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“Não é nossa função controlar todas as marés do mundo, mas sim fazer o que 

pudermos para socorrer os tempos em que estamos inseridos, erradicando o mal dos 

campos que conhecemos, para que aqueles que viverem depois tenham terra limpa 

para cultivar. Que tempo encontrarão não é nossa função determinar.”   

― J.R.R. Tolkien 
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RESUMO 

Borges Júnior FA. A empagliflozina inibe a atividade do NHE3 no túbulo proximal, 

preserva a taxa de filtração glomerular e restaura a euvolemia em ratos não diabéticos 

com insuficiência cardíaca [Tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de 

São Paulo; 2022 

 
Os inibidores de SGLT2 melhoram o controle glicêmico suprimindo a recaptação de 

glicose no túbulo proximal renal (TP). Inicialmente desenvolvidos como agentes 

antidiabéticos, as gliflozinas reduzem morte por causa cardiovascular e a taxa de 

hospitalização por IC, independente da presença ou ausência de DM2. No entanto, os 

mecanismos subjacentes a estes robustos desfechos permanecem desconhecidos. Dado 

que o cotransportador de SGLT2 é expresso predominantemente no TP renal e 

considerando a fisiopatologia cardiorrenal na IC, este estudo tem como objetivo testar 

a hipótese de que o inibidor específico de SGLT2 empagliflozina exerce efeitos cardio e 

nefroprotetores em modelo experimental de IC não associado ao DM2. Testamos 

também a hipótese de que a empagliflozina inibe a atividade da isoforma 3 do trocador 

Na+/H+ (NHE3) no TP e melhora o manuseio renal de sal e água em ratos portadores de 

IC com fração de ejeção reduzida. Para tal, ratos Wistar machos foram submetidos ao 

infarto agudo do miocárdio para indução de IC ou cirurgia fictícia. Após quatro semanas, 

os animais que desenvolveram IC e os ratos Sham foram tratados com empagliflozina 

(Empa) ou não tratados por mais quatro semanas. Ratos HF tratados com Empa 

apresentaram menores concentrações séricas de peptídeo natriurético cerebral (BNP), 

menor hipertrofia do ventrículo direito e redução da fibrose intersticial e da hipertrofia 

miocitária. Na avaliação do manuseio renal de água e sal com sobrecarga salina, as 

respostas diuréticas e natriuréticas dos ratos HF tratados com Empa foram semelhantes 

àquelas de ratos Sham e maiores do que as observadas em ratos HF não tratados. 

Ademais, o tratamento com Empa também normalizou a taxa de filtração glomerular e 

a proteinúria nos ratos portadores de IC. A atividade de NHE3 no TP renal foi maior em 

ratos HF do que em animais Sham, enquanto o tratamento com EMPA reduziu 

substancialmente a atividade deste trocador. Curiosamente, evidenciamos também o 

aumento da função e da expressão de SGLT2 no TP de ratos HF, além da redução desta 

hiperexpressão com a terapia gliflozina. Em conjunto, nossos dados mostram que a 



 

 
 

prevenção da progressão da IC pela empagliflozina está associada à restauração da 

euvolemia com preservação da função glomerular e à inibição da atividade do NHE3 no 

túbulo proximal renal. Além disso, documentamos que a desregulação do TP com a 

hiperexpressão de SGLT2 pode estar envolvida na fisiopatologia da IC não diabética. 

 

Descritores: Inibidores do transportador 2 de sódio-glicose. Trocador 3 de sódio-

hidrogênio. Insuficiência cardíaca. Testes de função renal. Síndrome cardiorrenal 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

ABSTRACT 

Borges Júnior, FA. Empagliflozin inhibits proximal tubule NHE3 activity, preserves 

glomerular filtration rate, and restores euvolemia in nondiabetic rats with induced heart 

failure [Thesis]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2022 

 

SGLT2 inhibitors improve glycemic control by suppressing glucose reuptake in the renal 

proximal tubule (PT). Primarily designed as antidiabetic agents, the SGLT2 inhibitors also 

reduce cardiovascular (CV) death and hospitalization for HF, regardless of the presence 

or absence of T2D. However, the underlying mechanisms of these impressive outcomes 

remain unknown. Given that SGLT2 is predominantly expressed in the renal PT and the 

pathophysiology of the cardiorenal axis in HF, this study aims to test the hypothesis that 

the specific SGLT2 inhibitor empagliflozin exerts cardiac and renoprotective effects in an 

experimental model of HF not related to T2D. We also tested the hypothesis that 

empagliflozin inhibits the activity of Na+/H+ exchanger isoform 3 (NHE3) in PT and 

improves renal handling of salt and water in rats with systolic HF. To this end, male 

Wistar rats were subjected to acute myocardial infarction for HF induction or sham 

surgery. After four weeks, rats that developed HF and Sham rats were treated with 

empagliflozin (EMPA) or untreated for an additional four weeks. EMPA-treated HF rats 

displayed lower serum brain natriuretic peptide (BNP) levels, reduced right ventricular 

hypertrophy, and decreased interstitial fibrosis and cardiomyocyte hypertrophy. Upon 

saline challenge, the diuretic and natriuretic responses of EMPA-treated HF rats were 

similar to those of Sham rats and higher than those of untreated HF rats. Additionally, 

EMPA treatment normalized the glomerular filtration rate and proteinuria in HF rats. PT 

NHE3 activity was higher in HF rats than in Sham rats, whereas treatment with EMPA 

markedly reduced NHE3 activity. Unexpectedly, we have also evidenced an increase in 

the function and expression of SGLT2 in the PT of HF rats and decreased this dysfunction 

with empagliflozin. Collectively, our data show that prevention of HF progression by 

empagliflozin is associated with the restoration of euvolemia, at least through the 

preservation of glomerular function and inhibition of PT NHE3 activity in the renal 

proximal tubule. Moreover, we provided novel evidence that the dysregulation of PT 

SGLT2 may be involved in the pathophysiology of nondiabetic HF. 



 

 
 

Descriptors: Sodium-glucose transporter 2 Inhibitors. Sodium-hydrogen exchanger 3. 

Heart failure. Kidney function tests. Cardio-renal syndrome 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Contexto epidemiológico e clínico 

Apesar da menor morbidade e mortalidade das doenças cardiovasculares nos 

últimos anos, destaca-se a estabilidade ou até mesmo o aumento na prevalência da 

insuficiência cardíaca em diversos países, muito por conta de aspectos como o 

envelhecimento populacional e a maior sobrevida com terapias farmacológicas 

recentes. No mundo, aproximadamente 64 milhões de pessoas são portadores de IC, 

doença responsável pelo maior número de internação hospitalar em pacientes com mais 

de 65 anos e, correspondendo a 2% de todas as internações hospitalares no mundo 

ocidental (1,2). Dados de 2016 no Sistema de Saúde Público Brasileiro demonstram que 

a IC representa a maior causa cardiovascular de morbidade hospitalar, com 19% das 

internações por doenças do aparelho circulatório e 12% dos custos das hospitalizações 

por doença cardíaca (3). Destaca-se também o maior risco de morte súbita pós alta 

hospitalar deste perfil de pacientes, podendo aumentar em três vezes em comparação 

a quem nunca foi hospitalizado (4,5). Entretanto, publicações do Registro nacional 

BREATHE (I Brazilian Registry of Heart Failure) revelam melhorias nos indicadores de 

cuidado da IC, como a redução no tempo de hospitalização de 22 dias (2011) para 19,5 

dias (2016) e a queda no índice de mortes intra-hospitalares de 12% para 9% (6). 

Ademais, pacientes com IC apresentam recorrentemente uma polifarmácia em seu 

plano de cuidado, com muitos reduzindo sua adesão terapêutica com o passar do 

tempo. Soma-se a este, a frequente presença de outras comorbidades clínicas também 

elevando o risco de pior prognóstico e difícil manejo na prática clínica. A maioria dos 

casos acompanhados no estudo BREATHE, por exemplo, apresentavam hipertensão 

arterial (HAS) (74,8%), DM2 em 37,6% dos casos, e doença renal crônica em 21,4%, além 

de 25,3% dos pacientes internados apresentarem antecedente de infarto agudo do 

miocárdio.  

Ao longo dos últimos anos, terapias farmacológicas capazes de reduzir os efeitos 

deletérios da hiperativação simpática cardíaca e do SRA intra-renal e sistêmico 

consolidaram-se como modificadoras de sobrevida nos pacientes com IC. A despeito 

destes, a resistência insulínica com decorrente disfunção metabólica grave segue como 
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fator de pior prognóstico na síndrome clínica. Como ilustrado no estudo CHARM 

(Candesartan in Heart failure - Assessment of moRtality and Morbidity), a associação de 

DM2 e IC com fração de ejeção (FE) preservada (FE> 50%) conferem maior risco de 

morte por causa cardiovascular (CV) ou hospitalização por IC do que a própria fração de 

ejeção ventricular esquerda reduzida (FE < 50%) mas sem diabetes (7). Estimativas dos 

Estados Unidos apontam que a prevalência de DM2 entre pacientes com IC ultrapasse 

45%, enquanto a prevalência de IC entre pacientes DM2 oscila entre 10- 23% (8).  Nesse 

contexto, permanece de grande valia reconhecer precocemente a repercussão 

multiorgânica da IC e mitigar as principais causas de óbito e hospitalização nestes 

pacientes; com ações como a revisão crítica da polifarmácia instituída e o emprego de 

terapias com menor proporção de eventos adversos e maior magnitude de benefício 

para adesão e sobrevida crescentes. 

 

1.2. Disfunção cardíaca e hiperativação neuro-humoral deletéria 

Na intenção de guiar os parâmetros terapêuticos e tendo como referência a 

disfunção sistólica ventricular esquerda, a IC é mais recentemente classificada em 

quatro subtipos pela Associação Americana de Cardiologia, IC de fração de ejeção do VE 

preservada - ICFEP (FEVE> ou igual a 50%), IC de fração de ejeção intermediária ou 

moderadamente reduzida (FEVE entre 41-49%), IC de FEVE melhorada (previamente 

menor que 40%, mas com seguimento evolutivo maior do que 40%) e IC de fração de 

ejeção reduzida - ICFER (FEVE < 40%) (9).  Condição também descrita, mas em menor 

incidência hoje, os pacientes IC podem evoluir para IC avançada, com disfunção 

ventricular grave (definida por FEVE < 30% ou IC direita isolada ou alterações valvares 

graves não operáveis ou anormalidades congênitas) e na presença de sintomas 

congestivos persistentes; capacidade reduzida ao exercício e frequente demanda de 

hospitalizações (10).  

A IC pode decorrer de transtornos estruturais ou funcionais cardíacos capazes de 

prejudicar a capacidade ventricular de se preencher ou ejetar sangue. Em resposta   à 

injúria miocárdica ou à sobrecarga hemodinâmica, diferentes mecanismos 

compensatórios são acionados para a manutenção do débito cardíaco e da perfusão 

tecidual. Dentre estes, três mecanismos consolidam esta adaptação, o mecanismo de 
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Frank-Starling, em que a pré-carga elevada contribui para manutenção do desempenho 

cardíaco, a ativação de sistemas neuro-humorais, especialmente a liberação de 

norepinefrina por nervos adrenérgicos, a ativação do sistema renina-angiotensina e a 

liberação aumentada de vasopressina e endotelina e, mais lentamente, o 

remodelamento e hipertrofia do miocárdio. À curto prazo, os dois primeiros 

mecanismos sustentam a função cardíaca no primeiro momento, mas também 

favorecem a expansão do volume sanguíneo arterial através da retenção de sal e água. 

Quando cronicamente mantidos, estes mecanismos tornam-se deletérios, promovendo 

vasoconstrição excessiva, aumento da pós-carga, anormalidades hidroeletrolíticas com 

potencial arritmogênico, além de efeitos diretos sobre os cardiomiócitos, levando à 

morte celular e ao remodelamento ventricular patológico (11).  

Em contrapartida, outras respostas como a liberação de ANP (peptídeo natriurético 

atrial) e BNP frente à distensão atrial e ventricular promovem vasodilatação sistêmica, 

aumento da excreção de sal e água e inibição da atividade simpática (12). Neste 

contexto, a causa primária da retenção hidrossalina na IC não advém da disfunção renal, 

mas do subpreenchimento arterial (13). Os rins respondem fisiologicamente a este 

como se estivessem frente a um cenário de hipovolemia real. A redução da pressão 

arterial efetiva desencadeia a ativação de barorreceptores no arco aórtico, no seio 

carotídeo e nas arteríolas aferentes renais, que, por sua vez, estimulam a maior ativação 

do sistema nervoso simpático (SNS). Este aporte incremental de norepinefrina circulante 

sob terminais sinápticos eleva o cronotropismo e inotropismo cardíacos, assim como a 

resistência vascular periférica e renal (14-16). Adicionalmente, a própria elevação do 

tônus adrenérgico renal também acaba por ativar a cascata de sinalização do SRA, 

aumentando a secreção de renina pelo aparelho justaglomerular (AJG), e estimulando 

os núcleos paraventricular e supraóptico no hipotálamo para liberação de vasopressina; 

que em conjunto e de forma crônica resultam na retenção hidrossalina, congestão 
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venosa generalizada e expansão do volume extracelular, condições de maior gravidade 

clínica e prognóstica nos pacientes ICFER (14). (Figura 1) 

Figura 1. Fisiopatologia da retenção de sódio e água na IC. Descarga de barorreceptores de alta 
pressão (círculos azuis) no ventrículo esquerdo, carótida, arco sinusal e aórtico gera sinais 
aferentes (linhas pretas) que estimulam centros cardiorreguladores no cérebro, resultando na 
ativação de vias eferentes no SNS (linhas verdes). O SNS parece ser o integrador primário da 
resposta vasoconstritora neuro-humoral ao subpreenchimento arterial. A ativação dos nervos 
simpáticos renais estimula a liberação de renina e ANG II, ativando o RAAS. Concomitantemente, 
a estimulação simpática dos músculos supraóptico e núcleos paraventriculares no hipotálamo 
resulta na liberação não osmótica de AVP. A ativação simpática também causa vasoconstrição 
periférica e renal, assim como a ANG II. A ANG II contrai os vasos sanguíneos e estimula a 
liberação de aldosterona da glândula adrenal, e também aumenta reabsorção de sódio e causa 
remodelação de miócitos cardíacos. A aldosterona também pode têm efeitos cardíacos diretos, 
além de aumentando a reabsorção de sódio e a secreção de potássio e hidrogênio íons no ducto 
coletor. As linhas azuis designar hormônios circulantes. Adaptado de: Cadnapaphornchai et al 
Cardiology, 2001 (14)   

 

1.3. Remodelamento ventricular e progressão para disfunção sistólica 

O remodelamento ventricular constitui um mecanismo adaptativo frente à 

sobrecarga pressórica ou volêmica para viabilizar resposta contrátil adequada por meio 

de fatores mecânicos, neuro-humorais e genéticos (13-15). Embora no início o 

remodelamento permita manter a função miocárdica, sua progressão conduz 

inevitavelmente à piora da função e ao declínio prognóstico na IC. Na sobrecarga de 
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pressão, há estímulo para a síntese de sarcômeros em paralelo com aumento da 

espessura da parede ventricular e consequente hipertrofia concêntrica. Enquanto na 

sobrecarga de volume, ocorre o aumento dos sarcômeros em série, associado ao 

deslizamento de feixes de miócitos e consequente hipertrofia excêntrica. A hipertrofia 

cardíaca, quando presente, constitui fator independente de maior morbidade e 

mortalidade por eventos cardiovasculares. Nesta condição, o aumento desproporcional 

da matriz intersticial colágena ocasiona a disfunção miocárdica pela menor 

complacência ventricular e pela modificação da geometria cardíaca (15). Além disto, o 

crescimento não-proporcional da densidade de vasos leva à diminuição da reserva 

coronariana, com potencial deficiência de oxigenação e de nutrientes para os 

cardiomiócitos.   

A nível molecular, sabe-se da existência de alterações associadas à transição para 

a disfunção ventricular, como modificações na regulação e expressão de proteínas 

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

miosina (alfa-MHC), e o aumento da expressão fetal beta-MHC (de baixa atividade 

ATPásica). Somam-se a estes a disregulação na homeostase do cálcio, com diminuição 

da expressão gênica da Ca2+- ATPase (SERCA2), do canal para cálcio do tipo L e aumento 

da expressão do trocador Na+/Ca+2, alterando o acoplamento excitação-contração e 

levando a alterações nas proteínas do citoesqueleto e a dessensibilização beta-

adrenérgica. A morte celular através de vias necróticas, apoptóticas e autofágicas 

perpetuam o remodelamento ventricular patólogico por causar a perda de massa 

contrátil com consequente hipertrofia das células miocárdicas e fibrose reparativa (15).  

As alterações no volume sistólico e diastólico após um evento isquêmico coronariano 

são achados frequentes e possuem correlação já demonstrada com maior taxa de 

eventos adversos (16,17). Por sinal, observou-se em pacientes com IAM prévio  menor 

incidência de eventos cardiovasculares quando a terapia utilizada promovia 

essencialmente a inibição do remodelamento patológico, obtida nesta ocasião com 

inibidores da enzima conversora de angiotensina (iECA) e beta-bloqueadores(9,18 e 19). 

Embora os desfechos clínicos de morbimortalidade sejam os “hard endpoints” na 

avaliação das terapias utilizadas no manejo da IC, as medidas de remodelamento 

cardíaco também se consolidam como desfechos substitutos confiáveis nesta análise. 

De maneira que os efeitos de novas terapias na estrutura (volumes do VE) e função 
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(fração de ejeção) também vem sendo estudados e utilizados para definir sua eficácia 

em reduzir a progressão de doença. 

 

1.4. Dano glomerular e tubular renal na insuficiência cardíaca 

A patogênese da congestão venosa e expansão do volume extracelular na IC 

envolve tanto o decréscimo da taxa de filtração glomerular como o aumento na 

reabsorção tubular renal de sódio e água.  

A queda sustentada na taxa de filtração glomerular é descrita como fator 

independente de pior prognóstico na IC e guarda associação também com aumento da 

taxa de hospitalização. Essa piora clínica está frequentemente associada à sobrecarga 

volêmica persistente, hiperativação neuro-humoral crônica ou mesmo aos efeitos 

colaterais das principais medicações utilizadas no manejo da IC (20). Os rins possuem 

mecanismos adaptativos para manutenção da TFG conforme variação da pressão 

arterial, como a própria autorregulação da microcirculação renal, ajustando resistência 

arteriolar aferente e eferente, e o feedback túbulo-glomerular, acionado pela variação 

de sódio e cloreto na mácula densa, com a consequente ação parácrina de adenosina, 

indutora da vasoconstrição arteriolar aferente no glomérulo. 

Em circunstâncias normais, o fluxo sanguíneo renal (FSR) é estimado em cerca de 

20% do débito cardíaco, e influenciado pela pressão arterial e venosa renal, a pressão 

intra-abdominal e pela resistência vascular renal. Frente à redução sustentada do débito 

cardíaco, ao menor número de glomérulos funcionais e à ação neuro-humoral 

sustentada de angiotensina II local e sistêmica, observa-se a diminuição do fluxo 

sanguíneo renal e maior fração de filtração (FF) na IC. Com a progressão da doença e 

piora hemodinâmica, somam-se a estes, o aumento da pressão venosa central (PVC) e 

da pressão intra-abdominal e a redução da pressão arterial levando a queda na TFG a 

níveis ainda mais pronunciados (13) – (Figura 2).  Diferentes estudos apontam que o 

aumento sustentado da PVC reduz o fluxo sanguíneo renal e aumenta a fração de 

filtração em até 60% (21-24). Neste contexto, terapias com potencial descongestivo e 

que reduzam a ação de angiotensina II local consolidam-se como medidas de proteção 

a função glomerular e potencial de maior sobrevida aos pacientes IC. 
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Figura 2 - Interações cardiorrenais presentes na progressão da insuficiência cardíaca. Descrita 
como síndrome caracterizada pela retenção renal de sódio e água com consequente expansão 
e redistribuição do volume de líquido intravascular e intersticial. Na IC, o rim atua como um 
respondedor precoce à disfunção miocárdica e ao subpreenchimento arterial com redução do 
volume sanguíneo circulante efetivo, o que acaba por gerar a  ativação de barorreceptores e 
estimulação neuro-hormonal, promotora de retenção renal de sódio e água. Embora, no curto 
prazo, a vasoconstrição renal inicial mantenha a pressão de perfusão do órgão, este também 
evolui com congestão venosa, acúmulo gradual de líquido intersticial, o que suporta uma 
expansão compensatória do volume plasmático intravascular (PV). Adaptado de Miller LW Circ 
Heart Failure 2016.  (13) 

 

Mais de 65% de todo sódio filtrado é reabsorvido no túbulo proximal (TP) renal. A 

própria redução do fluxo sanguíneo renal e aumento da fração de filtração elevam a 

pressão oncótica no capilar peritubular contribuindo para maior reabsorção de sódio. 

Assim como o aumento da pressão venosa renal e o maior fluxo linfático renal, com 

consequente menor concentração de proteínas intersticiais e menor pressão 

coloidosmótica do interstício renal também estimulam esta reabsorção (21) (Figura 3). 

De forma que na IC em progressão com piora sustentada da TFG, o néfron distal recebe 

quantidades ainda menores de sódio luminal, o que gera complicações terapêuticas 

relevantes, por ser esta porção sítio de atuação de medidas descongestivas importantes 

como diuréticos de alça, tiazídicos ou mesmo mecanismos endógenos como os 

peptídeos natriuréticos. 
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Figura 3 Expansão do volume extracelular e a participação do túbulo proximal renal - 
Alterações hemodinâmicas e neuro-humorais induzidas na pressão hidrostática e 
coloidosmótica no interstício renal e nos capilares peritubulares facilitam a reabsorção de Na+ 
e água nos túbulos proximais. Além deste, o aumento do fluxo linfático renal gera uma corrente 
de proteínas intersticiais e diminui a pressão coloidosmótica no interstício renal promovendo 
ainda mais a reabsorção passiva de Na+. Grande parte da quantidade de Na+ fornecida à porção 
distal do néfron será substancialmente reduzida. Adaptado de Mullens et al European Heart 
Journal 2017 (21). 
 
 

1.5. Expansão do volume extracelular e a participação do túbulo proximal 

renal 

 
A entrada de sódio pela membrana apical das células tubulares renais representa 

variável limitante para o transporte transepitelial do fluido hidrossalino (26). Através de 

estudos com ratos portadores de IC, Torp et al demonstraram a expressão aumentada 

do cotransportador Na+/K+/2Cl- (NKCC2), presente no ramo ascendente da alça de 

Henle e responsável por 20-25% da carga filtrada de NaCl (27). Além disso, acerca do 

manuseio transepitelial tubular de água, Lutken SC e colaboradores evidenciaram a 

desregulação de aquaporina (AQP2) no ducto coletor medular renal, o aumento na 

abundância de aquaporina 2 (AQP2) e p-AQP2 em células principais do ducto coletor 

medular e redistribuição acentuada de AQP2 e p-AQP2 na membrana plasmática apical 
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de ratos com IC, contribuindo ainda mais para expansão volêmica intersticial (28). No 

néfron proximal, a maior parte da reabsorção de Na+ é realizada através da troca de 

sódio (Na+) por hidrogênio (H+) na membrana apical, via isoforma 3 do trocador Na+/H+ 

(NHE3) (29,30). A modulação da atividade deste trocador, mesmo em pequenas 

proporções, é capaz de afetar diretamente a homeostase volêmica. Em nosso 

laboratório, documentamos que a atividade do NHE3 está aumentada em modelo 

experimental de IC, contribuindo para maior retenção salina e consequente expansão 

volêmica (31). Sabe-se que estímulos como norepinefrina, angiotensina e aldosterona, 

tipicamente elevadas na insuficiência cardíaca, aumentam a atividade e a expressão de 

NHE3 no túbulo proximal (32,33).  

