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RESUMO 

Santos AB. A inibição da dipeptidil peptidase-4 melhora proteinúria tubular e 
glomerular e protege contra a redução da expressão de megalina e podocina 
na doença renal experimental [dissertação]. São Paulo: Faculdade de 
Medicina, Universidade de São Paulo; 2019. 

Evidências clínicas e experimentais sugerem que os inibidores da dipeptidil 

peptidase-4 (DPP4) conferem renoproteção não relacionada com os seus 

efeitos no controle glicêmico. Este estudo investigou os mecanismos 

subjacentes ao efeito antiproteinúrico da inibição da DPP4 em ratos 

submetidos à ablação renal e testou a hipótese de que a atividade urinária da 

DPP4 se correlaciona com a progressão da Doença Renal Crônica (DRC). Os 

experimentos foram conduzidos em ratos Wistar machos submetidos à 

nefrectomia 5/6 (Nx) ou operação simulada (Sham), seguido de oito semanas 

de tratamento com o inibidor de DPP4, sitagliptina (IDPPIV) ou veículo. 

Proteinúria aumentou progressivamente em ratos Nx durante todo o período de 

observação. Este aumento foi notavelmente mitigado pela sitagliptina. Níveis 

mais elevados de proteinúria em ratos Nx foram acompanhados por maior 

excreção urinária de retinol binding protein 4 (RBP4), um marcador de 

proteinúria tubular, bem como níveis mais elevados de podocina, um marcador 

de proteinúria glomerular. Os níveis de RBP4 e podocina não foram detectados 

na urina de ratos Nx + IDPP4. Proteinúria tubular e glomerular foram 

associadas com a redução da expressão de megalina e podocina no córtex 

renal de ratos Nx. O tratamento com sitagliptina impediu parcialmente esta 

diminuição. Curiosamente, tanto a atividade urinária de DPP4 quanto a 

abundância desta enzima aumentaram progressivamente nos ratos Nx. Além 

disso, a atividade da DPP4 urinária foi correlacionada positivamente com níveis 

mais elevados de creatinina plasmática, proteinúria e pressão arterial. 

Coletivamente, esses resultados sugerem que a inibição da DPP4 melhora a 

proteinúria tubular e glomerular e atenua a redução da expressão de megalina 

e podocina em ratos com DRC. Além disso, esses achados sugerem que a 

atividade da DPP4 urinária pode servir como um biomarcador para a 

progressão da doença renal. Comitê de ética: 003/16 

Descritores: Dipeptidil peptidase 4; Biomarcadores; Insuficiência renal crônica; 

Inibidores da dipeptidil peptidase IV; Nefrectomia. 



 

ABSTRACT 

Santos AB. Inhibition of dipeptidyl peptidase-4 improves tubular and glomerular 
proteinuria and protects against reduced expression of megalin and podocin in 
experimental renal disease [dissertation]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, 
Universidade de São Paulo”; 2019. 

Clinical and experimental evidence suggest that dipeptidyl peptidase-4 (DPP4) 

inhibitors confer renoprotection that is unrelated with their effects on glycemic 

control. This study investigated the mechanisms underlying the antiproteinuric 

effect of DPP4 inhibition in 5/6 renal ablation rats and tested the hypothesis that 

urinary activity of DPP4 correlates with CKD progression. Experiments were 

conducted in male Wistar rats who underwent 5/6 nephrectomy (Nx) or sham 

operation, followed by eight weeks treatment with the DPP4 inhibitor, sitagliptin 

(IDPP4) or vehicle. Proteinuria increased progressively in Nx rats throughout 

the observation period. This increase was remarkably mitigated by sitagliptin. 

Higher levels of proteinuria in Nx rats were accompanied by higher urinary 

excretion of Retinol binding protein 4 (RBP4), a marker of tubular proteinuria, as 

well as higher urinary levels of podocin, a marker of glomerular proteinuria. The 

levels of RBP4 and podocin were undetected in the urine of Nx + IDPP4 rats. 

Tubular and glomerular proteinuria were associated with reduced expression of 

megalin and podocin in the renal cortex of Nx rats. Sitagliptin treatment partially 

prevented this decrease. Interestingly, both urinary DPP4 activity and 

abundance increased progressively in the of Nx rats. Additionally, urinary DPP4 

activity was correlated with higher levels of serum levels of creatinine, 

proteinuria and blood pressure. Collectively, these results suggest that DPP4 

inhibition ameliorates both tubular and glomerular proteinuria and attenuates 

the reduction of megalin and podocin expression in CKD rats. Furthermore, 

these findings suggest that urinary DPP4 activity may serve as a biomarker of 

renal disease and progression. 

Descriptors: Dipeptidyl peptidase 4; Biomarkers; Renal insufficiency, chronic; 

Dipeptidyl-peptidase IV Inhibitors; Nephrectomy. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. A Doença Renal Crônica 

A doença renal crônica (DRC) é definida como lesão renal devido a 

alterações estruturais ou funcionais do rim estabelecidas por três meses ou 

mais, com consequente perda progressiva e irreversível da função renal, 

glomerular, tubular e endócrina (1). Atualmente, estima-se que mais de 122 mil 

pacientes estão em tratamento dialítico no Brasil com incidência média anual 

de 6,3% casos nos últimos cinco anos (2). A cada ano, observa-se o aumento 

das taxas de incidência e prevalência de pacientes em terapia renal 

substitutiva, o gasto com o programa de diálise e transplante renal no Brasil 

ultrapassa o valor de 1,4 bilhão de reais ao ano (2). 

A DRC é uma doença silenciosa nos estágios iniciais, podendo ser 

deflagrada por diversos fatores. No Brasil, as principais causas de DRC são 

hipertensão arterial (HA) seguida de diabetes mellitus do tipo 2 (DM2). Além 

destas etiologias, pode-se destacar também glomerulonefrites, doenças 

autoimunes, obesidade, câncer e o próprio envelhecimento que leva à injúria 

renal sustentada, redução do ritmo de filtração glomerular (RFG) e, por fim, à 

falência funcional do rim (3–10). 

Independentemente da etiologia da DRC no paciente, a doença se 

desenvolve a partir do acometimento de uma parcela dos néfrons por lesões 

nos vasos sanguíneos, glomérulos, túbulos, interstício renal ou no trato urinário 

inferior. Os néfrons remanescentes hipertrofiam-se a fim de manter a filtração 

glomerular com consequente aumento do fluxo plasmático e da pressão 

intraglomerular. Durante um período de vários anos, estas mudanças 
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adaptativas podem levar à lesão adicional dos néfrons restantes, em especial 

aos glomérulos. Acredita-se que pelo aumento crônico da pressão e da 

distensão dos glomérulos e das arteríolas, ocorra lesão e esclerose destes 

vasos, com redução ainda maior da função renal e mais alterações adaptativas 

nos néfrons remanescentes, em um círculo vicioso lentamente progressivo e 

resultante na terapia renal substitutiva.  

1.2. A proteinúria na Doença Renal Crônica 

Na DRC, tanto a porção glomerular quanto a tubular são danificadas 

conforme a progressão da doença e este dano promove a passagem 

exacerbada de proteínas pelo túbulo até serem excretadas na urina 

(proteinúria). Acredita-se que os eventos hemodinâmicos de hipertensão e 

hiperfiltração glomerular causam vazamento de macromoléculas do glomérulo 

para o túbulo, principalmente de albumina, resultando em danos ao néfron. O 

excesso de proteínas na urina pode indicar ações pró-inflamatórias e pró-

fibróticas que contribuem diretamente com o dano tubular crônico (11), além de 

estarem associadas a outros fatores de risco comuns na população, como 

diabetes e doenças cardiovasculares.  

Tanto o RFG, bem como a albuminúria, são importantes marcadores da 

DRC que indicam o nível de severidade clínica da doença e o risco 

cardiovascular associado nestes pacientes. Segundo o guia prático para DRC, 

elaborado pela National Kidney Foundation, o paciente acometido pela doença 

necessariamente deve ter o RFG menor do que 60 mL/min/1,73 m² ou maior do 

que 60 mL/min/1,73 m² se associado com algum outro marcador de dano renal, 

como por exemplo, excreção maior do que 30 mg de albumina por dia mantida 

por um período superior ou igual a 3 meses (1). Além destes, a creatinina 
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sérica e a cistatina C também são importantes preditores para identificação da 

doença. Porém, os marcadores utilizados hoje em dia falham na identificação 

precoce da DRC sendo importantes somente em estágios mais avançados da 

doença, além de alguns gerarem certo desconforto para os pacientes. Sendo 

assim, a descoberta de novos biomarcadores não invasivos e que auxiliem na 

identificação de estágios anteriores é de muita importância. 

Na figura 1, estão representados os estágios da doença tendo como 

referência o RFG associado com a albuminúria. Quanto mais escuro o tom de 

cinza maior a necessidade de transplante renal e maior o risco de 

desenvolvimento de morte por eventos cardiovasculares.  

Figura 1. Estágios da severidade da DRC de acordo com o RFG e com os 

níveis de albuminúria. 

 
Estágio de acordo com 

albuminúria (mg/24horas) 

A1 A2 A3 

≤30 30–300 >300 

E
s
tá
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io
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e
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rd
o

 c
o

m
 o

 

R
F

G
 (

m
l/
m

in
/1

,7
3
m

2
) 

1 Normal ou alto RFG ≥90 
   

2 Suave queda do RFG 60-89 
   

3a Queda suave a moderada do RFG 45-59 
   

3b Queda moderada a severa do RFG 30-44 
   

4 Severa queda do RFG 15-29 
   

5 Falha renal ≤15 
   

Fonte: Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO), 2012(1). 

