em rins de 

camundongos obesos com doença renal, bem como em células de túbulo 

proximal em cultura aumenta a atividade da DPPIV. Os autores atribuem um 

“cross talk” entre a sinalização do receptor AT1 e ativação da DPPIV na 

regulação da megalina e destaca a significância de considerar a DPPIV como 

alvo na prevenção da progressão da lesão renal relacionada à obesidade (81). 

Scot M Brown e colaborares demonstraram que a inibição da DPPIV com 

saxagliptina atenua a disfunção diastólica induzida por angiotensina II (82). 

Neste mesmo sentido, Jelena Seferovic e colaboradores avaliaram a 

concentração plasmática de GLP-1 ativo em 27 pacientes com IC e fração de 

ejeção reduzida (83). Estes autores demonstraram considerável aumento na 

concentração de GLP-1 plasmático após 3 meses de tratamento com Sacubitril 

(inibidor de neprilisina)/valsartan (antagonista do receptor AT1), terapia 

promissora e recentemente aprovada para tratamento de IC. Sugerindo que 
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sacubitril/valsartan exerce efeito antihiperglicêmico em pessoas com e sem 

diabetes. Além disso, destacam que esta terapia pode ajudar a melhorar o 

controle glicêmico em pacientes com diabetes e prevenir a ocorrência de 

diabetes em pessoas com IC com fração de ejeção reduzida e pré-diabetes. Uma 

vez que sacubitril/valsartan e inibidores da DPPIV potencializam os efeitos do 

GLP-1, embora seja por vias diferentes, seria de grande interesse avaliar um 

potencial efeito sinérgico ou redundante destas duas classes terapêuticas. Em 

nossos achados, apesar de não observarmos efeito sinérgico, curiosamente o 

antagonista do receptor AT1 de angiotensina II (Valsartan) inibe a atividade e 

expressão da DPPIV, evidenciando também possível “cross talk” entre o sistema 

renina-angiotensina-aldosterona e a DPPIV, o que poderia explicar a não 

observação de efeito sinérgico das terapias utilizadas. 
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6. CONCLUSÕES 

A inibição da enzima DPPIV e/ou o antagonista do receptor de 

angiotensina II AT1 reduzem os níveis de BNP circulante, a congestão pulmonar, 

a fibrose e a hipertrofia cardíaca em ratos com IC. O inibidor da DPPIV 

vildagliptina reduz a concentração de angiotensina II cardíaca, ao passo que o 

antagonista do receptor AT1 valsartan é capaz de reduzir a atividade da DPPIV 

no plasma e no coração de ratos com IC.  

Em conjunto, estes dados sugerem que não há efeito cardioprotetor 

sinérgico da administração de inibidor da DPPIV e de antagonista de receptor 

AT1 em ratos com IC muito possivelmente em decorrência de um possível 

“crosstalk” e/ou sobreposição de vias ativadas por estes fármacos. 
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