Em condições fisiológicas, o NHE3 é fosforilado em um sítio específico (serina 

552) pela proteína quinase dependente de AMPc (PKA) (34,35). Sabe-se que os níveis 

endógenos desta fosforilação frequentemente estão associados a menor atividade do 

trocador no TP renal (34,36 e 37). Neste sentido, estudos prévios do nosso grupo 

demonstraram que, em conjunto da hiperfunção de NHE3 no TP, há também redução 

da fosforilação na serina 552-NHE3 nos ratos HF em comparação aos ratos Sham. Tal 

achado, correlaciona-se ainda com a mudança na distribuição subcelular de NHE3, nos 

ratos HF observa-se ao aumento da expressão de NHE3 nas microvilosidades da “borda   

em escova” do TP, sugerindo sua provável redistribuição na IC a partir de um pool 

interno subapical para o corpo das microvilosidades renais (38). Desta forma, estima-se 

que a fosforilação do NHE3 no sítio específico serina-552 desempenhe um papel 

importante na distribuição subcelular do trocador e em sua função, contribuindo 

também para a maior retenção de fluidos característica na IC (39) – Figura 4. 
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Figura 4. Aumento da atividade e da expressão de NHE3 com menor fosforilação na S552 na 
fisiopatologia de retenção de fluídos da IC. A maior atividade de NHE3 na IC é acompanhada da 
maior expressão gênica e da diminuição dos níveis de fosforilação na serina 552-NHE3. Este 
achado está associado também a maior migração subcelular de NHE3 para a membrana apical, 
com consequente   maior reabsorção de sódio e expansão volêmica. Provavelmente, tal 
conjunto de disfunções ocorra pela hiperativação sustentada simpática renal e estímulo do 
sistema renina angiotensina local, além de outros mecanismos neuro-humorais compensatórios 
estimulados na IC. Girardi et al Am J Physiol Cell Physiol 2012 (38) 

 

1.6. Manuseio renal de glicose e aplicação terapêutica da inibição do 

cotransportador SGLT2 no tratamento da IC 

Em condições fisiológicas, o rim reabsorve toda a glicose filtrada pelos 

glomérulos. O cotransportador SGLT2, codificado pelo gene SLC5A2 e expresso nos 

segmentos S1 e S2 do túbulo proximal, reabsorve 97% da glicose filtrada, restando ao 

cotransportador SGLT1 reabsorver os 3% restantes no segmento S3 (40,41). A passagem 

da glicose da célula tubular proximal para o interstício ocorre através de transportadores 

de glicose (GLUT1 e 2), presentes na membrana basal (42) (Figura 5). 
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Figura 5. Manuseio de glicose no túbulo proximal. A) A bomba de Na +K +ATPase, presente na 
membrana basolateral do túbulo proximal, provem o transporte de sódio-glicose, com o efluxo 
de sódio e o aumento de potássio intracelular. Conforme a redução da concentração de sódio 
intracelular, este íon é internalizado passivamente junto a glicose via cotransportadores SGLTs. 
Uma vez internalizada, a glicose se desloca contra o gradiente de concentração em direção ao 
espaço intersticial, através dos transportadores GLUT. SGLT2 e GLUT2 representam um 
mecanismo conjunto de transporte, semelhante a SGLT1 e GLUT1. B) O ritmo de filtração 
glomerular normal consiste em cerca de 180 litros por dia (125mL/min). Com a média glicêmica 
por volta de 100mg/dl, os rins filtram 180g de glicose por dia, e mesmo assim, em condições 
fisiológica, não apresentamos glicosúria. Nesse cenário, a absorção de glicose é realizada em sua 
maior parte (80-90%) pelo cotransportador localizado no segmento S1 do túbulo proximal, e o 
restante, reabsorvido por SGLT1 nos segmentos distais S2/S3. Adaptado de DeFronzo et alt 
Nature Reviews Nephrology 2016 (42). 

 

 

A história dos inibidores de SGLT2 inicia-se em 1835 com os experimentos do 

químico Christopher Petersen que isolou a florizina da casca da raiz da macieira e a 

testou para o tratamento de malária (43). Em 1886, o professor alemão Josef Von 

Mering descobriu os efeitos glicosúricos da florizina com redução nos níveis de glicose 

plasmática (44). No entanto, somente em 1960, foi demonstrado que a reabsorção de 

glicose ocorria por transporte ativo secundário utilizando o gradiente eletroquímico do 
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íon sódio como força movente. Consequentemente, notou-se que quando a reabsorção 

mediada por este transportador era inibida, sódio e glicose seguiam excretados na urina. 

Posteriormente, os pesquisadores Francisco Alvarado e Robert Crane estudando 

mecanismos de absorção de glicose intestinal, demonstraram que a florizina atua como 

inibidor competitivo não seletivo do transporte ativo de sódio e glicose (45). Em testes 

com ratos hiperglicêmicos na Universidade de Kyoto e Tanuba Seigyu em 1996 foram 

desenvolvidos os análogos de florizina, primeiros inibidores seletivos de SGLT2 (46). Haja 

vista a relevante atuação do néfron proximal na reabsorção de glicose e o mecanismo 

de ação das gliflozinas independente de insulina e específico no TP, passou-se então a 

considerar a inibição seletiva de SGLT2 como forte estratégia para melhor manejo do 

DM2. Hoje, o uso dos iSGLT2 consolidam-se não somente como terapia efetiva de 

controle glicêmico, mas também para redução da hipervolemia e melhor evolução 

clínica na IC. 

Em situações de hiperglicemia crônica, observa-se, a hiperexpressão de SGLT2 nas 

células do TP como resultante de mecanismo mal adaptativo que acaba por levar a 

manutenção da hiperglicemia (47,48). A hiperexpressão de SGLT2 aumenta também a 

reabsorção de sódio no túbulo proximal, reduzindo a carga deste íon na mácula densa, 

que por sua vez, ativa mecanismos de vasodilatação arteriolar aferente (via óxido 

nítrico, adenosina) e vasoconstrição eferente (SRA), propagando o aumento da pressão 

intra-glomerular e do TFG, condições precursoras da nefropatia diabética (49). Com o 

uso dos iSGLT2, e menor reabsorção de sódio proximal e maior aporte à mácula densa, 

restaurando o feedback túbulo-glomerular com vasoconstrição arterial aferente e 

redução da pressão intraglomerular (Figura 6). 
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Figura 6. Efeitos do DM2 e da inibição de SGLT2 nas arteríolas aferentes e eferentes, na TFG e 
na excreção de sódio. A) Em indivíduos normoglicêmicos, a glicose filtrada é logo em seguida 
reabsorvida através de SGLT2 e SGLT1, como resultado, não há glicosúria ou mesmo estímulos 
ao aparelho justaglomerular (AJG) – B) Em situações de hiperglicemia crônica, a quantidade de 
glicose filtrada encontra-se aumentada e observa-se também a maior expressão de SGLT2 e 
SGLT1, com subsequente reabsorção elevada de glicose e sódio. A maior reabsorção salina reduz 
os níveis de sódio entregues distalmente no AJG, gatilho para ativação de componentes intra-
renais do SRA e de outros mecanismos neuro-humorais como adenosina e óxido nítrico, levando 
à vasoconstrição arteriolar eferente e vasodilatação aferente, respectivamente. A consequência 
direta deste rearranjo hemodinâmico é o aumento da pressão intraglomerular e da TFG, que 
cronicamente acaba por levar ao dano glomerular. C) O tratamento com inibidores de SGLT2 em 
pacientes DM2 aumenta o aporte de glicose e sódio ao néfron distal, ao AJG, gerando em último 
plano a redução da pressão intraglomerular e a preservação da TFG. Adaptado de DeFronzo et 
alt Nature Reviews Nephrology 2016 (42).  
 

A magnitude dos benefícios clínicos associados ao uso dos iSGLT2 demonstrada em 

diversos ensaios clínicos nos últimos anos ultrapassa os marcadores do controle 

glicêmico e encontra valor na diminuição de mortalidade, redução da hospitalização por 

IC e no retardo da progressão da doença renal crônica. (50) Desfechos clínicos 

apresentados primeiramente com pacientes DM2 no estudo EMPA-REG OUTCOME 

(Empagliflozin, Cardiovascular Outcomes, and Mortality in Type 2 Diabetes)), ensaio 

clínico de alto risco CV (51) e posteriormente reafirmados nos estudos CANVAS  

(Canagliflozin Cardiovascular Assessment Study) (52) e no DECLARE-TIMI 58) 

(Dapagliflozin Effect on Cardiovascular Events) (53) com pacientes de menor risco CV. 

Desenhados à época como investigação de não inferioridade, acabaram por evidenciar 

a superioridade do acréscimo das gliflozinas ao manejo padrão com benefício precoce e 

sustentado de menor mortalidade cardiovascular e redução de internação hospitalar 
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por IC, já evidenciados nos primeiros 2 a 3 meses do tratamento. A não elucidação dos 

mecanismos responsáveis para tal e a magnitude do seu efeito nefro e cardioprotetor 

independentes das alterações em hemoglobina glicada levantaram uma série de 

questões acerca do provável desfecho positivo também em situações clínicas 

normoglicêmicas (54,55). O estudo DAPA-HF foi o primeiro a avaliar pacientes com IC e 

fração de ejeção reduzida independente da presença de DM2, e demonstrou que a 

dapaglifozina reduz taxa de internação por IC e morte por causa cardiovascular mesmo 

em pacientes sem DM2. Posteriormente, a sequência com os estudos EMPEROR-R 

(Empagliflozin Outcome Trial in Patients with Chronic Heart Failure and a Reduced 

Ejection Fraction) (56), EMPEROR-P (Empagliflozin Outcome Trial in Patients with 

Chronic Heart Failure and a Reduced Ejection Fraction) (57) e DELIVER (Dapagliflozin 

Evaluation to Improve the Lives of Patients With Preserved Ejection Fraction Heart 

Failure) (58) aprofundaram a perspectiva de que os inibidores de GLT2 retardam a 

evolução e a progressão da IC, em pacientes de alto risco, tanto naqueles com FEVE< 

40% como em pacientes com FEVE preservada com ou sem DM2.  

Nos dias atuais, as gliflozinas consolidaram a mudança de fármaco anti-

hiperglicemiante para uma das classes de medicamentos modificadoras de sobrevida na 

IC. Em 11 ensaios clínicos envolvendo mais de 75 mil pacientes, a inibição crônica de 

SGLT2 produziu reduções consistentes de 20% a 25% no composto de morte 

cardiovascular ou hospitalizações por IC. Vale mencionar que grande parte deste 

desfecho combinado é impulsionado pela menor taxa de internação por IC 

descompensada, resultado com redução de risco de 27 a 39% e encontrada em todos os 

CVOT publicados até aqui. 

 

1.7. Prováveis mecanismos pelos quais os inibidores de SGLT2 podem gerar 

efeitos de nefro e cardioproteção na insuficiência cardíaca – Racional do 

estudo  

 

Sítio de expressão predominante dos cotransportadores sódio-glicose 2 (SGLT2), o 

túbulo proximal renal reúne funções fundamentais na homeostase volêmica ao 

reabsorver quase a totalidade da glicose filtrada, e aproximadamente dois-terços de 

toda a carga de sódio que passam pelos glomérulos, via trocador NHE3. Diferentes linhas 
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de evidências atestam a favor da provável interação entre NHE3 e SGLT2. Através da 

administração sistêmica de inibidor não seletivo de SGLTs, florizina, Pessoa et al 

documentaram o aumento da excreção urinária de sódio e bicarbonato e realizaram 

estudos com microperfusão tubular proximal corroborando a redução da atividade de 

NHE3 pela adição de florizina, a despeito da ausência de glicose (59). Ademais, estudos 

de imunofluorescência evidenciaram a colocalização do trocador NHE3 com o 

cotransportador SGLT2, mas não com o SGLT1, na membrana apical do túbulo proximal 

renal. Tais achados sugerem a existência de uma interação funcional entre o NHE3 e 

SGLT2, unificando funcionalmente, no TP renal, a regulação do volume extracelular com 

a homeostase glicêmica (59,60).  

Diante da ampla influência do túbulo proximal renal no manuseio hidrossalino e 

glicêmico em condições fisiológicas e na fisiopatologia da IC, este estudo visa testar a 

hipótese de que os inibidores de SGLT2 possam exercer efeitos de cardio e 

nefroproteção em ratos normoglicêmicos com IC, e mais especificamente elucidar se a 

inibição seletiva de SGLT2 é capaz de reduzir a atividade do trocador NHE3 no TP. 
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2. OBJETIVOS 

 

Objetivo geral: Testar a hipótese de que o uso de inibidores de SGLT2 promove 

benefícios cardíacos e renais em ratos não diabéticos com insuficiência cardíaca e 

investigar os processos envolvidos.  

Objetivos Específicos  

i. Testar a hipótese de que a empagliflozina atenua a disfunção ventricular 

na IC não diabética; 

ii. Testar a hipótese de que a empagliflozina preserva a TFG em ratos com 

IC não associada ao DM2;  

iii. Testar a hipótese de que a empagliflozina reduz a atividade do NHE3 no 

túbulo proximal de ratos com IC não diabéticos.  
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Modelo experimental de Insuficiência Cardíaca 

Os experimentos foram realizados seguindo os princípios éticos em pesquisa do 

Colégio Brasileiro de Experimentação Animal e aprovados pela Comissão Institucional 

de Cuidados e Uso de Animais da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo 

(Protocolo nº 941/2018).  

Para o desenvolvimento deste estudo, foram utilizados ratos machos Wistar com 

oito semanas de idade (Peso 200-250 g) (n = 104), obtidos no Instituto de Ciências 

Biomédicas da Universidade de São Paulo e mantidos no biotério do Instituto do 

Coração, Hospital das Clínicas (FMUSP), sob condições de controle de temperatura 

(22°C), de umidade (60%) e ciclo claro-escuro de 12 horas. Toda a maravalha e sabugo 

de milho utilizados com os animais foram autoclavados, a água filtrada e a ração 

controlada da marca Nuvilab® CR-1. Não houve restrição do acesso à ração, exceto nos 

períodos de jejum para coleta de sangue e nas 8 horas antecedentes à eutanásia. 

O experimento foi conduzido conforme descrição nos desenhos experimentais 

ilustrados nas Figuras 6 e 7. 

Os ratos foram randomicamente designados para cirurgia fictícia “Sham” (n = 36) 

ou infarto do miocárdio (IM) (n = 68) por ligadura da artéria descendente anterior 

esquerda (ADA) (61), sendo que estes procedimentos foram realizados no Laboratório 

de Fisiologia e Fisiopatologia Cardíaca, UNIFESP – EPM, colaboração do Professor Paulo 

José Ferreira Tucci. Inicialmente, os ratos foram anestesiados com quetamina (50 

mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) por via intraperitoneal e colocados sob ventilação com 

pressão positiva (frequência: 90 respirações/minuto; volume: 2,5 ml em um respirador 

de roedores Harvard [modelo 683, Harvard Apparatus Co]). Em seguida, foram mantidos 

sob monitoramento eletrocardiográfico (ECG) com dois eletrodos colocados nas patas 

dianteiras e um na pata traseira esquerda. Este monitoramento era realizado antes, 

durante e depois dos procedimentos. Após a tricotomia do hemitórax esquerdo, seguia-

se para a toracotomia lateral em topografia onde o coração gera maior impulso à 

palpação. Com o animal em posição supina, foi realizada a incisão da pele e a divulsão 

dos músculos peitorais e intercostais, com auxílio de pinça Kelly curva. Após divulsão da 
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musculatura intercostal, as costelas foram afastadas para realizar a pericardiotomia e a 

visualização direta da artéria descendente anterior (ADA) com a utilização de pinça 

anatômica. Para a indução do infarto por oclusão, a ADA foi ligada a aproximadamente 

três milímetros de sua origem no tronco coronário esquerdo, por meio de fio de sutura 

nylon 5,0. Após checar os resultados da sutura por visualização direta e repercussão 

eletrocardiográfica, o afastador era retirado e promovia-se a hiperinsuflação pulmonar 

via ventilação positiva para posterior sutura do tórax em bolsa previamente preparada 

em torno das bordas da incisão. Em seguida, o animal era mantido em ventilação 

artificial enriquecida com oxigênio até recuperação ventilatória espontânea para 

posterior extubação. Os ratos “Sham” foram submetidos a um procedimento cirúrgico 

semelhante, exceto pela ligadura da artéria coronária ADA. Após a recuperação da 

cirurgia, todos os ratos eram mantidos em um ambiente com temperatura e umidade 

controladas com um ciclo claro/escuro de 12 horas no Biotério do Instituto do Coração 

com ração e água fornecidos ad libitum.  

 

3.1.1. Análise de função cardíaca por ecocardiograma transtorácico e BNP 

sérico 

 

Quatro semanas após a cirurgia (fase pré-tratamento), a IC foi caracterizada por 

avaliação ecocardiográfica da função sistólica do ventrículo esquerdo (VE) e pela 

concentração sérica do peptídeo natriurético cerebral (BNP). O estudo ecocardiográfico 

(ECO) foi realizado para estimativa de alterações estruturais como funcionais. Após 

anestesia e tricotomia da face anterior do tórax, os ratos foram sedados com mistura de 

isofluorano 2% por via inalatória e posicionados em decúbito lateral esquerdo. Três 

eletrodos foram colocados em suas patas, duas dianteiras e uma traseira, para obtenção 

do traçado eletrocardiográfico simultaneamente à realização do exame. As imagens 

foram capturadas e analisadas usando o equipamento de ultrassom Sonos 5500 (Philips 

Medical System) com um transdutor de 12-14 MHz (2 cm de profundidade com 

fundamental e harmônico imagem). Foram utilizadas as janelas paraesternal esquerda 

(corte longitudinal e transversal) e apical (quatro câmaras e duas câmaras), para 

obtenção dos seguintes dados: área diastólica final do ventrículo esquerdo (ADFVE) e 

área sistólica final do ventrículo esquerdo (ASFVE) para cálculo da variação fracional da 
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área (FAC), seguindo a fórmula: FAC= [(ADFVE-ASFVE/ADFVE)] x 100. Tais medidas 

seguiram as recomendações do Comitê de Padronização da Sociedade Americana de 

Ecocardiografia (62). A indução de IC foi considerada quando a FAC (porcentagem de 

mudança na área transversal do VE entre a diástole e a sístole) foi inferior a 40% e os 

níveis circulantes de BNP foram superiores a 1,0 ng/mL. Os ratos infartados que 

desenvolveram IC (n = 38) e os ratos “Sham” (n = 36) foram aleatoriamente divididos em 

dois grupos e tratados com empagliflozina (processada junto a ração, na dose de 

10mg/kg/dia – conforme protocolo e produção junto a empresa RHOSTER ®, Araçoiaba 

da Serra, SP, Brasil) ou não tratados, mantidos com veículo. Após quatro semanas (fase 

pós-tratamento), os ratos foram conduzidos para eutanásia, submetidos a anestesia por 

meio de injeção intraperitoneal de quetamina e xilazina e subsequente extração dos 

órgãos. O desenho do estudo é representado nas Figuras 7 e 8. 

 

 

 

 

Figura 7. Desenho esquemático do estudo - A cirurgia de oclusão da artéria descendente 
anterior ou a cirurgia fictícia foram realizadas no tempo t= 0, em seguida os ratos foram 
mantidos em gaiolas no biotério do InCor. Com 4 semanas após o procedimento cirúrgico, foram 
realizadas análises ecocardiográficas, gaiola metabólica, coleta de sangues e os ratos divididos 
em quatro grupos de acordo com o tratamento administrado (HF, Sham, HF Empa e Sham 
Empa). Ao final do estudo, os ratos foram novamente alojados em gaiolas metabólica, realizado 
nova análise ecocardiográfica e análise in vivo da microperfusão estacionária do túbulo proximal 
renal. Por fim, foram eutanasiados para remoção do sangue e tecidos para posteriores análises 
biométrica e histológica. 
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Figura 8. Diagrama CONSORT (Consolidated Standards of Reporting Trials) adaptado para estudo 
experimental, grupos HF e Sham com tratamento randomizado - Fluxograma de indução do infarto do 
miocárdio, recrutamento e certificação da evolução com insuficiência cardíaca sistólica, randomização em 
quatro grupos, alocação de dieta processada com empagliflozina e posterior análise biométrica, funcional 
e metabólica. 

 

 

3.1.2. Determinação dos níveis séricos de BNP 

Para determinação dos níveis séricos de BNP na fase pré-tratamento, amostras 

de sangue foram retiradas do seio retro-orbital dos animais sob anestesia com 

isoflurano. Enquanto no pós-tratamento, o sangue foi coletado do abdômen, via punção 

da artéria aorta no momento da morte. As amostras foram imediatamente transferidas 

para tubos de vácuo com separador de gel (BD vacutainer SST II Advance, Becton, 

Dickinson and Company) e centrifugados a 4.000 rpm por 10 minutos a 4°C para 

obtenção do soro. Os níveis séricos de BNP foram medidos por ensaio de imunoabsorção 

enzimática (ELISA) (Kit Elisa BNP 32 Rat, Abcam) de acordo com as instruções do 

fabricante. 
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3.2. Aferição indireta da pressão arterial 

A aferição da pressão arterial (PA) foi realizada por meio de pletismografia caudal, 

experimento não invasivo de aquisição de valores pressóricos em ratos acordados, 

utilizando um pletismógrafo, BP-2000 Série II (Visitech Systems®). Para obtenção dos 

valores de PA, o equipamento utiliza a fotopletismografia por transmissão de luz, em 

que a variação na quantidade de luz transmitida através da cauda é exibida na tela do 

computador, convertida em valores e analisada para determinar a pressão arterial e a 

pulsação do rato. Assim, quando o sangue arterial chega à cauda e os vasos se dilatam 

rapidamente, observa-se maior dispersão da luz na cauda do animal, indicativo de 

sístole. À medida que a pressão desse sangue diminui, os vasos da cauda se contraem e 

dispersam a luz em menor intensidade, momento correspondente à diástole (63).  

Com o equipamento previamente calibrado, os ratos foram acondicionados em 

contensores sobre plataforma aquecida e ventilação adequada, e a cauda, em seguida, 

encaixada a um manguito de borracha conectado a um esfigmomanômetro. O protocolo 

estabelecido para aquisição dos valores de PA inclui três dias de adaptação ao 

equipamento e dois dias de aferição. Nos dois dias de aferição, são anotadas as médias 

de uma sequência com no mínimo 10 medidas de PAS, e variação máxima de 15 mmHg. 

A pletismografia de cauda fornece valores de PAS e PAD, porém utilizamos apenas os 

valores de PAS, pois o sinal da diastólica é frequentemente de menor intensidade e por 

isso, pode ser pouco fidedigno ao valor real. Ao final do protocolo, o valor considerado 

de PA para cada rato foi a média entre os valores obtidos nos dias de aferição. Este 

procedimento foi realizado antes do início do tratamento e na última semana do estudo, 

fase pós-tratamento.  