 

A albumina é sintetizada no fígado e é a proteína plasmática mais 

abundante. Seu peso molecular é de aproximadamente 65 kDa e esta 

desempenha funções fundamentais para a homeostase, como a manutenção 
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da pressão oncótica, volume sanguíneo e o transporte de várias substâncias 

como ácidos graxos, hormônios e vitaminas (12,13). Em indivíduos sem DRC, 

diariamente são filtrados de 170 mg a 9 g de albumina pelos glomérulos por dia 

(14). Entretanto, a quantidade excretada dessa proteína é menor do que 30 

mg. Isso ocorre por que o rim consegue impedir a perda de maior parte dessas 

moléculas através da Barreira de Filtração Glomerular (BFG), e da reabsorção 

de proteínas em túbulo proximal por meio do mecanismo de endocitose 

mediada por receptores. Já em indivíduos com comprometimento da função 

renal, ocorre maior excreção urinária de albumina, resultante de dano tanto na 

BFG como no mecanismo de endocitose de proteínas em túbulo proximal. 

1.2.1. Barreira de Filtração Glomerular 

Na filtração glomerular, micro e macromoléculas oriundas da arteríola 

aferente passarão por alças capilares que compõe a cápsula de Bowman. A 

pressão gerada pelo fluxo sanguíneo fará com que essas moléculas passem 

por um processo de seleção dependente do seu tamanho e de sua carga. A 

primeira barreira de seleção são as células endoteliais dos capilares 

glomerulares. Estas células são fenestradas e devido à presença do 

glicocálice, composto de glicoproteínas carregadas negativamente 

(glicosaminoglicanas e proteoglicanas) é considerado por muitos cientistas 

uma das estruturas de seleção por repelir moléculas com cargas negativas, 

permitindo apenas a passagem de moléculas com carga positiva. (15–19). 

Macromoléculas e moléculas aniônicas continuarão retidas nos capilares e 

seguirão o fluxo sanguíneo pela arteríola eferente que sai da cápsula de 

Bowman pelo polo vascular. 

A próxima seleção de partículas filtradas pelo glomérulo dependerá de 
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três estruturas que compõem a membrana basal glomerular (MBG). A primeira 

porção é denominada lâmina rara interna, capaz de evitar a passagem de 

partículas de até 300 kDa (20). A barreira intermediária, conhecida como 

lâmina densa, consegue impedir que moléculas de até 150 kDa ultrapassem 

para a última barreira, a lâmina rara externa, mais adjacente à base dos 

podócitos, com capacidade de reter proteínas e outros solutos de tamanho 

semelhante ao da albumina (20). Diversos trabalhos mostram que a MBG é 

capaz de impedir a eliminação de solutos levando em consideração a sua 

carga (21–23). Porém, essa propriedade seletiva em relação às cargas iônicas 

permanece em discussão (24,25), já que a influência da carga elétrica e do 

tamanho molecular pode afetar a depuração de partículas pelo glomérulo como 

demonstrado na Figura 2. 

 

Figura 2. Modelo teórico da depuração de diferentes cargas de dextranas 
em função do tamanho do raio da proteína. Quanto maior o raio da proteína 
ou mais negativa for a molécula, mais dificil será sua passagem pela BFG. 
Adaptado de Deen et al., 1980 (22). 

Para poderem passar para o espaço de Bowman e seguir para a 

primeira porção do túbulo proximal renal, as proteínas ainda devem atravessar 

a fenda diafragmática formada por junções celulares especializadas (em forma 
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de zíper) capazes de evitar a passagem de proteínas maiores de 40 kDa 

(26,27). Essas junções são compostas principalmente por uma proteína 

transmembrana denominada nefrina, que possui uma cauda citoplasmática 

conectada à outra proteína transmembrana, a podocina, e juntas, formam um 

complexo mantido nos processos podocitários revestindo a MBG (28,29) 

(Figura 3). Tanto a membrana voltada para o espaço de Bowman, quanto a 

porção em contato com a fenda diafragmática também são cobertas pelo 

glicocálice atribuindo assim carga negativa aos podócitos (30–32). 

Em condições patológicas como a hipertensão, observa-se que 

proteínas presentes nas arteríolas aferentes são forçadas a passar pela BFG, 

levando à microlesões nesse segmento, como também ao espessamento da 

MBG e expansão mesangial. Se essa condição for mantida cronicamente, 

haverá a degradação desse segmento, levando à glomeruloesclerose.  
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Figura 3. Barreira de Filtração Glomerular. As proteínas presentes nos 
processos podais, nefrina e podocina estão em evidência na região superior da 
imagem. A filtração de moléculas ocorre a partir do endotélio capilar até o 
espaço urinário da cápsula de Bowman. A passagem direta da albumina para o 
interstício resultante de alterações patológicas e glomerulares tem sido 
proposta como via de progressão da doença renal crônica. MBG = Membrana 
Basal Glomerular. Adaptado de Farquhar, 2006, Kawachi, 2006 e Tryggvason, 
2006 (33–35). 

 

1.2.1.1. Nefrina 

A nefrina é uma proteína de peso molecular aproximado de 180 kDa e 

foi a primeira proteína glomerular descoberta a partir de estudos realizados em 

pacientes com Síndrome Nefrótica Congênita do tipo Finlandês, uma doença 
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autossômica recessiva marcada pela mutação no gene Nephs1, levando a 

grave proteinúria e morte por complicações renais associadas com disfunção 

glomerular (36,37). 

A Figura 4 representa esta proteína destacando uma curta região C-

terminal intracelular e um longo domínio N-terminal extracelular (38). A porção 

extracelular permanece fixa na membrana por toda a base dos processos 

podocitários e interage com outras proteínas como a NEPH1 e NEPH2 (39,40), 

além de outras nefrinas adjacentes oriundas de processos podocitários 

próximos formando uma interdigitação em forma de zíper (38). Diferentes 

estudos ressaltam que a fosforilação do domínio intracelular da nefrina também 

tem  potencial para modular sua interação com a podocina, além de manter a 

organização do citoesqueleto, a polaridade e a sobrevivência do podócito 

(27,41–44).  

1.2.1.2. Podocina 

A podocina é uma molécula de 42 kDa com 383 aminoácidos formando 

um grampo (Figura 4) e é codificada a partir do gene Nephs2. Mutações neste 

sítio também originam síndromes nefróticas de grande e deletéria repercussão 

clínica. Um estudo com camundongos knockout para podocina mostrou 

elevada proteinúria logo após o nascimento e morte nas primeiras 5 semanas 

de vida (43). 

A podocina está localizada na membrana do processo podocitário no 

local de inserção da fenda diafragmática (44). Esta proteína interage não 

somente com a nefrina, mas também com a proteína associada ao CD2 

(CD2AP), que apresenta função fundamental para a manutenção do podócito e 

da BFG (45). Alterações em qualquer um desses componentes pode originar 
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proteinúria de origem glomerular, levando à uma maior passagem de albumina 

e proteínas de alto peso molecular através da BFG (46).  

 

 
Figura 4. Representação das estruturas da podocina (cima) e da nefrina 
(baixo). A podocina possui uma estrutura de grampo com as duas caudas N e 
C terminal voltadas para o domínio intracelular, uma porção transmembrana e 
uma porção homóloga à proibitina (PHB). A nefrina possui uma cauda C-
terminal voltada para o domínio intracelular, uma porção transmembrana, e no 
domínio extracelular, uma porção semelhante à fibronectina tipo III (FNIII) e 8 
porções semelhantes à IgG conectadas à cauda N-terminal. Adaptado de 
Pattraka, 2007 (38). 

 

1.2.2. Mecanismo de Endocitose Mediada por Receptores 

Após o processo de filtração realizado no glomérulo, as proteínas 

seguem para o espaço urinário e se deslocam para a primeira porção do túbulo 

proximal renal. Diversas proteínas de baixo peso molecular deverão atravessar 

toda a extensão do túbulo, dirigindo-se para as porções finais junto ao 

ultrafiltrado para serem excretadas. Em condições fisiológicas, menos de 1% 
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das moléculas de albumina e outras proteínas maiores filtradas pela BFG 

estarão presentes na urina, por serem reabsorvidas quase por completo no 

segmento tubular proximal pelos mecanismos de endocitose. 

Na membrana apical das células epiteliais presentes no túbulo proximal 

renal, estão presentes receptores endocíticos que são internalizados ao 

entrarem em contato com proteínas. Esses receptores estão altamente 

expressos em microdomínios ricos em clatrina e também presentes em baixos 

níveis nas microvilosidades dessas células (47,48). As vesículas internalizadas 

contendo o complexo receptor/albumina são transferidas ao endossoma 

precoce de pH levemente ácido (aproximadamente 6,5), para que ocorra a 

separação do receptor e da sua respectiva proteína internalizada. Os 

receptores retornam então, para a membrana plasmática através de vesículas 

de reciclagem, enquanto a albumina é transportada para o endossoma tardio, 

para se fundir a um lisossomo, e ser degradada. Por fim, o conteúdo 

degradado será liberado no interior da célula ou retornará para a corrente 

sanguínea em direção à circulação sistêmica através da membrana 

basolateral.  

Alguns grupos de pesquisa apontam que a reabsorção de albumina 

pelas células tubulares pode ser muito superior àquela estimada (49). Esses 

estudos se baseiam na limitação da capacidade da célula em degradar as 

proteínas antes de devolvê-las para a corrente sanguínea, propondo que estas 

células sejam capazes de realizar a maior parte da reabsorção tubular através 

da passagem direta da albumina intacta da membrana apical para a 

basolateral (50,51). 

Em ambos os casos, a endocitose da albumina requer necessariamente 
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um complexo macromolecular que inclui, principalmente, a presença dos 

receptores megalina e cubilina (Figura 5). 

