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RESUMO

NEVES, KB. Papel do sistema chemerin/ChemR23 na sinalizacdo vascular da
insulina de camundongos C57BL/6J e db/db. 2016. 100 p. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto,
2016.

Chemerin e seu receptor (ChemR23) tém sido amplamente associados a
disfungdo endotelial, inflamacdo e resisténcia a insulina. No entanto, é ainda
desconhecido se chemerin influencia diretamente a sinalizagdo da insulina na
vasculatura. A hipdtese deste estudo é de que chemerin diminui a sinalizacéo
vascular da insulina, e que o uso de antagonista de ChemR23 (CCX 832) em um
modelo de diabetes do tipo 2 relacionado a obesidade melhora as respostas
vasculares a insulina. Mecanismos moleculares e vasculares foram investigados em
artérias mesentéricas e células de mausculo liso vascular em cultura (CMLV) de
camundongos C57BL/6J, db/m (controles, ndo obesos, ndo diabéticos) e db/db
(diabéticos, obesos), assim como em células endoteliais (CE) de humanos em
cultura. Nossos resultados mostraram que chemerin diminui a vasodilatacéo
induzida por insulina em camundongos C57BL/6J, efeito mediado por ChemR23,
PI3K/Akt e estresse oxidativo. Em CMLV, chemerin, através de mecanismos
dependentes de estresse oxidativo e ChemR23, diminui a fosforilacdo de IRS-1,
PI3K e Akt e a translocacdo de GLUT4 para a membrana, induzidas por insulina.
Chemerin também diminui a captacdo de glicose induzida por insulina via estresse
oxidativo e ativagdo de AMPK e PI3K/Akt. Em CE, chemerin diminui a sinalizacdo de
oxido nitrico (NO) ativada pela insulina, novamente via ChemR23, estresse oxidativo
e PI3K/Akt. CCX 832 diminui a massa corporal (sem alterar a ingestdo de ragéo), os
niveis de insulina e glicose (sem alterar a tolerancia a glicose) e estresse oxidativo
em aorta e rim de camundongos db/db. CCX 832 restaura parcialmente a disfuncéo
vascular observada em camundongos db/db, sem modificar parametros estruturais
destas artérias. Adicionalmente, CCX 832 diminui marcadores pro-inflamatérios em
tecido adiposo perivascular (PVAT) e melhora a sinalizacdo da insulina em aorta de
camundongos db/db. Nossos achados destacam o sistema chemerin/ChemR23
COmMOo um novo e promissor alvo terapéutico para limitar a resisténcia a insulina e as
complicagbes vasculares associadas ao diabetes relacionado a obesidade.

Palavras-chave: Chemerin, ChemR23, Insulina, Diabetes



ABSTRACT

NEVES, KB. Role of chemerin/ChemR23 system on vascular insulin signaling in
C57BL/6J and db/db mice. 2016. 100 p. Thesis (PhD) — School of Pharmaceutical
Sciences, University of Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2016.

Chemerin and its G protein-coupled receptor (ChemR23) have been
associated with endothelial dysfunction, inflammation and insulin resistance. Whether
chemerin directly influences insulin signaling in the vasculature is unknown. We
hypothesized that chemerin impairs vascular insulin signaling in obesity-related type
2 diabetes, effect that would be improved by the novel ChemR23 antagonist (CCX
832). Molecular and vascular mechanisms were probed in mesenteric arteries and
cultured vascular smooth muscle cells (VSMC) from C57BL/6J, non-diabetic lean
db/m and diabetic obese db/db mice as well as in human microvascular endothelial
cells (EC). Chemerin decreased insulin-induced vasodilatation in C57BL/6J mice,
effect mediated by ChemR23, PI3K/Akt and oxidative stress. In VSMC, chemerin, via
oxidative stress- and ChemR23-dependent mechanisms, decreased insulin-induced
IRS-1, PI3K and Akt phosphorylation, GLUT4 translocation to the membrane. In
addition, chemerin decreases insulin-induced glucose uptake via oxidative stress and
AMPK and PI3K/Akt activation. In EC, chemerin decreased insulin-activated nitric
oxide (NO) signaling via ChemR23, oxidative stress and PI3K/Akt signaling pathway.
CCX 832 decreases body weight (without altering food intake), insulin and glucose
levels (without altering glucose tolerance) and oxidative stress in aorta and kidney
from db/db mice. CCX 832 partially restored vascular dysfunction in db/db mice
without modifying structural parameters. Additionally, CCX 832 decreases
proinflammatory markers in perivascular adipose tissue (PVAT) and improves insulin
signaling in aorta from db/db mice. Our findings highlight chemerin/ChemR23 system
as a promising new therapeutic target to limit insulin resistance and vascular
complications associated with obesity-related diabetes.

Keywords: Chemerin, ChemR23, Insulin Signaling, Diabetes
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|ntrodugéo

1. Introducéo

O tecido adiposo branco (TAB) € considerado 0 maior reservatorio energético
do organismo. No entanto, nas ultimas duas décadas, foi reconhecido como um
importante érgdo capaz de produzir e secretar substancias com acgfes enddcrinas,
paracrinas e autdcrinas . Dentre tais substancias estdo incluidas as adipocinas,
gue sao proteinas ou peptideos envolvidos na transmissdo de sinais entre as células
e cuja producdo encontra-se alterada em complicacBes metabdlicas relacionadas a
obesidade. Alguns exemplos de adipocinas sao: leptina, fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), adiponectina, resistina, interleucina-6 (IL-6), interleucina-13 (IL-18),
omentina, visfatina e inibidor do ativador do plasminogénio 1 (PAI-1) °.

Adipocinas tem efeitos autécrinos/paracrinos que influenciam o
desenvolvimento do tecido adiposo e diversas outras funcdes biolégicas, incluindo a
homeostase energética (metabolismo de glicose e lipideos, apetite e termogénese),
a inflamacao, a imunidade, a funcdo vascular e a pressao arterial > ®. Desregulacao
da producéo e secrecdo de adipocinas é considerado o principal contribuinte para o
desenvolvimento de complicacdes vasculares na obesidade e doencas relacionadas
[tais como diabetes tipo 2 (DM2) e doencas cardiovasculares (DCV)] * ® 7 . Na
obesidade ha um aumento dos depdsitos de TAB, devido a hiperplasia e hipertrofia
de seus adipécitos 8. O actmulo de TAB, levando ao sobrepeso (indice de massa
corporal 25-30 kg/m?) e & obesidade (indice de massa corporal = 30 kg/m?), esta
associado ao aumento da producdo de adipocinas pro-inflamatorias, enquanto a
expressdo de adipocinas anti-inflamatérias mostra-se reduzida nessa condicdes *.
Uma consequéncia importante da produgéo desregulada de adipocinas pelo tecido
adiposo € a resisténcia a insulina. A compreensdo do papel da insulina em uma
ampla variedade de processos fisioldgicos e dos mecanismos envolvidos em suas
acOes pode auxiliar a compreenséo das alteracdes nas acdes/respostas a insulina,

presentes em condigbes como a obesidade e 0 DM2.
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A insulina é considerada o mais potente horménio anabdlico e é essencial
para o desenvolvimento e crescimento apropriado dos tecidos e a manutencédo dos
niveis normais de glicose corporal. Ela é secretada pelas células B das ilhotas de
Langerhans pancreéticas em resposta ao aumento nos niveis circulantes de glicose
e aminoacidos, como ocorre ap0s uma refeicdo. A insulina regula a homeostase
glicémica, reduzindo a producédo de glicose hepatica e aumentando a captacéo de
glicose, inicialmente no musculo esquelético e tecido adiposo. Este horménio atua
também no metabolismo lipidico, aumentando a sintese de lipideos no figado e
tecido adiposo e diminuindo a liberacdo de acidos graxos e triglicerideos nestes
tecidos °.

A resisténcia a insulina é caracterizada por reducao dos efeitos da insulina
sobre a captacdo, metabolismo e armazenamento de glicose, em virtude da
diminuicdo da sensibilidade de tecidos periféricos a acdo deste horménio.
Considerando que os alvos primarios para a acdo da insulina sdo o musculo
esquelético, o tecido adiposo e o figado, o prejuizo na sinalizacdo intracelular
mediada pela insulina nestes tecidos reduz a captacao de glicose e pode contribuir
para o desenvolvimento da sindrome metabdlica, que € caracterizada por elevados
niveis de insulina, hiperglicemia e dislipidemia. Entretanto, receptores de insulina
nao estdo restritos a tecidos metabolicamente ativos e podem ser observados em
diversos outros tipos celulares, incluindo as células vasculares '°. De fato, individuos
com resisténcia a insulina apresentam prejuizo da funcédo endotelial e aumento da
frequéncia e severidade de DCV °.

Embora esteja bem estabelecido que as consequéncias metabdlicas da
resisténcia a insulina por si s6 sao suficientes para induzir alteragcdes no sistema
cardiovascular, as acoes locais da insulina sobre 0s vasos sanguineos sdo também
bastante relevantes. A insulina apresenta importantes acdes vasculares, dentre as
guais, a estimulacédo da producdo de oxido nitrico (NO) pelo endotélio, através de
uma via dependente de fosforilacdo, que € distinta dos mecanismos dependentes de
célcio utilizados pelos receptores acoplados a proteina G, como ocorre com a
acetilcolina (ACh) . A via de sinalizacdo da insulina estimulando a producdo de NO
em células endoteliais envolve a ativacdo da fosfatidilinositol 3 quinase (PI13K) com
fosforilacdo e ativacdo da proteina quinase dependente de fosfoinositideo-1 (PDK-

1), que fosforila e ativa a Akt (ou proteina quinase B), que por sua vez ativa
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diretamente a enzima NO sintase endotelial (eNOS), o que resulta em aumento da
sua atividade e subsequente producdo de NO '* 3. Tais acdes endoteliais levam a
vasodilatacdo e aumento do fluxo sanguineo, favorecendo a captacdo de glicose
pelo musculo esquelético e, deste modo, representando um papel central no
acoplamento da homeostase metabodlica a homeostase hemodinamica. Além da via
de sinalizacdo dependente de PI3K que regula as acdes vasodilatadoras, a insulina
ativa a via de sinalizacdo dependente de proteinas quinases ativadas por mitégenos
(MAPKSs), estimulando a producéo e secrecao do peptideo vasoconstritor endotelina-
1 (ET-1) pelas células endoteliais e potencializando seus efeitos no musculo liso
vascular *. A insulina atua ainda reduzindo a sensibilidade da maquinaria contratil
ao Ca”" em CMLV via ativacéo da fosfatase da cadeia leve de miosina e diminuindo
a fosforilagdo da cadeia leve de miosina *°. Portanto, a sinalizacdo da insulina
ocorre tanto em células endoteliais quanto em CMLV para induzir vasodilatacdo e
envolve um equilibrio entre seu efeito vasodilatador/anti-inflamatorio/anti-aterogénico
(IRS/PI3K/NO) e vasoconstritor/pro-inflamatorio/pré-aterogénico (Ras/MAPK/ET-1)
16.