 

3.3. Mensuração de glicemia em jejum  

Na fase pré-tratamento e após o último dia de tratamento, a glicose plasmática foi 

medida após os animais serem mantidos em jejum de aproximadamente 8 horas. A 

concentração de glicose no sangue foi medida instantaneamente com tiras teste e 

aparelho Accu-Check Performa® (Roche Diagnostics GmbH). 
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3.4. Avaliação da função renal 

Para monitoramento do consumo de água, ração e fluxo urinário, os ratos foram 

alojados individualmente e colocados em gaiolas metabólicas (Tecniplast, Buguggiate) 

tanto na fase pré-tratamento como no pós-tratamento, seguindo descrição em 

literatura (64). A urina foi coletada por 24 horas com auxílio de um funil acoplado a um 

recipiente com óleo mineral em sua base, para impedir a evaporação da parte aquosa 

da urina coletada. Ao término das 24 horas, a urina foi armazenada em tubo Falcon®, 

centrifugada a 4000 rpm por 20 minutos, aliquotada em microtubos e armazenada em 

freezer -20°C. Estas amostras foram coletadas e utilizadas para determinar o fluxo 

urinário, sódio, creatinina, proteinúria e glicosuria. Desta forma, os seguintes 

parâmetros metabólicos foram avaliados:  

 

i. Ingestão de Água: representa o consumo de água livre por dia corrigido pelo 

peso do rato, resultados são expressos em mL/kg/24h.  

ii. Ingestão de Ração: representa o consumo de ração por dia corrigido pelo peso 

corpóreo do rato. Os resultados são expressos em g/kg/24h. 

iii. Fluxo urinário: a partir do volume urinário, o fluxo urinário foi obtido por 

gravimetria, pesando-se o volume urinário total coletado durante o intervalo 

de24 horas e normalizando este pelo peso de cada animal, com resultado 

expresso em mL/kg/24h.  

iv. Excreção urinária de glicose: medida por meio do kit da LabTest Diagnóstica, 

seguindo as instruções do fabricante, com reação também realizada em 

duplicata e normalizada pelo peso de cada animal e resultados expressos em 

(mg/kg/24h) 

v. Excreção urinária de sódio: concentrações determinadas por fotometria de 

chama (Digimed DM-62), normalizadas pelo peso de cada rato e expressas em 

mEq/kg/24h 

vi. Proteinúria / creatinina urinária: a concentração da excreção de proteínas 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. Em seguida, 

os valores obtidos foram padronizados pelo fluxo urinário e pelo peso corporal 
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dos ratos. E por fim, corrigidos pelos valores de creatinina urinária, visando 

minimizar as diferenças na TFG. 

Em periodicidade semelhante, antes e após a terapia com gliflozina ou tratamento 

com veículo, coletas de amostra sanguínea foram realizadas por meio da punção 

infraorbital, com os animais previamente anestesiados com isofluorano, na intenção de 

quantificar sódio, creatinina e ureia séricos e também o hematócrito dos animais. Os 

valores de hematócrito foram medidos a partir da análise direta no aparelho ABL800 

Flex (Radiometer, Copenhagen), com resultado expresso em porcentagem de volume 

dos eritrócitos no volume total de sangue. 

As concentrações de sódio tanto no soro como urinário foram determinadas por 

fotometria de chama (Digimed DM-62) enquanto as concentrações de uréia e creatinina 

séricas foram medidas por métodos colorimétricos usando kits Labtest.  

O clearance de creatinina foi utilizado para estimar a taxa de filtração glomerular, 

com as concentrações urinárias de creatinina determinadas utilizando-se o kit Labtest 

Ref. 35. O ensaio, feito em duplicata de acordo com as instruções do fabricante, baseia-

se na reação da creatinina com a solução de ácido pícrico em meio alcalino. Para as 

dosagens de creatinina sérica foram realizados ensaios pelo método de Jaffé 

modificado. Adicionou-se 100µL de ácido sulfúrico 1,84%, 100µL de tungstato de sódio 

10% e 200µL de água a 100µL de soro. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 

10 minutos a 4000g, com 200µL de sobrenadantes transferidos para uma placa de 96 

poços com o acréscimo de 80µL de ácido pícrico 2% e 20µL de hidróxido de sódio a 10%. 

A absorbância foi lida em um espectrofotômetro de leitor de placas (Spectra-max190-

Molecular Devices). A concentração de creatinina sérica foi calculada em relação à curva 

padrão de creatinina e expressa em mg/dL. A taxa de filtração glomerular foi obtida por 

meio do clearance da creatinina, calculado pela fórmula (UCr x V / PCr), sendo UCr 

correspondente à concentração urinária de creatinina, V o fluxo urinário e P a 

concentração sérica de creatinina. Os resultados foram expressos em mL/min/kg. 

3.5. Teste de sobrecarga salina 

Para realização do teste de sobrecarga salina e análise de manejo hidrossalino, os 

animais foram anestesiados com isoflurano e por via intraperitoneal administrado um 

volume de solução salina aquecida (37°C) (0,9% NaCl) equivalente a 10% do peso total. 
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Em seguida, os ratos foram colocados imediatamente em gaiolas metabólicas, onde eles 

rapidamente acordavam. O volume de urina coletado por 3 horas foi medido com uma 

pipeta graduada. A concentração urinária de sódio neste experimento também foi 

medida por análise de fotometria de chama (Digimed DM-62). Os resultados foram 

expressos como porcentagem da carga de fluido e sódio injetada. 

 

3.6. Análise biométrica e morfométrica  

Após análise funcional cardiometabólica e término das quatro semanas de 

tratamento, os animais foram eutanasiados e os órgãos (pulmão, rins e coração) foram 

removidos. Para tal, os ratos foram anestesiados com quetamina e xilazina (50mg/kg e 

10 mg/kg respectivamente) e, em seguida, submetidos à exposição da cavidade 

abdominal por laparotomia, coleta de sangue arterial por punção direta da artéria aorta 

e posteriormente eutanasiados por decapitação. Após a eutanásia dos ratos, o primeiro 

órgão a ser removido foi o pulmão direito, o qual foi isolado por ponto com fio de 

algodão em torno do hilo pulmonar para evitar perdas de fluidos durante a manipulação. 

Em seguida, o pulmão foi imediatamente pesado em balança analítica obtendo-se assim 

o peso úmido deste órgão (PU). A fim de se obter o peso seco do pulmão (PS), o órgão 

foi colocado em estufa a 70°C durante 72 h e, em seguida, pesado novamente em 

balança analítica. A relação peso úmido e seco do pulmão foi utilizada para estabelecer 

o teor de água do pulmão, padrão comumente utilizado como marcador de congestão 

pulmonar e foi calculado pela seguinte fórmula: Teor de água no pulmão = (PU – PS) / 

Pulmão úmido x 100. Em seguida, o coração foi removido, descartou-se a base e os vasos 

do órgão e os ventrículos direito e esquerdo foram separados e pesados em balança 

analítica. Os rins foram imediatamente removidos para isolamento de proteínas 

corticais renais para immunoblotting, fixação de tecidos para imuno-histoquímica e 

congelamento para extração de RNA e RT-PCR quantitativo, descritos a seguir. Os 

pulmões, coração e rins foram extraídos e pesados, com o peso destes órgãos 

normalizado pelo comprimento da tíbia esquerda. 

As carcaças dos ratos foram mantidas em câmara fria, localizada no biotério do 

Instituto do Coração e embaladas em sacos específicos para o descarte de material 

biológico. Sendo o recolhimento deste material realizado pela prefeitura de São Paulo e 

conduzido para local adequada à sua incineração. 
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3.7. Análise da hipertrofia miocitária 

Para análise da hipertrofia cardíaca, foi estimado o volume nuclear médio dos 

cardiomiócitos, a partir de amostras do miocárdio do VE de cada animal, com análise 

escolhida para segmentos distantes da área de infarto induzido (septo e parede 

posterior). Os cortes histológicos foram corados com Hematoxilina & eosina de Harris e 

as fibras musculares cardíacas cortadas longitudinalmente para visualização com 

aumento de 400 vezes (objetiva de 40x e ocular de 10x). Foram medidos exclusivamente 

os núcleos totalmente visíveis, concentrados principalmente no mesocárdio, localizados 

no centro da célula e de formato elipsoide. Os núcleos com corte em sentido transversal 

ou oblíquo não foram considerados para análise. Para cada animal estudado foram 

medidos de 70 a 90 núcleos, avaliados num total de seis campos de 75.000 μm2 cada. E 

para cálculo do volume nuclear foi utilizada a equação (65):  

Volume nuclear (V) = π x D x d2 /6 

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

3.8. Avaliação de fibrose intersticial cardíaca 

Para análise do teor de colágeno no interstício do miocárdio, os cortes foram 

corados pelo método do Picrossírius red com imersão por uma hora em solução 

contendo 0,1% de sírius red F3BA, em meio aquoso saturado de ácido pícrico. Em 

seguida, foram lavados em solução 0,01 N de ácido clorídrico (HCl) por dois minutos, 

desidratados com álcool etílico e diafanizados com xilol. O teor de colágeno no 

miocárdio ventricular esquerdo foi estimado (66) desprezando-se as mensurações em 

áreas perivascular e cicatricial do infarto. Após captar as imagens, foram detectadas as 

regiões coradas em vermelho vibrante, composto por tons de vermelho, verde e azul  

com padronização na mesma faixa de tons (red: 200 a 250, green: 120 a 160, e blue: 130 

a 180). A análise foi realizada com objetiva de 20 vezes e ocular de 10 vezes (ampliação 

de 200x). Foram avaliados de oito a dez campos de cada animal, capturados do septo 

interventricular e parede posterior (remotos ao infarto), com resultados expressos em 

percentagens da área ocupada por fibras colágenas em relação a área total de tecido. 
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3.9. Análise imunohistoquímica de α-actina de músculo liso no tecido 

cardíaco remanescente ao infarto 

O processo de injúria tecidual cardíaca modula a diferenciação de fibroblastos 

em miofibroblastos, células com características de músculo liso que expressam a 

proteína α-actina de músculo liso (α-SMA). Para análise desta evolução diferencial, 

cortes de 4µm de espessura dos quatro grupos foram colocados em lâminas silanizadas 

e em seguida, realizado a desparafinização em xilol. Para hidratação dos cortes, as 

lâminas foram colocadas em uma sequência de álcool absoluto, álcool 95° e álcool 70° 

e em seguida lavadas em água corrente, água deionizada e deixadas em tampão fosfato 

(PBS) pH 7,4. O passo seguinte foi a recuperação dos sítios antigênicos em solução de 

ácido cítrico 10 mM pH 6, com o bloqueio de peroxidase endógena realizado com água 

oxigenada 10v (3%). Em seguida, as lâminas foram incubadas “overnight” com o 

anticorpo primário diluído actina músculo liso (1:1000) e depois, incubadas com o 

anticorpo secundário Biotinilado ABC Elite (Vector Laboratories Inc cód. PK6102). Como 

cromógeno, utilizou-se a diaminobenzidina (DAB) (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, 

Alemanha) e logo após, realizada a contra-coloração com Hematoxilina de Harris. A 

análise pós preparo foi realizada em microscópio de luz com aumento de 400x, 

utilizando o software Quantimet Leica®. Para cada lâmina, foram analisados 20 campos, 

com o resultado expresso como média da área marcada para α-SMA por campo. 

 

3.10. Preparação do homogenato de proteínas de córtex renal  

Após a retirada dos rins, a cápsula renal foi removida com o auxílio de pinça e 

tesoura cirúrgica. O rim direito foi cortado longitudinalmente e as porções referentes ao 

córtex e medula foram separadas. O córtex renal foi transferido para frascos contendo 

solução tampão de fosfato-salino (PBS) gelado pH 7,4, constituído por 150 mM NaCl; 2,8 

mM fosfato monobásico; 7,2 mM fosfato de sódio dibásico. Nesta solução, foram 

adicionados os inibidores de protease (0,7 ug/mL pepstatina A, 0,5 ug/Ml leupeptina e 

40 ug/mL PMSF) e os inibidores de fosfatase (50 mM pirofosfato de sódio decahidratado 

e 15 mM fluoreto de sódio). Estes tecidos foram homogeneizados com homogeneizador 

de tecidos (POLYMIX® PX-SR50E, Kinematica Inc.). O homogenato foi então dividido em 
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alíquotas para o freezer -80°C e alíquotas em tubos para ultracentrífuga. A determinação 

da concentração de proteínas foi obtida através do método de Lowry (67).  

 

3.11. Eletroforese em gel de poliacrilamida - SDS para proteína e 

immunoblotting 

A separação das proteínas foi realizada utilizando géis de 7,5% de poliacrilamida-

SDS, seguindo Laemmli et al (68). As amostras de proteínas foram ressuspendidas em 

50 μL de tampão de amostra para eletroforese (pH 6,8; 62,5 mM tris-HCl; 10% SDS; 20% 

glicerol;1,96% β-mercaptoetanol; 0,01% azul de bromofenol). Em seguida, o conteúdo 

foi aplicado no gel imerso em tampão de eletroforese (pH 8,8; 25 mM tris-base; 192 

mMglicina), juntamente com um padrão de massa molecular (Precision Plus Protein™ 

Kaleidoscope Bio-Rad®). O gel de corrida foi preparado com concentração de acrilamida 

7,5% e o gel de empilhamento foi preparado a 3%.  

Após a eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS, as proteínas do gel foram 

transferidas para membrana PVDF (Immobilon-P Transfer Membrane, Millipore®) 

previamente hidratada com 100% metanol e equilibrada em tampão de transferência 

(25 mM tris-base, 192 mM glicina, 20% metanol). Para a transferência, foi utilizado o 

sistema de sanduíche (GE Healthcare®, TE62), submerso, overnight e a 4°C. Após a 

transferência, a membrana foi corada com Ponceau (solução contendo 0,1% Ponceau 

Sigma e 10% ácido acético) para a visualização das bandas. Em sequência, a membrana 

foi bloqueada em solução de bloqueio [contendo 5% de leite em pó desnatado; tampão 

(150 mM NaCl; 2,8 mM fosfato de sódio monobásico; 7,2 mM fosfato de sódio dibásico); 

0,1% Tween 20; água milli Q q.s.p.] ou BSA [solução contendo 5% de albumina sérica 

bovina (BSA); tampão (pH 7,4; 50 mM tris-base; 150 mM NaCl); 0,1% Tween 20; água 

milli Q q.s.p.] e mantidas com anticorpos primários específicos: anticorpo policlonal 

contra SGLT2 (1:1.000; NBP1-92384, Novus Biologicals), anticorpo monoclonal (mAb) 

contra NHE3, clone 3H3 (1:1.000; Peter Aronson, Yale University), anticorpo 

fosfoespecífico contra NHE3, PS552-NHE3, clone 14D5(34) (1:1.000; Santa Cruz Biotech) 

ou anticorpo policlonal contra β-actina (1:5.000; ab8227, Abcam). As proteínas foram 

detectadas usando anticorpos secundários conjugados com a enzima peróxido de 

hidrogênio oxidorredutase (1:2.000; Jackson ImmunoResearch). Os anticorpos ligados 

foram detectados usando um sistema de quimioluminescência (GE Healthcare) de 
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acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. A visualização das bandas foi 

realizada por meio de um fotodocumentador (GE Healthcare®, ImageQuant LAS 4000) e 

analisadas por densitometria usando o software Image J®. 

 

3.12. Imuno-histoquímica renal 

O rim esquerdo foi cortado ao meio no plano sagital mediano, fixado em formol 

a 10% por 24 horas, seus fragmentos armazenados em etanol 70% e posteriormente 

incluídos em parafina. Quatro cortes micrométricos de rim em parafina foram incubados 

com 3% de H2O2 por 3 minutos (cinco vezes a temperatura ambiente) para bloquear a 

atividade da peroxidase endógena e depois enxaguar com TBST (solução salina 

tamponada com Tris (TBS) com 0,1% Tween 20). As reações inespecíficas foram 

bloqueadas em soro de cabra a 2% por 20 minutos e depois incubadas com o anticorpo 

policlonal de coelho anti-SGLT2 (1:100) ou o anticorpo monoclonal de coelho anti-

caspase- 3 ativada (1:100; 9661, Cell Signaling Technology). Depois de 18 horas de 

incubação a 4°C, os cortes renais foram lavados 3 vezes por 5 minutos com TBST e 

incubados com um anticorpo secundário. Após a lavagem em TBST, foram incubados 

com kit de polímero conjugado a peroxidase, solução anti-coelho (Histofine Simple Stain 

MAX PO(MULTI), Nichirei Biosciences Inc) por 30 minutos em temperatura ambiente. 

Depois de lavar com TBST, as imunorreações foram detectadas com 3,3'-

diaminobenzidina tetracloridrato (DAB-Zymed) por 7 minutos e contra coradas com 

hematoxilina. As imagens foram adquiridas sob uma luz de ampliação de 400x 

microscópio usando o software (Quantimet Leica, Leica Biosystems). 

 

3.13. Detecção de apoptose celular por marcação terminal de dUTP-biotina 

mediada por deoxinucleotidil transferase terminal - TUNEL (Terminal 

Transferase-Mediated dUTP-Biotin Nick End Labeling)  

O método TUNEL é usualmente utilizado para detectar a fragmentação do DNA 

resultante de cascatas de sinalização apoptóticas. A desoxinucleotidil transferase 

terminal é utilizada para adicionar a dUTP marcada, em uma maneira independente do 

molde e para as 3 principais terminações OH de uma fita única ou dupla de DNA. A 

desoxinucleotidil transferase terminal corta a marcação final (TUNEL) e realça a 

apoptose marcada em um único nível celular, tornando-a mais sensível que a 
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eletroforese em gel de agarose para análise da fragmentação do DNA. Para este fim, foi 

utilizado o kit de detecção de morte celular in situ (ApopTag Peroxidase In Situ Apoptosis 

Detection Kit S7100, Merck Millipore), seguindo as instruções do fabricante. Os cortes 

de tecido foram desparafinizados em xileno e etanol, reidratados em diluições seriadas 

de etanol e permeabilizados com proteinase K. Seguiu-se para a reação com 

desoxinucleotidil transferase terminal e a conversão da fosfatase alcalina, 

posteriormente, as seções transversais foram examinadas no microscópio de luz. Ao 

final, as porcentagens de núcleos TUNEL-positivos foram quantificadas por um 

observador cego para as quatro condições utilizando o software Quantimet-Leica (Leica 

Biosystems, Wetzlar). 

 

3.14. RT-PCR Quantitativo em Tempo Real 

O RNA total foi isolado do rim esquerdo usando Trizol (Thermo Fisher Scientific) de 

acordo com as instruções do fabricante, quantificado (ND-1000 espectrofotômetro-

NanoDrop Technologies, Inc.) e tratados com DNase-I. A síntese de DNA complementar 

foi realizada usando Super-Script III Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific) 

seguindo as orientações do fabricante. 

As reações foram realizadas usando SYBR Green PCR Master Mix-PE (Thermo Fisher 

Scientific) em um Sistema de Detecção de Sequência Rápida ABI Prism 7500 (Aplicado 

Biosystem). O método de ciclo de limite comparativo foi usado para análises de dados e 

todas as amostras ensaiadas em triplicata. As transcrições para três genes de referência 

(Gapd, Actb e Ppia) foram determinadas conforme descrito na Tabela 1 e utilizamos o 

software BestKeeper(69) para identificar o melhor gene referência (GAPDH) para 

normalização de dados sob nossas condições experimentais, sendo a expressão relativa 

analisada pelo método CT comparativo. 
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Tabela 1. Sequência de primers utilizados  

 

 

3.15. Microperfusão estacionária in vivo 

A microperfusão estacionária in vivo foi utilizada para determinar a atividade do 

NHE3 no túbulo proximal e para testar a hipótese de que a inibição seletiva de SGLT2 

seria capaz de reduzir a atividade de NHE3 no TP de ratos HF. Para isso, ratos Wistar (4-

5/grupo) foram anestesiados com uma injeção intramuscular de Zoletil (tiletamina + 

zolazepam) associado à Xilasina (50 e 5 mg/kg/mL, respectivamente), seguido de incisão 

na porção ventral do pescoço para realizar a traqueostomia. Logo depois, a jugular 

esquerda foi canulada para infundir solução fisiológica com 3 % manitol, a 0,05 mL/min, 

mediante bomba de infusão contínua (Harvard Apparatus Compact Infusion) com o 

intuito de tornar os túbulos mais visíveis. Feito isso, os ratos tiveram o rim esquerdo 

exposto, fixado e imobilizado com solução de Ringer Agar 5 % in situ em um suporte. 

Como fonte de luz, utilizou-se uma lâmpada de projetor de tungstênio que teve sua luz 

canalizada ao rim através de um bastão de quartzo e, os túbulos renais observados 

utilizando-se um aumento de 40 a 100 vezes. Durante todo o procedimento, o rim foi 

Gapdh - Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase; Actb - Beta-actin; Ppia - Peptidylproly Isomerase A 
(cyclophilin A); Slc5a2 - Solute Carrier Family 5 Member 2 (SGLT2); Slc9a3 - Solute Carrier Family 9 Member 
A3 (NHE3); F - forward; R - reverse 
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banhado por solução Ringer a 37 ºC, a cauda do rato seccionada na extremidade e 

mergulhada em béquer contendo solução salina, mantendo contato elétrico por ponte 

de ágar + 3 M KCl com uma hemicélula de Ag/AgCl. Após este preparo, foram iniciados 

os experimentos de microperfusão estacionária conforme descrição prévia (70). Para a 

medida do pH intratubular foi utilizado um microeletrodo duplo contendo em um ramo 

1 M KCl corado com verde-FDC (referência) e, no outro ramo, resina neutra de troca 

iônica sensível ao H+ (Fluka Chemika) sendo o restante do ramo preenchido com solução 

de complemento (130 mM NaCl; 10 mM Na2HPO4; 10 mM NaH2PO4, pH 7,0). Para o 

preparo das micropipetas duplas foram utilizados capilares duplos tipo Theta (R & D. 

Optical Systems, Inc.) contendo um ramo preenchido com óleo de rícino corado com 

Sudan-black e outro ramo preenchido com a solução perfusora tubular [100 mM NaCl; 

25 mM NaHCO3; 5 mM KCl; 1 mM CaCl2; 1,2 mM MgSO4; rafinose (0,6 g/10mL)] corada 

com verde-FDC a 0,05 %. Tanto as micropipetas quanto os microeletrodos foram 

manipulados por meio de micromanipuladores mecânicos (Leitz, Wetzlar). 

Posteriormente, a taxa de acidificação tubular proximal foi avaliada por meio de 

medidas contínuas do pH intratubular, por um microeletrodo duplo introduzido em um 

túbulo proximal que estivesse com a solução perfusora isolada do fluido tubular por 

duas gotas de óleo (Figura 9). A diferença de potencial entre os dois ramos deste 

microeletrodo é gerada pelo pH do fluido onde o microeletrodo está imerso, enquanto 

a diferença de potencial transepitelial corresponde à diferença entre o ramo de 

referência e a terra. Consequentemente, o compartimento extracelular do animal 

constituía o potencial de referência para as medidas de voltagem transepitelial, entre o 

microeletrodo de referência intratubular e o compartimento extracelular. 
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Figura 9 Microperfusão de fluxo interrompido de segmentos de túbulos proximais renais in 
vivo. Direita: micropipeta de cano duplo. Esquerda: Microeletrodo sensível a íon H+. O pH 
intratubular foi medido injetando uma gota da solução de perfusão luminal (pH = 8) entre 2 
colunas de óleo e seguindo as mudanças de pH intratubular em direção ao nível de estado 
estacionário. A partir dos valores de pH intratubular e pCO2 sistêmico, as concentrações 
intratubulares de HCO3- foram calculadas em intervalos de 1s utilizando a equação de 
Henderson-Hasselbach. 
 