 
 
 
Figura 5. Manuseio renal da albumina. Macromoléculas não conseguem 
passar pela BFG, enquanto que moléculas de baixa massa molecular e de 
cargas menos negativas atravessam o glomérulo facilmente, chegando ao 
túbulo proximal onde são captadas por receptores megalina (laranja) e cubilina 
(verde). A internalização por endocitose é seguida pelo transporte para o 
Endossoma Precoce (EP), onde ocorre a dissociação do complexo 
receptor/albumina em pH ácido. Os receptores endocíticos retornam para a 
membrana apical por vesículas de reciclagem (VR), ao passo que ocorre a 
degradação da albumina no Endossoma Tardio (ET), regressando para a 
corrente sanguínea pela membrana basolateral, ou sendo liberado no interior 
da célula. As setas vermelhas indicam o sentido do sangue, enquanto que a 
amarela indica o sentido da urina. Adaptado de Moestrup & Verroust, 2001 
(52). 

 

Em condições patológicas, onde há o extravasamento de 

macromoléculas para o túbulo, o mecanismo endocítico aumentará ao máximo 
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seu trabalho, na tentativa de captar esse excesso de proteínas até que este 

maquinário esteja totalmente sobrecarregado. O excesso de proteínas 

presentes nos segmentos subjacentes provocará a estimulação de citocinas e 

quimiocinas inflamatórias. Este estímulo recrutará macrófagos para o local e 

estas células produzirão quimiocinas como a proteína de quimioatração de 

monócitos (MCP1). Por conseguinte, outras células do sistema imune serão 

atraídas a esta porção do néfron, culminando no bloqueio deste sítio e 

obstrução da passagem do filtrado. Este evento, promove a injúria sustentada 

do epitélio tubular renal. Se mantido o dano, haverá a substituição do tecido 

epitelial por tecido mesenquimal, com ativação de fibroblastos intersticiais e 

cicatrização através da produção de fator de crescimento e transformação beta 

(TGF-β), fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e fibras de colágeno levando ao 

desenvolvimento de fibrose intersticial - (53,54) e à perda gradativa da função 

tubular renal (55). 

1.2.2.1. Cubilina 

A Cubilina (Figura 5) é uma proteína periférica de massa molecular 

aproximada de 460 kDa (56). Inicialmente, foi identificada como um fator 

intrínseco do receptor para vitamina B12 (57), mas atualmente, sabe-se que 

esta proteína se encontra altamente expressa no aparato endocítico do túbulo 

proximal e nos mesmos compartimentos que a proteína megalina. Mutações no 

gene que codifica a cubilina causam anemia megaloblástica hereditária 1 e 

síndrome de Imerslund-Gräsbeck, patologias associadas à deficiência na 

absorção seletiva de vitamina B12 e aumento na proteinúria (58), também 

evidenciando a importância desse receptor no manuseio renal de proteínas.  
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Acredita-se que esta glicoproteína deve obrigatoriamente formar um 

complexo com a megalina para que possa desempenhar seu papel como 

receptor de albumina e outras proteínas (59,60) devido à ausência de uma 

porção intracelular, estando somente ancorada à membrana através de seu 

domínio N-terminal. 

1.2.2.2. Megalina 

A megalina é uma lipoproteína da família de receptores de LDL de 

massa molecular de 600 kDa com três domínios, sendo a cauda C-terminal 

localizada dentro da célula, uma porção transmembrana e a maior parte 

extracelular extremamente importante para a captação de proteínas ao longo 

do túbulo (Figura 5). Sabe-se que camundongos knockout para o gene 

codificador da megalina apresentam elevada excreção tanto de albumina 

quanto de outras proteínas de baixo peso molecular como o proteína a de 

ligação ao retinol  4 (RBP4) (61), hipótese corroborada através de estudos 

clínicos com pacientes portadores da Síndrome de Donnai-Barrow, doença 

hereditária recessiva e rara (62). 

Nota-se também que animais com DM2 apresentam redução da 

expressão de megalina desde os estágios iniciais da doença (63), sugerindo 

que a função desse receptor possa estar prejudicada em pacientes com 

Nefropatia Diabética (ND) incipiente, por apresentarem excreção exacerbada 

de proteínas de baixo peso molecular (64), também conhecida como 

proteinúria de origem tubular. Ademais, pacientes com ND tratados com o 

inibidor da dipeptidil peptidase 4 (DPP4) apresentaram efeitos antiproteinúricos 

(65,66). 

1.3. Inibidores da DPP4 
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A necessidade de novas terapias para o tratamento da DM2 motivou 

pesquisadores a buscarem uma abordagem diferenciada para melhorar a 

qualidade de vida dos pacientes diabéticos. Inicialmente, os métodos 

convencionais visavam a utilização de drogas diretamente estimuladoras tanto 

da produção, quanto da liberação de insulina pelas células β-pancreáticas, 

como a metformina e sulfonilureias. 

Após a constatação de que existiam hormônios intestinais com potentes 

implicações na homeostase da glicose pós-prandial, a indústria farmacêutica 

deu ênfase para drogas capazes de melhorar o efeito incretina em pacientes 

diabéticos. Este efeito incretina é definido como a resposta do trato 

gastrointestinal à ingestão de alimentos potencializando a secreção de insulina 

pelo pâncreas. Os principais agentes responsáveis por esse efeito são o 

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

dependente de glicose (GIP) que são rapidamente clivados e inativados pela 

enzima dipeptidil peptidase 4 (DPP4). 

Sabendo que pacientes com DM2 apresentam diminuição acentuada de 

GLP-1 no estado pós-prandial (67) em decorrência de maiores níveis de DPP4, 

o que, à longo prazo, contribui para o agravamento da doença (68), levou-se 

ao desenvolvimento dos inibidores da DPP4. Esta nova classe de 

medicamentos anti-hiperglicemiante é capaz de prolongar o tempo de meia 

vida destes hormônios a partir da inibição da enzima DPP4 e 

consequentemente, aumentar o período do efeito incretina. Na Tabela 1, 

encontram-se os primeiros inibidores da DPP4 aprovados pela Agencia 

Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa) e utilizados no Brasil. 
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Tabela 1. Lista dos principais inibidores da DPP4 atualmente utilizados 

para o tratamento da DM2 no Brasil. 

Denominação 
Química 

Denominação Comercial 
Companhia 

Farmacêutica 

Sitagliptina 

Januvia
®
 

(25mg, 50mg e 100mg) 
Janumet

®
 

(50/500mg, 50/850mg e 50/1000mg) 

Merck Sharp& 
Dohme 

Vildagliptina 
Galvus

®
 (50mg) 

Galvus Met
®
 

50/500mg, 50/850mg e 50/1.000mg) 
Novartis 

Saxagliptina 
Onglyza

®
 

(2,5mg, 5mg) 
Bristol-Myers Squibb 

Linagliptina 
Trayenta

®
 

(5mg) 

Boehringer 
Ingelheim 

Alogliptina 
NESINA

®
 

(6,25mg, 12,5mg e 25mg) 
Takeda Pharma 

Fonte: Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa), 2016. 

 

Em outubro de 2006, a sitagliptina tornou-se o primeiro inibidor da DPP4 

que obteve a aprovação do FDA (Food and Drug Administration) para o 

tratamento da DM2 (69) (Tabela 1). Este inibidor demonstrou excelente 

seletividade e eficácia in vivo, sendo utilizado em monoterapia ou associado a 

outros medicamentos como a metformina (Janumet®) até os dias atuais. Em 

indivíduos saudáveis, a sitagliptina é rapidamente absorvida pelo organismo e 

apresenta picos de concentração plasmática entre 1 e 4 horas após a 

administração. A meia vida deste composto é de aproximadamente 12,4 horas 

e sua eliminação ocorre principalmente por via renal (87%), envolvendo uma 

secreção tubular ativa, possivelmente via isoforma 3 do transportador aniônico 
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orgânico humano (hOAT3) e pelas fezes (13%) (70). Seus efeitos anti-

hiperglicêmicos ocorrem em decorrência da interação entre o composto da 

sitagliptina e a estrutura da enzima DPP4 (71). A partir de cristalografia de 

raios-X, foi possível documentar e descrever como ocorre esta interação 

(Figura 6). 

 

 

 
 

Figura 6. Molécula do composto de fosfato de sitagliptina e sua interação com a 
DPP4. A região com o grupo trifluorfenil ocupa a região S1 da DPP4, enquanto que o 
trifluormetil interage com as cadeias laterais dos resíduos de Arg 358 e Ser 209 da 
enzima. O grupo amino entra em contato com os Tyr 662 e com os grupos 
carboxilados de dois resíduos de glutamato, o Glu 205 e Glu 206. O grupo triazol 
piperazina colide com o grupo fenil do resíduo Phe 357. Adaptado de Pei et al, 2008 
(71). 

 

Estudos pré-clínicos revelaram que o aumento da biodisponibilidade do 

GLP-1, GIP e de outros peptídeos também clivados pela DPP4, como o 

peptídeo natriurético cerebral (BNP) e o fator 1α derivado do estroma (SDF-1α) 

também geram ações renais benéficas, sugerindo que os inibidores da DPP4 

podem atuar muito além do benefício glicêmico, com atividades vasoativas e 
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renoprotetoras (72,73). Além disso, ensaios clínicos demonstraram que os 

inibidores da DPP4 possuem alta eficácia se comparados aos antidiabéticos 

clássicos, por terem uma boa tolerância associado com baixos efeitos 

colaterais ou crises de hipoglicemia (74). 