Uma caracteristica importante da resisténcia a insulina € o comprometimento
da sinalizacdo intracelular mediada por este hormbénio na vasculatura. Este
comprometimento ocorre de forma seletiva, uma vez que ha prejuizo na capacidade
da insulina em estimular a via de sinalizagdo da PI3K, enquanto a ativacédo da via
das MAPKSs, que promove potencializacédo das acfes da ET-1 e efeitos mitogénicos,
permanece intacta e responde normalmente, ou até mesmo de forma aumentada, a
insulina "', De fato, tem sido observado em sistemas in vitro, em modelos animais
de resisténcia a insulina e em humanos insulino-resistentes, que muitos tecidos alvo
da insulina, incluindo a vasculatura, exibem prejuizo significativo na sinalizacdo da
PI3K, mas mantém sensibilidade normal a insulina através da via de sinalizagdo de
MAPKs " 22 2 A reducdo na sinalizacdo mediada pela PI3K parece reduzir a
atividade da eNOS, diminuindo assim a biodisponibilidade de NO e,
consequentemente, o relaxamento vascular.

Por muitos anos tem sido aceito que os efeitos vasculares da insulina
precedem outras irregulariedades da func&o vascular comumente encontradas em
DCV. A evidéncia mais convincente é derivada de um estudo com ratos obesos

Zucker ?*. Em arteriolas de ratos Zucker, o prejuizo na vasodilatagéo induzida por
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insulina foi demonstrado na auséncia de diminuicdo da vasodilatacdo promovida por
acetilcolina ?*. Estes achados sdo consistentes com resultados encontrados por
Katakam et al. (2005) e Oltman et al. (2006), demonstrando que artérias coronarias
de ratos Zucker de 12 semanas de idade ja& apresentam reducdo da vasodilatacdo
induzida pela insulina, enquanto a vasodilatacdo induzida pela acetilcolina é
comprometida somente muito mais tarde, em animais entre 28 a 36 semanas de
idade 2> ?°. A resisténcia vascular & insulina precedendo danos maiores também foi
avaliada em modelos animais de hipertensdo arterial. Em ratos espontaneamente
hipertensos, a vasodilatacdo da aorta a insulina, mas ndo a ACh, é reduzida antes
mesmo da instalacdo da hipertenséo ?’. Sendo assim, pode-se considerar que a
resisténcia vascular a insulina é um episédio inicial e comum a diferentes doencas
gue afetam o sistema cardiovascular.

Embora os mecanismos moleculares que levam a resisténcia a insulina ndo
tenham sido completamente esclarecidos, estudos tém sugerido que o tecido
adiposo, mais especificamente, os horménios e as adipocinas proé-inflamatérias por
ele liberadas, possuem papel essencial no controle da sensibilidade a insulina in
vivo. Disfung¢des na producéo destes fatores pelo tecido adiposo, com aumento das
adipocinas pro-inflamatorias e reducdo das anti-inflamatérias, podem levar a
resisténcia a insulina sistémica. A resisténcia a insulina frequentemente associada
ao acumulo de tecido adiposo na obesidade contribui para uma série de alteracdes
metabdlicas e vasculares que favorecem o desenvolvimento de condicdes como o
DM2 e DCV %,

O TNF-q, a leptina, a IL-6, a IL-13 e a adiponectina estdo entre as adipocinas
mais bem caracterizadas como envolvidas no controle da sensibilidade a insulina e
da funcado vascular 8.0 TNF-a, uma citocina pré-inflamatéria derivada de células
endoteliais, de CMLV e de macréfagos, além de participar da resposta imunolégica e
da patogenia de algumas neoplasias, esta envolvido na génese da resisténcia a
insulina, por inibir a fosforilacdo de receptores de insulina %°. Ele é expresso pelo
tecido adiposo e seus niveis estdo elevados em modelos animais de obesidade e
em humanos com obesidade e DM2 *°. A auséncia do TNF-a ou de seus receptores
resulta em melhora significativa da sensibilidade a insulina em modelos de

29

obesidade Demonstrou-se também que o TNF-a apresenta efeitos sobre o

sistema vascular prejudicando a dilatacdo dependente de endotélio em artérias de



24

resisténcia de humanos, efeito atribuido a possivel reducédo da biodisponibilidade de
NO e aumento da geracéo de prostanéides vasoconstritores .

De modo similar, a IL1-B, que apresenta receptores no endotélio e no musculo
liso vascular, tem participagcdo importante na génese da resisténcia a insulina,
podendo influenciar a resposta relaxante e contratil por alterar o equilibrio na
geracdo de fatores liberados pelo endotélio e envolvidos no controle do ténus
vascular. A incubacdo de segmentos da artéria temporal de humanos com IL1-8,
assim como observado com o TNF-a, promove aumento da resposta contratil
mediada por receptores para ET-1 *. Em vasos de resisténcia, o tratamento com
IL1-B potencializa a resposta vasoconstritora a noradrenalina e ET-1, efeito que foi
atribuido a reducéo no relaxamento dependente de NO observado no mesmo estudo
33.

Outra citocina que modula a sensibilidade & insulina é a leptina 3, o produto
do gene da obesidade (ob) expresso predominantemente em adipécitos e
considerada fator de sinalizacao do tecido adiposo para o sistema nervoso central. A
descoberta da leptina ajudou a esclarecer o papel dos adipdcitos como sistema
endoécrino e de que modo ocorre a sinalizacdo para a ingestdo de alimentos, bem
como a regulacdo do metabolismo energético. Ocorre diminuicdo de leptina em
resposta a baixos niveis de insulina, havendo uma relagdo diretamente proporcional
entre as concentracdes desses hormonios *. A leptina também age nos tecidos
periféricos. Demonstrou-se, em roedores, que a hiperleptinemia reduz a sintese de
triglicerideos e aumenta a oxidacdo dos acidos graxos em ilhotas pancreaticas,
levando a disfuncdo das células B . Este achado, em conjunto com a observacéo
de que a insulina estimula a secrecdo de leptina, sugeriu a existéncia de uma
regulacao retrograda negativa entre a insulina e a leptina.

A IL-6 é outra citocina que atua no metabolismo de carboidratos e lipideos e
gue possui efeito pro-inflamatorio. A infusdo desta citocina em doses proximas as
concentracOes fisiologicas promove lipdlise, independentemente da modulacdo de
catecolaminas, glucagon e insulina. Este efeito se d& pela inibicdo da lipoproteina
lipase com aumento na liberacdo de &cidos graxos livres (AGLS) pelo TAB T AIL-6
€ secretada por macrofagos, adipécitos e células endoteliais, e pode ter participacéo
importante no desenvolvimento de DCV associadas a obesidade. Esta interleucina

aumenta a captacédo basal de glicose, altera a sensibilidade a insulina, aumenta a
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liberacdo de moléculas de adeséo pelo endotélio vascular e a liberacdo hepatica de
fibrinogénio e fatores pré-coagulantes e plaquetarios *. Estudo realizado por De
Salvatore e colaboradores demonstrou que o tratamento crénico in vivo com IL-6 e
IL-1B prejudica o relaxamento induzido pela ACh em artérias mesentéricas *3. Além
disso, a incubacdo destes vasos com IL-1B e TNF-a prejudica o relaxamento
mediado pela ACh. Este efeito foi parcialmente atribuido ao aumento na geracao de
espécies reativas de oxigénio (ERO) no endotélio e musculo liso de artérias
mesentéricas, inativando o NO *°.

Em adicdo as adipocinas classicas, uma nova adipocina, denominada

4043 Chemerin, também conhecida como RARRES?2

chemerin, foi descoberta
(retinoic acid receptor responder protein 2) ou TIG2 (Tazarotene-induced gene 2), €
altamente expressa na placenta, figado e TAB, mas € também expressa em outros

tecidos, tais como pulmdao, tecido adiposo marrom (TAM), coracdo, ovario, rins,
41, 42, 44

s

musculo esquelético e pancreas Chemerin é sintetizada como
preprochemerin, uma proteina de 163 aminoacidos com uma sequéncia N-terminal
(20 aminoéacidos) que, posteriormente, € clivada para produzir o precursor inativo de
18 kDa, prochemerin (Chem-163) produzida principalmente por fibroblastos,
mastdcitos e células endoteliais *°. Chem-163 sofre subsequentemente protedlise na

| 45, 46

sua porcéo C termina para formar chemerin ativo *’, que se liga a um receptor

acoplado a proteina G;, CMKLR1 (chemokine-like receptor 1) ou ChemR23,
expresso em macréfagos, células dendriticas, adipdcitos *® e em células endoteliais
e de CMLV, como relatado recentemente “°. Chemerin também ativa um outro
receptor acoplado & proteina G, 0 GPR1, com afinidade semelhante ao ChemR23 *°.
No entanto, essencialmente, toda a sinalizacdo induzida por chemerin tem sido
atribuida a ativacdo de ChemR23. Além disso, chemerin € também um ligante para
um terceiro receptor de quimiocina, 0 CCRL2 (C-C motif chemokine receptor like-2),
embora a ligagdo de chemerin ao CCRL2 néo parece ativar respostas intracelulares

51

Chemerin é uma proteina presente em abundancia nos fluidos inflamatdrios e
com associacdo direta a aspectos-chave da sindrome metabdlica “*** 524 Sua
expressdo em células endoteliais e tecidos inflamados e sua habilidade em recrutar
macréfagos sugerem seu envolvimento em processos inflamatérios % 4% °>°8  Neste

sentido, foi demonstrada recentemente correlacdo positiva entre expressao de
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chemerin no tecido adiposo aértico e pericoronariano, bem como em CMLV de aorta,
e processo arteriosclerético *°. Adicionalmente, estudos in vitro demonstraram que
chemerin tem atividades pré-angiogénicas, bem como modula as vias de sinalizacdo
PI3K/Akt e MAPKs em células endoteliais, indicando um possivel papel desta
citocina regulando a funcdo vascular ®. Chemerin também induz diferenciacdo de

adipécitos e adipogénese #

53, 61

, além de afetar a homeostasia da glicose, induzindo
resisténcia a insulina Em adipdcitos, chemerin ativa p38 MAPK, fator de
transcricao nuclear kappa B e ERK1/2 (quinase regulada por sinalizagéo extracelular
1/2). Entretanto, € importante mencionar que existem controvérsias a respeito destes
efeitos, uma vez que acdes anti-inflamatorias e de potenciacdo da captacdo de
glicose por adip6citos estimulada por insulina também foram descritas para
chemerin %%,

Chemerin emergiu como um biomarcador para adiposidade em seres
humanos, uma vez que seus niveis estdo fortemente associados a componentes da
sindrome metabdlica, incluindo o indice de massa corporal (IMC), niveis de

41,55, 84 3lém de estar

triglicerideos, pressdo sanguinea e sensibilidade a insulina
ligado a adipogénese via seu préprio receptor *>. Em camundongos submetidos a
dieta rica em gordura (HFD), a expressdo de chemerin est4d aumentada °°. Do
mesmo modo, um aumento da expressdo de chemerin em tecido adiposo branco,
musculo esquelético e figado, bem como uma reducdo na captacdo de glicose
induzida por chemerin e aumento da intolerancia a glicose tém sido relatadas em
camundongos obesos e diabéticos db/db ' ¢, Em adicao, os niveis circulantes de
chemerin estdo aumentados em varias doencas associadas & inflamacéo cronica "
"L e os niveis séricos de chemerin se correlacionam positivamente com os niveis de
outras citocinas pro-inflamatorias, tais como o TNF-a, IL-6 e proteina C reativa
(PCR) ®" "2, E importante ressaltar que camundongos deficientes (knockout) em
ChemR23 (ChemR23™) apresentam reducéo da adiposidade e massa corporal e a
perda de peso promove uma diminuicdo dos niveis de chemerin "® ™. Evidéncias
reforcam uma relacdo entre chemerin e DCV. No tecido adiposo epicardico de
pacientes com doencga coronaria arterial, os niveis de RNA mensageiro e expressao
proteica de chemerin sdo significativamente maiores em comparagcdo aqueles em
tecidos de individuos saudaveis ". Foi relatada também uma correlacdo positiva

entre a expressdo de chemerin no tecido adiposo periadrtico e pericoronarios e
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aterosclerose aértica e coronaria >°. Adicionalmente, os niveis de chemerin tém sido
associados com fatores de risco cardiometabdlicos e o grau de doenca arterial
coronariana em pacientes com estenose da artéria coronaria "°.