As voltagens foram lidas por um voltímetro de alta impedância de entrada 

(electrometer, Model FD223-F, WPI), cuja saída era continuamente registrada por um 

polígrafo ECB de dois canais. Estes valores foram então digitalizados em intervalos de 1 

s por microcomputador AT 386 (Dell 333D) acoplado a um conversor analógico digital 

(Data Translation DT 2801), através do qual os dados foram adquiridos (Figura 10) e 

processados. O programa de aquisição de dados foi elaborado a partir do software Asyst 

(Asyst Software Technologies Inc.). Os valores de pH para cada ponto do registro foram 

calculados por interpolação a partir das curvas de calibração dos eletrodos. A taxa de 

acidificação tubular foi medida pela injeção de uma gota da solução de perfusão entre 

as colunas de óleo e seguindo as mudanças de pH luminal em direção ao nível de estado 

estacionário. 
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Figura 10 Representação de curvas obtidas durante os experimentos de microperfusão 
estacionária in vivo em túbulo proximal renal. A curva representa o registro do potencial obtido 
pelo eletrodo durante a perfusão tubular de uma solução controle, a partir de uma que estimula 
e outra que inibe a atividade do transportador. Em 1, está o potencial que representa o pH 
tubular inicial. Em 2 é o momento no qual a solução de interesse é perfundida no túbulo. Em 3, 
está representada a recuperação do pH dependente de CO2. Em 4, a recuperação do pH 
dependente de transportadores de H+. Em 5, o potencial do pH estacionário no fim da perfusão. 

 

A taxa de acidificação tubular (t1/2) foi calculada como a meia vida da redução da 

concentração do íon bicarbonato (HCO3
-) injetado ao nível estacionário. O nível de 

reabsorção de HCO3
- (JHCO3-) foi calculado através da equação:  

JHCO3- = k [(HCO3
-)i – (HCO3

-)s] x r/2 

 

onde k é a constante de redução de bicarbonato na luz [k = ln2 / (t1/2 )], t1/2 é a meia 

vida da reabsorção de bicarbonato, r é o raio tubular e (HCO3
-)i e (HCO3

-)s são as 

concentrações de HCO3 - injetada e a nível estacionário, respectivamente. A acidificação 

luminal também foi avaliada na presença ou ausência do inibidor seletivo de NHE3, 

S3226 (10μM) (71) e na solução de perfusão de controle. Para avaliação da cinética de 

acidificação, os valores luminais [H+] de cada curva de recuperação de pH foram 

ajustados com o Origin 2020 usando a seguinte equação: 

 

 

                                  [H+] (t) =     [H+]stat__ 

                                                 (1 +b.e –k.t) 
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onde [H+]stat representa [H+] luminal estacionário, k representa a constante cinética 

intrínseca de cada curva ajustada, e b é uma constante que determina os valores iniciais 

de pH para cada curva e pode ser matematicamente definida como  

                                               b =     [H+]stat_ _ 1 
                                                            [H+]0 

Em seguida, calculamos a taxa de acidificação luminal até o ponto médio-máximo de 

cada curva por 

 

                        ∆ [H+] / ∆t = [H+] ponto médio - max – [H+]0 

                                                                                        t 1/2 

 

onde t1/2 é o tempo previsto naquele ponto [t1/2 = ln (b)/ k ] e                                                  

 [H+] ponto médio - max = [H+]stat / 2 

 

 

3.16. Análise estatística 

Os resultados estão expressos como média ± erro padrão da média (EPM), com 

n indicando o número de ratos. As comparações entre as médias foram avaliadas 

utilizando a análise de variância de duas vias (ANOVA) seguida pelo teste post hoc de 

Tukey. O nível de significância foi estabelecido para valores de p <0,05. Para análise 

comparativa e elaboração gráfica, utilizamos o programa GraphPad Prisma versão 7.04 

para sistema operacional Windows 10. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. A empagliflozina reduz os níveis séricos de BNP, a hipertrofia do 

ventrículo direito e a relação peso pulmonar/comprimento da tíbia em 

ratos HF não diabéticos 

Para documentar a evolução para IC consolidada e a resposta diferencial pós 

empagliflozina, foram realizadas análises a partir dos níveis séricos de BNP e da evolução 

da disfunção ventricular contrátil (FAC) na fase de pré-tratamento e pós-tratamento. 

Conforme mostrado na Figura 11A e 11C, os dois grupos HF apresentaram níveis médios 

similares de BNP sérico de 1,38 ± 0,08 ng/ml e 1,44 ± 0,12 ng/ml e FAC de 23 ± 2% e 20 

± 2% no período de pré-tratamento. No pós-tratamento, os ratos HF exibiram um 

aumento nos níveis de BNP em comparação com o período pré-tratamento (2,13 ± 0,25 

vs. 1,38 ± 0,08 ng/ml, p < 0,001) (Figura 11A-B). Por outro lado, ratos HF Empa exibiram 

níveis séricos de BNP reduzidos em sua evolução (0,87 ± 0,06 vs. 1,44 ± 0,12 ng/ml, p < 

0,001) (Figura 11A-B). Vale mencionar que o tratamento com empagliflozina além de 

reduzir, restaurou o BNP sérico para níveis semelhantes aos dos animais Sham (Figura 

11B). Observou-se também a diminuição significativa da FAC em ratos HF, do pré ao pós-

tratamento (23 ± 2 vs. 17 ± 1%, p < 0,05) (Figura 11C-D), e em combinação com o 

aumento no BNP sérico, reforçando a evidência de deterioração da função cardíaca 

neste grupo. Em contraste, o tratamento com empagliflozina induziu um efeito 

modesto, mas de melhora significativa na FAC no mesmo intervalo comparativo (20 ± 2 

vs. 25 ± 1%, p < 0,05) (Figura 11C-D). Complementarmente, os níveis séricos de BNP e 

FAC foram similares entre ratos Sham e Sham Empa e não diferiram entre os períodos 

de pré-tratamento e pós-tratamento. 
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Figura 11. O tratamento com Empa normaliza a concentração sérica de peptídeo natriurético 
cerebral (BNP) e melhora discretamente a função sistólica do VE em ratos não diabéticos com 
insuficiência cardíaca. A análise ecocardiográfica e a determinação quantitativa do BNP sérico 
foram realizadas 4 semanas após o infarto do miocárdio ou cirurgia fictícia (pré-tratamento) e 
após 4 semanas de tratamento com EMPA ou veículo (pós-tratamento). Os níveis circulantes de 
BNP medidos em ratos HF e Sham em (A) pré-tratamento e em (B) pós-tratamento. A variação 
de área fracional (FAC) em ratos HF e Sham está representada em (C) pré-tratamento e (D) pós-
tratamento. Valores expressos como média ± EPM. ***p < 0,001 vs. Sham; #p < 0,05 e ###p< 0,001 
vs. HF; †††p< 0,001 vs. Sham Empa. 

 

Em relação à análise biométrica dos animais, o ganho médio de peso corporal foi 

similar entre ratos HF, HF Empa e Sham Empa, mas estatisticamente diferentes do grupo 

Sham. Diante desta diferença, o peso dos órgãos foi normalizado pelo comprimento da 

tíbia, medida inalterada entre os quatro grupos. Avaliamos também a evolução de 

hipertrofia cardíaca e observamos que ratos HF exibiram maior relação entre peso do 

VD/comprimento da tíbia, maior razão entre pulmão/comprimento da tíbia e maior 

congestão pulmonar do que os grupos Sham. Em contrapartida, a empagliflozina 
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preveniu a congestão pulmonar e a hipertrofia do ventrículo direito nos ratos HF Empa. 

Em relação ao peso normalizado do ventrículo esquerdo, não houve diferença entre os 

grupos HF, tratados ou não tratados com empagliflozina (Tabela 2). 

 

Tabela 2. Parâmetros biométricos de ratos Sham e HF tratados com o inibidor SGLT2 
empagliflozina (EMPA) ou veículo 

 
Valores expressos como média ± EPM e significância estatística conforme representação: *p < 
0,05, **p < 0,01, e ***p < 0,001 vs. Sham; ###p < 0,001 vs. HF; †p < 0,05, ††p < 0,01, e †††p < 
0,001 vs. Sham Empa. 

 

4.2. A empagliflozina atenua o aumento no volume nuclear dos 

cardiomiócitos e reduz o teor de colágeno intersticial e a expressão de 

(α-SMA) no tecido cardíaco remanescente 

 Como documentado na tabela 2, não foi identificada diferença na evolução da 

hipertrofia do VE entre os grupos HF e HF Empa. No entanto, na análise histológica 

diferencial, a terapia com empagliflozina foi capaz de diminuir a fibrose intersticial (3,36 

± 0,44 vs 1,75 ± 0,26; p< 0,01) (Fig. 12A-B) e reduzir a proporção de α-SMA no tecido 

cardíaco remanescente ao infarto (0,2236 ± 0,03 vs 0,06 ± 0,02; p< 0,001) (Fig 13A-B). 

Além disto, na análise do volume nuclear dos cardiomiócitos, os ratos HF Empa também 

apresentaram redução da hipertrofia miocitária em comparação ao grupo HF (165,45 ± 
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22 vs 73,6 ± 5µm2; p< 0,001) (Fig 14A-B). Em conjunto com a diminuição da hipertrofia 

do VD e menor curva de BNP sérico, estes achados documentam a cardioproteção 

estrutural induzida por empagliflozina no modelo de IC não diabética. 

 

Figura 12. Avaliação da fibrose intersticial do miocárdio remanescente ao infarto. (A) 
Representação histológica e (B) Quantificação da área de fibrose intersticial. Os valores 
representam as médias ± EPM, **p < 0,01 vs. Sham; ##p< 0,01 vs. HF; ††p< 0,01 vs. Sham Empa. 
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Figura 13. Análise imunohistoquímica de alfa-SMA no tecido cardíaco remanescente. (A) 
Representação histológica e (B) Quantificação da área de alfa SMA marcada. Os valores 
representam as médias ± EPM. ***p < 0,001 vs. Sham; ###p< 0,001 vs. HF; †††p< 0,001 vs. Sham 
Empa. 
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Figura 14. Avaliação volume nuclear dos cardiomiócitos. ((A) Representação histológica e (B) 
Quantificação do volume nuclear miocitário. Os valores representam as médias ± EPM. ***p < 
0,001 vs. Sham; ###p< 0,001 vs. HF; ††p< 0,01 vs. Sham Empa. 
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4.3. A empagliflozina induz maiores valores de glicosúria, diurese e 

natriurese em ratos HF do que em ratos Sham 

Como esperado, a glicosúria apresentou valores similares nos quatro grupos na 

fase pré-tratamento (Figura 15A), mas, observou-se o seu acentuado aumento nos 

grupos Sham e HF tratados com Empa em comparação aos animais não tratados (Figura 

15B). Curiosamente, o efeito glicosúrico da empagliflozina foi ainda mais pronunciado 

nos ratos HF do que nos ratos Sham (7118 ± 387 vs 5231 ± 500 mg/kg/24h; p < 0,001) 

(Figura 15B). Vale ressaltar também que as alterações na excreção urinária de glicose 

entre os quatro grupos não provocaram modificações significativas na glicemia dos 

animais (Figura 15C-D). Semelhante aos achados da excreção urinária de glicose, não 

foram encontradas diferenças na excreção urinária de sódio (Figura 15E) e no fluxo 

urinário (Figura 15G) dos quatro grupos no pré-tratamento. Por outro lado, na fase pós-

tratamento, o sódio urinário (Figura 15F) e o fluxo urinário (Figura 15H) foram 

significativamente maiores no grupo Sham Empa e HF Empa do que nos grupos não 

tratados. Mais especificamente, os animais HF Empa apresentaram sódio urinário ainda 

maiores do que os valores observados no grupo ratos Sham Empa (Figura 15F). 

Adicionalmente, ratos Sham Empa e HF Empa apresentaram também maior ingestão de 

água e sódio quando comparados seus pares não tratados (Figura 15 I-L). 
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Figure 15. Tratamento com empagliflozina induz maior glicosúria, fluxo urinário e excreção de 
sódio em ratos com insuficiência cardíaca (IC) do que em ratos Sham. Os ratos foram colocados 
individualmente em gaiolas metabólicas para coleta de urina de 24 horas para medir glicosúria, 
fluxo urinário, sódio urinário, ingestão de ração e água. O sangue foi coletado de ratos em jejum 
de 12 horas para a determinação de (A-B) glicosúria, (C-D) glicemia, (E-F) sódio urinário, (G-H) 
fluxo urinário, (I-J) ingestão de ração e (K-L) ingestão de água. Os experimentos foram 
conduzidos 4 semanas após o infarto do miocárdio ou cirurgia fictícia (pré-tratamento) e 4 
semanas após o tratamento com Empa ou veículo (pós-tratamento). Os valores representam as 
médias ± EPM. *p < 0,05 e ***p < 0,001 vs. HF; †††p < 0,001 vs. Sham Empa. 

 

4.4. O cotransportador de SGLT2 é hiperexpresso no túbulo proximal de 

ratos HF não diabéticos 

Uma vez que a glicosúria induzida por Empa nos ratos com IC foi significativamente 

maior do que aquela observada nos animais Sham tratados com Empa, avaliou-se a 

expressão diferencial de SGLT2 neste modelo experimental de IC. A expressão proteica 

de SGLT2 no TP dos quatro grupos de ratos foi inicialmente avaliada por imuno-

histoquímica, com cortes dos túbulos proximais corados e apresentados por 

fotomicrografias (Figura 16A). Os resultados desta análise qualitativa sugeriram 
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fortemente a hiperexpressão de SGLT2 no TP de ratos HF em comparação com os grupos 

Sham Empa e HF Empa (Figura 16A). O passo seguinte foi avaliar a expressão proteica 

de SGLT2 no córtex renal pela técnica de imunoblotting. Documentou-se através desta, 

o aumento da abundância relativa da proteína no córtex de ratos HF em comparação 

aos ratos Sham e Sham Empa (Figura 16B-C). Como evidenciado na figura 13D, além da 

maior expressão proteica, identificamos também maiores níveis da expressão de RNAm 

de SGLT2 no córtex renal dos ratos HF em comparação aos animais Sham (Figura 16D). 

Em contrapartida ao observado nos ratos HF, o tratamento com empagliflozina reduziu 

não somente a abundância proteica mas também a hiperexpressão gênica de SGLT2 nos 

ratos HF Empa. (Figura 16B-D). Todavia, a expressão de SGLT2 (proteína e RNAm) 

permaneceu significativamente superior nos ratos HF Empa em relação aos animais 

Sham tratados ou não com a gliflozina (Figura 16B-D). 
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Figure 16. O cotransportador de sódio-glicose do tipo 2 (SGLT2) está hiperexpresso no túbulo 
proximal de ratos não diabéticos com IC. (A) Coloração imuno-histoquímica representativa de 
SGLT2 no TP de ratos Sham e HF tratados ou não com Empa; na escala de50 µm. (B) 
Imunotransferências representativas de SDS-PAGE de proteínas corticais renais isoladas de ratos 
Sham e HF tratados com Empa ou não tratados e sondados com anticorpos contra SGLT2 e β-
actina. (C) Representação gráfica dos níveis relativos de abundância da proteína SGLT2 no córtex 
renal dos quatro grupos (D) Representação gráfica da expressão relativa de RNAm de SGLT2 no 
córtex renal de ratos Sham e HF tratados com Empa ou não. Os níveis de RNAm de SGLT2 foram 
medidos usando PCR quantitativo, e o GAPDH foi utilizado como controle interno. Os valores 
representam as médias ± EPM *p < 0,05, **p < 0,001 vs. Sham; ##p < 0,01 e ### p< 0,001 vs. HF; 
†††p < 0,001 vs Sham Empa. 

 

4.5. A Empagliflozina restaura a euvolemia em ratos HF não diabéticos  

Para avaliar a resposta volêmica e o manejo hidrossalino, testamos inicialmente a 

capacidade renal aguda de lidar com sal e água nos quatro grupos, tanto na fase pré 

como no pós-tratamento (Figura 17). A porcentagem da carga de sódio excretada e o 

volume urinário dentro de 3 horas após a sobrecarga salina foi similar entre os quatro 

grupos no pré-tratamento (Figura 17A e C). No entanto, na fase pós tratamento, os ratos 

HF apresentaram menor volume urinário (Figura 17B) e menor carga de sódio excretada 

(Figura 17D) do que ratos Sham e ratos HF Empa. Ademais, observamos também 
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porcentagens similares de volume urinário e carga de sódio urinária em ratos Sham e 

ratos HF Empa (Figura 17B e D). 

Em seguida, avaliamos as alterações no hematócrito como desfecho secundário da 

resposta volêmica. Na fase pré-tratamento, foram encontrados valores similares nos 

quatro grupos (Figura 17E). Enquanto, no pós-tratamento, os ratos HF mantiveram 

valores de hematócrito inferiores ao dos ratos Sham (Figura 17F). Além disso, o 

tratamento com empagliflozina restaurou o hematócrito de ratos HF para níveis 

semelhantes aos dos grupos Sham (Figura 17F). 

Somado à análise de restauração da euvolemia, avaliamos também o efeito 

pressórico da empagliflozina. Ratos HF e HF Empa exibiram menor pressão arterial na 

pletismografia de cauda do que os dois grupos Sham, tanto na fase pré como no pós-

tratamento (Figura 17G-H). No entanto, o tratamento com empagliflozina não afetou a 

pressão arterial em nenhum dos grupos tratados, Sham ou HF (Figura 17H). 
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Figura 17. O tratamento com empagliflozina melhora o estado volêmico em ratos não 
diabéticos com insuficiência cardíaca. (A-D) Os ratos receberam administração intraperitoneal 
de solução salina equivalente a 10% do seu peso corporal e foram então colocados em gaiolas 
metabólicas para coleta de urina de 3 horas. (A-B) Porcentagens da carga de fluido excretada 
dentro de 3 horas após o desafio salino. (C-D) Porcentagens da carga de sódio excretada dentro 
de 3 horas após o desafio salino. (E-F) Evolução do hematócrito. (G-H) Pressão arterial medida 
através da pletismografia de cauda. Os experimentos foram conduzidos quatro semanas após o 
infarto do miocárdio ou cirurgia fictícia (pré-tratamento) e quatro semanas após o tratamento 
com Empa ou nenhum tratamento (pós-tratamento). Os valores representam medições 
individuais e as médias ± EPM. *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 vs. Sham; #p < 0,05, ##p < 
0,01 e ###p < 0,001 vs. HF; †p< 0,05, ††p < 0,01 e †††p < 0,001 vs. Sham Empa. 

 

4.6. A empagliflozina previne a redução da TFG, atenua a proteinúria e 

preserva a massa renal em ratos HF não diabéticos 

Conforme ilustrado na Figura 15, os parâmetros da função renal foram avaliados 

durante os períodos pré-tratamento e pós-tratamento. Na primeira fase, não foram 

observadas diferenças na TFG (Figura 18A) ou na excreção de proteína urinária entre os 
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quatro grupos (Figura 18E), exceto nos níveis mais elevados de ureia sérica em ratos HF 

do que nos grupos Sham (Figura 18C). No entanto, após o tratamento, ratos HF 

apresentaram menor TFG (Figura 18B), níveis superiores de ureia sérica (Figura 18D) e 

maior proteinúria (Figura 18F) do que os outros três grupos. Ademais, observou-se 

também no grupo HF a piora nos três parâmetros de análise da função renal desde o 

pré-tratamento à fase pós (Figura 18A-F). Em contrapartida, ratos HF Empa exibiram 

valores de TFG, ureia sérica e proteinúria próximos aos dos grupos Sham. 

Correlacionando os dados biométricos com estes funcionais, os ratos HF exibiram menor 

peso renal normalizado pelo comprimento da tíbia do que os grupos Sham, enquanto o 

tratamento com empagliflozina foi capaz de prevenir esta atrofia renal (Tabela 2). O 

menor peso renal observado nos ratos HF associa-se também com a maior porcentagem 

de células renais apoptóticas positivas na marcação TUNEL e maior expressão de 

caspase-3 clivada (Figura 19). Curiosamente, ambos os indicadores de apoptose renal 

também foram normalizados pela terapia com Empa. 
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Figura 18. O tratamento com empagliflozina previne a redução da taxa de filtração glomerular 
e atenua a proteinúria em ratos com insuficiência cardíaca. Os ratos foram colocados 
individualmente em gaiolas metabólicas para coleta de urina de 24 horas para medir TFG e 
proteinúria, e sangue coletado para dosagem de ureia e creatinina séricas. (A-B) A TFG foi 
estimada pelo clearance de creatinina. (C-D) A uréia sérica foi medida por colorimetria. (E-F) 
Representação gráfica da relação proteína/creatinina na urina, também medida por 
colorimetria. Os experimentos foram conduzidos 4 semanas após o infarto do miocárdio para 
indução de HF ou cirurgia fictícia (pré-tratamento) e 4 semanas após o tratamento com EMPA 
ou nenhum tratamento (pós-tratamento). Os valores representam as médias ± EPM. *p < 0,05, 
**p < 0,01 e ***p< 0,001 vs. Sham; ##p < 0,01 e ###p < 0,001 vs. HF; †p < 0,05 e †††p < 0,001 vs. 
Sham Empa. 
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Figura 19. Tratamento com empagliflozina normaliza a apoptose renal e abundância de 
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caspase-3 clivada em ratos com insuficiência cardíaca. (A-B) Fotomicrografias representativas 
de seções renais (ampliação de 400x) de ratos HF e Sham tratados com EMPA ou não, na escala 
de 50 µm. (A) A marcação por TUNEL foi empregada para detectar células apoptóticas com 
extensa degradação de DNA. (B) Coloração imunohistoquímica de caspase 3 clivada. (C) A 
quantificação de núcleos apoptóticos e (D) áreas positivas para caspase-3 clivada foram 
determinadas em cinco campos aleatórios por lâmina utilizando o software Image J. Estas 
análises foram realizadas por dois investigadores cegos para os grupos experimentais. Os valores 
representam as médias ± EPM. **p < 0,01 e ***p < 0,001 vs. Sham; #p < 0,05 e ###p < 0,001 vs. 
HF; †p < 0,05 e †††p < 0,001 vs. Sham Empa. 

 

4.7. A empagliflozina inibe a atividade de NHE3 no túbulo proximal 

Para avaliar a modulação da atividade do NHE3 pela empagliflozina, foi registrado o 

pH luminal do túbulo proximal através da microperfusão estacionária in vivo, na 

presença e na ausência do inibidor S3226 específico de NHE3. Os registros da 

recuperação do pH para cada grupo experimental estão apresentados na Figura 20 A-B. 