Os efeitos renoprotetores dos inibidores da DPP4 também foram 

observados em camundongos com DM2 induzida por estreptozotocina. Neste 

modelo, o tratamento com linagliptina melhorou significativamente a estrutura e 

função dos rins através do bloqueio da atividade e expressão de TGF-β2, um 

fator pró-fibrótico, e diminuição significativa da excreção urinária de albumina 

(75). Em somatória, estudos com pacientes com normo, micro e 

macroalbuminúria demostraram que a administração dos inibidores da DPP4 

apresentam efeito anti-proteinúrico (76–78). Ademais, outros estudos 

experimentais com uso de IDPP4 em modelos de DRC não associados à 

hiperglicemia documentaram a redução da atividade inflamatória renal, e da 

disfunção glomerular e tubular (79,80). Estes estudos salientam a eficácia e 

segurança da administração de inibidores da DPP4 em pacientes com DRC, 

bem como sugerem que estes agentes podem exercer ações renoprotetoras 

associadas ou não com as ações anti-hiperglicêmicas da classe das gliptinas. 

1.4. Modelo experimental de Doença Renal Crônica independente 

de hiperglicemia – A Nefrectomia 5/6 

A nefrectomia 5/6 é um modelo cirúrgico de DRC independente de 

hiperglicemia que mimetiza os estágios avançados encontrados no cotidiano 

médico com um alto grau de reprodutibilidade (81). As alterações iniciais 

oriundas da remoção cirúrgica de 5/6 da massa total renal levam à ativação de 

vias hipertróficas tanto da estrutura quanto de função dos néfrons 
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remanescentes (82). Esse processo compensatório levará à diversas 

modificações, dentre elas, nos níveis pressóricos, bem como no aumento da 

proteinúria e na queda do RFG.  

Outros modelos de injúria renal comuns na pesquisa básica que também 

procuram mimetizar os danos encontrados na clínica utilizam substâncias 

nefrotóxicas misturadas à ração dos animis como a ciclosporina ou adenina, ou 

ainda intravenosas como adriamicina (83–85). Porém, tais modelos 

apresentam certas desvantagens quando comparadas à técnica de nefrectomia 

5/6, como dificuldades quanto à estabilidade e avanço da insuficiência renal, 

além de poder gerar efeitos colaterais diversos (86). 

De fato, a cirurgia de nefrectomia não representa o padrão progressivo 

na perda da função renal encontrado na população acometida pela DRC em 

geral devido à abrupta mudança na massa renal. Porém, ainda sim, parece ser 

um dos modelos cirúrgicos mais confiáveis para indução de DRC existentes 

atualmente. Esse modelo é oriundo de diversos estudos anteriores com outras 

frações de remoção do rim, como a nefrectomia unilateral, a nefrectomia total 

de um dos rins mais metade do outro rim e ainda a nefrectomia total de um dos 

rins mais ¾ do outro. De todos estes modelos de cirurgias realizadas em 

modelos animais, o que mais obteve sucesso em gerar alterações adaptativas 

estruturais e funcionais semelhantes aos processos patológicos aos 

encontrados na DRC foi o de nefrectomia 5/6. 

Sabe-se que a DPP4 circulante se encontra aumentada em algumas 

patologias como DM2 e IC. Entretanto, não há descrição do aumento da 

atividade desta peptidase circulante ou renal na DRC, tampouco se o aumento 

dos níveis desta enzima se correlaciona com a severidade da doença renal. 
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Perante o exposto a cima, nosso estudo se propõe a investigar os mecanismos 

subjacentes ao efeito anti-proteinúrico dos inibidores da DPP4 na DRC em 

modelo de nefrectomia 5/6 não associada à hiperglicemia, bem como 

relacionar a excreção urinária de DPP4 como um possível biomarcador 

associado com a progressão da DRC. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Testar a hipótese de que a inibição da DPP4 desempenha efeito 

anti-proteinúrico por atenuar a redução da expressão de proteínas constituintes 

da BFG e dos componentes do mecanismo de endocitose mediada por 

receptores em túbulo proximal. 

 

2.2. Testar a hipótese de que a DPP4 urinária pode ser um possível 

biomarcador relacionado com a progressão da DRC. 

  



31 
 

3. MATERIAIS E MÉTODO 

 

3.1. Modelo Nefrectomia 5/6 

Todos os procedimentos executados foram submetidos e aprovados 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina 

da USP, sob o protocolo de pesquisa 003/16. Os princípios éticos sugeridos 

pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) foram seguidos 

minuciosamente. 

Ratos Wistar com dois meses de idade e pesando aproximadamente 

250 ± 50 g foram comprados no biotério de produção de ratos do Instituto de 

Ciências Biomédicas da USP e mantidos no biotério do Instituto do Coração, 

Hospital das Clínicas – Faculdade de Medicina da USP (HC-FMUSP). 

O biotério onde os ratos foram alojados dispôs de controle de 

temperatura (22ºC), de umidade (60%) e ciclo claro-escuro de 12 horas. Todo o 

material em contato com os animais foi auto clavado, água filtrada e ração 

controlada da marca Nuvilab® CR-1. Não houve restrição do acesso à água ou 

comida, com exceção dos períodos de jejum para a coleta de sangue. 

A indução da DRC foi realizada em colaboração com a Profa Drª Maria 

Heloisa Massola Shimizu, seguindo um protocolo padrão (87). Os ratos foram 

submetidos à nefrectomia 5/6, sob anestesia com pentobarbital sódico (50 

mg/Kg) e cloridrato de xilazina (50 mg/Kg), via intraperitoneal. Após a 

laparotomia, os pedículos renais foram observados e foi realizada uma ligadura 

da artéria renal do rim direito com posterior remoção deste. A seguir duas das 

artérias segmentares do rim esquerdo foram coartadas com fio mononylon 6-0, 
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impedindo a perfusão de dois terços deste rim. O resultado desta cirurgia é o 

comprometimento de 5/6 da massa renal total (Figura 7). 

 

 

Figura 7. Imagens da cirurgia da nefrectomia 5/6. (A). Indicação do estado pré-
cirúrgico. (B) Ligadura da artéria renal do rim direito e posterior remoção deste. (C) O 
fluxo de sangue é interrompido em duas artérias segmentares do rim esquerdo, 
impedindo a perfusão tecidual no órgão e culminando no prejuízo de 5/6 da massa 
renal. (D) Indicação do estado após a cirurgia de ablação dos rins restando somente a 
circulação de 1/6 do rim esquerdo (87). 

 

3.1.1. Grupos experimentais 

Após o procedimento cirúrgico da nefrectomia 5/6 ou somente 

laparotomia, os animais foram divididos em quatro grupos experimentais de 

acordo com o procedimento cirúrgico e com o tipo de tratamento a ser 

administrado, sendo eles: 

3.1.1.1. SHAM + V: Ratos submetidos à laparotomia, porém sem 

sofrer remoção do rim direito ou coartação das artérias segmentares esquerda, 

e tratados com veículo (água) durante 60 dias. 

3.1.1.2. SHAM + IDPP4: Ratos submetidos à laparotomia, porém 

sem sofrer remoção do rim direito ou coartação das artérias segmentares 

esquerda, e tratados com o inibidor da DPP4, sitagliptina, durante 60 dias (200 

mg/kg/12h). 
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3.1.1.3. NX + V: Ratos submetidos à nefrectomia 5/6 e tratados 

com veículo (água) durante 60 dias. 

3.1.1.4. NX + IDPP4: Ratos submetidos à nefrectomia 5/6 e 

tratados com o inibidor da DPP4, sitagliptina, durante 60 dias (200 mg/kg/12h). 

Após o período de tratamento, os ratos foram anestesiados com 

ketamina (100 mg/kg) e xilazina (50 mg/kg) intraperitoneal e tiveram o rim 

removido e armazenado em tampão específico. Por fim, os ratos foram 

eutanasiados por deslocamento da cervical. As carcaças dos ratos foram 

mantidas em câmara fria localizada no biotério do Instituto do Coração, 

Hospital das Clínicas, embaladas em sacos específicos para o descarte de 

material biológico. O recolhimento foi realizado pela prefeitura de São Paulo e 

conduzido até o local para sua incineração. 

O preparo da solução com sitagliptina foi realizado diariamente. 

Comprimidos contendo 100 mg de fosfato de sitagliptina foram diluídos em 

água, seguindo a proporção necessária para que a dose administrada para 

cada rato fosse de 200 mg/kg/12h. O tubo com os comprimidos e água foi 

deixado em refrigerador (4ºC) por aproximadamente uma hora, para dissolução 

completa do medicamento. A solução foi centrifugada por 10 minutos a 6000 

rpm. O sobrenadante foi retirado e guardado para a administração via oral, por 

meio de gavagem nos ratos, enquanto que o pellet foi descartado. 

 

3.1.2. Desenho experimental 

A figura 8 ilustra o desenho experimental do estudo em questão, 

demonstrando a sequência temporal de procedimentos adotados. 
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Figura 8. Desenho experimental com sequência temporal, em dias, do 
estudo e os procedimentos adotados. AAA = Artéria Aorta Abdominal, GM = 
Gaiola Metabólica, IO = Infra Orbital e PA = Pressão Arterial. 

 

3.2. Acompanhamento do peso corpóreo e do ganho de peso 

O acompanhamento do peso corpóreo ocorreu duas vezes por semana, 

sendo calculado o ganho de peso multiplicando o peso final por cem e dividindo 

pelo peso inicial do rato. O resultado foi subtraído por 100 indicando a 

porcentagem de ganho de peso de cada rato durante o período. 

 

3.3. Aferição indireta da pressão arterial caudal 

A aquisição de dados de pressão arterial (PA) caudal foi realizada 

utilizando o aparelho BP-2000 Blood Pressure Analysis System™ (Visitech 

Systems, Inc.). O aparelho de pletismografia de cauda consiste em uma 

plataforma aquecida com controle de temperatura (38ºC), túneis para a 

contenção dos ratos e manguitos de borracha acoplados a um transdutor de 

pulso (sensor) capaz de captar sinais e enviá-los ao software do computador. 