A compreenséo do papel da insulina em uma ampla variedade de processos
fisiologicos e dos mecanismos envolvidos em suas acfes pode auxiliar a
compreensao das alteracdes nas acdes a insulina, presentes em condicbes como a
obesidade e o DM2. O diabetes mellitus (DM) é uma desordem metabdlica de
etiologia multipla, caracterizada por hiperglicemia crénica resultante de danos na
secrecdo (Diabetes mellitus tipo 1 [DM1]) e/ou acdo da insulina (DM2), acarretando
distrbios no metabolismo de carboidratos, gorduras e proteinas. Este quadro pode
gerar disfungfes e insuficiéncia de varios 6rgaos, especialmente olhos, rins, nervos,
encéfalo, coracdo e vasos sanguineos '’

Hiperglicemia, excesso de &cidos graxos e resisténcia a insulina séo
condicbes metabdlicas associadas ao DM que podem mediar anormalidades na
funcdo vascular "®. O estado hiperglicEmico pode interferir na funcéo endotelial por
meio de multiplos fatores, dentre eles podemos citar a estimulacdo da atividade da
proteina quinase C (PKC), proteina que inibe a atividade e/ou expressdo da
guanilato ciclase soluvel (GCs) e induz ativacdo da enzima NADPH oxidase (Nox) e
desacoplamento da sintase de O6xido nitrico endotelial (eNOS), aumentando a
producdo de O, e estresse oxidativo vascular, com consequente inativacdo do NO
8. 79 E amplamente conhecido que o estresse oxidativo tem papel crucial na
progressdo e desenvolvimento de DM e suas complicacbes, pois gera
anormalidades metabdlicas oriundas do aumento de producdo de anion superéxido
(O2) em células endoteliais, fator que pode mediar a resisténcia a insulina, com
consequente progressao a intolerancia a glicose e instalacdo de DM com maior risco
para complicacdes micro e macrovasculares 2. Além disso, a disfuncdo endotelial
tem sido amplamente estudada como um importante fator que contribui para a
patogénese da doenca vascular diabética. No DM, a liberacdo de fatores relaxantes
e constritores pelo endotélio vascular é alterada, resultando em maior progresséao de
doenca vascular e lesdes em 6rgdos-alvo °. O remodelamento vascular também é
uma caracteristica dos vasos sanguineos de pacientes diabéticos, comprometendo a
funcdo arterial e, consequentemente, aumentando o risco de problemas

cardiovasculares nestes pacientes .
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Chemerin ja foi reconhecido por desempenhar papel crucial na sinalizacédo da
insulina e nefropatia diabética. Niveis séricos de chemerin estdo significativamente

elevados em pacientes com DM2 com microalbuminuria % %2,

No entanto, os
mecanismos subjacentes a seus efeitos permanecem ainda obscuros.
Recentemente, nosso grupo demonstrou que chemerin tem efeitos diretos na
vasculatura, aumentando respostas vasculares a estimulos contrateis via ativacao
de MAPKs 3. Além disso, chemerin tem sido sugerido como um agente endégeno
vasoconstritor produzido pelos tecidos adiposos visceral e PVAT (tecido adiposo
perivascular), modulando o ténus vascular através de ChemR23/CMKLR1 “.
Chemerin também diminui o NO de maneira dependente da sinalizacdo de GMPc,
reduzindo o relaxamento em aorta de ratos . Adicionalmente, nosso estudo
demonstrou que dentre o0s potenciais mecanismos envolvidos nos efeitos da
adipocina chemerin na vasculatura inclui-se 0 aumento da geracdo de O," ®°. Apesar
de ter sido demonstrado que chemerin € um potencial fator de risco para leséo
vascular, poucos estudos avaliando como a adipocina chemerin interfere na fungéo
vascular s&o encontrados na literatura * 8 %,

A relacdo entre chemerin, DM e obesidade precisa ser minuciosamente
investigada. Ainda existem muitos estudos controversos, principalmente em relagcéo
aos efeitos desta adipocina na homeostase da glicose, embora multiplos trabalhos ja
mostraram que os niveis de chemerin estdo aumentados em pacientes diabéticos ®*
8688 Estudo anterior mostrou que o eixo chemerin/ChemR23 prejudica a sinalizacdo
da insulina e induz resisténcia a insulina em células do musculo esquelético de
humanos 3. No entanto, resultados conflitantes sdo observados em adipécitos 3T3-
L1. Um estudo mostra que chemerin induz resisténcia a insulina nesses adip6citos
8 enquanto outro estudo mostrou que niveis elevados de chemerin melhoram a
sinalizacéo da insulina e a captacéo de glicose nestas células . Recentemente, foi
demonstrado aumento significante dos niveis de chemerin em pacientes com
doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA), a qual possui caracteristicas
tipicas de resisténcia a insulina, e o tratamento destes pacientes com metformina
(antidiabético) melhora os sintomas da doenga assim como reduz os niveis de
chemerin ®. Outro trabalho recente mostrou que chemerin diminui a captacdo de
glicose e induz resisténcia a insulina em mioblastos C2C12 de roedores através da

reacdo inflamatéria mediada por NF-kB °*. Um trabalho muito interessante mostrou
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ainda aumento significativo dos niveis de chemerin em individuos com parentesco
de primeiro grau com pacientes diabéticos do tipo 2, o que sugere que chemerin
pode estar envolvido na fase inicial do desenvolvimento e progresséo da resisténcia
a insulina/diabetes .

Embora evidéncias descrevam que chemerin prejudica a sinalizacdo de

insulina e induz a resisténcia a insulina em células do musculo esquelético > e

cardiomidcitos de ratos %

, ainda ndo é totalmente compreendido o papel da
adipocina chemerin na resisténcia a insulina e se chemerin modula a sinalizagéo
vascular da insulina na obesidade e diabetes ou quais as vias de sinalizac&o
ativadas por chemerin em tais condicBes. Assim, a hipétese deste estudo é de que
chemerin, através do seu receptor ChemR23, diminui/compromete a sinalizacao
vascular da insulina em camundongos ndo-obesos, ndo-diabéticos (C57BL/6J) e que
0 antagonismo de ChemR23 atenuara as anormalidades das respostas vasculares a

insulina em camundongos obesos e diabéticos (db/db).
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Objetivos

2. Objetivos

2.1 Objetivos Gerais

O objetivo do presente estudo é compreender os efeitos da adipocina
chemerin na sinalizacdo vascular da insulina e determinar os mecanismos (vias de
sinalizacdo) pelos quais ela modifica esta fungéo, bem como investigar o papel do
eixo chemerin/ChemR23 na resisténcia a insulina e complicagBes vasculares
associadas ao DM2. Nossos estudos contribuirdo para um melhor entendimento do
papel dos fatores liberados pelo tecido adiposo visceral sobre a funcéo vascular e,
consequentemente, sobre as alteracbes vasculares presentes na obesidade e

patologias associadas, tais como DM2, hipertensao arterial e DCV.

2.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos deste estudo incluiram:

» Determinar se chemerin altera a resposta vascular da insulina em artérias
mesentéricas e CMLV de camundongos C57BL/6J;

> Determinar as vias de sinalizacao ativadas pela insulina alteradas por chemerin
em artérias mesentéricas e CMLV de camundongos C57BL/6J;

» Determinar se o antagonismo do receptor de chemerin corrige as alteracdes na
sinalizacdo da insulina [receptores (IRS1/2), transportadores (GLUT4) e
proteinas efetoras, mensageiros secundarios (PI3K/Akt e AMPK)] em vasos
sanguineos de camundongos db/db (obesos e diabéticos) e db/m tratados com
CCX 832 (antagonista de ChemR23).

» Determinar se o0 antagonismo do receptor de chemerin atenua processos

inflamatorios e estresse oxidativo em PVAT, aorta e rim de camundongos db/db.
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Materiais e Métodos

3. Materiais e Métodos

3.1 Animais

O protocolo para uso de animais em experimentacdo esta de acordo com 0s
Principios Eticos na Experimentacio Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacgdo Animal (COBEA) e foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade de S&o Paulo (USP) de Ribeirdo Preto [protocolo
n°® 12.1.1593.53.0 (em anexo)] e West of Scotland Research Ethics Service
(Glasgow, UK). Os animais foram mantidos durante todo o periodo experimental em
caixas de polipropileno, acondicionadas em ambiente com temperatura (22-26 °C) e
umidade (60%) controladas e ciclos claro/escuro de 12h, com livre acesso a agua e
alimento.

Foram utilizados camundongos C57BL/6J machos com idade de 10-12
semanas, provenientes do Biotério Central do Campus de Ribeirdo Preto, da
Universidade de Sao Paulo. Foram também utilizados camundongos db/db machos
(obesos e diabéticos; B6.BKS(D)-Lepr®/J), um modelo animal de DM2, e seus
respectivos controles heterozigotos nado diabéticos (db/m; né&o-obesos e néo-
diabéticos), com idade entre 10 e 12 semanas, obtidos do Laboratério Jackson,
Maine, EUA. Camundongos db/db sdo homozigotos para uma mutacdo espontanea

no gene do receptor de leptina (Lepr™),

transmitido como traco autossdmico
recessivo e que promove defeitos na sinalizagdo do hormoénio leptina levando a
hiperfagia, obesidade, hiperglicemia, hiperlipidemia e hiperinsulinemia, culminando

em DM2 %,
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3.2 Tratamento, acompanhamento e coleta de amostras bioldgicas

Camundongos db/m e db/db foram tratados com veiculo (PEG
400/cremophor) ou CCX 832 (gentilmente cedido pela ChemoCentryx, Inc., Mountain
View, CA, USA), um antagonista de ChemR23 (75 mg/kg/dia) durante 3 semanas
por gavagem. Os animais foram divididos em 4 grupos: db/m + veiculo, db/m + CCX
832, db/db + veiculo e db/db + CCX 832. Em experimentos iniciais, dois grupos
adicionais foram incluidos: camundongos db/m e db/db sem qualquer tratamento e
mantidos pelo mesmo periodo de trés semanas. Uma vez que nao foi observada
nenhuma diferenca entre os grupos nao tratados e grupos tratados com veiculo, 0s
protocolos restantes foram realizados em animais tratados com veiculo e CCX 832
apenas.