Como demonstrado em sequência (Fig 20C), a taxa acidificação luminal do TP (D[H+]/Dt) 

foi mais pronunciada nos ratos HF do que em ratos Sham e o tratamento com 

empagliflozina reduziu fortemente a acidificação luminal no TP tanto de ratos HF como 

ratos Sham (Figura 20C). Entretanto, o efeito inibitório da Empa na acidificação tubular 

foi ainda mais pronunciado nos ratos HF (aproximadamente 70% de inibição vs. ratos HF 

não tratados) em comparação ao grupo Sham tratado (aproximadamente 45% de 

inibição vs. Sham não tratados). Ademais, quando os túbulos proximais dos quatro 

grupos foram perfundidos com o inibidor S3226 seletivo de NHE3, não foram observadas 

diferenças na acidificação tubular; confirmando que as diferenças na secreção de H+ 

foram induzidas por Empa via modulação da atividade de NHE3 (Figura 20D).  

 

 

 

 

 

 

 

 



Resultados 

52 
 

 

 



Resultados 

53 
 

Figure 20. Tratamento com empagliflozina inibe a atividade de NHE3 no TP. (A–D) A inibição 
da atividade do NHE3 por Empa foi determinada pela avaliação da acidificação luminal do TP na 
presença ou ausência de 10 mM de S3226, um inibidor seletivo do NHE3. (A e C) Registros de pH 
luminal representativos e a taxa de acidificação luminal em ratos Sham e HF tratados ou não, na 
ausência de S3226. (B e D) Registros de pH luminal representativos e a taxa de acidificação 
luminal na presença de S3226. Os valores representam as médias ± EPM. *p=0,02 vs. Sham; 
**p=0,002 vs. Sham; ***p<0,001 vs. Sham; †p=0,02 vs. Sham EMPA; ††p=0,001 vs. Sham Empa; 
†††p<0,001 vs. Sham Empa; #p= 0,03 vs. HF; ###p<0,001 vs. HF. 

 

 

Junto à demonstração da maior atividade de NHE3 na microperfusão estacionária no 

TP renal, observamos também a elevação dos níveis de RNAm de NHE3 (Figura 21A) e a 

maior expressão proteica de NHE3 no TP de ratos HF (Figura 21, B e C). Por sinal, embora 

a terapia com empagliflozina tenha reduzido a atividade de NHE3, o inibidor de SGLT2 

não afetou a expressão gênica ou proteica de NHE3 no córtex renal de ratos HF ou Sham 

(Figura 21, A–C).  

A fosforilação de NHE3 na serina 552 (PS552-NHE3) já é bem descrita na literatura 

como desfecho substituto representativo da inibição de NHE3 no TP renal (34, 72,73). 

Juntamente com a maior atividade de NHE3 no TP, ratos HF apresentaram também 

menores níveis na razão PS552-NHE3/NHE3 total do que os outros três grupos de 

animais (Figura 21, B e D). Por sua vez, os animais HF Empa apresentaram maiores 

valores de PS552-NHE3/NHE3 total do que ratos HF, estando ambos os grupos com 

relações menores do que aquelas observadas nos grupos Sham e Sham Empa. 

Importante mencionar também que embora a empagliflozina tenha inibido a atividade 
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de NHE3 no TP de ratos Sham, não foram encontradas diferenças significativas nos níveis 

de PS552- NHE3 / NHE3 total entre os grupos Sham (Figura 21, B e D). 
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Figure 21. Tratamento com empagliflozina aumenta a fosforilação de NHE3 na serina 552. (A) 
Representação gráfica da expressão relativa de RNAm de NHE3 no córtex renal de ratos Sham e 
HF tratados ou não com Empa. Os níveis de RNAm de NHE3 foram medidos usando PCR 
quantitativo, e GAPDH (gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase) utilizado como controle interno. 
(B) As proteínas corticais renais isoladas dos quatro grupos foram resolvidas por SDS-PAGE e 
transferidas para membranas de difluoreto de polivinilideno. As membranas foram marcadas 
com um anticorpo primário contra NHE3 total, anticorpo fosfoespecífico que reconhece NHE3 
somente quando é fosforilado na serina 552 (PS552-NHE3) e um anticorpo contra β-actina como 
controle interno. (C) Representação gráfica da expressão relativa de NHE3 total e (D) proporção 
de NHE3 fosforilado na serina 552 para NHE3 total (PS552-NHE3/NHE3 total). Os valores 
representam as médias ± EPM. *p=0,02 vs. Sham; **p=0,002 vs. Sham; ***p<0,001 vs. Sham; † 
p=0,02 vs. Sham EMPA; ††p=0,001 vs. Sham Empa; †††p<0,001 vs. Sham Empa; # P= 0,03 vs. HF; 
###p<0,001 vs. HF. 
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5. DISCUSSÃO 

 

O presente trabalho fornece evidências de que o inibidor de SGLT2 empagliflozina 

confere benefícios renais sustentados, capazes de atenuar a progressão da IC não 

relacionada ao DM2. Nossos resultados demonstram que a empagliflozina preserva a 

função glomerular, previne a apoptose renal induzida pela IC e a perda de massa renal, 

além de gerar substancial redução da reabsorção de sódio mediada por NHE3 no TP. 

Estes efeitos foram acompanhados da restauração da euvolemia, da diminuição dos 

níveis circulantes de BNP, da prevenção da congestão pulmonar e da redução da 

hipertrofia do VD. Apesar de não identificado diferença no peso do VE normalizado pelo 

comprimento da tíbia em ratos com IC, documentamos aqui a redução da hipertrofia 

miocitária e da fibrose intersticial cardíaca induzidas por Empa. Além disso, este estudo 

foi o primeiro a documentar a hiperexpressão de SGLT2 no TP renal de ratos com IC não 

diabéticos. Curiosamente, a empagliflozina não somente suprimiu a reabsorção de 

glicose mediada por SGLT2, mas também reduziu a hiperexpressão proteica e gênica de 

SGLT2 no córtex renal dos ratos com IC.  

A avidez renal por sódio e a sobrecarga volêmica são características marcantes 

da IC e estão frequentemente associadas ao pior prognóstico e progressão da doença 

(21). A retenção de sódio e água presentes na IC ocasionam maior edema pulmonar, 

aumento da pressão arterial pulmonar e contribuem, fortemente, à hipertrofia do VD e 

posterior disfunção de câmaras direitas (74). Neste trabalho, documentamos que os 

animais portadores de IC apresentaram menor resposta natriurética e diurética à 

sobrecarga salina, menor hematócrito e níveis mais elevados de BNP, assim como maior 

congestão pulmonar e hipertrofia do VD. Em oposição a esta evolução, o tratamento 

com empagliflozina foi capaz de restaurar a euvolemia, com melhor manuseio renal de 

sódio e água e normalizar o hematócrito e os níveis séricos de BNP. Diferentes estudos 

apontam para um efeito diurético diferencial das gliflozinas, como o potencial já 

demonstrado de gerar redução persistente de 7% no volume plasmático em pacientes 

DM2. (75,76). Análises do estudo DAPA-HF também indicam que o tratamento com 

dapagliflozina aumenta a depuração de água livre de eletrólitos em comparação com 

diuréticos de alça (77). Nesta linha, análises matemáticas de modelagem cardiorrenal 
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sugerem que o efeito diurético específico dos inibidores de SGLT2 levaria a maiores 

reduções no fluido intersticial em relação ao volume plasmático; no entanto, aferições 

experimentais diretas ainda são necessárias para fortalecer esta hipótese (78). Em nosso 

trabalho, a redução sustentada da sobrecarga volêmica por Empa preveniu a congestão 

pulmonar e a hipertrofia do VD. Em consonância com estes achados, Chowdhury e 

colaboladores (79) evidenciaram que o tratamento com Empa em ratos com 

hipertensão pulmonar grave também foi capaz de reduzir a pressão média da artéria 

pulmonar, a pressão sistólica do VD e a hipertrofia do VD. Adicionalmente, o ensaio 

clínico EMBRACE-HF também documentou a indução de menores valores de pressão da 

artéria pulmonar por Empa já na primeira semana de tratamento, além da amplificação 

deste efeito ao longo do tempo, e independente do manejo com diuréticos de alça(80). 

Esta associação de evidências reforça a hipótese de que a redução da sobrecarga de 

volume pelos inibidores de SGLT2 seria um dos mecanismos subjacentes à precoce e 

sustentada diminuição da taxa de hospitalização por IC descompensada. 

Apesar de não termos encontrado diferenças significativas na hipertrofia do VE, 

estudos clínicos e experimentais (81-84) apontam para a redução da massa de VE 

induzida pelo uso de iSGLT2, assim como para melhora da função diastólica, observada 

em estudos de hemodinâmica com ratos hipertensos DOCA/sal e ICFEP. Talvez pelo alto 

impacto na massa do VE induzido pelo nosso modelo de IAM e ICFER induzida, com 

função sistólica muito prejudicada (FAC média grupos HF e HF Empa pré-tratamento de 

21,4%) e por limitações próprias do método ecocardiográfico, não encontramos 

diferenças na análise macroestrutural e funcional diastólica do VE. Em contrapartida, na 

análise do tecido cardíaco do VE remoto à área de infarto, identificamos a atenuação da 

hipertrofia miocitária, menor fibrose intersticial e menor proporção de alfa-SMA. Em 

linha com este resultado, experimentos não publicados do nosso grupo com 

cardiomiócitos isolados de ratos neonatais expostos a endotelina-1 acrescentam que, 

quando tratados com Empa, (1µM), as células cardíacas apresentam menor volume 

nuclear, menor secreção de colágeno tipo 1, além de observar a maior proliferação de 

células endoteliais coronárias. Em conjunto, estima-se que além dos benefícios renais e 

hemodinâmicos para cardioproteção secundária, ações “off-target” dos iSGLT2, 
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diretamente nos cardiomiócitos, também contribuam para reduzir o remodelamento 

ventricular na IC. 

As principais causas da retenção de sal e água pelos rins na IC são a diminuição 

da TFG, o aumento da reabsorção tubular de sódio ou mesmo a associação destes. Neste 

estudo, demonstramos que a Empa previne de forma sustentada a diminuição da TFG 

em ratos com IC não diabéticos. O que, inicialmente, pode parecer contraditório, pois a 

nível tubuloglomerular, a partir da inibição de SGLT2 ocorre o aumento da oferta de 

sódio e cloreto para a mácula densa, contendo os estímulos arteriolares de aumento da 

pressão intra-glomerular, restaurando o feedback tubuloglomerular e levando a 

redução inicial da TFG. No entanto, esta pequena diminuição inicial também foi 

observada no estudo DAPA-HF e associada à taxa mais lenta de declínio da TFG, sem 

correlacionar com a maior incidência de eventos adversos renais (85). Em nosso estudo, 

a preservação da TFG em ratos HF tratados com Empa pode ser explicada, ao menos em 

parte, pela constatação de que a empagliflozina pode prevenir a atrofia renal induzida 

pela hipoperfusão na IC, a apoptose renal e a consequente disfunção renal 

tubuloglomerular. A preservação da função glomerular pode decorrer também da 

melhora da disfunção ventricular induzida por Empa. De forma modesta, mas 

significativa, documentamos aqui o aumento da função sistólica cardíaca nos ratos com 

IC tratados com iSGLT2. Vale nesse sentido também contextualizar que para a realização 

da ecocardiografia neste trabalho, os ratos foram anestesiados com medicamento 

inalatório de efeito inotrópico negativo residual, o que poderia num comparativo com a 

ecocardiografia sob estresse farmacológico, por exemplo, limitar o poder de detecção 

de um benefício cardíaco ainda mais pronunciado. 

A redução do fluxo sanguíneo renal secundário à diminuição do débito cardíaco 

e aumento da congestão venosa constitui-se provavelmente no principal fator 

desencadeante da redução da TFG e da perda de massa renal na IC. No entanto, ainda 

carece elucidar se os inibidores de SGLT2 seriam capazes de melhorar a perfusão renal 

no contexto da disfunção cardíaca não associada ao DM2. Curiosamente, o tratamento 

com outro inibidor de SGLT2, a luseogliflozina impediu a rarefação endotelial, a hipóxia 

renal e o desenvolvimento de fibrose renal em camundongos com lesão por 

isquemia/reperfusão através de via de sinalização do fator de crescimento do endotélio 
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vascular (VEGF)(86). Nesta mesma linha de raciocínio, Pirklbauer e colaboradores (87) 

demonstraram que a inibição do SGLT2 é capaz de bloquear a expressão dos principais 

mediadores de fibrose renal e a progressão da doença renal em duas linhas distintas de 

células tubulares proximais humanas. Análises histopatológicas recentes do nosso grupo 

com ratos HF não identificaram achados de evolução de fibrose renal, mas evidenciaram 

menor grau de congestão renal, atrofia tubular e menor expressão de marcadores de 

polarização macrofágica M1 e maior expressão M2 após o tratamento com Empa. 

Adicionalmente aos nossos achados de menor apoptose renal e menor expressão de 

caspase-3 clivada, estudo prévio com modelo experimental de IC por sobrecarga 

volêmica induzida por fistula aortocaval também demonstrou a presença de alterações 

renais como congestão, atrofia glomerular e edema com descamação de células 

epiteliais tubulares renais. Tais achados foram associados à hiperexpressão da proteína 

pro-apoptotica Bax, liberação mitocondrial de citocromo C e migração nuclear de 

caspase-3 ativada (88). Em conjunto, pode-se inferir que os efeitos renoprotetores dos 

inibidores de SGLT2 na IC não diabética são provavelmente mediados não apenas por 

melhorias na hemodinâmica renal, mas também por ações protetoras locais a nível 

celular. 

A hiperatividade e a hiperexpressão de NHE3 no TP renal estão descritas em 

literatura com implicação direta na progressão e desenvolvimento da IC, com 

subsequente retenção de sódio, sobrecarga e edema (89). Somado a publicações 

anteriores de nosso grupo (31), documentamos também neste modelo de IC, o aumento 

da atividade, da expressão proteica e gênica de NHE3, além da diminuição da 

fosforilação na S552-NHE3 no TP de ratos com IC.  Além disso, mostramos pela primeira 

vez que um inibidor seletivo de SGLT2 suprimiu a hiperfunção de NHE3 no TP. O 

tratamento com Empa reduziu fortemente a atividade de NHE3 tanto em ratos com IC 

como nos animais Sham, mas com inibição ainda mais pronunciada nos primeiros. Vale 

ressaltar que a inibição de NHE3 não afetou a expressão proteica nem gênica nos ratos 

Sham ou mesmo nos animais portadores de IC. Em contrapartida, observou-se uma 

pequena, mas significativa elevação nos níveis de PS552-NHE3 nos animais IC tratados 

com Empa. Como não foi encontrada diferença nos níveis de PS552-NHE3 entre ratos 

Sham tratados e não tratados, pode-se sugerir que o efeito da empagliflozina na PS552-

NHE3 em ratos com IC possa decorrer na verdade da atenuação da resposta neuro-
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hormonal na IC. De fato, tanto a ativação do sistema nervoso simpático renal quanto 

ANG II são conhecidos por ativar NHE3, pelo menos em parte, pela diminuição de PS552- 

NHE3(90,91). No entanto, o principal mecanismo pelo qual a inibição do SGLT2 diminui 

a atividade de NHE3 no TP na IC permanece desconhecido.   

Uma vez que o cotransportador de SGLT2 e o trocador NHE3 se co-localizam no TP 

renal, algumas evidências da literatura reforçam a linha de existência de interações 

proteína-proteína entre estes dois transportadores e as proteínas de membrana MAP17 

e PDZK1 nas microvilosidades do TP. Coady e seus colaboradores documentaram que 

MAP17, expressa em maior proporção no segmento S1 do TP, interage diretamente com 

SGLT2 e de forma essencial para o seu transporte transmembrana (92). Por sua vez, 

estudos prévios apontam que a proteína MAP17 interage exclusivamente com PDZK1, 

sem interação com outras proteínas de ancoragem também expressas na borda em 

escova do TP, como NHERF e NaPi-Cap2 (93). Sabe-se que o transporte de NHE3 nos 

microdomínios das células tubulares renais é regulado por pelo menos nove diferentes 

interações proteicas, sendo a proteína de ancoragem PDZK1 uma destas de associação 

direta com NHE3 (94). Desta forma, postula-se que os iSGLT2 no contexto da IC atuariam 

sobre este complexo multiproteico modulando a distribuição de NHE3 ao longo da 

membrana apical das células tubulares renais e reduzindo assim a reabsorção de sódio 

e a sobrecarga volêmica, características da IC. (Figura 22) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Discussão 

61 
 

 

Figura 22. Desenho esquemático ilustrando mecanismo funcional hipotético de interação 
entre SGLT2 e NHE3 no TP renal e possível rearranjo provocado pelas gliflozinas.  A-B) Células 
tubulares renais expressam SGLT2 e NHE3 na membrana apical e GLUT2 e Na+/K+-ATPase na 
membrana basolateral, a reabsorção de glicose ocorre primeiramente através da membrana 
apical via SGLT2 e depois por saída passiva para o interstício via GLUT2. NHE3 é o principal 
transportador da reabsorção de sódio, enquanto Na+/K+-ATPase, responsável por mover o sódio 
da célula para o interstício. As proteínas de membrana PDZK1 e MAP17 se interagem com NHE3 
e SGLT2 formando um complexo proteico funcional que permite a regulação concomitante do 
volume extracelular junto a homeostase da glicose. B)  Sob demanda de experimentação direta 
para confirmação desta hipótese, sugere-se aqui que os iSGLT2 promovam a ruptura do 
complexo multiproteico formado por SGLT2-MAP17-PDZK1-NHE3, com consequente inibição 
substancial da atividade de NHE3.  

 

 

A função dos cotransportadores de sódio-glicose e dos trocadores de sódio-

hidrogênio está intimamente conectada em vários órgãos. As ações de SGLT1 e NHE3 

estão ligadas na mucosa intestinal enquanto SGLT2 e NHE3 colocalizam-se no TP renal 

(31, 95,96) e, estudos recentes mostram que os inibidores de SGLT2 podem reduzir 

também a atividade do NHE1 em cardiomiócitos. A ativação experimental do NHE1, 

isoforma expressa no miocárdio, pode promover hipertrofia, morte celular e 

desenvolvimento de IC, tornando-se um alvo terapêutico interessante para estudo (97). 

Baartscheer e colaboradores propuseram pela primeira vez que os inibidores de SGLT2 
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poderiam funcionar como antagonistas de NHE1 no coração e postularam que as 

gliflozinas poderiam exercer benefícios diretos nos cardiomiócitos, independente da 

glicosúria renal ou de qualquer interação com SGLT2(98,99). Nesta linha, a incubação de 

cardiomiócitos de ratos com inibidores de SGLT2 retardou a recuperação do pH após um 

pulso de amônio (NH4+) e reduziu as concentrações de sódio intracelular, ações 

consistentes com a inibição de NHE1 e que foram atenuadas quando associado 

cariporide, um antagonista específico de NHE1. Em oposição a estes achados, Chung e 

colaboradores não identificaram nenhum efeito dos inibidores de SGLT2 para retardar 

a recuperação do pH após um pulso de NH4+ ou para reduzir as concentrações 

intracelulares de sódio, desafiando os achados de Baartscheer et al (98-100). Nesse 

contexto, Osaka e seus colaboradores documentaram a inibição de NHE1 com o uso de 

luseogliflozina, mas com efeito substancialmente menor do que aquele observado com 

cariporide (101). Adicionalmente, a colaboração do Prof. Hall com o grupo do Prof. Li 

também não obteve sucesso na tentativa de demonstrar o docking significativo da 

molécula de empagliflozina ao trocador NHE1 (102). Diante deste conjunto de 

evidências, o papel da inibição do NHE1 na mediação dos benefícios cardiovasculares 

das gliflozinas permanece em discussão, postula-se atualmente que se houver de fato 

algum efeito dos inibidores de SGLT2 para atenuar os aumentos de sódio intracelular, 

este efeito provavelmente deva ocorrer em menor magnitude quando comparado aos 

seus efeitos na redução do estresse celular e na modificação da corrente tardia de sódio 

(103-104). 

A expressão e a atividade de SGLT2 estão elevadas nas células do TP de pacientes 

DM2, como resultado de um mecanismo regulatório mal adaptativo, que contribui para 

a manutenção da hiperglicemia (47,48). Neste trabalho, demonstramos a 

hiperexpressão proteica e gênica de SGLT2 no modelo de IC não relacionado ao DM2, 

muito provavelmente resultado da hiperativação do sistema nervoso simpático e/ou 

sistema renina - angiotensina renal (SRA)(105). Estudos in vitro sugerem que a relação 

entre SGLT2 e a hiperativação do SRA possa ocorrer de forma bidirecional, uma vez que 

o aumento da captação de glicose pelo TP também leva à ativação do SRA (106,107). No 

entanto, estudo recente com ratos hipertensos não diabéticos demonstraram que a 

dapagliflozina exerce efeito anti-hipertensivo sem alterar a expressão de componentes 

intrarrenais do SRA ou mesmo a atividade de canais ou outros transportadores de sódio 
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ao longo do néfron (108). Por outro lado, achados recentes apontam que a inibição de 

SGLT2 atenua a atividade simpática renal e reduz o conteúdo de norepinefrina renal em 

camundongos mantidos com dieta rica em gordura (109). Além do que, a denervação 

renal em ratos com IC foi capaz de reduzir a expressão de SGLT2 renal e a aplicação 

direta de norepinefrina em células renais gerou o aumento da expressão proteica de 

SGLT2 (110).  

Uma vez que o aumento na atividade eferente renal leva ao mecanismo renorreflexo 

simpatoexcitatório (111), seria plausível estimar que as gliflozinas exerçam 

indiretamente a inibição simpática cardíaca através da modulação da aferência renal. O 

entusiasmo pela hipótese cardiorrenal de que os iSGLT2 atuem principalmente como 

“antagonistas neuro-hormonais nefrocêntricos” ganha força em torno da expressão 

principal de SGLT2 no TP renal, com a co-localização e interação funcional com NHE3. 

Ademais, a estimulação das inervações simpáticas renais também está associada com a 

maior atividade do NHE3 na membrana apical do TP e acompanhada por respostas 

antinatriuréticas e antidiuréticas (90,112). Em vez do controle glicêmico, o bloqueio 

localizado da captação de glicose no TP pelos iSGLT2 seria o mecanismo subjacente 

capaz de gerar a “inibição-gatilho” da atividade simpática renal e reduzir 

secundariamente a hiperfunção de NHE3 no TP renal de pacientes com IC. 

Em síntese, os dados deste trabalho demonstram que a empagliflozina confere 

benefícios renais e cardíacos em ratos com IC não diabéticos, restaurando o estado 

euvolêmico, ao menos em parte, via preservação da TFG e inibição da reabsorção de 

sódio por NHE3. Nosso estudo fornece também novas evidências a literatura de que a 

hiperexpressão de SGLT2 corresponda a um dos mecanismos de disfunção do TP, 

contribuindo significativamente no desenvolvimento e progressão da IC, além de 

fornecer amparo fisiopatológico com prováveis mecanismos subjacentes à cardio e 

nefroproteção induzida pelos iSGLT2 em diversos ensaios clínicos com pacientes 

portadores de IC. 
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6. CONCLUSÕES 

 

Nosso estudo demonstra que a empagliflozina restaura a euvolemia em ratos não 

diabéticos com insuficiência cardíaca, preservando a TFG, a massa renal e inibindo a 

reabsorção de sódio mediada por NHE3 no TP. Demonstra também melhora no 

remodelamento cardíaco, com atenuação da hipertrofia do VD, menor fibrose 

intersticial e hipertrofia miocitária no VE. Além disto, documentamos a desregulação 

tubular proximal na IC com a hiperexpressão de SGLT2. A atenuação da disfunção 

túbulo-glomerular constitui provavelmente importante mecanismo pelo qual os 

inibidores de SGLT2 reduzem a progressão de doença e a hospitalização por IC. 
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Empagliflozin Inhibits Proximal Tubule NHE3 Activity,
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ABSTRACT
Background SGLT2 inhibitors reduce the risk of heart failure (HF) mortality and morbidity, regardless of
the presence or absence of diabetes, but the mechanisms underlying this benefit remain unclear. Exper-
iments with nondiabetic HF rats tested the hypothesis that the SGLT2 inhibitor empagliflozin (EMPA)
inhibits proximal tubule (PT) NHE3 activity and improves renal salt and water handling.