Para a realização do experimento e aquisição dos valores, foi necessário fazer 

a adaptação dos ratos por três dias, seguido de duas aferições oficiais. Além 

da adaptação, a calibração do aparelho antes de qualquer mensuração 

também foi feita. As aferições oficiais só ocorrem após a estabilização dos 
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sinais de pulso e frequência cardíaca. Por isso, em média, as 10 primeiras 

medidas de cada dia foram descartadas e aceitamos como valores adequados 

uma sequência mínima de dez medidas repetidas e próximas, para então 

realizar a média dos valores obtidos e considerar um valor de PA sistólica. 

 

3.4. Avaliação da função renal 

Quinzenalmente após as cirurgias, os ratos foram alojados em gaiolas 

metabólicas (Tecniplast, Buguggiate, VA, Italy) por um período de 24 horas de 

adaptação seguidas de 24 horas de coleta de urina e monitoramento do 

consumo de água e ração. A urina coletada foi centrifugada por 20 minutos a 

4000 rpm. 

A concentração da excreção de proteínas totais na urina foi avaliada 

utilizando o kit Sensiprot, LabTest (Lagoa Santa, MG). A reação foi feita em 

duplicata e de acordo com as instruções do fornecedor. Os valores obtidos 

foram padronizados pelo fluxo urinário e pelo peso corporal dos ratos, sendo 

este resultado expresso em mg/dia/kg. Por fim, os valores de proteína 

excretada foram corrigidos pelos valores de creatinina, visando minimizar as 

diferenças no RFG e as perdas urinárias que podem resultar em valores 

subestimados. A análise desde dado foi realizada a cada 15 dias para 

acompanhar a progressão da proteinúria em nossos ratos. Os demais dados 

foram apresentados com as amostras coletadas no último período. 

O fluxo urinário foi calculado a partir do volume urinário padronizado pelo 

tempo de coleta e pelo peso do rato. Os resultados foram expressos em 

mL/kg/24h. Os consumos de ração e água foram calculados a partir da 
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subtração do peso do pote e da mamadeira no final pelo peso no início da 

gaiola. Esta medida foi padronizada pelo tempo de gaiola e pelo peso do rato. 

Os resultados foram expressos em mg/kg/24h e mL/kg/24h respectivamente. 

Para esse experimento, considerou-se 1 mL equivalente ao peso de 1 g de 

água. 

Ademais, os ratos foram submetidos a jejum de aproximadamente 8 

horas e posterior coleta de sangue arterial do plexo retro orbital. O sangue foi 

depositado em tubos BD Vacutainer® SST®II Advance® Franklin Lakes, NJ e 

levemente agitados. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 10 

minutos a 4000 rpm. O soro foi coletado, aliquotado em microtubos e por fim, 

armazenados em freezer -80ºC para posteriores análises bioquímicas. 

O RFG foi estimado por meio do cálculo da depuração da creatinina 

endógena. Deste modo, multiplica-se o fluxo urinário pela concentração urinária 

de creatinina (mg/dL) e divide-se este resultado pela concentração de 

creatinina no plasma (mg/dL). Os resultados foram expressos em mL/kg/min. 

As concentrações de creatinina urinária e plasmática foram determinadas por 

um método end-point e cinético respectivamente, empregando um kit 

colorimétrico da Labtest (Lagoa Santa, MG), em duplicata, seguindo as 

instruções do fornecedor. Ao final do experimento, as absorbâncias das 

amostras foram obtidas a partir de um espectrofotômetro com comprimento de 

onda de 510 nm para creatinina. 

 

3.5. Preparação de homogenato de rim 

O rim esquerdo foi removido, descapsulado e a região com fibrose foi 
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retirada e descartada logo após sua remoção. A porção restante foi coletada e 

processada em tampão PBS gelado (150 mM NaCl, 2,8 mM fosfato de sódio 

monobásico, 7,2 mM fosfato de sódio dibásico, pH 7,4) contendo inibidores de 

protease, pepstatina (0,7 ug/ml), leupeptina (0,5 µg/mL), PMSF (40 µg/mL) e os 

inibidores de fosfatase, fluoreto de sódio (15 mM) e pirofosfato de sódio (50 

mM). Em seguida, foi utilizado o homogeneizador de tecidos Polymix® PX-SR 

50E (Kinematica, AG, Suíça) para homogeneizar cada amostra. O homogenato 

foi aliquotado em microtubos e armazenado em freezer -80°C. 

 

3.6. Determinação da concentração de proteínas 

A determinação da concentração de proteínas em homogenato de rim foi 

realizada seguindo o protocolo descrito por Lowry (88). O método se baseia na 

adição de 5 µL de amostra em uma solução contendo hidróxido de sódio, 

carbonato de cálcio, sulfato de cobre e tartarato de sódio. A reação consiste na 

redução de constituintes da solução de Folin-Ciocalteau em presença do cobre 

quando a solução apresenta pH alcalino, resultando em uma coloração azul em 

que a maior intensidade da cor reflete a maior presença de proteínas na 

amostra. A absorbância foi mensurada no espectrofotômetro em um 

comprimento de onda de 750 nm. 

 

3.7. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

As amostras de homogenato de rim e urina foram diluídas em 50 µL de 

tampão de amostra (62,5 mM Tris-HCl, pH 6,8; SDS 10,0%; 20% glicerol; 

1,96% β-mercaptoetanol; 0,01% azul de bromofenol). Adicionou-se também a 
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corrida um padrão de massa molecular (Precision Plus Protein™ Kaleidoscope, 

Bio-Rad) para servir de parâmetro para o peso das demais proteínas na 

mesma altura.  

As proteínas diluídas em tampão de amostra foram depositadas em 

poços de gel de empilhamento 3% e espessura de 1,5 mm de poliacrilamida 

contendo 10 % SDS (89). A separação das proteínas ocorreu em um gel de 

acrilamida na concentração de 7,5% para amostras de homogenato de rim ou 

de 10% para amostras de urina, também contendo 10% SDS. Por fim, o gel foi 

imerso em tampão de (25 mM Tris-base; 192 mM glicina, 10% metanol, pH 7,4) 

e deixado overnight para separação das proteínas de acordo com o tamanho 

molecular. A corrente foi fixada em 7 mA para cada gel. A corrida foi 

interrompida de acordo com o peso molecular das proteínas de interesse 

tomando como referência o padrão de massa molecular. 

 

3.8. Immunoblotting 

Após a corrida em gel de SDS-PAGE, as proteínas foram transferidas 

para membranas PVDF (Immobilom-P Transfer Membrane, Millipore) overnight. 

Após a transferência, a membrana foi bloqueada com uma solução de bloqueio 

contendo 150 mM NaCl; 2,8 mM fosfato de sódio monobásico; 7,2 mM fosfato 

de sódio dibásico; leite em pó desnatado 5% e Tween-20 0,1%. A membrana 

ficou no máximo uma hora nesta solução de bloqueio, sendo incubada em 

sequência com o anticorpo primário de interesse já previamente diluído e 

preparado. A incubação ocorreu overnight a 4°C sob leve agitação.  

No dia seguinte, a membrana foi lavada com a solução de bloqueio por 
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aproximadamente 10 minutos por cinco vezes e posteriormente, mergulhada 

em solução com anticorpo secundário conjugado a peroxidase (HRP) diluído 

por mais uma hora, em temperatura ambiente. Em seguida, foi feita mais cinco 

lavagens como descrito acima. Então, houve a troca da solução citada por PBS 

1x para retirar o excesso da solução de bloqueio por duas vezes, por um 

minuto cada. Em seguida, adicionou-se solução caseira de ECL com 150 mM 

Tris HCl pH 8,9, 250 mM luminol (diluído em DMSO), 0,4 mM ácido p-cumárico 

(diluído em DMSO) e 30% peróxido de hidrogênio (Sigma Aldrich Cat: H1009) 

para reação de imunodetecção através de quimioluminescência. Por fim, a 

membrana foi colocada em um fotodocumentador (GE Health Care) para poder 

visualizar as bandas marcadas, capturadas pelo programa Image Quant LAS 

4000 (GE Health Care) e analisadas por densitometria através do software 

Image J (Scion). A tabela abaixo mostra a lista de anticorpos utilizados no 

projeto. 

Tabela 2. Lista de anticorpos utilizados. 

Anticorpo Empresa Lote Diluição 
(v/v) 

Peso molecular 
(~kDa) 

DPP4 (clone 
5E8) 

Santa Cruz 
Biotechnology 

sc - 52642 1:1000 110 

Nefrina Abcam Ab 58968 1:1000 100 

Podocina Santa Cruz 
Biotechnology 

sc - 21009 1:1000 42 

Megalina Doação Yale 
University 

- 1:50000 600 

Cubilina Santa Cruz 
Biotechnology 

sc - 20609 1:1000 460 
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RBP-4 Sigma Srp - 6038 1:1000 22 

GAPDH Abcam Ab 22555 1:5000 37 

HPR-goat-
anti mouse 

IgG 

Life 
Technologies 
Corporation 

# 62-6520 1:2000 - 

HPR-goat-
anti mouse 

IgM 

Life 
Technologies 
Corporation 

# 31440 1:2000 - 

HPR-goat-
anti rabbit 

IgG 

Life 
Technologies 
Corporation 

# 31460 1:2000 - 

 

3.9. Coloração do gel SDS-PAGE com nitrato de prata 

A coloração das proteínas separadas de acordo com o peso molecular 

em SDS-PAGE por nitrato de prata foi realizada seguindo o protocolo 

estipulado pelo fabricante do kit Proteo Silver® Plus Silver Stain (Sigma-

Aldrich). O experimento consiste na utilização de nitrato de prata que se liga as 

proteínas em solução neutra ou levemente ácida. Esta ligação gera uma 

redução destes íons pelo formaldeído em solução alcalina, formando assim 

uma mancha “prata metálica” visualizada no gel.  