A partir do inicio tratamento, semanalmente, apds 12 horas (h) de jejum, a
glicemia foi determinada por glicosimetro portétil (Accu-Chek Active®, Roche
Diagnéstica), utilizando sangue de um pequeno corte feito na cauda. A massa
corporal também foi coletado semanalmente a partir do inicio do tratamento. O
consumo de racdo foi avaliada nos dias zero, 3 e 7. Ao final do tratamento, os
animais foram anestesiados com isoflurano 2% em oxigénio, para coleta de sangue
via perfuragdo do plexo retro-orbital e, a seguir, sacrificados por deslocamento
cervical para retirada dos tecidos de interesse. A massa de diferentes depdsitos de

gordura (visceral, retroperitoneal, epididimal), do baco, rins e coracéo foi avaliada.

3.3 Teste oral de tolerancia a glicose

O teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) foi realizado ao final do
tratamento. Ap6s 12 h de jejum, a glicemia de cada animal foi verificada, por
glicosimetro portatil, caracterizando a glicemia do tempo zero. Em seguida, glicose
na dose de 2 g/kg foi administrada aos camundongos db/m e db/db por gavagem e
novas determinacdes da glicemia foram feitas nos tempos de 15, 30, 45, 60, 90 e
120 min.



33

3.4 Dosagens bioquimicas no plasma, soro e na urina

As concentracbes plasmaticas de chemerin (MCHMO0O, R&D Systems),
insulina (Rat/Mouse Insulin ELISA, Mercodia) e adiponectina (MRP300, R&D
Systems) foram mensuradas por imunoensaio enzimatico. Creatinina e albumina, na
urina e soro, respectivamente, foram quantificadas por método colorimétrico
disponibilizado em kit bioquimico obtido comercialmente (Labtest Diagnostica, Lagoa
Santa — MG, Brasil).

3.5 Cultura celular

Com o objetivo de avaliar o papel da adipocina chemerin sobre proteinas
componentes da sinalizagao ativada pela insulina e captacao de glicose induzida por
insulina, utilizamos culturas celulares. Linhagem de células endoteliais da
microvasculatura humana (HMEC,; Life Technologies) da derme e cultura priméria de
células de musculo liso vascular (CMLV) de artérias mesentéricas de camundongos
C57BL/6J, entre as passagens cinco e oito, foram utilizadas. As células foram
cultivadas em meio de cultura 131 suplementado com fator de crescimento para
microvasculatura (MVGS, 25 ml), gentamicina (50 ug/ml) e anfotericina B (0,25
ug/ml), meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Sigma Aldrich) suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB), penicilina/estreptomicina (50 ug/ml),
respectivamente.

Para a realizagdo da cultura primaria, os animais foram sacrificados em
camera de dioxido de carbono (CO,) e os mesentérios foram isolados e incubados
em solucdo de colagenase em meio de cultura F12 (3mg/mL), por 15 minutos, a 37°
C, para pré-digestdo. Em seguida, foi realizada a remoc¢do do tecido adiposo
mecanicamente. Os leitos vasculares mesentéricos isolados foram incubados com
uma mistura de enzimas (em 12,5 mL de meio F12: 25 mg albumina sérica bovina,
25 mg colagenase, 1,5 mg elastase, 4,5 mg inibidor de tripsina), por 30 minutos, a

37°C, para digestdo e remocdo da camada endotelial. Posteriormente, a solucéo foi
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passada por gradiente de agulhas de diferentes calibres (18G, 19G e 20G) visando a
ruptura dos vasos por atrito e obtencéo de solucdo homogénea. A solucao foi filtrada
(filtro de nylon 100um) separando-se as CMLV. O produto final foi centrifugado
(3000 rpm, 5 minutos). O sobrenadante foi entdo descartado e o pellet celular
ressuspenso em meio DMEM suplementado com 10% de SFB. As células foram
incubadas em estufa de CO, (5%), a 37° C, e o meio de cultura trocado apos 24 h.
Para cada protocolo de cultura de células da musculatura lisa vascular do leito
mesentérico foram utilizados 8 animais.

Para os estudos funcionais, as células endoteliais (HMEC) confluentes foram
deixadas durante 4 h em meio com baixo teor de soro, contendo 1% de SFB; as
CMLV foram incubadas overnight com meio de cultura DMEM livre de SFB.
Subsequentemente, as células foram estimuladas com chemerin (50 ng/mL) ou
veiculo (PBS 0,1% BSA). Estas concentracdes foram selecionadas com base em
experiéncias anteriores que mostram os efeitos maximos com esta concentracao.
Em alguns estudos, 30 minutos antes do estimulo, as células foram pré-expostas a
inibidores de acordo com o0s protocolos experimentais. As concentragdes foram

selecionadas com base na literatura disponivel.

3.6 Estudo da Reatividade Vascular em Artérias Mesentéricas de Resisténcia

Para o estudo de reatividade vascular foi utilizado o método descrito por
Mulvany e Halpern %. Os animais foram sacrificados em camara de CO,. O leito
mesentérico foi removido e colocado em uma placa de Petri contendo solucdo de
Krebs-Henseleit a 4°C (composicdo em mM: NaCl 118; KCI 4,7; NaHCO3; 25;
CaCl,.2H,0 2,5; KH,PO,4 1,2; MgS0,4.7H,0 1,2; EDTA 0,01 e glicose 11). O segundo
ramo da artéria mesentérica superior foi dissecado e cortado em segmentos de 2
mm de comprimento com o auxilio de um microscopio de dissecacao. Dois fios de
tungsténio (25 ym de didmetro) foram inseridos no lumen das artérias e fixados em
um miografo para vasos de resisténcia (Danish Myo Technology, Aarhus,

Dinamarca) para registro de tensdo isométrica por um sistema de aquisicdo de
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dados (Power Lab/8S, ADInstruments Pty Ltda, Australia) acoplado a um
computador.

As cubas do midgrafo permaneceram preenchidas com solucdo de Krebs
aerada (95% O2 e 5% CO2) e aquecidas a 37°C durante todo o experimento. A
tensdo basal de cada segmento arterial foi calculada com o auxilio do software
especifico do aparelho (LabChart 8.0, ADInstruments), considerando o diametro
interno correspondente a uma pressao transmural de 100 mmHg. Somente vasos
com diametro interno entre 300 e 400 um (vasos de resisténcia) foram utilizados nos

protocolos de reatividade vascular.

3.7 Protocolos experimentais

Apds 30 minutos do processo de normalizacdo, as artérias foram contraidas
com cloreto de potassio (KCI, 120 mM), com a finalidade de se avaliar a integridade
funcional. Ap6s um periodo de lavagem e estabilizacdo por mais 15 minutos, a
integridade do endotélio foi testada por meio da avaliacdo do relaxamento a ACh
(vasodilatador dependente de endotélio) em vasos pré-contraidos com fenilefrina
(PhE, 2 umol/L). Artérias mesentéricas apresentando relaxamento a ACh acima de
60% do valor da pré-contracdo foram utilizadas. A seguir, curvas concentracao-
resposta cumulativas para insulina, ACh, PhE e nitroprussiato de sédio (NPS) foram
realizadas em artérias mesentéricas pré-contraidas com PhE (2 pmol/L) e
previamente incubadas com chemerin ou veiculo por 1 h. Para animais db/m e db/db
tratados com CCX 832, foram realizadas apenas curvas para 0s agonistas citados
acima, sem nenhuma incubacéo prévia.

A fim de investigar se chemerin promove alteracdes de reatividade vascular a
insulina, foram realizadas curvas concentracdo-resposta a insulina em vasos
previamente incubados com chemerin ou veiculo por 1 h. Para avaliar os efeitos da
adipocina chemerin sobre vias de sinalizagcdo ativadas pela insulina, foram
realizadas curvas concentracdo-resposta a insulina em vasos previamente
incubados com chemerin ou veiculo, na presenca ou na auséncia de um ativador da
PI3K (YS-49, 10° mol/L).
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Para determinar se as alteracbes de reatividade vascular a insulina
promovidas pelo chemerin foram mediadas por modificagdes nas vias envolvidas na
producdo de ERO, curvas concentracao-resposta a insulina foram realizadas em
vasos previamente incubados com chemerin ou veiculo, na presenca ou na auséncia
de um sequestrador de O;" (Tiron, 100 pmol/L). Quando os inibidores foram
utilizados, os vasos foram incubados com os compostos por 30 minutos, 0s quais
permaneceram durante os ensaios de relaxamento. Adicionalmente, antagonista do
receptor para chemerin, ChemR23, o composto CCX832 (10 nmol/L; gentilmente

cedido por ChemoCentryx Inc., Mountain View, CA, USA) foi utilizado.

3.8 Estrutura e mecanica arterial

As propriedades estruturais e mecanicas de artérias mesentéricas de
camundongos db/m e db/db tratados com veiculo ou CCX 832 foram determinadas
em mibégrafo pressurizado (Danish Myo Tech, Modelos 110P e 111P, Aarhus,
Dinamarca), baseando-se em procedimentos de publicacdes anteriores % %,
Segmentos das artérias mesentéricas (3 - 4 mm de comprimento) foram canulados
por suas extremidades entre duas micropipetas de vidro (diametro de
aproximadamente 100 um) e amarrados com fio de sutura de nylon. O comprimento
arterial foi ajustado até que suas paredes ficassem paralelas entre si, mas sem
estiramento. Nesse momento, a presséo intraluminal foi aumentada a 140 mmHg
para ajustes adicionais de comprimento e também para verificar se estavam
corretamente amarradas e sem perda de pressao ao ambiente externo. Em seguida,
a pressao foi reduzida para 70 mmHg sob condi¢cbes de fluxo zero e as artérias
foram estabilizadas por 30 minutos. As artérias foram mantidas durante todo o
experimento em solucdo fisiolégica de Krebs livre de Ca®* e com adigéo de acido
etileno glicol tetracético (EGTA) 10 mM, gaseificada com 95% O, e 5% CO,. Apos
estabilizacdo, a presséo intraluminal foi reduzida para 3 mmHg e curva presséo-
diametro foi obtida, aumentando progressivamente a pressao intraluminal de 3 a 120
mmHg (3, 10, 20, 30, 40, 60, 80, 100 e 120 mmHg). A pressdo em cada um desses

pontos de pressurizacdo da curva foi mantida por 3 minutos para correta medicao
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dos diametros interno (Di) e externo (De) das artérias pelo software especifico do
aparelho (MyoVIEW II, Danish Myo Tech).

Os valores de Di e De foram utilizados nos calculos dos parametros
estruturais e mecanicos das artérias mesentéricas em condi¢des passivas (Krebs
0Ca?"), utilizando férmulas descritas anteriormente % %/
- Espessura da parede (EP) = (De — Di)/2
- Raz&o parede/limen = (De — Di)/2Di
- AST = (11/4) x (De? — Di?)

- Distensibilidade incremental = ADi/(Di x AP) x 100, onde ADi e AP

representam o aumento de Di e pressao, respectivamente, em relacdo ao ponto

e apresentadas a seguir:

anterior da curva.

- Deformagéo circunferencial da parede (strain) € = (Di — Dg)/Do, onde Do é 0
Di em 3 mmHg.

- Tensao circunferencial da parede (stress) o = (P x Di)/(2EP), onde P ¢é a
pressdo intraluminal convertida para dina (dyn)/cm? (1 mmHg = 1,334 x 10°
dyn/cm?).

- Relacéo tensdo-deformacdao (stress-strain) = indica o nivel de rigidez arterial,
sendo obtido por gréafico onde sdo plotados os valores de ¢ no eixo das ordenadas e
de € no eixo das abcissas.