MethodsMale Wistar rats were subjected to myocardial infarction or sham operation. After 4 weeks, rats
that developed HF and sham rats were treated with EMPA or untreated for an additional 4 weeks. Immu-
noblotting and quantitative RT-PCR evaluated SGLT2 and NHE3 expression. Stationary in vivo microper-
fusion measured PT NHE3 activity.

Results EMPA-treated HF rats displayed lower serum B-type natriuretic peptide levels and lower right ven-
tricle and lungweight to tibia length than untreatedHF rats. Upon saline challenge, thediuretic andnatriuretic
responsesofEMPA-treatedHFratsweresimilar to thoseof sham rats andwerehigher than thoseofuntreated
HF rats. Additionally, EMPA treatment preventedGFR decline and renal atrophy in HF rats. PT NHE3 activity
was higher in HF rats than in sham rats, whereas treatment with EMPA markedly reduced NHE3 activity.
Unexpectedly, SGLT2 protein and mRNA abundance were upregulated in the PT of HF rats.

Conclusions Prevention of HF progression by EMPA is associated with reduced PT NHE3 activity, resto-
ration of euvolemia, and preservationof renalmass.Moreover, dysregulation of PT SGLT2maybe involved
in the pathophysiology of nondiabetic HF.

JASN 32: ccc–ccc, 2021. doi: https://doi.org/10.1681/ASN.2020071029

Sodium-glucose cotransporter type 2 (SGLT2) in-
hibitors, also known as gliflozins, suppress glu-
cose reabsorption in the renal proximal tubule
(PT), leading to substantial glycosuria, thereby
lowering hyperglycemia in patients with type 2
diabetes (T2D).1,2 Gliflozins were initially devel-
oped as antidiabetic agents but have recently
emerged as among the most impactful cardiovas-
cular drugs. Three cardiovascular outcome trials
consistently showed that SGLT2 inhibitors
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remarkably reduce cardiovascular mortality and hospitali-
zation for heart failure (HF) in patients with T2D.3–5 Most
recently, the phase 3 Dapagliflozin and Prevention of Ad-
verse Outcomes in Heart Failure6 and the Empagliflozin
Outcome Trial in Patients with Chronic Heart Failure with
Reduced Ejection Fraction7 studies have announced that
these SGLT2 inhibitors reduce cardiovascular death and
HF progression when added to the standard therapy in pa-
tients with HF and reduced ejection fraction, regardless of
the presence or absence of diabetes. As such, these trial find-
ings may likely expand the clinical use of gliflozins beyond
diabetes care. Nevertheless, the mechanisms underlying the
unprecedented benefits of gliflozins in HF management re-
main elusive.

The presence of renal dysfunction portends adverse out-
comes in patients with HF. HF is often associated with sodium
and water retention, a reduction in renal blood flow and GFR,
renal tubular damage, and proteinuria.8,9 Despite its cardio-
protective actions, SGLT2 inhibitors have also been shown to
confer renoprotection by preserving glomerular function, de-
laying progression to dialysis, reducing urinary protein excre-
tion, and decreasing renal damage in patients with diabetes
and rodent models.10–12 However, it remains to be established
whether gliflozins are capable of ameliorating renal function
in the setting of nondiabetic HF.

The natriuresis elicited by gliflozins, with consequent he-
modynamic improvements, constitutes a plausible mecha-
nism underpinning the positive cardiorenal outcomes of
these drugs.13,14 Interestingly, although SGLT2 inhibitors
cause a persistent 7% reduction in the extracellular volume
of patients with T2D,15 mice lacking SGLT2 do not exhibit
volume depletion, suggesting that the blockade of SGLT2-
mediated sodium reabsorption per se is not sufficient to
affect sodium balance and extracellular fluid homeostasis.
In this regard, by coupling a mathematical model of renal
function and volume homeostasis with clinical data,
Hallow et al.16 predicted that inhibition of apical PT Na1/H1

exchanger isoform 3 (NHE3) is required for the gliflozin-
induced natriuretic effect. In line with the in silico predictions,
we previously demonstrated that the nonselective sodium-
glucose cotransporter inhibitor phlorizin remarkably re-
duces PT NHE3 activity.17 We also found that SGLT2, but
not sodium-glucose cotransporter type 1, colocalizes with
NHE3 in the apical membrane of PT cells.17 However, the
influence of selective SGLT2 inhibitors on NHE3 activity
under physiologic or pathophysiologic conditions has yet
to be evaluated.

On the basis of these observations, this study aimed to test
the hypothesis that an SGLT2 inhibitor is capable of exerting
renoprotective effects in the setting of nondiabetic HF. More
specifically, we investigated whether empagliflozin improves
renal salt and water handling in rats with HF, and we sought to
elucidate the potential mechanisms. Furthermore, we exam-
ined whether selective SGLT2 inhibition is capable of down-
regulating PT NHE3 in HF.

METHODS

Reagents
Jardiance tablets (Boehringer Ingelheim PharmaGmbH&Co.
KG) containing 25mg of empagliflozinwere purchased from a
local pharmacy. These tablets were then sent to the Rhoster
Company (Araçoiaba da Serra, Sao Paulo, Brazil) to be added
to the rodent chow for daily empagliflozin treatment
(10 mg/kg per day). Untreated animals received a control
diet without empagliflozin. Chemicals were obtained from
Merck (Darmstadt, Germany) unless otherwise specified.

Animal Protocols, Surgical Procedures, and Drug
Treatment
All experiments were carried out following the ethical princi-
ples in animal research of the Brazilian College of Animal
Experimentation and were approved by the Institutional An-
imal Care and Use Committee of the University of Sao Paulo
Medical School (protocol no. 941/2018). Eight-week-old male
Wistar rats (200–250 g; n5104) were obtained from the In-
stitute of Biomedical Sciences, University of Sao Paulo, Sao
Paulo, Brazil. Rats were randomly assigned to sham surgery
(n536) or myocardial infarction (n568) by ligation of the left
anterior descending (LAD) artery (Supplemental Figures 1
and 2) as previously described.18 Briefly, rats were anesthe-
tized with ketamine (50 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg) in-
traperitoneally and placed under positive pressure ventilation
(rate: 90 breaths perminute; tidal volume: 2.5ml on aHarvard
rodent respirator [model 683; Harvard Apparatus Co., South
Natick, MA]). The thoracotomy was performed at the fourth
intercostal space. After that, the heart was exposed, and the LAD
coronary artery was isolated and ligated approximately 3 mm
from the origin of the aorta using 6–0 Prolene suture. The chest
was closed, and the animals were carefully moved from ventila-
tion support. Sham-operated rats were submitted to a similar
surgical procedure, except for LAD coronary artery ligation. Af-
ter recovering from surgery, the rats were maintained in a tem-
perature- and humidity-controlled environment with a 12-hour
dark/light cycle at the Heart Institute (InCor) animal facility.
Food and water were supplied ad libitum.

Significance Statement

SGLT2 inhibitors represent a class of drugs that were originally
developed for improving glycemic control. Cardiovascular out-
come trials designed to evaluate cardiovascular safety yielded un-
expected and unprecedented evidence of the cardiorenal benefits
of SGLT2 inhibitors. Many hypotheses have been proposed to ex-
plain the mechanisms underlying these effects. Our study demon-
strates that SGLT2 inhibition is associated with the restoration of
euvolemia in nondiabetic heart failure (HF) rats by preserving GFR
and renal mass and inhibiting proximal tubule NHE3-mediated so-
dium reabsorption. The attenuation of kidney dysfunction may
constitute an essential mechanism by which SGLT2 inhibitors at-
tenuate HF development and progression in either the presence or
absence of diabetes.
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Four weeks after surgery, HF was characterized by echo-
cardiographic evaluation of left ventricle (LV) systolic func-
tion and serum levels of brain natriuretic peptide (BNP). HF
was considered when the fractional area change (FAC; i.e., the
percentage of change in the LV cross-sectional area between
diastole and systole) was lower than 40% and when circulating
levels of BNP were higher than 1.0 ng/ml (Supplemental
Figure 3, Supplemental Table 1). Myocardial infarction rats
that developed HF (n538) and sham (n536) rats were ran-
domly divided into two groups and treated with empagliflozin
(10 mg/kg per day supplied in the rat chow) or not treated.
After 4 weeks (post-treatment), the rats were anesthetized by
an intraperitoneal injection of pentobarbital (50 mg/kg) and
subsequently euthanized by cervical dislocation. The study
design is depicted in Supplemental Figure 2.

Echocardiography
Rats were anesthetized with 1.5% isoflurane in O2 and placed
in the left lateral decubitus position to obtain cardiac images.
Images were captured and analyzed using Sonos 5500 ultra-
sound equipment (Philips Medical System, Bothell, WA) with
a 12- to 14-MHz transducer (2-cm depth with fundamental
and harmonic imaging). Echocardiographic images were ac-
quired by placing the cursor of pulsed-wave Doppler in the LV
outflow tract to display the end of aortic ejection and the onset
of mitral inflow. Tracing the endocardial border by planime-
try, excluding the papillary muscle, in end diastolic and end
systolic frames provides values for left ventricle end diastolic
area (LVEDA) and LVend systolic area (Supplemental Table 1).
Applying this in the following equation would give an FAC of
LV from diastole to systole: FAC5 [LVEDA – (LVend systolic
area/LVEDA)]3100%. Echocardiography was performed by
an investigator who was blind to the experimental groups.

Determination of BNP Serum Levels
Before randomization, blood samples were withdrawn from
the retro-orbital sinus under isoflurane anesthesia. At post-
treatment, blood was collected from the abdominal aorta
artery at the time of death. The samples were immediately
transferred into vacuum tubes with a gel separator (BD vacu-
tainer SST II Advance; Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ) and centrifugated at 4000 rpm for 10min-
utes at 4°C to obtain serum. Serum levels of BNP were mea-
sured by ELISA (BNP 32 Rat ELISA kit; Abcam) according to
the manufacturer’s instructions.

BP Measurements
Tail-cuff BP was measured noninvasively in conscious re-
strained rats by plethysmography (BP Blood Pressure Analysis
System 2000; Visitech System, Apex, NC) as previously
described.19

Renal Function Evaluation
The rats were individually housed and placed in meta-
bolic cages (Tecniplast; Buguggiate, VA, Italy) as previously

described.20 Food and water consumption was determined
daily and subsequently normalized to body weight. Urine
samples were collected for 24 hours and used to determine
urinary flow, sodium, creatinine, and proteinuria. Creatinine
clearance was used to estimate the GFR.

Blood and Urine Analyses
Fasting blood glucose levels were measured using the ACCU-
CHECK Performa meter (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany). The serum and urinary sodium con-
centrations were determined by flame photometry (DM-62;
Digimed, Sao Paulo, Brazil). The serum urea, urinary glucose,
proteinuria, and creatinine concentrations were measured by
colorimetric methods using Labtest kits (Labtest; Lagoa Santa,
Brazil). The experiments were carried out following the man-
ufacturer’s instructions.

Saline Challenge
Animals were anesthetized with isoflurane and were injected
intraperitoneally with a volume of warmed (37°C) saline
(0.9% NaCl) equivalent to 10% of their body weight (vol/wt).
After that, the rats were placed immediately inmetabolic cages,
where they quickly woke up. Urine volume, collected for
3 hours, was measured with a graduate pipette, and urinary
sodium concentration was measured by flame photometry
(DM-62; Digimed). The results were expressed as the percent-
age of the fluid and sodium load that was injected.

Biometric and Morphometric Analyses
The lungs, heart, and kidneys were excised and weighed. The
organ weight was normalized by left tibia length. The lungs
were stored in an oven to dry at 70°C for 48 hours. The relative
water content of lung tissue was calculated using the following
equation: lung water content (in percentage) 5 (wet lung
weight2 dry lung weight)/lung wet weight3100. The kidneys
were immediately removed for isolation of renal cortical pro-
teins for immunoblotting, tissue fixation for immunohisto-
chemistry, or freezing for RNA extraction and quantitative
RT-PCR.

Preparation of Renal Cortical Homogenate
The right kidney from rats was removed and cut in half on a
midsagittal plane, and the cortices were isolated and homog-
enized in ice-cold PBS buffer (150 mM sodium chloride,
2.8 mM monobasic sodium phosphate, 7.2 mM dibasic so-
dium phosphate, pH 7.4) containing protease inhibitors
(0.7 mg/ml pepstatin, 0.5 mg/ml leupeptin, and 40 mg/ml
phenylmethanesulfonyl fluoride) and phosphatase inhibitors
(50 mM sodium pyrophosphate decahydrate and 15 mM so-
dium fluoride) using a Potter–Elvehjem-style tissue grinder
(POLIMIX PX-SR50E; Kinematica Inc., Luzern, Switzerland).
The homogenate was centrifuged at 4500 rpm for 10 minutes
at 4°C. The supernatant was collected and stored at 280°C.
Protein concentration was determined by the Lowry
method.21
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SDS-PAGE and Immunoblotting
Renal cortical proteins were solubilized in Laemmli sam-
ple buffer and separated by SDS-PAGE using 7.5% poly-
acrylamide gels. The separated proteins were transferred
from the gel to a polyvinylidene difluoride membrane (Im-
mobilon-P; Merck Millipore, Bedford, MA) at 350 mA for
8–10 hours at 4°C with a TE 62 Transfer Cooled Unit (GE
HealthCare, Piscataway, NJ) and stained with Ponceau S.
Then, the polyvinylidene difluoride membranes were incu-
bated with blocking solution (5% nonfat dry milk and 0.1%
Tween 20 in PBS, pH 7.4) for 1 hour and overnight (4°C) with
specific primary antibodies: a polyclonal antibody against
SGLT2 (1:1000, NBP1–92384; Novus Biologicals, Centennial,
CO); a mouse mAb against NHE3, clone 3H3 (1:1000; Peter
Aronson, Yale University, NewHaven, CT)22; a phosphospecific
mAb against NHE3, PS552-NHE3, clone 14D522 (1:1000; Santa
Cruz Biotech, Dallas, TX); or a polyclonal antibody against
b-actin (1:5000, ab8227; Abcam). Proteins were detected using
horseradish peroxidase–conjugated secondary antibodies
(1:2000; Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA). The
bound antibodies were detected using an enhanced chemilumi-
nescence system (GE HealthCare) according to the manufac-
turer’s protocols. The membranes were then placed in a digital
imaging system (ImageQuant LAS 4000 mini; GE HealthCare).
Immunoblot quantification was performed using ImageJ soft-
ware (National Institutes of Health, Bethesda, MD).

Immunohistochemistry
The left kidney was cut in half on a midsagittal plane, fixed in
10% formalin for 24 hours, stored in 70% ethanol, and then
embedded in paraffin. Four-micrometer kidney paraffin sec-
tions were incubated with 3% H2O2 for 3 minutes (five times
at room temperature) to block endogenous peroxidase activity
and then rinsed with Tris-buffered saline with 0.1% Tween 20
(TBST). Nonspecific reactions were blocked in 2% goat serum
for 20 minutes and then incubated with the rabbit polyclonal
anti-SGLT2 antibody (1:100) or the rabbit polyclonal anti-
cleaved caspase-3 antibody (1:100, 9661; Cell Signaling Technol-
ogy, Danvers, MA). After 18 hours of incubation at 4°C, kidney
sections were washed three times for 5 minutes with TBST and
incubated with a secondary antibody. After washing in TBST,
tissue sections were incubated with peroxidase-conjugated uni-
versal immunoenzyme polymer, anti-rabbit solution [Histofine
Simple Stain MAX PO(MULTI); Nichirei Biosciences Inc.,
Tokyo, Japan] for 30 minutes at room temperature. After wash-
ing in TBST, immunoreactions were detected with 3,39-diami-
nobenzidine tetrahydrochloride (DAB-Zymed) for 7 minutes
and counterstainedwith hematoxylin. The imageswere acquired
under a 3400-magnification light microscope using the soft-
ware Quantimet Leica (Leica Biosystems, Wetzlar, Germany).

Terminal Deoxynucleotidyl Transferase–Mediated
Digoxigenin-Deoxyuridine Nick-End Labeling Assay
DNA fragmentation was detected using an in situ cell death de-
tection kit (ApopTag Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit

S7100;MerckMillipore), according to themanufacturer’s instruc-
tions. Briefly, tissue sections were deparaffinized in xylene and
ethanol, rehydrated in serial ethanol dilutions, and permeabilized
with proteinase K. The reaction with terminal deoxynucleotidyl
transferase and alkaline phosphatase conversion was performed,
and the cross-sections were examined by light microscopy. The
percentage of terminal deoxynucleotidyl transferase–mediated
digoxigenin-deoxyuridine nick-end labeling–positive nuclei was
quantified by an observer blinded to the four conditions using the
Quantimet-Leica software (Leica Biosystems).

Quantitative Real-Time RT-PCR
Total RNA was isolated from the left kidney using Trizol
(Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA) according to the
manufacturer’s instructions, quantified (ND-1000 spectro-
photometer; NanoDrop Technologies, Inc.), and treated
with DNase-I. First-strand cDNA synthesis was performed
using Super-Script III Reverse Transcription (Thermo Fisher
Scientific) following the manufacturer’s guidelines. Details
about the oligonucleotide primers used in this study are listed
in Supplemental Table 2. Reactions were carried using SYBR
Green PCR Master Mix-PE (Thermo Fisher Scientific) on an
ABI Prism 7500 Fast Sequence Detection System (Applied Bio-
system, Foster City, CA). The comparative threshold cycle
method was used for data analyses. All samples were assayed in
triplicate. Transcripts for three reference genes (Gapdh,Actb, and
Ppia) were determined (Supplemental Table 2). The BestKeeper
software23 was used to identify the best suit reference gene
(Gapdh) for data normalization under our experimental condi-
tions. Relative expression was analyzed by the 22DDCTmethod.

In Vivo Stationary Microperfusion
In vivo stationary microperfusion was used to determine
NHE3 activity in the PT to test the hypothesis that selective
SGLT2 inhibition is capable of downregulating PT NHE3 in
HF. Rats (four to five per group) were anesthetized by intra-
muscular administration of tiletamine/zolazepam (50 mg/kg)
and xylazine (5 mg/kg). After tracheostomy, the left jugular
vein was cannulated for infusion of 3% mannitol in isotonic
saline solution at a rate of 0.05 ml/min. The kidney was iso-
lated using a lumbar approach, immobilized in situ using
Ringer agar in a Lucite cup under a microscope, and ade-
quately illuminated. PTs were punctured using a double-
barreled micropipette, one barrel being used to inject FDC
green-colored Ringer perfusion solution (100 mM NaCl,
5 mM KCl, 25 mM NaHCO3, 1 mM CaCl2, 1.2 mM MgSO4,
FDC green, and raffinose to reach isotonicity) and the other
being used to inject Sudan black-colored castor oil, the latter
used to block the injected fluid column in the lumen. The
tubules were perfused with the Ringer solution in the presence
or absence of the selective NHE3 inhibitor, S3226 (10 mM).24

The voltage between the microelectrode barrels, representing
luminal H1 activity, was continuously recorded by a computer
equipped with an analog to digital conversion board (Lynx,
Sao Paulo, Brazil) for data acquisition and processing.
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To measure luminal pH, PTs were impaled by a double-
barreled asymmetric microelectrode, the larger barrel con-
taining H1 ion-sensitive ion exchange resin silanized with
hexamethyldisilazane (Sigma Fluka, Buchs, Switzerland).

Tubular acidification rate was assessed by injecting a drop-
let of the perfusion solution between the oil columns and
following the luminal pH changes toward the steady-state
level (stationary perfusion). The luminal acidification was
also assessed in the presence or absence of the selective
NHE3 inhibitor, S3226 (10 mM), in the control perfusion so-
lution. For evaluation of acidification kinetics, luminal [H1]
values from each pH recovery curve were fitted with Origin
2020 (Origin Lab, Northampton, MA) by using the following
equation:

�
H1

�
ðtÞ 5

½H1 �stat
ð11 bze2 kztÞ; (1)

where [H1]stat represents stationary luminal [H1], k stands
for the intrinsic kinetic constant of each fitted curve, and b is
a constant that determines the initial pH values for each fitted
curve and can be mathematically defined as b5 ½H1 �stat

½H1 �0 2 1.
We then calculated the rate of luminal acidification until

the half-maximum point of each curve by

D
�
H1

��
Dt5

½H1 �half-max 2 ½H1 �0
t1=2

; (2)

where t1/2 is the predicted time at that point [t1=2 5
lnðbÞ
k ] and

½H1 �half-max 5
½H1 �stat

2 .

Statistical Analyses
The results are reported as the mean6 SEM, with n indicating
the number of rats. Comparisons among the means were

assessed using a two-way ANOVA followed by the Tukey
post hoc test. A P value,0.05 was considered significant, con-
sidering the main effect of empagliflozin treatment, the main
effect of HF induction, the interaction between empagliflozin
treatment and HF induction, and the differences among
groups.

RESULTS

Empagliflozin Lowers Serum BNP Levels and Reduces
the Right Ventricle and Lung Weight-Tibia Length
Ratio in Nondiabetic HF Rats
As shown in Figure 1, untreated HF rats displayed higher se-
rum BNP levels and lower FAC than sham animals. Impor-
tantly, treatment with empagliflozin restored serum BNP to
levels similar to those of sham groups (Figure 1A). Also, em-
pagliflozin treatment induced a modest but significant im-
provement in FAC compared with untreated HF rats (23%
62% versus 17%61%, P50.02) (Figure 1B). As expected,
serum BNP levels and FAC were similar between untreated
and empagliflozin-treated sham rats.