 

3.10. Ureia sérica 

As concentrações plasmáticas de ureia foram medidas quinzenalmente 

utilizando o kit da Labtest (Lagoa Santa, MG) e seguindo as informações 

sugeridas pelo fabricante. A análise foi realizada por método colorimétrico e a 

absorbância foi analisada em espectrofotômetro a um comprimento de onda de 
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600 nm. 

 

3.11. Mensuração de glicemia em jejum 

No último dia do tratamento, a glicose plasmática foi medida em ratos de 

jejum de 8 horas aproximadamente. A concentração de glicose no sangue foi 

medida instantaneamente com tiras teste e aparelho Accu-Check Performa® 

(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha). 

 

3.12. Determinação da atividade catalítica da DPP4 

A atividade da enzima DPP4 foi avaliada em soro e rim por método 

colorimétrico a partir da liberação de nitroanilina, resultante da hidrólise do 

composto tosilato de glicil-prolil-p-nitroanilida. Para tal, foi adicionado em 

duplicatas a quantidade de 15 µL de plasma ou homogenato de rim diluído em 

185 µL de tampão Tris HCL (10 mM pH 8,0) contendo 4 mM de substrato da 

DPP4 glicil-prolil-p-nitroanilida (Bachem). As duplicatas permaneceram por 1 

hora em banho-maria a 37ºC e então, foi adicionado 500 µL de tampão acetato 

(1 mMol/L pH 4.2) com o objetivo de parar a reação. A liberação enzimática da 

p-nitroanilina foi determinada pela leitura em espectrofotômetro com o 

comprimento de onda de 405 nm. O resultado da atividade enzimática da DPP4 

está expresso como densidade óptica do plasma (DO/mL) ou proteína 

(DO/mg). 
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3.13. Análise estatística 

Os resultados foram expressos em média ± erro padrão da média. As 

comparações entre os grupos experimentais foram realizadas por análise de 

variância (teste ANOVA) de duas vias e pós teste de Tuckey. O nível de 

significância estabelecido para os valores foi de p≤0,05. 
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4. RESULTADOS 

4.1.1. Efeito do tratamento com sitagliptina sobre os parâmetros de 

peso corpóreo e função renal. 

Com a finalidade de confirmar a indução de DRC nos ratos utilizados 

neste estudo, realizamos análises de função renal e acompanhamento de 

parâmetros biométricos. 

Na tabela 3, é possível observar que a cirurgia de nefrectomia 5/6 

diminuiu significativamente a porcentagem de ganho de peso e o RFG final, 

bem como aumentou o peso do rim esquerdo, o fluxo urinário e o consumo de 

água dos ratos Nx + V quando comparados ao respectivo grupo controle 

(Sham + V). O ganho de peso dos ratos induzidos à cirurgia e ao tratamento 

com sitagliptina (Nx + IDPP4) foi estatisticamente semelhante aos ratos não 

submetidos à cirurgia (Sham + V e Sham + IDPP4), indicando que o tratamento 

com inibidor da DPP4 teve uma possível atuação no peso dos ratos. Além 

disso, é possível observar que o tratamento com sitagliptina foi capaz de 

atenuar a queda no RFG nos ratos submetidos a nefrectomia 5/6. Ademais, o 

tratamento com inibidor da DPP4 não mostrou diferença estatística entre os 

ratos nefrectomizados em relação aos outros parâmetros. 
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Tabela 3. Parâmetros de peso corpóreo e de função renal dos ratos 

nefrectomizados tratados com sitagliptina ou veículo. 

 
Valores estão expressos como média ± EPM. Número de animais por grupo 
está indicado entre parênteses. Letras minúsculas diferentes indicam diferença 
estatística entre os grupos (p≤0,05). 

 

4.1.2. Efeito do tratamento com sitagliptina sobre parâmetros de 

sódio e pressão arterial. 

Não encontramos diferença significativa entre os grupos quando 

analisamos os parâmetros de sódio (Figura 9A, B e C). Porém ao avaliar a 

pressão arterial caudal desses ratos podemos notar um aumento significativo 

no grupo nefrectomizado tratado com veículo em comparação ao grupo sham. 

É possível perceber também que a utilização do inibidor da DPP4 nos ratos 

Parâmetros

Peso Corpóreo Inicial 193 ± 4 192 ± 6 198 ± 4 202 ± 3

g (16) (16) (16)

Peso Corpóreo Final 323 ± 7 350 ± 15 311 ± 12 340 ± 7

g (10) (7) (10) (9)

Ganho de Peso Corpóreo 74 ± 3ᵃ 83 ± 5ᵃ 52 ± 6ᵇ 68 ± 3ᵃ

% (10) (7) (10) (9)

Peso do Rim/Peso Corpóreo 3.3 ± 0.1ᵃ 3.4 ± 0.1ᵃ 4.5 ± 0.2ᵇ 4.7 ± 0.2ᵇ

g/Kg (10) (7) (10) (9)

Fluxo Urinário Final 40 ± 4ᵃ 48 ± 4ᵃ 89 ± 8ᵇ 84 ± 16ᵇ

mL/Kg/dia (9) (8) (10) (9)

Consumo de Água Final 80 ± 7ᵃ 79 ± 6ᵃ 158 ± 14ᵇ 139 ± 16ᵇ

mL/Kg/dia (9) (8) (10) (9)

Balanço de Água Final 40 ± 4 30 ± 5 69 ± 13 55 ± 4

mL/Kg/dia (9) (8) (10) (9)

Consumo de Ração Final 58 ± 4 59 ± 2 58 ± 6 68 ± 4

mg/Kg/dia (9) (8) (10) (9)

RFG Final 7.1 ± 0.3ᵃ 7.5 ± 0.6ᵃ 2.8 ± 0.4ᵇ 4.2 ± 0.3 ͨ

mL/min/kg (7) (7) (10) (9)

Sham + V
Sham + 

IDPP4
Nx + V Nx + IDPP4

(10)
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nefrectomizados fez com que diminuísse a hipertensão gerada pela cirurgia 

quando comparado com o grupo Nx + V (Figura 9D). 
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Figura 9. Avaliação dos parâmetros de sódio e pressão arterial caudal. (A) 
O consumo de sódio foi calculado com base no teor de sódio da ração de 
roedores e no consumo diário de ração de cada rato. (B) A carga excretada de 
sódio foi calculada com base nas amostras de urinas de 60 dias após a cirurgia 
último coleta de 24h. (C) O balanço de sódio foi estimado subtraindo a carga 
excretada pelo consumo de sódio de cada rato. (D) A pressão arterial foi 
avaliada indiretamente por método de pletismografia de cauda. A linha preta 
expressa a média ± EPM de cada grupo. Barras com letras minúsculas 
diferentes são significativamente diferentes (p≤0,05). 
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4.1.3. Efeito do tratamento com sitagliptina sobre a creatinina, ureia 

e glicose plasmáticas. 

Conforme esperado, tanto as concentrações de creatinina e ureia 

plasmáticas, foram maiores nos ratos nefrectomizados tratados com veículo em 

comparação ao grupo sham. É possível perceber também que a utilização do 

inibidor da DPP4 nos ratos nefrectomizados fez com que houvesse menores 

concentrações tanto de creatinina quanto de ureia plasmática, quando 

comparado com o grupo Nx tratado com veículo (Figura 10A, B). Todas estas 

alterações encontradas não estão associadas com diferenças nos níveis 

glicêmicos, uma vez que não foram encontradas alterações entre os grupos 

nos valores de glicemia dos ratos em jejum (Figura 10C). 
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Figura 10. Avaliação da creatinina, ureia plasmáticas e glicemia. (A) A 
creatinina plasmática foi calculada a partir de ensaio colorimétrico por método 
cinético em comprimento de onda de 510 nm. (B) A ureia plasmática foi 
mensurada por meio de ensaio colorimétrico por método de end-point com 
comprimento de onda de 600 nm. (C) A glicemia foi medida em jejum de 8 
horas aproximadamente utilizando fitas glicêmicas accu-check. Número de 
animais representado em scatter dot plot no respectivo grupo. A linha preta 
expressa a média ± EPM de cada grupo. Barras com letras minúsculas 
diferentes são significativamente diferentes (p≤0,05). 
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4.1.4. Efeito do tratamento com sitagliptina sobre a excreção de 

proteínas totais. 

Com o aumento da pressão arterial encontrado nos ratos 

nefrectomizados, ocorre, em paralelo, o aumento da pressão intraglomerular 

no rim. Este aumento, por sua vez forçaria a passagem de moléculas pelo 

néfron levando ao aumento da excreção de proteínas na urina. Sendo assim, 

verificamos se os ratos nefrectomizados tratados com veículo apresentariam 

elevação da proteinúria ao longo do tempo quando comparados ao grupo sham 

e se o tratamento com sitagliptina modularia o padrão de excreção de 

proteínas. Podemos observar que o grupo Nx + V tem um aumento progressivo 

nos valores de proteinúria quando comparados com os grupos sham a partir de 

30 dias após a cirurgia. Também observamos que o tratamento com grupo 

IDPP4 retardou o aumento exacerbado de proteinúria até a partir de 45 dias 

quando comparado com os animais Nx + V, mantendo-se até o final do 

tratamento (Figura 11A). 

A partir deste resultado, decidimos investigar a possível origem dessa 

proteinúria exacerbada nos ratos Nx + V, considerando que poderia ser oriunda 

de modificações glomerulares ou tubulares. Utilizando a técnica de Silver Stain 

com amostras de urina padronizadas com 3 µg de creatinina para cada 

amostra, podemos visualizar o padrão de excreção de proteínas na urina dos 

ratos. Constatamos o aumento progressivo na proteinúria dos ratos 

nefrectomizados tratados com veículo. É possível perceber também que os 

ratos Nx + IDPP4 possuem uma mancha escura menor quando comparado aos 

ratos Nx + V, ilustrando qualitativamente o resultado encontrado na Figura 11A. 