A rigidez arterial independente de geometria é determinada pelo modulo
elastico de Young's [(E) = o/¢]. Como a relacédo stress-strain é ndo-linear, é mais
apropriado obter um médulo de elasticidade tangencial ou incremental (Einc)
determinando a inclinacéo (slope) da curva de tensédo-deformacao (Ei,c = Ao/Ag). Einc
foi obtido por ajuste apropriado dos dados da relacéo stress-strain de cada animal a
uma curva exponencial usando a equagao: 0 = corigeﬁi, onde Ogig € 0 Stress no
didametro original, ou seja, em 3 mmHg.

Derivando a equacao acima, verifica-se que Ej,c = fo. Para um dado valor de
o, Einc € diretamente proporcional a B, ou seja, um aumento em B implica em

aumento do Ejnc, indicando aumento da rigidez arterial.

3.9 Quantificacao Proteica por Western Blotting
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A expressao proteica de receptores e componentes de vias de sinalizacdo da
insulina foi avaliada por western blotting em aorta de camundongos db/m e db/db ou
CMLYV de artérias mesentéricas de camundongos C57BL/6J submetidas a incubacgéo
com chemerin ou veiculo, na presenca ou auséncia de insulina e alguns inibidores.

CMLV incubadas com chemerin ou veiculo (0,5 ng/mL, 1 h), insulina (100
nmol/L, 30 min) e/ou a combinacdo dos dois e aortas de db/m e db/db foram
homogeneizadas em tampéao de lise gelado (coquetel inibidor de proteases ([4-2-
aminoetil fluoreto de benzenosulfonil, pepstatina A, E-64, bestatina, leupeptina e
aprotinina]; Sigma Aldrich) acrescido de ortovanadato de sodio (10 mM), PMSF
(fluoreto de fenilmetil-sulfonil, 10 mM) e coquetel inibidor de protease (1%). Os
extratos teciduais foram centrifugados a 13000 rpm, a 4°C, por 20 minutos para a
remocdo do material insolivel. Apés a centrifugacdo, o conteddo proteico total foi
quantificado, utilizando o método de Bradford °®. As amostras foram entéo tratadas
com tampao de Laemmli contendo DTT (ditiotreitol, 200 mM) e 70 pug (CMLV) e 30
pg (aorta) de proteina total foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS PAGE) de 6 a 12% (variando de acordo com o peso molecular da proteina em
guestdo) em aparelho para mini gel (BioRad, Hercules, USA). Em cada gel havia um
marcador com peso molecular de valores estabelecidos.

A transferéncia das proteinas separadas no gel para a membrana de
nitrocelulose foi feita eletricamente, por meio de aparelho da BioRad por
aproximadamente 2 h a 100 V. O tampé&o foi acrescido de SDS 0,1% para melhorar
a eluicdo de proteinas de alto peso molecular. As membranas foram incubadas com
solucao bloqueadora (BSA 4%), a temperatura ambiente, por 1 h, para reduzir a
ligacdo inespecifica de proteinas na membrana. As membranas foram incubadas
individualmente com diferentes anticorpos. Essas incubac¢bes foram feitas com
solucéo bloqueadora (TBS 1% BSA), overnight, a 4°C. Em seguida as membranas
foram lavadas com solucdo tampéo (TBS-T) por 30 minutos e incubadas com o
anticorpo secundario conjugado com peroxidase, por 1 h em temperatura ambiente.
A solucdo para deteccdo por quimioluminescéncia foi utilizada como descrito no
protocolo do kit. A emisséo de luz foi detectada e visualizada em auto-radiografias. A
intensidade das bandas foi quantificada por densitometria 6ptica através da
utilizacdo de programa de andlise de intensidade de bandas (software ImageJ®

[http://imagej.nih.goV/ij/]). Os resultados foram normalizados por B-actina, a-Tubulina
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ou pelas respectivas formas total das proteinas. Foram utilizados os anticorpos: anti-
eNOS, anti-fosfo eNOS, anti-fosfo Akt, anti-Akt, anti-fosfo AMPK, anti-AMPK, anti-
fosfo IRS1 e anti-IRS1 (Cell Signaling; 1:1000); anti-GLUT4 (Millipore1:1000); anti-a-
tubulina e anti-B-actina (Sigma; 1:20000).

3.10 Isolamento fracdo de membrana e citosol em CMLV

Com o objetivo de verificar se chemerin reduz as agbes da insulina por
possuir efeitos sobre a translocacdo de transportadores de glicose (GLUT) em
CMLV, as células foram estimuladas com chemerin (0,5 ng/mL, 1 h), insulina (100
nmol/L; 30 min), a combinacdo dos dois, CCX 832 (antagonista ChemR23; 10
nmol/L), N-acetil-cisteina (NAC; 10 umol/L; antioxidante) e 740Y-P (ativador de
PI3K/Akt; 1 pmol/L) por 30 minutos. Apés os estimulos, CMLV foram tratadas com
tampéo de lise gelado (10 mmol/L Tris, pH 7,4, 1,5 mmol/L MgCl,, 5 mmol/L KCI, 1
mmol/L DTT, 0,2 mmol/L vanadato de sodio, 1 mmol/L PMSF, 1 g/mL aprotinina, 1
g/mL leupeptina). As amostras foram centrifugadas a 2000 g, a 4° C, durante 5
minutos. O sobrenadante foi novamente centrifugado a 100000 g, a 4° C, durante 60
minutos. O sobrenadante resultante da ultracentrifugacao foi utilizado como a fracao
citosélica. O sedimento (pellet) foi ressuspenso em tampao de lise contendo 0,1% de
Triton X-100 e utilizado como a fracdo de membrana. As proteinas foram
guantificadas pelo método de Bradford utilizando albumina bovina (BSA) como
padrdo. FracGes de membrana e citosol foram usadas para realizar a analise por

western blotting para a translocacao de GLUTA4.

3.11 Quantificacao de captacao de glicose

Com o objetivo de quantificar a captacédo de glicose promovida pela insulina
na presenca e auséncia da adipocina chemerin, CMLV privadas de SFB,
estimuladas com chemerin (0,5 ng/mL) ou veiculo, na presen¢a de estimulo com

insulina foram incubadas em solucéo tampao de Krebs-Ringer-Hepes (15 mmol/L de
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Hepes [pH 7,4], 105 mmol/L de NaCl, 5 mmol/L de KCI, 1,4 mmol/L de CaCl,, 1
mmol/L de KH,PO,4, 1,4 mmol/L de MgSO, e 10 mmol/L de NaHCO3) durante 2 h.
As células foram incubadas com a insulina (100 nmol/L) durante 30 minutos e 0,2
mmol/L de glicose 2-desoxi-D-glicose contendo 1 uCi/mL de 2-desoxi-D-[>H]-glicose
foi adicionada durante 30 minutos *°. O tampao foi rapidamente retirado, seguido de
trés lavagens com PBS gelado. Em seguida, as células foram lisadas com 500 pL de
0,4 mol/L de NaOH por 5 minutos e neutralizadas com 500 pL de HCI. A quantidade
de glicose radiomarcada associada as células lisadas foi determinada por contagem
liquida de cintilac&o.

Para esclarecer se o efeito da insulina sobre o metabolismo da glicose
depende da pressdo osmética, a captacdo de **C-manitol induzida pela glicose foi
guantificada. Foi ainda realizado um grupo basal onde nenhum estimulo foi
adicionado as CMLV. Em alguns casos, foram adicionados CCX 832 (10 nmol/L),
Tiron (100 umol/L), 740YP (ativador de PI3K; 1 umol/L), AICAR (ativador de AMPK;

1 mmol/L) 30 minutos antes das incuba¢cdes com chemerin.

3.12 Producéao de 6xido nitrico (NO)

Com o objetivo de investigar se chemerin diminui os niveis de NO produzido
por acdo da insulina em células endoteliais (HMEC), ensaios utilizando a sonda
fluorescente diacetato 4-amino-5-metilamino-2',7'-diacetato  difluorofluoresceina
(DAF-2AM; Invitrogen, Molecular Probes) foram realizados. HMEC foram carregadas
com DAF-2AM (5 umol/L, por 30 minutos), em meio livre de SFB e contendo L-
arginina (100 umol/L), mantidas no escuro e a 37°C. As células foram lavadas com
PBS 1x para remover o excesso de sonda e o meio foi substituido. As células foram
entdo estimuladas com chemerin durante 1 h. Apds o tempo de estimulo, as células
foram lavadas com PBS e tripsina 0,025% foi adicionada. A tripsina foi inativada com
inibidor de tripsina (0,025%) em PBS (1:1). PBS foi adicionado (10 ml a 37° C) a
suspensao de células e a mesma foi centrifugada durante 3 minutos a 1200 rpm.
Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso em PBS

(250 pl) e transferido (200 ul) da suspenséao de células para uma microplaca preta de
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96 pocos (BD® Falcon). A nitrosilacdo do DAF-FM foi avaliada com um
espectrofluorimetro em comprimentos de onda de excitagcdo/emissdo de 495/515
nm. A intensidade de fluorescéncia foi ajustada pela concentracdo de proteina e
expressa como emissdo de fluorescéncia por ug de proteina. Foram realizados
simultaneamente grupos com L-NAME (100 pmol/L; controle negativo) e serotonina
(1 pmol/L; controle positivo). Apenas no grupo contendo L-NAME, a L-arginina foi
retirada do meio de cultura para a realizacdo dos experimentos.

As células foram estimuladas com chemerin (0,5 ng/mL, 1 h), insulina (100
nmol/L; 30 min), a combinacdo dos dois, CCX 832 (antagonista ChemR23; 10
nmol/L), N-acetil-cisteina (NAC; 10 pmol/L; antioxidante) e 740Y-P (ativador de
PI3K/Akt; 1 umol/L) por 30 minutos.

3.13 Imunofluorescéncia

A fim de investigar se o tratamento de camundongos db/m e db/db com o
antagonista de ChemR23 (CCX 832) diminui 0 estresse oxidativo nestes animais,
foram realizados ensaios de imunofluorescéncia utilizando a sonda verde 8-
Hidroxiguanosina (8-OHG). 8-OHG € uma guanosina modificada presente no
DNA/RNA, quando atacado por radicais hidroxila formados como subprodutos e
produtos intermediarios do metabolismo aerébico durante o estresse oxidativo *%. A
imunohistoquimica para 8-OHG tem sido amplamente utilizada como um
biomarcador sensivel e estavel de danos no DNA e RNA derivados de estresse
oxidativo.