The biometric characteristics of the animals are shown in
Table 1. The average body weights were similar among the
untreated HF, empagliflozin-treated HF, and empagliflozin-
treated sham groups (but not the untreated sham group).
Therefore, organ weight was normalized by tibial length,
which remained unchanged among the four groups of
rats. The biometric analysis showed that untreated HF
rats exhibited a higher right ventricle (RV) weight-tibia
length ratio, a higher lung-tibia length ratio, and more pul-
monary congestion than the sham groups. In contrast,
empagliflozin prevented pulmonary congestion and RV
hypertrophy.
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Figure 1. Treatment with empagliflozin (EMPA) normalizes serum BNP concentration and slightly improves LV systolic function in
nondiabetic rats with induced HF. Doppler echocardiography and quantitative determination of serum BNP were performed in sham
and HF rats after 4 weeks of treatment with EMPA or no treatment. (A) The circulating levels of BNP and (B) the FAC of sham and HF
rats treated with EMPA or untreated. The values represent individual measurements and the means 6 SEM. ***P,0.001 versus sham;
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Glycosuria, Diuresis, and Natriuresis Induced by
Empagliflozin Were Higher in HF Rats than in Sham Rats
Glycosuria markedly increased in both the sham and HF
groups treated with empagliflozin compared with untreated

animals (Figure 2A). Interestingly, the effect of empagliflozin
on glycosuria was more pronounced in HF rats than in sham
rats (Figure 2A). Changes in urinary glucose excretion among
the four groups of rats were not associated with changes in

Table 1. Biometric parameters of sham and nondiabetic rats with myocardial-induced HF treated with the SGLT2 inhibitor
empagliflozin or untreated

Biometric Parameters Sham, n516 Sham 1 EMPA, n520 HF, n514 HF 1 EMPA, n517

Body weight, g 450610 403610a 39865a 40669b

Tibia length, mm 41.260.3 40.460.3 40.560.2 40.760.4
LV/tibia, mg/mm 20.460.8 17.660.4a 20.160.5c 20.660.4d

RV/tibia, mg/mm 6.2660.24 5.2260.16 8.9060.96e,f 6.3960.30g

LV 1 RV/tibia, mg/mm 26.761.1 22.860.5a 29.061.1f 27.060.6d

Lung/tibia, mg/mm 32.261.5 31.861.1 44.763.3e,f 31.761.7g

Lung water content, % 78.360.4 77.960.4 80.660.2e,f 79.160.3g

LK 1 RK/tibia, mg/mm 6461 6761 5861a,f 6761g

The values represent individual measurements and the means 6 SEM. EMPA, empagliflozin; LK, left kidney; RK, right kidney.
aP50.005 versus sham.
bP50.01 versus sham.
cP50.01 versus sham 1 EMPA.
dP50.002 versus sham 1 EMPA.
eP,0.001 versus sham.
fP,0.001 versus sham 1 EMPA.
gP,0.001 versus HF.
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Figure 2. Treatment with empagliflozin (EMPA) induces higher glycosuria, urinary flow, and sodium excretion in HF rats than in sham
rats. Rats were individually placed into metabolic cages for 24-hour urine collection to measure glycosuria, urinary flow, and urinary
sodium. Blood was collected from 12-hour fasting rats for the determination of blood glucose. (A) Glycosuria. (B) Blood glucose
concentration. (C) Urinary sodium. (D) Urinary flow. Experiments were performed 4 weeks after treatment with EMPA or no treatment.
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6 JASN JASN 32: ccc–ccc, 2021

BASIC RESEARCH www.jasn.org



blood glucose concentration (Figure 2B). Similar to the findings
of urinary glucose excretion, urinary sodium (Figure 2C) and
urinary flow (Figure 2D) were higher in the empagliflozin-
treated sham group and the HF group than in the untreated
groups. Moreover, urinary sodium was greater in empagliflozin-
treated HF rats than in empagliflozin-treated sham animals
(Figure 2C). The increase in urinary flow and urinary sodium
in empagliflozin-treated rats was accompanied by increased
water and sodium intake (Supplemental Figure 4).

PT SGLT2 is Overexpressed in Nondiabetic HF Rats
SGLT2 expression and activity are upregulated in the diabetic
kidney25,26; however, how this transporter is regulated in
nondiabetic HF remains unknown. Therefore, we tested the
hypothesis that HF rats display increased protein and mRNA-
SGLT2 expression compared with controls. SGLT2 protein ex-
pression in the PTof the four groups of rats was first evaluated
by immunohistochemistry. Representative photomicrographs
of SGLT2-stained sections of the renal PTs of HF and sham rats
are presented in Figure 3A. The results of this qualitative anal-
ysis strongly suggested that SGLT2 was upregulated in non-
diabetic HF rats compared with sham rats and HF rats treated
with empagliflozin (Figure 3A).

Second, SGLT2 protein abundance was evaluated in the
renal cortex by immunoblotting. As seen in Figure 3, B and
C, SGLT2 protein abundance was enhanced in the renal cortex
of HF rats compared with both untreated and empagliflozin-
treated sham rats.

Finally, we found that higher SGLT2 protein abundance
was accompanied by higher SGLT2 mRNA expression levels
in the renal cortices of HF rats compared with sham animals
(Figure 3D). Interestingly, empagliflozin treatment lowered
SGLT2 expression at both the protein and mRNA levels com-
pared with untreated HF rats (Figure 3, B–D). However,
SGLT2 expression remained higher in empagliflozin HF rats
than in sham rats (Figure 3, B–D).

Empagliflozin Restores Euvolemia in Nondiabetic HF
Rats
First, we tested the acute renal capability of handling salt and
water of HF and sham rats that were either treated with em-
pagliflozin or untreated (Figure 4).

Untreated HF rats excreted less fluid (Figure 4A) and salt
(Figure 4B) than sham rats and empagliflozin-treated HF rats.
Similar fluid and salt load percentages were excreted by untreated
sham- and empagliflozin-treated HF rats (Figure 4, A and B).
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Second, changes in hematocrit were evaluated. The hemat-
ocrit levels of untreated HF rats were lower than those of sham
rats (Figure 4C). Also, treatment with empagliflozin restored
the hematocrit of HF rats to levels similar to those of sham rats
(Figure 4C).

Third, as seen in Figure 4D, the effects of empagliflozin on
reducing extracellular volume in HF rats were not accompa-
nied by reduced BP. Untreated and empagliflozin-treated HF
rats exhibited lower tail-cuff BP than sham rats (Figure 4D). In
addition, empagliflozin treatment did not affect BP in either
sham or HF rats (Figure 4D).

Empagliflozin Prevents the Reduction in GFR,
Attenuates Proteinuria, and Preserves Kidney Mass in
Nondiabetic HF Rats
As depicted in Figure 5, untreatedHF rats exhibited lower GFR
(Figure 5A), higher levels of serum urea (Figure 5B), and
greater proteinuria (Figure 5C) than the other three groups
of rats. In contrast, empagliflozin-treated HF rats exhibited
GFR, serum urea, and proteinuria similar to sham groups

(Figure 5). Interestingly, HF rats exhibited a lower kidney
weight-tibia length ratio than sham rats, whereas empagliflo-
zin treatment prevented HF-induced kidney atrophy
(Table 1).

The lower kidney weight-tibia length ratio in HF rats
was associated with a higher percentage of terminal deoxynu-
cleotidyl transferase–mediated digoxigenin-deoxyuridine
nick-end labeling–positive apoptotic renal cells and a higher
abundance of cleaved caspase-3 (Figure 6). The extents of re-
nal apoptosis and cleaved caspase-3 protein expression in HF
rats were normalized by empagliflozin treatment.

Empagliflozin Inhibits PT NHE3
PT luminal pH was recorded during stationary in vivomicro-
perfusion in the presence or absence of the specific NHE3
inhibitor S3226 to assess modulation of NHE3 by empagliflo-
zin in both sham and HF rats. Representative pH recovery
recordings for each experimental group are presented in Fig-
ure 7, A and B. As illustrated in Figure 7C, the PTacidification
rate (D[H1]/Dt) was higher in untreated HF rats than in
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untreated sham rats. Treatment with empagliflozin promi-
nently reduced PT luminal acidification of both HF and
sham rats (Figure 7C). Nevertheless, the inhibitory effect of
empagliflozin on tubular acidification was more pronounced
inHF rats (approximately 70% inhibition versus untreatedHF
rats) than in sham rats (approximately 45% inhibition versus
untreated sham rats). In addition, no differences were ob-
served in tubular acidification among the four groups of rats
when their PTs were perfused with the selective NHE3 inhib-
itor S3226, confirming that differences in H1 secretion
induced by empagliflozin were due to modulation of NHE3
activity (Figure 7D). The increase in PT NHE3 activity in HF
rats was accompanied by enhanced NHE3 mRNA levels
(Figure 7E) and NHE3 protein abundance (Figure 7, F and
G). Conversely, even though empagliflozin reduced PT NHE3
activity, this SGLT2 inhibitor did not affect either cortical
NHE3 protein abundance or the mRNA levels of NHE3 in
HF or sham rats (Figure 7, E–G). NHE3 phosphorylation at
serine 552 (PS552-NHE3) is considered a surrogate for NHE3
inhibition.22,27,28 Consistent with higher PT NHE3 activity,

HF rats displayed lower levels of PS552-NHE3 to total
NHE3 than the other three groups of rats (Figure 7, F and
H). The levels of PS552-NHE3 to total NHE3 were higher in
empagliflozin-treated HF rats than in untreated HF rats but
lower than in the rats in the sham groups. Importantly, al-
though empagliflozin inhibited NHE3 activity in the PT of
sham rats, no differences were found in the levels of PS552-
NHE3 to total NHE3 between untreated and empagliflozin-
treated sham rats (Figure 7, F and H).

DISCUSSION

This study provides novel experimental evidence that SGLT2
inhibition by empagliflozin exerts renal benefits that may con-
tribute to attenuate HF progression in a nondiabetic setting.
Our results demonstrate that empagliflozin preserves glomer-
ular function, prevents HF-induced renal apoptosis and loss of
renal mass, and exerts a profound reduction of PT NHE3-
mediated sodium reabsorption in an experimental model of
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myocardial infarction–induced HF. These effects were accom-
panied by restoration of euvolemia, a decrease in circulat-
ing levels of BNP, prevention of pulmonary congestion, and
mitigation of RV hypertrophy. Moreover, to the best of our
knowledge, this is the first report to reveal that SGLT2 is over-
expressed in the renal PTof nondiabetic HF rats. Interestingly,
empagliflozin not only suppressed SGLT2-mediated glucose
reabsorption but also, reduced SGLT2 expression in the renal
cortex of nondiabetic HF rats at both the protein and mRNA
levels.

Excessive renal sodium avidity and extracellular volume
overload are hallmark features of HF that are associated with
disease progression and poor prognosis.29 The sodium and
water retention that occurs with advanced LV failure can
lead to pulmonary edema, increased mean pulmonary arterial
pressure, and consequently, RV hypertrophy that is ultimately
followed by dysfunction.30 Accordingly, we found that un-
treated HF rats exhibited a lower natriuretic and diuretic re-
sponse to a saline challenge, a lower hematocrit, and much
higher circulating BNP levels than sham rats. As expected,
volume overload in untreated HF rats was accompanied by
pulmonary congestion and RVhypertrophy. Conversely, treat-
ment with empagliflozin restored euvolemia in HF rats, as
evidenced by the improved sodium and water handling by
the kidneys and normalization of hematocrit and serum
BNP levels. The reduction in volume overload by empagliflo-
zin prevented pulmonary congestion and RV hypertrophy in
nondiabetic HF rats. In line with these findings, Chowdhury
et al.31 found that empagliflozin treatment in rats with
severe experimental pulmonary hypertension reduced mean
pulmonary artery pressure, RV systolic pressure, and RV hy-
pertrophy. Importantly, these hemodynamic benefits were as-
sociated with prolonged survival in this model of pulmonary
arterial hypertension. These data support the hypothesis that
reduced volume overload is one of themechanisms underlying
the observed decrease in HF events in cardiovascular trials
with SGLT2 inhibitors.

The potential causes of salt and water retention by the kid-
neys in HF may include a decreased GFR, increased tubular
reabsorption of sodium, or both. This study demonstrates that
empagliflozin prevents a decrease in GFR in nondiabetic HF
rats. Such a result may appear contradictory at first glance
because one would expect that the increased delivery of so-
dium and chloride to the macula densa, produced by SGLT2
inhibitors, would activate the tubuloglomerular feedback,
leading to a decline in GFR. However, GFR preservation in
HF rats treated with empagliflozinmay be explained, at least in

part, by the finding that this SGLT2 inhibitor can also prevent
HF-induced renal atrophy, renal apoptosis, and consequently,
kidney dysfunction. Additionally, the preservation of GFR in
empagliflozin-treated HF rats might also be due to an im-
provement in cardiac performance. In this regard, we have
found that empagliflozin modestly but significantly improves
systolic function in HF rats. It is important to emphasize that,
in this study, we performed echocardiography in anesthetized
rats as opposed to pharmacologic stress echocardiography,
which may constitute a limitation that precluded us from de-
tecting a more pronounced cardiac function benefit in re-
sponse to empagliflozin treatment.

Reduced renal blood flow due to decreased cardiac output
and increased venous congestion is probably the primary
mediator of GFR decline and loss of renal mass in HF. How-
ever, it remains to be determined whether SGLT2 inhibitors
are capable of improving renal perfusion in the setting of
nondiabetic cardiac dysfunction. Interestingly, treatment
with the SGLT2 inhibitor luseogliflozin prevented endothe-
lial rarefaction, renal hypoxia, and the development of renal
fibrosis after renal ischemia-reperfusion in mice through a
vascular endothelial growth factor–dependent pathway.32

Furthermore, Pirklbauer et al.33 provided evidence that
SGLT2 inhibition blocks the expression of key mediators
of renal fibrosis and kidney disease progression in two
distinct lines of human PT cells. Therefore, it could be spec-
ulated that the renoprotective effects of SGLT2 in nondia-
betic HF are mediated not only by improvements in renal
hemodynamics but also, by local actions at the level of
PT cells.

The upregulation of NHE3 expression and renal PTactivity
has been implicated in the pathogenesis of HF, which includes
sodium retention, volume overload, and peripheral edema.34

Consistent with previous findings from our group,35 we ob-
served increased NHE3 activity, protein abundance, and
mRNA levels and decreased PS552-NHE3 in the PT of HF
rats. Importantly, in this report, we show for the first time
that a selective SGLT2 inhibitor suppressed the activity of PT
NHE3. Empagliflozin treatment prominently reduced PT
NHE3 function in both HF and sham rats; however, NHE3
inhibition was more pronounced in HF rats. Empagliflozin-
induced NHE3 inhibition did not affect NHE3 protein abun-
dance or NHE3 mRNA levels in either sham or HF rats. In
contrast, a small but significant increase in PS552-NHE3 levels
was observed in empagliflozin-treated HF rats compared with
untreated HF rats. As no difference was found in the levels of
PS552-NHE3 between untreated and empagliflozin-treated

primary antibody against total NHE3, a phosphospecific antibody that recognizes NHE3 only when it is phosphorylated at serine 552
(PS552-NHE3), and an antibody against b-actin as an internal control. (G) Graphic representation of the relative expression of total
NHE3 and (H) the ratio of phosphorylated NHE3 at serine 552 to total NHE3 (PS552-NHE3/total NHE3). The values represent individual
measurements and the means 6 SEM (Supplemental Material). *P5-0.02 versus sham; **P50.002 versus sham; ***P,0.001 versus
sham; †P50.02 versus sham 1 EMPA; ††P50.001 versus sham 1 EMPA; †††P,0.001 versus sham 1 EMPA; #P50.03 versus HF;
###P,0.001 versus HF.
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sham rats, one may speculate that the effect of empagliflozin
on PS552-NHE3 in HF rats might be secondary to the atten-
uation of the maladaptive neurohormonal response in HF.
Indeed, both activation of the renal sympathetic nervous sys-
tem and angiotensin II are known to activate NHE3, at least
partly due to a decrease in PS552-NHE3.36,37 Nevertheless, the
principal mechanism by which SGLT2 inhibition downregu-
lates PT NHE3 activity remains unknown.

SGLT2 expression and activity appear to be upregulated in
PT cells of patients with T2D as a result of a maladaptive
regulatory mechanism that contributes to the maintenance
of hyperglycemia.25,26 Here, we report the unprecedented
finding that the expression of SGLT2 mRNA and protein is
increased in nondiabetic HF. The upregulation of SGLT2 ex-
pression in nondiabetic HFmay involve hyperactivation of the
sympathetic nervous system and/or the renal angiotensin sys-
tem (RAS), as reviewed elsewhere.13 Notably, in vitro studies
have suggested that the relationship between SGLT2 and RAS
may be bidirectional because increased glucose uptake by PT
leads to RAS activation.38,39 The vicious cycle of SGLT2 up-
regulation and intrarenal RAS hyperactivation may aggravate
extracellular fluid volume disorders and therefore, contribute
to HF progression. Likewise, gliflozins may break this vicious
cycle by lowering PT glucose uptake and decreasing RAS ac-
tivation, thereby mitigating the potential stimuli for SGLT2
overexpression.

In summary, our findings demonstrated that empagliflozin
confers therapeutic benefits in nondiabetic HF rats by restor-
ing the euvolemic status, most likely due to the preservation of
GFR and the inhibition of NHE3-mediated sodium reab-
sorption. Furthermore, our study provides novel evidence
that SGLT2 overexpression may constitute a mechanism for
PT dysfunction implicated in HF syndrome development
and progression. Aligned with recent clinical data showing
that dapagliflozin and empagliflozin confer cardioprotec-
tion in nondiabetic patients with HF,6,7 our report supports
the recommendation of SGLT2 inhibitors in future treat-
ment paradigms for HF management, independent of dia-
betes status.
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Before randomization  Posttreatment 

LVEDA (mm2) LVEDS (mm2) LVEDA (mm2) LVEDS (mm2) 

Sham 

44.0 16.8 

Sham 

60.1 22.4 

47.6 15.2 53.9 15.7 

43.2 15.6 44.9 15.6 

57.5 20.8 50.2 17.4 

46.6 19.6 38.9 15.8 

50.1 20.3 44.0 14.6 

54.4 17.7 52.6 19.6 

45.6 17.6 55.1 22.3 

44.2 18.3 51.0 22.5 

50.5 21.5 

Sham+EMPA 

48.3 11.3 

46.2 19.8 38.9 15.8 

51.0 21.6 58.3 20.8 

45.9 13.2 53.8 19.4 

49.8 17.8 51.4 21.0 

46.3 19.1 50.2 21.4 

44.0 16.2 44.0 16.8 

HF 

68.3 52.7 

HF 

78.7 69.3 

68.4 51.0 67.1 52.9 

85.0 66.7 80.6 67.1 

79.7 63.9 94.1 76.6 

61.5 47.8 76.9 64.8 

69.9 58.0 89.2 78.4 

91.6 71.0 88.7 67.1 

80.5 53.2 84.9 66.0 

97.0 77.9 73.6 62.9 

73.2 61.2 95.8 80.4 

98.4 75.4 94.8 83.6 

87.8 68.8 

HF+EMPA 

91.4 72.8 

67.5 49.5 80.9 61.0 

80.4 68.3 78.6 60.4 

75.0 58.7 102.1 70.1 

69.4 56.4 93.4 78.0 

69.0 52.0 94.7 66.9 

62.0 45.3 71.9 47.4 

83.2 71.9 89.4 64.7 

99.1 89.7 89.2 74.7 
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Size 
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Gapdh 
F - ATGGTGAAGGTCGGTGTG 

162 
R - GAACTTGCCGTGGGTAGAG 

Actb 
F - CGTTGACATCCGTAAAGACC 

172 
R - GCCACCAATCCACACAGA 

Ppia 
F - AATGCTGGACCAAACACAAA 

101 
R - CCTTCTTTCACCTTCCCAAA 

Slc5a2 
F - TGAGTGGAATGCGCTCTTTG 

86 
R - GAGGCATGGTAATCACTCCG 

Slc9a3 
F - CATGAGCTGAATTTGAAGGATGC 

114 
R - GCTGAAGTCCACATTGACCAT 

Gapdh - Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase; Actb - Beta-actin; Ppia - 

Peptidylproly Isomerase A (cyclophilin A); Slc5a2 - Solute Carrier Family 5 

Member 2 (SGLT2); Slc9a3 - Solute Carrier Family 9 Member A3 (NHE3); F - 

forward; R - reverse. 
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Figure S1. CONSORT-Style Diagram.  
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Figure S2. Schematic timeline of the study. 
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Figure S3. 
 

 
Figure S3. Evaluation of BNP and FAC in sham and HF rats before 
randomization. Doppler echocardiography and quantitative determination of 
serum BNP were performed 4 weeks after myocardium infarction for HF induction 
or sham surgery. (A) BNP. (B) FAC. The values represent individual 
measurements and means ± SEM. ***P < 0.05. 
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Figure S4. 
 

Figure S4. Evaluation of food and water intake. Rats were individually placed 
into metabolic cages for the 24-h urine collection to measure food and water 
intake. (A) Food intake. (B) Water intake. Experiments were performed four weeks 
after treatment with EMPA or no treatment. The values represent individual 
measurements and means ± SEM. **P < 0.01, and ***P < 0.001 vs. Sham; #P < 
0.05 and ###P < 0.001 vs. HF; †††P < 0.001 vs. Sham+EMPA. 
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Full unedited gels for Figure 3.  
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Full unedited gels for Figure 7.  
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Cardioprotection conferred by sodium-glucose cotransporter 2 inhibitors: a
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Silva dos Santos D, Polidoro JZ, Borges-Júnior FA, Girardi
AC. Cardioprotection conferred by sodium-glucose cotransporter 2
inhibitors: a renal proximal tubule perspective. Am J Physiol Cell
Physiol 318: C328–C336, 2020. First published November 13, 2019;
doi:10.1152/ajpcell.00275.2019.—Sodium-glucose cotransporter 2 (SGLT2)
inhibitors, also known as gliflozins, improve glycemia by suppressing
glucose reuptake in the renal proximal tubule. Currently, SGLT2
inhibitors are primarily indicated as antidiabetic agents; however,
their benefits extend far beyond glucose control. Cardiovascular
outcome trials indicated that all studied SGLT2 inhibitors remarkably
and consistently reduce cardiovascular mortality and hospitalization
for heart failure (HF) in type 2 diabetes (T2D) patients. Nevertheless,
the mechanisms underlying the unprecedented cardiovascular benefits
of gliflozins remain elusive. Multiple processes that directly or indi-
rectly improve myocardial performance may be involved, including
the amelioration of proximal tubular dysfunction. Therefore, this
paper provides a perspective on the potential cellular and molecular
mechanisms of the proximal tubule that may, at least in part, mediate
the cardioprotection conferred by SGLT2 inhibitors. Specifically, we
focus on the effects of SGLT2 on extracellular volume homeostasis,
including its plausible functional and physical association with the
apical Na�/H� exchanger isoform 3 as well as its complex and its
possible bidirectional interactions with the intrarenal angiotensin
system and renal sympathetic nervous system. We also discuss evi-
dence supporting a potential benefit of gliflozins in reducing cardio-
vascular risk, attributable to their effect on proximal tubule handling
of uric acid and albumin as well as in erythropoietin production.
Unraveling the mechanisms behind the beneficial actions of SGLT2
inhibitors may not only contribute to a better understanding of the
pathophysiology of cardiovascular diseases but also enable repurpos-
ing of gliflozins to improve the routine management of HF patients
with or without T2D.

extracellular volume; heart failure; hyperglycemia; intrarenal angio-
tensin system; Na�/H� exchanger isoform 3; sympathetic nervous
system

INTRODUCTION

Sodium-glucose cotransporter 2 (SGLT2) inhibitors, also
known as gliflozins, constitute a novel class of oral antidiabetic
drugs that specifically inhibit SGLT2 activity in the proximal
tubule, thus preventing renal glucose reabsorption (14, 73). As
glucose excretion increases, plasma glucose levels decrease,

leading to favorable changes in all glycemic parameters while
posing minimal risk of hypoglycemia (73).