Além disso, é possível perceber neste experimento que ocorre marcação tanto 
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em proteínas de alto como também de baixo peso molecular nos ratos Nx + V 

indicando que a proteinúria nesses ratos tenha origem mista, ou seja, de 

origem tanto glomerular quanto tubular. O uso prolongado do inibidor de DPP4 

foi capaz de evitar o aparecimento de uma coloração tão forte quanto 

encontrados nos ratos Nx + V (Figura 11B). Esses dados apontam que os 

inibidores da DPP4 são capazes de retardar a presença exacerbada de 

proteínas na urina de ratos nefrectomizados, o que pode ser em decorrência 

de uma preservação tanto da BFG quanto de mecanismos endocíticos em 

túbulo proximal. 
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Figura 11. Avaliação da excreção de proteínas totais. (A) Valor de excreção 
de proteínas totais obtidos a partir de teste colorimétrico padronizado pelo valor 
de creatinina urinária e expressos com média ± EPM. n variado por grupo. ** 
P≤0,01 e *** P≤0,001 vs. Sham + V. # P≤0,05 e ## P≤0,01 vs. Nx + V. (B) 
Padrão de excreção de proteínas totais dos diferentes grupos em dias após a 
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cirurgia. Géis de poliacrilamida 10% contendo amostras de urina com volume 
equivalente a 3 μg de creatinina e corados com nitrato de prata (n=1/grupo). 
Seta preta representa peso molecular da albumina. 

 
 

4.1.5. Efeito do tratamento com sitagliptina sobre a expressão 

proteica de componentes da BFG e do mecanismo de endocitose em 

túbulo proximal em ratos nefrectomizados. 

Uma vez que os resultados demonstram envolvimento de proteinúria de 

origem mista na progressão da doença renal e que os inibidores da DPP4 

retardam o avanço desse quadro, testamos a hipótese de que a sitagliptina 

poderia estar envolvida com a preservação de proteínas responsáveis pela 

manutenção da BFG e/ou com proteínas envolvidas com o mecanismo de 

endocitose em túbulo proximal renal. 

Primeiramente, avaliamos por meio de immunoblotting com amostras de 

urina desses ratos, a presença de podocina e RBP4 (Figura 12). O surgimento 

dessas proteínas na urina é reconhecido na literatura como biomarcadores de 

lesão glomerular e tubular, respectivamente (90,91). Constatamos a presença 

da expressão proteica desses biomarcadores na urina somente nos ratos Nx + 

V, confirmando que houve lesão tanto no aparato glomerular quanto tubular. O 

tratamento com inibidor da DPP4 foi capaz de evitar o surgimento de ambos 

biomarcadores na urina dos ratos Nx + IDPP4 (Figura 12). 
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Figura 12. Avaliação temporal, em dias após a cirurgia, de biomarcadores 
de lesão glomerular e tubular renal. Expressão proteica de amostras de urina 
dos diferentes grupos submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida 
(SDS–PAGE), transferidas para membrana PVDF e analisadas por técnica de 
immunoblotting. Quantidade de 10 μg de creatinina urinária foi utilizada para 
cada amostra. n=1/grupo. 

 

Logo após essa confirmação, foram analisadas, em homogenato de rim 

utilizando anticorpos específicos (Tabela 2), diferentes componentes da 

barreira de filtração glomerular, podocina e nefrina (Figura 13) e do maquinário 

endocítico em túbulo proximal, megalina e cubilina (Figura 14). Curiosamente, 

tratando-se da expressão proteica, encontramos que no grupo Nx + V ocorre 

uma diminuição significativa na expressão proteica de podocina e megalina 

quando comparados ao grupo sham. Por sua vez, o tratamento com sitagliptina 

foi capaz de impedir a redução da expressão dessas proteínas (Figura 13A e B 

e Figura14 A e B, respetivamente). Não encontramos diferença estatística entre 

os grupos em relação aos níveis de nefrina e cubilina em homogenato renal 

(Figura 13A e C e Figura 14A e C, respetivamente). 

Esses resultados sugerem que o avanço na progressão da doença renal 

crônica está relacionado com redução na expressão proteica de componentes 

tanto da barreira de filtração glomerular quanto do mecanismo de endocitose 

mediada por receptores em túbulo proximal. Entretanto, o uso do inibidor da 

DPP4 é capaz de preservar a estrutura glomerular e tubular, por impedir a 
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redução destas proteínas constituintes. 
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Figura 13. Avaliação dos componentes relacionados à BFG. (A) Avaliação 
da expressão proteica em amostras de homogenato de rim submetidas à 
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS–PAGE), transferidas para 
membrana PVDF e analisadas por técnica de immunoblotting. (B e C) 
Representação gráfica do nível de expressão relativa de proteína normalizado 
pelo respectivo GAPDH. Amostras equivalentes à 20 μg de proteínas para (B) 
podocina e (C) nefrina. Valores expressos como média ± EPM. Número de 
animais representado em scatter dot plot. Barras com letras minúsculas 
diferentes são significativamente diferentes (p≤0,05). 
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Figura 14. Avaliação dos componentes relacionados ao mecanismo de 
endocitose em túbulo proximal renal. (A) Avaliação da expressão proteica 
em amostras de homogenato de rim submetidas à eletroforese em gel de 
poliacrilamida (SDS–PAGE), transferidas para membrana PVDF e analisadas 
por técnica de immunoblotting. (B e C) Representação gráfica do nível de 
expressão relativa de proteína normalizado pelo respectivo GAPDH. Amostras 
equivalentes à 25 μg de proteínas para (B) megalina e (C) cubilina. Valores 
expressos como média ± EPM. Número de animais representado em scatter 
dot plot. Barras com letras minúsculas diferentes são significativamente 
diferentes (p≤0,05). 
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4.1.6. Efeito do tratamento com sitagliptina sobre a excreção 

urinária da DPP4. 

Para testar a hipótese que o aumento da excreção urinária da DPP4 

poderia ser um possível biomarcador relacionado com a progressão da DRC, 

primeiramente avaliamos como estaria a atividade da DPP4 ao longo do tempo 

nas amostras de soro e urina dos nossos grupos de ratos, uma vez que a 

atividade aumentada dessa enzima após a indução da cirurgia nos ratos Nx + 

V poderia estar corroborando com nossa hipótese. 

Nossa avaliação temporal em amostras de soro não indicou diferença 

estatística entre os ratos Nx e os ratos sham, ambos tratados com veículo. Já a 

utilização do inibidor da DPP4 foi capaz de reduzir significativamente a 

atividade dessa enzima tanto dos ratos sham quanto dos ratos Nx em todos os 

tempos observados (Figura 15A), indicando a eficiência do tratamento 

Entretanto, em relação as amostras de urina, verificamos um aumento 

significante da atividade da DPP4 15 dias após a indução da cirurgia, com um 

ligeiro aumento nas avaliações subsequentes de forma progressiva. O 

tratamento com o inibidor da DPP4 foi capaz de atenuar esse aumento desde a 

nossa primeira avaliação (15 dias após a cirurgia) e também durante 30 dias 

após a cirurgia (Figura 15B). Após essa avaliação é possível ver uma leve 

inclinação da curva nos ratos Nx + IDPP4 perdendo o valor estatístico 45 dias 

após cirurgia. Na última avaliação, o tratamento com sitagliptina nos ratos 

nefrectomizados tratados com sitagliptina mostra novamente redução 

significativa em relação ao grupo Nx tratado com veículo. 

Para corroborar com este dado, também analisamos a expressão de 

DPP4 na urina no qual podemos perceber aumento progressivo somente nos 
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ratos Nx + V, o que não é possível ser notado em nenhum dos outros grupos 

(Figura 15C). Esses dados indicam que a DPP4 que aparece na urina é 

proveniente do tecido renal e essa excreção ocorre de forma progressiva 

conforme avança a doença. 
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Figura 15. Avaliação da atividade enzimática e expressão proteica da 
DPP4 em soro, urina e tecido renal. (A) Atividade da DPP4 em soro. (B) 
Atividade da DPP4 em urina utilizando 4% do fluxo urinário do respectivo rato. 
n variado por grupo. (C) Avaliação da expressão proteica em amostras de urina 
submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS–PAGE), transferidas 
para membrana PVDF e analisadas por técnica de immunoblotting. A 
quantidade de proteína referente utilizada foi de 10 µg de creatinina urinária por 
amostra. n=1/grupo. *P≤0,05, *** P≤0,001 vs. Sham + Veículo; # P≤0,05 e ## 
P≤0,01 e ### P≤0,001 vs. Nx + Veículo. DO = Densidade óptica. 
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4.1.7. Avaliação da correlação entre atividade de DPP4 urinária e 

parâmetros de creatinina plasmática, excreção de proteínas totais e 

pressão arterial caudal nos ratos nefrectomizados tratados com veículo. 

Para testar a hipótese de que o aumento progressivo da atividade da 

DPP4 na urina dos ratos nefrectomizados poderia estar associado com a 

progressão da DRC, realizamos análises de regressão linear entre a atividade 

da DPP4 urinária em 15, 30, 45, e 60 dias após a cirurgia de nefrectomia e 

alguns parâmetros vinculados com a DRC em nosso modelo de ratos 

nefrectomizados tratados somente com veículo. 