As seccbes de aorta em parafina (4 um) foram desparafinadas em xileno, re-
hidratadas por gradiente de etanol e lavadas em agua. Todas as secc¢fes foram
incubadas em EDTA (pH 8) e fervidas durante 15 min a 95° C para
desmascaramento do antigeno. As laminas foram arrefecidas até a temperatura
ambiente, permeabilizadas em 0,5% de Triton X-100 em PBS durante 5 min, e
bloqueadas em soro equino (donkey serum) 10%, 1% BSA em 1x TBS-T durante
uma hora a temperatura ambiente numa camara umidificada. Para imunocoloracao
com 8-OHG, as laminas foram incubadas overnight com anticorpo policlonal anti-8-
OHG (Abcam ab10802, 1:200; diluido em 5% soro de burro, 0,02% BSA, 0,0025%
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de Tween-20 em solugcdo 1x TBS) numa camara umidificada. Anticorpo secundario
anti-cabra conjugado com Alexa-Fluor-488 (Molecular Probes, A-11055, 1:300,
diluido em 5% soro equino, 0,02% BSA, 0,0025% Tween-20 em solu¢édo 1xTBS) foi
utilizado ap6s incubacdo do anticorpo primério por 1 h a temperatura ambiente no
escuro. Os cortes histologicos foram tratados com 0,1% Sudan Black (Sigma
Aldritch, 199664) em metanol durante 10 minutos a fim de remover
autofluorescéncia. Os nucleos foram contrastados pela exposicédo dos slides a 4-6-
diamidino-2-fenilindole (DAPI, a 100 ng/ml) durante 10 minutos. As secc¢bes foram
montadas com laminulas usando o meio de montagem anti-fator de decaimento de
fluorescéncia Prolong Gold contendo DAPI (Molecular Probes, P-36931) no escuro.
As imagens de fluorescéncia foram capturadas usando microscopio Axiovert 200M
com um modulo de varredura a laser LSM 510 (Carl Zeiss, Heidelberg, Alemanha).
Para controles negativos, laminas apenas com IgG de cabra foram utilizados (Santa
Cruz, sc-2028).

3.14 PCR em tempo real

A expressdo do RNAm de marcadores inflamatérios foi avaliada em tecido
adiposo perivascular (PVAT) de camundongos db/m e db/db pela reacdo em cadeia
da polimerase em tempo real (PCR em tempo real). O PVAT que circunda as
artérias mesentéricas foi retirado do animal e rapidamente congelado em nitrogénio
liguido. Os tecidos congelados foram homogeneizados e colocados em tubos
contendo 1mL de Trizol® (isotiocianato de guanidina em solugdo de fenol)
(Invitrogen-EUA). Apés a incubagdo do homogenato durante 5 minutos, em
temperatura ambiente, foram adicionados 200 uL de cloroférmio para cada 1 mL de
Trizol®. Os tubos foram agitados vigorosamente durante 15 segundos e incubados
por 2 a 3 minutos em temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas
(12000 g, 15 minutos, a 4°C); a fase aquosa (superior) foi transferida para outro tubo
e foram acrescentados 500 pL de isopropanol. Os tubos foram misturados por
inversdo e incubados a -20°C por 20 minutos. Em seguida, as amostras foram

centrifugadas (12000 g, 15 minutos, 4°C). O sobrenadante foi desprezado e 1 mL de
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etanol absoluto foi adicionado ao pellet. As amostras foram agitadas em vértex e
centrifugadas a 12000 g, por 5 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi vertido, e o pellet
deixado a temperatura ambiente por 5-10 minutos. O pellet foi ressuspendido em 10
puL de &gua DEPC (dietilpirocarbonato). A quantificagdo foi realizada por
espectrofotometria (260 nm) no aparelho Nanodrop® (Thermo Scientific, USA). O
critério de pureza utilizado foi a razdo 260/280 nm (acido nucléico/proteina) de
aproximadamente 1,8. Uma razdo menor que 1,8 é indicativo de contaminacao por
proteinas. A concentracao foi fornecida em ng/uL, e foram utilizados para leitura 2 pL
de amostra.

A reacado de transcricdo reversa € o processo pelo qual o acido ribonucleico
(RNA) é usado como um molde para sintetizar acido desoxirribonucleico
complementar (cDNA). Para esta reacdo foi utilizado o Kit Multiscrib reverse
transcription (Multiscrib RT®, Life Technologies). A reacao foi preparada com 2 pL de
tampéo (10x), 2 pL de solugcéo de sondas (primers) randémicas (10x), 0,8 pyL de
solucao de trisfosfatos desoxirribonucleétideos (ANTPs) (25x), 1 pyL de solucdo de
enzima Multiscrib RT (50 U/uL), 1 pL de inibidor de RNAse (20 U/uL), 0,25 pL de
solucéo de primers oligo-dT (0,5 pg/uL), 5 yuL de cada amostra de RNA (200 ng/uL),
totalizando um volume de 20 pL. As amostras foram incubadas a 25°C por 10
minutos, a 37°C por 120 minutos e a 85°C por 5 minutos. O cDNA obtido foi
armazenado a -20°C até as reacgBes de PCR em tempo real. A expressdo dos
genes foram quantificadas pelo sistema TagMan (Life Technologies). Este sistema
utiliza sonda fluorescente para permitir a deteccado de produto especifico conforme
este se acumula durante os ciclos de PCR. Uma sonda (oligonucleotideo) é
construida contendo um corante sinalizador (reporter) fluorescente na extremidade
5" e um corante silenciador (quencher) na extremidade 3". Enquanto a sonda esta
intacta, a proximidade do silenciador reduz bastante a fluorescéncia emitida pelo
corante sinalizador através da transferéncia de energia por ressonancia de
fluorescéncia através do espaco. Se a sequéncia alvo estiver presente, a sonda se
anela logo apos a um dos primers e é clivada pela atividade da nuclease 5 da Taq
DNA polimerase enquanto o primer € estendido. Esta clivagem da sonda separa o
corante sinalizador do corante silenciador, aumentando o sinal do primeiro, além de
remover a sonda da fita alvo, permitindo que a extensdo do primer continue até o

final da fita molde. As amostras foram incubadas a 50°C por 2 minutos e, em
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seguida, a 95°C por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e
60°C por 1 minuto no aparelho 7500/7500 Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems). A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) em tempo real foi realizada
em um volume final de 13 pL contendo oligonucleotideos especificos, que foram
construidos a partir de informacdes retiradas do GENEBANK. Foram analisados os
seguintes genes (Life Technologies): IL-6, TNF-a, MCP-1, adiponectin.

Foi fixado um valor de limiar (threshold) para cada gene. O threshold é um
nivel de sinal do corante sinalizador normalizado utilizado para determinacdo do Ct
(ciclo threshold) em ensaios de tempo real. Ele deve ser ajustado acima do sinal
fluorescente de fundo emitido durante os primeiros ciclos antes do instrumento de
PCR em tempo real detectar a amplificacdo do produto (baseline). O Ct é o nimero
do ciclo no qual a fluorescéncia gerada dentro de uma reacdo cruza a linha
threshold. Os valores de Ct sdo logaritmicos e sdo usados para as andlises
quantitativas. A expressao génica foi analisada pelo método de 222°', A média de Ct
e desvio padrdo das duplicatas foram calculados. Se o desvio padrao foi maior que
0,2 ciclos, o valor da duplicata mais discrepante foi excluido e a média, recalculada.
As expressOes relativas (gene alvo/gene controle interno [housekeeping]) foram
calculadas pelo método 2°4%!, e os resultados sdo apresentados como unidades

arbitrarias expressas relativamente ao controle.

3.15 Anélise dos dados

O conjunto de dados de cada protocolo experimental foi expresso em média +
E.P.M. e a diferenca entre os valores médios foi analisada por teste t de Student ndo
paramétrico ou por analise de variancia de uma (One-Way ANOVA), seguida pelo
pos-teste de Bonferroni, utilizando-se programa GraphPad Prism (Graph Pad Prism
5.0; GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Valores de p < 0,05 foram

considerados estatisticamente significantes.
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Resultados

4. Resultados

4.1 Efeito da adipocina chemerin na vasodilatacdo induzida por insulina

A poténcia da insulina em induzir vasodilatacdo foi significativamente menor
em artérias mesentéricas de camundongos C57BL/6J incubadas com chemerin por
1 h quando comparada aquela em vasos tratados com veiculo (Figura 1A; Tabela 1).
Como chemerin atua via receptor ChemR23, foi utilizado um antagonista deste
receptor, o composto CCX 832. A diminuicdo da resposta vasodilatadora promovida
pela insulina observada na presenca de chemerin foi bloqueada na presenca de
CCX 832 (Figura 1B; Tabela 1). Do mesmo modo, um ativador da via de sinalizagéo
PI3K/Akt (YS-49) e um sequestrador de O, (Tiron) reverteram a diminuicdo da
vasodilatacdo pela insulina induzida por chemerin (Figuras 1C e 1D; Tabela 1). A
incubacdo das artérias mesentéricas com YS-49 e Tiron ndo alterou as curvas

concentragéo-efeito para insulina.

Tabela 1. Valores de pD, da insulina em artérias mesentéricas de camundongos

com endotélio incubadas com veiculo, chemerin, CCX 832, YS-49 e Tiron.

Grupos pD,
Veiculo 7.8+ 0.1 (n=9)
Chemerin 7.1+0.1(n=9)*
CCX 832 8.2+ 1.0 (n=4)
CCX 832 + Chemerin 7502 (n=5) #
YS-49 8.2+ 0.2 (n=4)
YS-49 + Chemerin 7.7+£0.2 (n=5) #
Tiron 8.1 £ 0.09 (n=4)
Tiron + Chemerin 82+0.2(n=5)#

Os dados representam a média + E.P.M (n=4-9/grupo). Significativamente diferente (p < 0,05) em
relacdo ao (*) grupo veiculo, (#) grupo chemerin. ANOVA de uma via com pos-teste de Bonferroni.
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Figura 1. Chemerin diminui a vasodilatagdo induzida por insulina via ChemR23,
PI3K/Akt e mecanismos dependentes de estresse oxidativo. As figuras mostram curvas
concentracao-efeito para insulina (A) em artérias mesentéricas de camundongos incubadas
com veiculo ou chemerin na presenca e auséncia de antagonista do receptor para chemerin,
CCX 832 (B), YS-49 (C) e Tiron (D). Os dados representam média + E.P.M dos valores de
relaxamento. (n=4-9 para cada grupo). Significativamente diferente (p < 0,05) em relagc&o ao
(*) grupo veiculo, (#) grupo chemerin. ANOVA de uma via com pos-teste de Bonferroni.
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4.2 Efeito da adipocina chemerin na ativacdo da via do NO mediada por

insulina

Células endoteliais foram expostas a chemerin, insulina, a combinacdo dos
dois, CCX 832, 740Y-P (ativador de PI3K/Akt) e NAC (antioxidante) e primeiramente
a fosforilagcdo da eNOS foi investigada. A insulina induziu aumento da fosforilagdo do

sitio ativador (Ser*’’

) da eNOS enquanto chemerin diminuiu essa fosforilagdo em
relacdo ao grupo incubado com veiculo, bem como diminuiu a fosforilacdo da eNOS
induzida pela insulina (Figura 2A). Estes efeitos foram atenuados por NAC e 740Y-P
(Figura 2A).