The beneficial effects of SGLT2 inhibitors extend beyond
glucose control. Empagliflozin showed remarkable reductions
in cardiovascular and all-cause mortality and in hospitalization
for heart failure (HF) in type 2 diabetes (T2D) patients with
established cardiovascular disease (89). These findings were
reported in the Empagliflozin, Cardiovascular Outcomes, and
Mortality in Type 2 Diabetes (EMPA-REG OUTCOME) trial,
which was the first study to show a significant reduction in a
primary cardiovascular end point with a glucose-lowering
agent (89). Similar results were subsequently reported by the
Canagliflozin Cardiovascular Assessment Study program (45)
and the Dapagliflozin Effect on Cardiovascular Events study
(81), supporting the cardiovascular benefits of gliflozins in
patients with T2D. Nevertheless, the mechanisms underlying
the cardioprotective effect conferred by inhibition of SGLT2
activity remain largely unknown. Multiple metabolic and he-
modynamic processes that directly or indirectly improve myo-
cardial performance might be involved. Intriguingly, although
SGLT2 is not expressed in the heart, the gliflozins are able to
inhibit the activity of the Na�/H� exchanger isoform 1 (72),
which may contribute to attenuate cardiac remodeling and HF
progression in patients with T2D (48). In addition, preclinical
and clinical studies have shown that SGLT2 inhibitors improve
endothelial function and reduce arterial stiffness (77), a well-
known predictor of cardiovascular mortality and morbidity.
Furthermore, the increased glucagon levels induced by gli-
flozins may contribute to cardioprotection, since this pancreatic
hormone is known to elicit positive inotropic and chronotropic
effects in myocardial cells (4). Altogether, these effects com-
bined with the switch of myocardial fuel utilization away from
glucose toward ketone bodies, free fatty acid, and branched-
chain amino acids (63) suggest a multifactorial multiorgan-
beneficial hypothesis for SGLT2 inhibitor-mediated cardiopro-
tection.

The proximal tubule is the nephron segment where virtually
all of the filtered glucose is reabsorbed (39). Additionally, the
renal proximal tubule is responsible for reabsorbing nearly
two-thirds of all filtered sodium, which is predominantly me-
diated by the apical Na�/H� exchanger isoform 3 (NHE3; see
Refs. 31, 33, 64, 82). Moreover, proximal tubule function is
affected by and may also affect key mediators of heart-kidney
communication, including the renin-angiotensin system (RAS),
the sympathetic nervous system (SNS), reactive oxygen spe-
cies (ROS), and inflammatory molecules. Thus, it is reasonable
to postulate that SGLT2 inhibition may attenuate proximal
tubular dysfunction in patients with diabetes and/or HF (15,
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74). Here, we discuss the potential cellular and molecular
mechanisms of the proximal tubule that underpin the cardiac
benefits of SGLT2 inhibitors. Specifically, we focus on the role
of SGLT2 on volume homeostasis, including its potential
functional and physical association with NHE3 as well as its
complex and its possible bidirectional interactions with the
neurohumoral systems. The involvement of other mechanisms
in the proximal tubule that might contribute to the cardiovas-
cular benefits promoted by gliflozin therapy, including reduc-
tion in hyperuricemia and albuminuria and increase in eryth-
ropoietin production, is also discussed.

MALADAPTIVE REGULATION OF SGLT2 IN METABOLIC AND
CARDIOVASCULAR DISEASES

Under physiological conditions, SGLT2, a low-affinity, high-
capacity transporter expressed in the early S1 and S2 segments
of the proximal tubule (38, 75), reabsorbs 97% of the filtered
glucose (75). The remaining 3% is reabsorbed by SGLT1, a
high-affinity, low-capacity transporter present in the late S3
segment (73). The fact that SGLT2 reabsorbs the majority of
the filtered glucose, combined with the observation that SGLT2
gene mutations lead to benign glycosuria (familial renal gly-
cosuria), underscore the rationale for the development of
SGLT2 inhibitors as effective and safe antidiabetic drugs (73).

The use of SGLT2 inhibitors as a therapeutic tool for
glycemic control is also supported by the fact that SGLT2
expression and activity are upregulated in proximal tubular
cells as a result of a maladaptive regulatory mechanism that
contributes to the maintenance of hyperglycemia (56, 71, 79).
The increase in SGLT2 activity in the kidneys in response to
diabetes was further confirmed in studies using proximal tubule
cell culture models. Umino and colleagues (71) demonstrated
that a 24-h treatment of porcine proximal tubule cells with high
levels of glucose (to mimic hyperglycemia) at the basolateral
side upregulated SGLT2 expression via GLUT2-mediated sig-
nal transduction. High-glucose treatment at the apical side also
enhanced SGLT2 expression; however, this upregulation
seemed to occur after longer incubation periods, i.e., 72 and 96
h for transcript upregulation and 120 h for protein upregulation
(37). Interestingly, Nakamura et al. (42) showed that supra-
physiological concentrations of insulin upregulate SGLT2 pro-
tein expression and activity via ROS generation in human
cultured proximal tubule cells. Of note, these authors did not
observe any effects of hyperglycemia on SGLT2 expression,
which may have resulted from treatment with high glucose
concentrations at the luminal side for only 24 h.

In addition to hyperglycemia and hyperinsulinemia, the
hyperactivation of the SNS and/or RAS may also be involved
in the upregulation of SGLT2 expression under pathological
conditions. Matthews et al. (40) showed that supraphysiologi-
cal concentrations of norepinephrine upregulate SGLT2 ex-
pression and the translocation of SGLT2 to the apical mem-
brane of human proximal tubule cells. The role of the SNS in
SGLT2 overexpression was also demonstrated in cultured
human proximal tubular HK2 cells, and treatment with norepi-
nephrine further increased SGLT2 gene expression in cells
exposed to high-glucose conditions (55). Osorio and colleagues
(46) reported that angiotensin II type 1 receptor (AT1R) block-
ade decreases SGLT2 expression in hypertensive diabetic rats,
suggesting that angiotensin II (ANG II) upregulates SGLT2

expression. Accordingly, SGLT2 upregulation by ANG II was
also observed in nondiabetic settings, such as in renovascular
hypertensive rats, in which sodium-dependent glucose uptake
was increased and accompanied by increased expression of the
SGLT2 protein and transcript in the renal proximal tubule (3).
When these rats, which had secondary hypertension, were
treated with the angiotensin-converting enzyme (ACE) inhib-
itor ramipril or the AT1R blocker losartan, the increases in both
blood pressure and the activity/expression of SGLT2 were
prevented (3). Furthermore, enhancement of SGLT2 gene ex-
pression has also been observed in the renal cortex of rats with
ANG II-induced hypertension (59).

It is worth mentioning that hyperglycemia may lead to RAS
activation in the proximal tubule (78, 88) and thus to the
generation of a vicious cycle of SGLT2 upregulation and
intrarenal RAS hyperactivation that may contribute to the
progression of not only T2D but also cardiovascular diseases,
including hypertension and HF. It remains to be determined
whether SGLT2 expression and proximal tubule glucose up-
take are upregulated in essential hypertension or HF that is not
primarily associated with T2D and is characterized by intrare-
nal RAS hyperactivation (44, 65).

SGLT2 inhibition causes a persistent 7% reduction in the
plasma volume in diabetic patients, which is associated with
reductions in body weight and in systolic and diastolic blood
pressure that are observed in this population (22, 26, 58).
Interestingly, mice lacking SGLT2 do not display volume
depletion, as suggested by similar body weight, blood pressure,
and hematocrit compared with wild-type mice (75). On the
other hand, selective deletion of the Nhe3 gene in the proximal
tubule significantly increases urinary sodium excretion and
decreases systolic and diastolic arterial pressure in both adult
male and female mice (33). Notably, proximal tubule-specific
NHE3 knockout mice display upregulation of other sodium
transporter protein expression, including SGLT2. Nonetheless,
these adaptative mechanisms are unable to restore extracellular
fluid balance and blood pressure homeostasis in these mice
(33). Moreover, by coupling a mathematical model of renal
function and volume homeostasis with clinical data, Hallow
and colleagues predicted that NHE3 inhibition is a required
mechanism for the gliflozin-induced natriuretic effect (18).
Indeed, their simulation suggests that the compensatory in-
crease in SGLT1-mediated transport during SGLT2 inhibitor
treatment is fully capable of counteracting sodium loss if
gliflozins directly induced only SGLT2-mediated sodium re-
absorption and osmotic diuresis (18). Thus, one may postulate
that the mechanisms by which SGLT2 inhibition mediates
blood volume contraction may be the result of a reduction in
tubular sodium reabsorption through the inhibition of proximal
tubule NHE3-mediated sodium reabsorption.

ROLE OF SGLT2 IN VOLEMIC HOMEOSTASIS: THE
POTENTIAL FUNCTIONAL AND PHYSICAL INTERACTION
BETWEEN SGLT2 AND NHE3

The first evidence that SGLT2 and NHE3 may functionally
and physically interact was provided by our research group
(51). We found that the systemic administration of the nonspe-
cific SGLT competitive inhibitor phlorizin markedly increased
urinary Na� and HCO3

� excretion. These findings are in ac-
cordance with data from the in vivo stationary microperfusion
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of the proximal tubule, in which the addition of phlorizin to the
luminal fluid acutely reduces NHE3 activity, even in the
absence of glucose. Such evidence rules out the possibility that
the effect of SGLT inhibition could simply be mediated by an
osmotic diuretic mechanism induced by luminal glucose.
Moreover, through immunofluorescence experiments, we
showed that SGLT2, but not SGLT1, colocalized with NHE3
in the apical membrane of the renal proximal tubule (51).

Importantly, the upregulation of NHE3 expression and ac-
tivity in the renal proximal tubule has been implicated in the
pathogenesis of HF, including fluid retention and peripheral
edema (15, 24). Using experimental models of HF, we and
others have demonstrated that the activity of NHE3 is in-
creased in the proximal tubule of rats with HF and is accom-
panied by enhanced renal cortical NHE3 mRNA and protein
expression. Upregulated function and expression of NHE3 in
HF seems to be driven by ANG II since it has been demon-
strated that elevated NHE3 and salt handling are normalized in
HF rats treated with AT1R blockers (35, 67).

Increasing evidence indicates that NHE3 activity in the renal
proximal tubule is regulated by several hormones and com-
pounds associated with glucose metabolism and glucose dis-
orders, including diabetes. The upregulation of proximal tubule
NHE3 activity and expression has been documented in rats with
streptozotocin-induced diabetes (19, 28) and in studies using
proximal tubule cell lines that were exposed to high glucose
concentrations (60). Additionally, Fuster et al. (13) showed
that supraphysiological concentrations of insulin acutely and
chronically stimulate NHE3 activity. Moreover, antidiabetic
agents, including dipeptidyl peptidase IV inhibitors (16, 47)
and glucagon-like peptide-1 receptor agonists (5, 9), reduce
NHE3 function. Our recent finding that endogenous glucagon-
like peptide-1 exerts a tonic effect on renal sodium balance, in
part via NHE3 inhibition, supports the existence of a relation-
ship between glycemic and extracellular volume homeostasis
(12). Notably, glucose entry mediated by SGLT1 in intestinal
cells is well known to induce NHE3 activation by an AKT-
dependent signaling pathway (34). Changes in luminal glucose
concentration also influence NHE3 function in the renal prox-
imal tubule (43, 51), but the mechanisms underlying this
regulatory process have yet to be defined.

The finding that NHE3 and SGLT2 colocalize in the apical
membrane of the proximal tubule supports the hypothesis that
these two transporters may physically interact (51). In addition,
evidence from the literature suggests the existence of a multi-
meric protein complex comprising these two transporters, the
scaffold protein PDZ domain containing 1 (PDZK1) and 17-
kDa membrane-associated protein (MAP17; see Refs. 8, 54,
and 69) in the renal proximal tubule. More specifically, Coady
and colleagues found that the MAP17 protein directly interacts
with SGLT2 and that such interaction is essential to SGLT2
transport function (8). The MAP17 protein interacts with
PDZK1 (54), which in turn directly associates with NHE3
(Ref. 68 and Fig. 1).

Additional research efforts are clearly warranted to validate
the hypothesis that SGLT2 interacts with NHE3 under physi-
ological and pathophysiological conditions. It also remains to
be established whether SGLT2 inhibitors are capable of down-
regulating overactive NHE3 in T2D and HF, thereby contrib-
uting to the improvement of salt handling in hypervolemia,
hyperglycemia, and/or insulin resistance (Fig. 1). Experimental

validation of the existence of a functional and possibly physical
interaction between NHE3 and SGLT2 represents a significant
advance in our understanding of the signaling pathways re-
sponsible for the simultaneous regulation (or dysregulation) of
glucose and extracellular fluid volume homeostasis.

CARDIOPROTECTION INDUCED BY NEUROHUMORAL
MECHANISMS IN THE PROXIMAL TUBULE AFTER SGLT2
INHIBITION

The chronic hyperactivation of neurohumoral mediators,
such as the RAS and the SNS, is often associated with oxida-
tive stress and inflammation, which contribute to the develop-
ment and progression of several conditions that affect both the
cardiovascular and renal systems, including HF (32) and T2D
(23). The renal proximal tubule expresses all classic RAS
components (41), is densely innervated by afferent and efferent
sympathetic nerves (2, 76), and produces several chemokines
and cytokines as well as ROS (10, 80).

Intrarenal RAS suppression has been demonstrated in re-
sponse to SGLT2 inhibition in experimental models of T2D
(66, 83) and may, therefore, contribute to the reduction in
cardiovascular complications in patients affected by this dis-
ease. The coordinated inhibition of SGLT2 and NHE3 may
also occur through a reduction in intrarenal RAS activity (3,
17, 57) in response to gliflozins, thus preventing NHE3 up-
regulation and salt retention. Notwithstanding, SGLT2 inhibi-
tor-mediated volume reduction induces plasma renin secretion
(1), and the subsequent production of systemic ANG II could
upregulate angiotensinogen (AGT) in the proximal tubule via a
positive feedback mechanism. In this regard, Cherney and
colleagues (6) found that an 8-wk treatment with empagliflozin
increases urinary AGT, which is considered a marker of
intrarenal RAS activity, the ACE2 protein level and activity,
and ACE levels in type 1 diabetes (T1D) patients during
clamped euglycemia. The effects of SGLT2 inhibitors on
urinary AGT levels have also been evaluated in a small-scale
clinical study with T2D patients (87). These authors found that
the administration of SGLT2 inhibitors in combination with
other antidiabetic drugs for 1 mo decreased hemoglobin A1c,
body weight, and systolic and diastolic blood pressure, which
was accompanied by a trend toward a reduction in the urinary
intact AGT-to-creatinine ratio (P � 0.08) compared with that
at baseline. Therefore, two different factors that oppositely
influence intrarenal RAS, i.e., volume reduction and hypergly-
cemia reduction, seem to be altered in response to SGLT2
inhibitors, and the net effect may depend on the magnitude of
the changes in each of these parameters after drug treatment.
Further long-term large-sample-size studies are required to
determine the role of intrarenal RAS suppression in SGLT2-
induced cardiorenal protection in human disease.

Proximal tubule sympathetic hyperactivity is associated with
disturbances in the renal handling of glucose, sodium, and
water (11, 40, 61). It is known that the renal sympathetic
denervation of uninephrectomized diabetic Otsuka Long-Ev-
ans Tokushima Fatty rats improves glucose metabolism and
insulin resistance, which is associated with the augmentation of
urinary glucose excretion by the suppression of SGLT2 over-
expression (55). In turn, dapagliflozin lowers renal and heart
sympathetic nerve activities in high-fat diet-fed mice (40).
Because an increase in renal efferent activity leads to a sym-
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pathoexcitatory renoreflex mechanism in different pathological
conditions, such as diabetes, hypertension, and HF (29), it is
plausible that gliflozins may indirectly exert cardiac sympa-
thetic inhibition and therefore confer cardioprotection by mod-
ulating renal afferences. The underlying mechanism of SGLT2
inhibitor-mediated sympathetic reduction remains unclear and
needs to be further addressed. Rats treated with ipragliflozin,
but not insulin, display sympathoinhibition, despite having
similar plasma glucose levels (86). Thus, rather than systemic
glucose control, the localized blockade of glucose uptake in the
proximal tubule might be the underlying mechanism that leads
to an inhibition in renal sympathetic activity. The stimulation
of renal sympathetic innervations is also associated with an
increase in NHE3 activity in the apical membrane of the
proximal tubule and is accompanied by antinatriuretic and
antidiuretic responses (21, 53). Hence, the attenuation of the
sympathetic hyperactivity of renal efferences and afferences by
gliflozins may also improve volemia in T2D associated with
cardiovascular diseases by reducing overactive NHE3.

SGLT2 inhibition can also improve the proximal tubule
inflammatory and oxidative stress status (20, 49, 84). Hyper-

glycemia and ANG II stimuli can trigger inflammatory re-
sponses and ROS production in human proximal tubule cells,
and both of these effects are prevented by gliflozin treatment
(20, 49). SGLT2 inhibition by dapagliflozin also downregu-
lates the expression of renal inflammatory genes and reduces
renal oxidative stress in the kidneys of Akita mice, an exper-
imental model of T1D, to a greater extent than insulin (20).
Therefore, not only improvement of hyperglycemia but also
direct inhibition of SGLT2-mediated proximal tubule glucose
uptake by gliflozins contribute to the attenuation of renal
inflammation and oxidative stress and, consequently, to the
amelioration of cardiorenal dysfunction.

OTHER MECHANISMS IN THE PROXIMAL TUBULE THAT
MIGHT CONTRIBUTE TO THE CARDIOPROTECTION
CONFERRED BY SGLT2 INHIBITORS

On the basis of an explanatory post hoc analysis from the
EMPA-REG OUTCOME trial, Inzucchi and colleagues (25)
estimated that changes in hematocrit (and hemoglobin) mediate
~50% of the effect of this SGLT2 inhibitor on reducing the risk
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Fig. 2. Hypothetical scheme illustrating the potential role of the proximal tubule in mediating the cardioprotection conferred by sodium-glucose cotransporter
2 (SGLT2) inhibitors. Top: Na�/H� exchanger isoform 3 (NHE3) and SGLT2 expression and activity are upregulated on the apical membrane of proximal
tubules in type 2 diabetes (T2D), renovascular hypertension, and plausibly in heart failure (HF). As a consequence, there is an increase in sodium and glucose
uptake, which cross the basolateral membrane via Na�-K�-ATPase and GLUT2, respectively. Sustained hyperglycemia recruits certain interconnected
physiological processes, namely, the renin-angiotensin system (RAS) and the sympathetic nervous system (SNS), as well as reactive oxygen species (ROS)
production and inflammation in the proximal tubule. Collectively, SGLT2 and NHE3 upregulation and the hyperactivation of these different regulatory systems
in the proximal tubule may result in cardiac impairment by means of salt retention and activation of the SNS renoreflex with a consequent increase in cardiac
preload and afterload. Bottom: SGLT2 inhibitors not only downregulate SGLT2 but also may decrease sodium uptake by NHE3, thus lowering the reabsorption
of sodium and glucose, with consequent improvement of fluid retention and glycemia. The localized blockade of glucose uptake by proximal tubular cells may
also downregulate RAS, SNS, and inflammatory/oxidative mediators. Therefore, by improving glycemia, promoting plasma volume contraction, lowering blood
pressure, and adjusting proximal tubular neurohumoral dysfunction, SGLT2 inhibitors would play an essential role in the reduction in cardiac preload (blue and
red thinner arrows during diastole) and afterload (lack of tiny black arrows in ascending aorta), ultimately leading to an improved cardiac workload with a
decrease in cardiac power required to prompt stroke volume (blue and red thinner arrows during systole) and enhancement of cardiac perfusion (dark red versus
light red in cardiac wall).
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of cardiovascular death in T2D patients. A smaller contribution
of other potential mediators was also identified, including
improvements in albuminuria, serum uric acid concentrations,
and chronic management of blood glucose levels (25). Notably,
the actions of gliflozins on the proximal tubule cell may play a
part in ameliorating all of these physiological parameters.

SGLT2 inhibitor therapy is associated with a modest in-
crease in hematocrit (89). The elevation in hematocrit reflects
hemoconcentration resulting from plasma volume reduction
due to the natriuretic effects of gliflozins. Additionally, clinical
observations suggest that the increase in hematocrit associated
with gliflozin therapy may also be because of increased eryth-
ropoietin production (30). The proposed mechanism by which
SGLT2 inhibitors increase erythropoietin production in T2D
involves alleviation of metabolic stress on the proximal tubule
cell. This leads to improved hypoxia and inflammation in the
microenvironment around the proximal tubules, which in turn
allows the reversion of myofibroblasts to erythropoietin-pro-
ducing fibroblasts (62).

Albuminuria is a strong and independent indicator of car-
diovascular risk among individuals with and without T2D. A
meta-analysis based on the data from 15 randomized clinical
trials (17,540 individuals) demonstrated that SGLT2 inhibitors
reduce albuminuria levels by 25% compared with placebo or
other antidiabetic agents (52). Albuminuria can be either due to
damage of the glomerular barrier and/or impairment of proxi-
mal tubular protein uptake via receptor-mediated endocytosis.
Interestingly, an in vitro study has shown that luminal, but not
basolateral, hyperglycemia reduces megalin-mediated albumin
endocytosis in proximal tubule cells (50). Thus, it is possible
that, by preventing glucose from entering proximal tubule
cells, SGLT2 inhibitors may reduce proximal tubular albumin-
uria during T2D. SGLT2 inhibitors also lower glomerular
hyperfiltration and glomerular albumin permeability, effects
that might occur at least in part by tubuloglomerular feedback,
as a consequence of reduced proximal tubular sodium reab-
sorption and increased sodium distal delivery to the macula
densa (27, 70).

Hyperuricemia is associated with metabolic abnormalities,
cardiovascular disease, and kidney injury (36). The deleterious
effects of uric acid are mainly mediated by the activation of
intrarenal RAS and inflammatory pathways as well as by
increased ROS production (36). Growing evidence has
emerged indicating that SGLT2 inhibitors lower serum uric
acid levels. The mechanism by which SGLT2 inhibitors lower
serum uric acid levels possibly involves the SLC2A9 (GLUT9)
transporter, which exchanges glucose for uric acid. Increasing
the glucose concentration along the renal tubule in response to
gliflozins may lead to an increase in the exchange of luminal
glucose for intracellular uric acid via the apical GLUT9 trans-
porter in the renal proximal tubule and collecting ducts (7).
This would result in increased excretion of uric acid in the
urine and therefore serum acid uric reduction.

CONCLUSION

The proximal tubule plays a key role in the interaction
between the heart and kidneys, preserving glycemic and extra-
cellular volume homeostasis. SGLT2 inhibitors lower blood
glucose levels by suppressing glucose uptake in the early
proximal tubule and lower salt reabsorption, at least in part, by

disrupting a functional interaction between SGLT2 and NHE3.
NHE3 downregulation by SGLT2 inhibitors could prevent salt
retention, extracellular volume expansion, and blood pressure
increases. Moreover, current evidence suggests that SGLT2
inhibition modulates the interconnected neurohumoral systems
in the renal proximal tubule (the RAS, SNS, and inflammatory
mediators) that cause cardiac impairment through salt retention
and the activation of the SNS renoreflex, which result in
cardiac sympathetic outflow. By improving glycemia, promot-
ing plasma volume reductions, and reversing proximal tubular
neurohumoral dysfunction, the gliflozin class of antidiabetic
drugs plays a pivotal role in reducing cardiac preload and
ameliorating cardiac afterload, ultimately leading to improved
cardiac perfusion (Fig. 2). Currently, gliflozins have chal-
lenged traditional algorithms for T2D treatment (85), since
recent guidelines consider these drugs to be one of the most
important tools for reducing cardiovascular death and HF
hospitalization. Notably, the potential role of SGLT2 inhibitors
in reducing the burden of cardiorenal complications outside of
diabetes is currently being investigated and may also impact
future algorithms for the management of HF that is not pri-
marily related to hyperglycemia.
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