Constatamos com nossos dados, correlação positiva entre a atividade 

de DPP4 urinária com 3 parâmetros importantes na clínica para diagnóstico e 

avaliação de DRC: creatinina plasmática; excreção de proteínas totais e 

também com a pressão arterial caudal desses ratos (Figura 16). Esses dados 

em conjunto com os resultados obtidos anteriormente, demonstram que a 

excreção urinária da enzima DPP4 poderia estar relacionada com o avanço da 

DRC e ainda ser um possível biomarcador para essa doença. 
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Figura 16. Correlação entre a atividade da DPP4 urinária e a creatinina 
plasmática, excreção de proteínas urinárias e pressão arterial caudal dos 
ratos nefrectomizados tratados com veículo. As linhas representam a 
regressão linar dos pontos. O coeficiente de determinação r2 e os valores de P 
foram obtidos pelo teste de correlação de Pearson. A excreção de proteínas 
urinárias está expressa pela razão proteína/creatinina urinária. DO = 
Densidade Óptica. 
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5. DISCUSSÃO 

É conhecido que os inibidores da DPP4 possuem ações para além do 

controle glicêmico. Em estudos com pacientes diabéticos e em modelo 

experimental de DRC não associada com hiperglicemia foi observado o efeito 

anti-proteinúrico desses inibidores (76,78,79). Entretanto, os mecanismos 

moleculares adjacentes a este efeito ainda permanecem incertos. Nosso 

estudo demonstrou que a administração do inibidor da DPP4, sitagliptina, 

reduziu proteinúria e este efeito foi, em parte, decorrente de redução de danos 

glomerular e tubular em modelo experimental de DRC independente de 

hiperglicemia, a nefrectomia 5/6. Ademais, constatamos o envolvimento da 

DPPIV na progressão da DRC, visto que sua excreção urinária aumenta 

progressivamente com o avanço da doença renal e o aumento da atividade 

enzimática desta se correlaciona com importantes marcadores de dano à 

função renal e mortalidade cardiovascular.  

Recentemente foi conduzido um estudo (CARMELINA) de segurança 

cardiovascular e renal do inibidor da DPP4, linagliptina, em pacientes com DM2 

e doença renal crônica associada (95–97). Como desfecho primário, o estudo 

demonstrou redução de eventos cardiovasculares. Além disso, o CARMELINA 

apresentou desfecho secundário reduzindo significativamente o risco de piora 

da albuminúria com linagliptina versus placebo. Esses dados fortificam a base 

de evidências para opções de tratamento em pessoas com função renal 

reduzida. A linagliptina é um interessante tratamento para tais pacientes, 

justamente, por não exigir ajuste da dose de acordo com a função renal, já que 

sua excreção ocorre primariamente por via intestinal/biliar, e a alta afinidade da 

sua ligação com a DPP4 significa que sua excreção renal é mínima (98). 
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Ademais, neste estudo, houve uma redução significativa dos eventos 

microvasculares quando comparado ao placebo, devido à redução da 

progressão da albuminúria com redução de risco cardiovascular em pacientes 

com DRC. 

Em nosso estudo, foi observada redução de PA associada à inibição da 

DPP4. A utilização dos inibidores, alogliptina e sitagliptina, apresentaram 

redução significativa da PA sistólica em pacientes diabéticos e não diabéticos 

com hipertensão leve a moderada, respectivamente (99,100). Dados prévios do 

nosso grupo demonstraram que a PA sistólica se correlaciona positivamente 

com níveis de proteinúria em ratos espontaneamente hipertensos – SHR (101). 

Em nosso estudo, os ratos tratados com sitagliptina também apresentaram 

redução de PA acompanhado por redução de proteinúria. Desta forma, é 

possível que este efeito anti-hipertensivo possa reduzir a proteinúria 

evidenciada nos ratos nefrectomizados por reduzir o estresse mecânico em 

glomérulo e túbulo proximal, o que contribui para redução também do dano 

nestes segmentos do néfron. Entretanto, em um estudo com modelo de 

obesidade tratado com inibidor da DPP4 foi constatado redução da disfunção 

glomerular e tubular, redução de inflamação e estresse oxidativo em tecido 

renal e melhora da proteinuria sem redução da PA (102). Desta forma, não 

descartamos também a possibilidade de que este inibidor possa atuar 

localmente em tecido renal, modulando a expressão de proteínas constituintes 

da BFG e do maquinário endocítico, já que a DPP4 é expressa tanto em 

podócitos, na região glomerular, quanto nas células do túbulo proximal (103). 

A proteinúria de origem glomerular observada em nosso estudo foi 

atribuída à redução da expressão de podocina o que foi atenuado a partir da 
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administração do inibidor sitagliptina. Em outro estudo do nosso grupo 

observamos aumento da expressão proteica de podocina e nefrina com a 

administração oral de vildagliptina em ratos com insuficiência cardíaca (IC) 

(104). Entretanto, diferentemente do nosso trabalho, este estudo demonstrou 

aumento da expressão de tais proteínas em resposta ao tratamento com o 

inibidor da DPP4 a níveis superiores ao do controle falso operado. Nosso 

estudo demonstrou que o inibidor sitagliptina promoveu atenuação da redução 

destas proteínas nos ratos nefrectomizados. Esta diferença de resultados pode 

ser atribuída ao modelo experimental desenvolvido entre os estudos e não 

propriamente às diferenças entre os medicamentos. No modelo de IC nós 

evidenciamos um dano secundário ao rim devido à sobrecarga em resposta ao 

infarto destes animais. Já em nosso modelo, nós induzimos a DRC retirando 

5/6 da massa renal, configurando um insulto primário a este órgão. Este efeito 

observado frente aos grupos tratados com os inibidores da DPP4 pode ser 

devido a uma possível ação direta destes agentes sobre o tecido renal, uma 

vez que os ratos controles falso-operados tratados com sitagliptina (Sham + 

IDPP4) também apresentam aumento significativo da expressão proteica de 

podocina. 

Alterações nos níveis de nefrina no glomérulo pode ter um papel 

fundamental para o avanço das doenças renais. Porém, certos estudos não 

demonstram variação significativa na expressão total dessa proteína glomerular 

(105–107). Estes trabalhos apontam para a importância na participação da 

fosforilação da nefrina como sendo associados à redução de proteinúria. É 

conhecido que a fosforilação da nefrina pela tirosina Y1228 através da 

regulação da formação de F-actina pode ser importante para a manutenção da 
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morfologia e função normal dos podócitos. Sendo assim, a ausência de 

diferença na expressão de nefrina entre os grupos do nosso trabalho pode ser 

devido ao fato da avaliação ter sido realizada somente para detecção da 

proteína total e não sua fosforilação na tirosina presente na cauda 

citoplasmática desta proteína. 

Em relação ao aumento de proteinúria de origem tubular, nós atribuímos 

este dado à menor expressão da proteína megalina em tecido renal. Aroor e 

colaboradores demonstraram que a Ang II, principal componente de sistema 

renina-angiotensina (SRA), pode regular a expressão de megalina através de 

maior atividade da DPP4 em modelo experimental in vivo e in vitro, 

evidenciando um crosstalk entre o SRA e a DPP4 (108). Esta interação 

também foi observada pelo nosso grupo em um modelo de DRC independente 

de hiperglicemia, em que constatamos que maior concentração de Ang II se 

correlaciona positivamente com maiores concentrações de DPP4 em tecido 

cardíaco (109). Sabendo que a DRC é uma patologia com ativação do SRA 

local intra-renal como mecanismo compensatório, acreditamos que, em nosso 

estudo a inibição da DPP4 promove atenuação da expressão de megalina, 

possivelmente em parte, devido à redução na concentração de Ang II em tecido 

renal. Desta forma, é possível que os inibidores da enzima DPP4 regulem esta 

proteína do maquinário endocítico por se contrapor ao efeito mediado pela Ang 

II. 

A proteinúria é reconhecida como um importante biomarcador de DRC. 

Recentemente, a excreção urinária da DPP4 foi apontada como um possível 

biomarcador de DRC através de estudos metabolômicos (110,111). Nosso 

estudo somou a este achado, constatando que a presença da DPP4 na urina 
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aumenta progressivamente conforme a doença avança, corroborando com esta 

hipótese. Um outro questionamento a respeito desse assunto seria 

compreender a origem da DPP4 excretada. Como nossos dados não mostram 

diferença entre os grupos em relação à atividade da DPP4 no soro, 

acreditamos que esta excreção seja proveniente do próprio rim. Dados não 

mostrados do nosso trabalho indicam não diferença entre os grupos na 

atividade da DPP4 em tecido renal. No entanto, uma possível regulação 

positiva para o RNAm da DPP4 em rim indicaria mais precisamente um 

aumento na expressão proteica nos ratos nefrectomizados tratados com 

veículo, indicando um efeito compensatório à excreção dessa enzima. 

Ademais, a despeito do possível papel da excreção urinária da DPP4 como 

possível biomarcador de progressão da doença, nosso estudo constatou que a 

atividade desta enzima na urina se correlaciona positivamente com a creatinina 

plasmática, pressão arterial e proteinúria.  

Desta forma, nosso estudo elucidou, em parte, o mecanismo subjacente 

pelo qual o inibidor da DPP4, sitagliptina, promove efeito anti-proteinúrico. Aqui, 

constatamos que o tratamento com o inibidor atenuou a diminuição de 

proteínas constituintes da BFG e do maquinário endocítico em túbulo proximal, 

podocina e megalina, respectivamente. Além disso, concluímos também que a 

excreção urinária de DPP4 é um forte candidato a biomarcador de progressão 

na DRC, correlacionando-se positivamente com biomarcadores já utilizados na 

clínica como a creatinina plasmática e proteinúria e também com a pressão 

arterial em ratos nefrectomizados tratados com veículo. 
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6. CONCLUSÃO 

A inibição da DPP4 promove efeito antiproteinúrico em ratos com DRC 

mediado, em parte, por melhora na disfunção glomerular e tubular. Além disso, 

a excreção dessa enzima é um forte candidato à biomarcador de progressão 

na DRC. 
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