Para determinar se a reduzida fosforilagdo da eNOS induzida por chemerin
estd associada a diminuicdo da producdo de NO, os niveis de NO foram
mensurados também em células endoteliais. A insulina aumentou os niveis de NO e
chemerin diminuiu significativamente a producdo de NO induzida pela insulina
nessas células. Este efeito envolveu ChemR23, PI3K e mecanismos dependentes
de ERO uma vez que CCX 832, 740Y-P e NAC reverteram parcialmente os efeitos
de chemerin (Figura 2B), indicando que o estresse oxidativo e um déficit na
sinalizacdo da PI3K/Akt estdo envolvidos nos efeitos da adipocina chemerin sobre a

resposta endotelial & insulina, diminuindo a biodisponibilidade de NO.
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Figura 2. Chemerin diminui a sinalizacdo de NO induzida por insulina em células
endoteliais. (A) Fosforilacdo do sitio ativador da eNOS (Ser'*’’) foi determinada por western
blot em células endoteliais estimuladas com chemerin (0.5 ng/mL, 1 h) e insulina (30 min) na
presencga ou auséncia de CCX 832 (antagonista ChemR23), NAC (sequestrador de ERO) ou
740Y-P (ativador de PI3K). Valores foram normalizados pela expressédo de eNOS total. (B)
Producédo de oxido nitrico (NO) foi determinada por DAF2-AM em células endoteliais e os
valores foram normalizados pela quantidade de proteina. Barras representam média +
E.P.M (n=5-6 para cada grupo). Significativamente diferente (p < 0,05) em relagéo ao (*)
grupo veiculo, (0) vs. insulina, (¢) vs. chemerin + insulina. ANOVA de uma via com pés-teste
de Bonferroni.
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4.3 Efeito da adipocina chemerin na sinalizagcdo vascular da insulina
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Figura 3. Chemerin diminui a sinalizacdo vascular da insulina. A fosforilacdo do IRS-1
(A), PI3K (B), Akt (C) e a translocacdo de GLUT4 (D) foi determinada por western blot em
CMLV. As células foram pré-tratadas com CCX 832, NAC ou 740Y-P 30 minutos antes da
incubacdo com chemerin e/ou insulina. Os valores foram normalizados por expressao de
proteina total ou a-tubulina. Barras representam média + E.P.M (n=5-6 para cada grupo).
Significativamente diferente (p < 0,05) em relacdo ao (*) grupo veiculo, (#) grupo chemerin,
(o) vs. insulina, (@) vs. chemerin + insulina. ANOVA de uma via com pés-teste de Bonferroni.
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Em adicéo aos seus efeitos sobre as células endoteliais, chemerin diminuiu a
sinalizacdo da insulina em CMLV. A insulina aumentou a fosforilacdo do substrato do
receptor de insulina-1 (IRS-1) em CMLV, a qual foi reduzida por tratamento
simultaneo com chemerin. Os efeitos de chemerin dependem da formagao de ERO,
mas ndo da ativacdo de ChemR23 (Figura 3A). A insulina também aumentou a
fosforilacdo de PI3K e de Akt em CMLV e chemerin diminuiu a fosforilacdo de ambas
proteinas induzida por insulina através de ChemR23 e mecanismos dependentes de
ERO (Figuras 3B e 3C).

A fim de investigar se chemerin possui efeitos sobre a migracdo de
transportadores de glicose, a translocacao de GLUT4 do citosol para a membrana foi
determinada. Em CMLV, chemerin diminuiu a translocacdo para a membrana de
GLUT4 induzida pela insulina (Figura 3D). Este efeito foi bloqueado por CCX 832 e
740Y-P (Figura 3D), sugerindo que ChemR23 e a ativacado de PI3K contribuem para

os efeitos de chemerin sobre a captacdo de glicose em CMLV.

4.4 Chemerin reduz a captacao de glicose induzida por insulina em CMLV

Os efeitos de chemerin sobre a fosforilacio da AMPK (proteina quinase
ativada por AMP), um mecanismo alternativo para a captacdo de glicose, também
foram avaliados. Chemerin diminuiu a fosforilagdo da AMPK (Thr*’?) tanto em CMLV
qguanto em células endoteliais (Figuras 4A e 4B).

Para avaliar se chemerin também afeta a captacdo de glicose induzida pela
insulina, a captacéo de 2-desoxiglicose (2-DG) foi quantificada em CMLV expostas a
2 UCi/mL de 2-[*H]DG na presenca de 2-DG ndo marcada. Chemerin diminuiu a
captacdo de glicose induzida por insulina (Figura 5) de maneira dependente da
geracdo de ERO e ativagéo das vias de sinalizagcdo AMPK e PI3K/Akt, uma vez que
Tiron, AICAR (ativador de AMPK) e 740Y-P reverteram os efeitos de chemerin no

transporte de glicose induzido por insulina em CLMV (Figura 5).
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Figura 4. Chemerin diminui a fosforilagdo de AMPK. A fosforilagdo de AMPK foi
determinada por western blot em CMLV (A) e células endoteliais (B). As células foram
incubadas com chemerin por 1 h. Os valores foram normalizados pela expressédo total de
AMPK. Barras representam média + E.P.M (n=6 para cada grupo). Significativamente
diferente (p < 0,05) em relacao ao (*) grupo veiculo. Teste t de Student.
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Figura 5. Chemerin diminui a captacdo de glicose induzida pela insulina em CMLV.
Quantificacdo da captacdo de glicose induzida pela insulina em CMLV de artérias
mesentéricas de camundongos incubadas com chemerin (0,5 ng/mL) por 1 h. Os graficos
mostram a contagem de células radiomarcadas com [*H] 2-deoxy-D-glicose por minuto. Os
dados representam média + E.P.M. dos valores de contagem de células radiomarcadas por
minuto (n=5-6/grupo). Significativamente diferente (p < 0,05) em relacdo ao (*) grupo
veiculo, (o) grupo insulina, (@) grupo chemerin + insulina. ANOVA de uma via com pés-teste
de Bonferroni.
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Conclusdes parciais 1

e Chemerin diminui a vasodilatacdo induzida por insulina via ChemR23,
PI3K/Akt e mecanismos dependentes de estresse oxidativo em artérias

mesentéricas de camundongos ndo-obesos ndo-diabéticos.

e Chemerin diminui a fosforilagdo de eNOS e producdo de NO induzida por

insulina em células endoteliais via ChemR23, PI3K/Akt e estresse oxidativo.

® Chemerin diminui a sinalizacdo vascular da insulina via ChemR23, estresse
oxidativo e diminui a translocacdo de GLUT4 em CMLV via ChemR23,

estresse oxidativo e ativagao da via de sinalizacao PI3K/Akt.

® Chemerin diminui a captagao de glicose induzida pela insulina em CMLV por
mecanismos dependentes da ativacdo das vias de sinalizacdo AMPK e

PI3K/Akt e estresse oxidativo.
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4.5 Efeitos do antagonismo do receptor de chemerin, ChemR23, sobre

parametros metabdlicos de camundongos db/db

Considerando que chemerin diminuiu a sinalizacdo da insulina em CMLV e
células endoteliais e a captacdo de glicose em CMLV, predominantemente via
receptor ChemR23, camundongos obesos e diabéticos db/db foram tratados com
antagonista deste receptor, o composto CCX 832. E importante salientar que
camundongos db/db apresentaram aumento nos niveis plasmaticos de chemerin
quando comparados a camundongos ndo-obesos e ndo-diabéticos db/m (Figura 6A).

ApoOs o tratamento dos animais com CCX 832, foi observada reducdo da
massa corporal dos camundongos db/db na terceira semana de administracdo da
droga (Figura 6B). Nenhuma diferenca foi observada entre a massa de animais db/m
tratados com veiculo ou CCX 832 (Figura 6B). Confirmando o dado mencionado
anteriormente, houve reducdo na massa total do tecido adiposo dos camundongos
db/db tratados com CCX 832 (Figura 6C). Nao houve diferenca no consumo de
racao entre os grupos db/db e db/m tratados com veiculo ou CCX 832 (Figura 6D).

Nao foram observadas diferencas nos niveis plasmaticos de glicose (Figura
7A) e insulina (Figura 7B) entre camundongos db/m e db/db ao final do tratamento,
ou entre animais db/m tratados com veiculo ou CCX 832. No entanto, houve
aumento significativo nos niveis plasmaticos de glicose e insulina em animais
obesos e diabéticos db/db, efeito atenuado pelo tratamento com CCX 832 (Figura 7A
e 7B). Quando a glicemia de jejum foi obtida semanalmente, foi observada reducéo
significativa dos niveis de glicose em camundongos db/db a partir da segunda
semana de tratamento, efeito que permaneceu até o final do tratamento (Figura 7C).
Adicionalmente, animais db/db apresentaram tolerancia a glicose, no entanto o
tratamento com CCX 832 nao alterou tal resposta (Figura 7D). Nenhuma diferenca
foi observada entre camundongos db/m tratados com veiculo ou CCX 832 (Figura
7D).
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Figure 6. CCX 832 diminui massa corporal de camundongos db/db. (A) Niveis
plasmaticos de chemerin foram avaliados por Elisa em camundongos db/m e db/db. (B)
Massa corporal de animais db/m e db/db foram coletados durante as trés semanas de
tratamento. (C) Massa do tecido adiposo total de camundongos db/m e db/db tratados com
veiculo ou CCX 832. (D) Quantificagdo do consumo de racdo nos dias zero, 3 e 7 do
tratamento em camundongos db/m e db/db tratados com veiculo ou CCX 832. Os dados
representam média + E.P.M (n=5-8/grupo). Significativamente diferente (p < 0,05) em
relacéo ao (*) grupo db/m veiculo, (~) grupo db/db CCX 832. Teste t de Student ou ANOVA
de uma via com pés-teste de Bonferroni.
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Figure 7. CCX 832 diminui niveis de insulina e glicose, mas nao afeta a tolerancia a
glicose de camundongos db/db. Niveis plasmaticos de glicose (A) e insulina (B) avaliados
em camundongos db/m e db/db ao final do tratamento. (C) Glicemia de jejum avaliada
semanalmente em camundongos db/m e db/db tratados com veiculo ou CCX 832. (D) Teste
de tolerancia a glicose realizado ao final do tratamento de animais db/m e db/db. Valores
representam média + E.P.M (n=5-8/grupo). Significativamente diferente (p < 0,05) em
relagédo ao (*) grupo db/m veiculo, (<) grupo db/db CCX 832. ANOVA de uma via com pos-
teste de Bonferroni.

Em animais db/db foi observado aumento na massa do baco, efeito revertido
apos o tratamento com CCX 832. As massas do coracdo e rim de camundongos
db/db também mostraram-se aumentadas em relacdo aos animais db/m tratados
com veiculo ou CCX 832 (Figuras 8B e 8C, respectivamente). O tratamento destes
animais com o antagonista de ChemR23 sutilmente diminuiu a massa do rim, mas

nao afetou a massa do coracgao (Figuras 8B e 8C). Nenhuma diferenga foi observada
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nas massas do baco, rim e coragdo entre animais db/m tratados com veiculo ou
CCX 832 (Figuras 8A, 8B e 8C).
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Figure 8. CCX 832 diminui massa do bago e rim, mas n&o diminui a massa do coragéo
de camundongos db/db. Massa do baco (A), rim (B) e coracao (C) de camundongos db/m
e db/db ao final do tratamento com veiculo ou CCX 832. (D) Niveis de creatinina dosados na
urina de camundongos db/m e db/db tratados com veiculo ou CCX 832. Valores
representam média + E.P.M (n=5-8/grupo). Significativamente diferente (p < 0,05) em
relagdo ao (*) grupo db/m veiculo, (<) grupo db/db CCX 832. ANOVA de uma via com pos-
teste de Bonferroni.
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4.6 Efeito do antagonismo de ChemR23 na disfuncdo vascular de

camundongos db/db

A resposta maxima (Emax) de vasoconstricdo induzida por PhE em
camundongos db/m né&o foi alterada pelo tratamento com CCX 832. Entretanto, o
aumento na vasoconstricdo induzida pela PhE observado em camundongos db/db
foi atenuado pelo tratamento com o antagonista do receptor de ChemR23 (Figuras
9A e 10A). N&o houve diferenga nos valores de pD; entre os grupos (Tabela 2).

Adicionalmente, a vasodilatacdo (Emax) induzida por ACh foi menor em
camundongos db/db, um efeito parcialmente revertido pelo tratamento com CCX 832
(Figuras 9B e 10B). Similarmente, a resposta vasodilatadora (Emax) da insulina em
artérias mesentéricas de camundongos db/db foi reduzida e, novamente, o
tratamento com CCX 832 atenuou esta alteracdo (Figuras 9C e 10C). Nao houve
diferenca significativa nos valores de pD, entre os grupos estudados (Tabelas 3 e 4).
Em relacdo a vasodilatacdo promovida por NPS, ndo foram observadas diferencas
entre os grupos db/m e db/db tratados com veiculo ou CCX 832 (Figura 9D, Tabela
5). Nenhuma alteracdo na vasodilatagcdo induzida por ACh, NPS e insulina foi
observada em camundongos db/m submetidos ao tratamento com CCX 832 (Figuras
9A, 9B e 9C).

Tabela 2. Valores de pD, para PhE em artérias mesentéricas de camundongos db/m
e db/db tratados com CCX 832.

Grupos pD;
db/m 6.2 £ 0.04 (n=10)
db/db 6.4 + 0.04 (n=11)
db/m + CCX 832 6.4 + 0.08 (N=6)
db/db + CCX 832 6.5 0.04 (n=7)

Os dados representam a média + E.P.M (n=6-10/grupo). Significativamente diferente (p < 0,05) em
relagdo ao (*) grupo db/m veiculo, («) grupo db/db CCX 832. ANOVA de uma via com pos-teste de
Bonferroni.
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Figure 9. CCX 832 atenua a disfuncao vascular observada em camundongos db/db. Os
graficos mostram curvas concentragao-efeito para PhE (A), ACh (B), insulina (C) e NPS (D)
em artérias mesentéricas de camundongos db/m e db/db tratados com veiculo ou CCX 832.
Os dados representam média + E.P.M (n=6-10 para cada grupo). Significativamente
diferente (p < 0,05) em relacdo ao (*) grupo db/m veiculo, () grupo db/db CCX 832. ANOVA
de uma via com poés-teste de Bonferroni.

Tabela 3. Valores de pD; para ACh em artérias mesentéricas de camundongos db/m
e db/db tratados com CCX 832.

Grupos pD,
db/m 7.2 £ 0.09 (n=10)
db/db 7.2+0.10 (n=11)
db/m + CCX 832 7.0 £ 0.24 (n=6)
db/db + CCX 832 7.3 +£0.13 (n=7)

Os dados representam a média + E.P.M (n=6-10/grupo). Significativamente diferente (p < 0,05) em
relacéo ao (*) grupo db/m veiculo, (<) grupo db/db CCX 832. ANOVA de uma via com pos-teste de
Bonferroni.
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Tabela 4. Valores de pD, para insulina em artérias mesentéricas de camundongos
db/m e db/db tratados com CCX 832.

Grupos pD;
db/m 7.5 1 0.21 (n=10)
db/db

7.8 +0.17 (n=11)
db/m + CCX 832 7.0 + 0.41 (n=6)
db/db + CCX 832 7.5+ 0.24 (n=7)

Os dados representam a média + E.P.M (n=6-10/grupo). Significativamente diferente (p < 0,05) em
relagdo ao (*) grupo db/m veiculo, («) grupo db/db CCX 832. ANOVA de uma via com pos-teste de
Bonferroni.

Tabela 5. Valores de pD, do NPS em artérias mesentéricas de camundongos db/m e
db/db tratados com CCX 832.

Grupos pD;
db/m 7.2 £ 0.06 (n=10)
db/db

6.7 + 0.07 (n=11)
db/m + CCX 832 6.9 + 0.08 (N=6)
db/db + CCX 832 6.5 + 0.07 (n=7)

Os dados representam a média + E.P.M (n=6-10/grupo). Significativamente diferente (p < 0,05) em
relagdo ao (*) grupo db/m veiculo, («) grupo db/db CCX 832. ANOVA de uma via com pos-teste de
Bonferroni.
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Figure 10. Efeito do CCX 832 sobre a Emax da PhE, ACh, insulina e NPS em artérias
mesentéricas de camundongos db/m e db/db. As figuras mostram os valores de Emax da
PhE, ACh, insulina e NPS em artérias mesentéricas de camundongos db/m e db/db tratados
com veiculo ou CCX 832. Os dados representam média = E.P.M (n=6-10 para cada grupo).

Significativamente diferente (p < 0,05) em relacéo ao (*) grupo db/m veiculo, (=) grupo db/db
CCX 832. ANOVA de uma via com pés-teste de Bonferroni.

4.7 Efeito de CCX 832 sobre os parametros estruturais de artérias
mesenteéricas de camundongos db/db

Os diametros externo (Figura 11A) e interno (Figura 11B) foram similares
entre as artérias mesentéricas dos grupos experimentais db/m veiculo ou CCX 832.
Entretanto, tanto o didmetro externo quanto o interno dos vasos de animais db/db
mostraram-se significativamente elevados. O tratamento com CCX 832 nao reduziu

os diametros externo e interno dos vasos destes animais (Figuras 11A e 11B
respectivamente).
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Figura 11. CCX 832 nédo altera parametros estruturais de artérias mesentéricas de
camundongos db/db. Didmetro externo (A), didmetro interno (B), espessura da parede (C),
razdo parede:limen (D) e AST (E) em artérias mesentéricas de camundongos db/db e db/m
tratados com CCX 832 ou veiculo por 3 semanas. Valores foram obtidos em artérias
gradualmente pressurizadas em condicdes passivas (Krebs 0Ca?"). Os dados representam
média £ E.P.M (n=6-10 para cada grupo). Significativamente diferente (p < 0,05) em relacdo
ao (*) grupo db/m veiculo, (~) grupo db/db CCX 832. ANOVA de uma via com p0s-teste de

Bonferroni.
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A espessura da parede (Figura 11C), razédo parede:lumen (Figura 11D) e AST
(Figura 11E) foram significativamente maiores em artérias do grupo diabético tratado
com veiculo em comparacdo aos demais grupos. Novamente, nenhuma dessas
alteracbes estruturais em artérias mesentéricas dos camundongos db/db foram
atenuadas pelo tratamento com CCX 832 (Figuras 11C, 11D e 11E).

4.8 Efeito de CCX 832 sobre a sinalizagcdo vascular da insulina em
camundongos db/db

A fim de avaliar o papel do antagonismo de ChemR23 sobre a sinaliza¢céo
vascular da insulina, a fosforilagdo de diferentes membros da principal via de
sinalizacdo ativada pela insulina em aortas de camundongos db/m e db/db tratados
com veiculo ou CCX 832 foi investigada. Como observado na figura 12, a
fosforilagdo de IRS-1 (Ser®®?), PI3K (Tyr**®Thr®®) e Akt (Ser*”) foi menor em aorta
de camundongos db/db se comparada aquela em animais db/m tratados com veiculo
ou CCX 832 (Figuras 12A, 12B e 12C, respectivamente). ApOs o tratamento com
CCX 832, este efeito foi atenuado (Figuras 12A, 12B e 12C). Nao houve diferenca
significativa na fosforilacdo destas proteinas entre os grupos db/m veiculo e db/m
CCX 832.
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Figura 12. CCX 832 normaliza a sinalizagdo vascular da insulina em aortas de
camundongos db/db. A fosforilagdo do IRS-1 (A), PI3K (B) e Akt (C) foi determinada por
western blot em aortas de camundongos db/m e db/db tratados com veiculo ou CCX 832.
Os valores foram normalizados pela expressdo das respectivas proteinas total. Barras
representam média + E.P.M (n=5-8 para cada grupo). Significativamente diferente (p < 0,05)
em relacdo ao (*) grupo db/m veiculo, (~) grupo db/db CCX 832. ANOVA de uma via com
pés-teste de Bonferroni.
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4.9 Efeito do tratamento com CCX 832 sobre o estresse oxidativo em tecidos
de camundongos db/db

Considerando que o estresse oxidativo medeia os efeitos de chemerin sobre o
prejuizo da resposta vasodilatadora induzida pela insulina em artérias mesentéricas
de camundongos, a geracdo de ERO em aortas e rins de camundongos db/m e
db/db tratados com veiculo ou CCX 832 também foram avaliados.

Animais db/db apresentaram aumento de estresse oxidativo em aorta (Figuras
13A e 13B) e rim (Figuras 14A e 14B), efeito atenuado pelo tratamento com CCX

832. Nao houve diferenca significativa entre os grupos db/m veiculo e db/m CCX
832.
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Figura 13. CCX 832 reduz estresse oxidativo em aortas de camundongos db/db. (A)
Imagens representativas e (B) andlise quantitativa de nudcleos positivos para 8-OHG em
aortas com endotélio intacto de camundongos db/m e db/db tratados com veiculo ou CCX
832. Escala = 50 pum; Amento: 20X. Resultados representam a media = E.P.M (n=5 para
cada grupo). Significativamente diferente (p < 0,05) em rela¢do ao (*) grupo db/m veiculo,
(=) grupo db/db CCX 832. ANOVA de uma via com pds-teste de Bonferroni.
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Figura 14. CCX 832 reduz estresse oxidativo renal em camundongos db/db. (A)
Imagens representativas e (B) analise quantitativa de nucleos positivos para 8-OHG em rins
de camundongos db/m e db/db tratados com veiculo ou CCX 832. Escala = 50 pm; Amento:
20X. Resultados representam a media = E.P.M (n=5 para cada grupo). Significativamente

diferente (p < 0,05) em relacdo ao (*) grupo db/m veiculo, () grupo db/db CCX 832. ANOVA
de uma via com poés-teste de Bonferroni.

4.10 Efeito do antagonismo de ChemR23 sobre o perfil inflamatério do PVAT
de camundongos db/db

A fim de investigar se a inflamac¢do do PVAT de camundongos db/db também
€ afetada pelo antagonismo de ChemR23, foram avaliados marcadores inflamatorios
no PVAT dos animais tratados com CCX 832 e veiculo. Camundongos db/db
apresentaram aumento na expressao de RNAm das adipocinas pro-inflamatorias
TNF-a e MCP-1 (proteina quimiotatica de mondcitos) (Figuras 15A e 15B) bem como
diminuicdo dos niveis plasmaticos e RNAm de adiponectina, adipocina anti-
inflamatoria (Figuras 15C e 15D), no PVAT. A expressdo de RNAmM dos marcadores

pré-inflamatérios (TNF-a e MCP-1) no PVAT de animais db/db foi normalizada pelo
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tratamento com CCX 832, retornando aos niveis observados nos animais controle
(db/m veiculo e db/m CCX 832) (Figuras 15A e 15B). Nao foi constatada diferenca
significativa nos niveis de RNAm de IL-6 entre os animais db/m e db/db tratados com
veiculo e CCX 832 (Figura 15C). Em relagdo aos niveis de adiponectina,
camundongos db/db tratados com CCX 832 apresentaram reversdo parcial dos
niveis plasmaticos e reversao total da expressao génica desta adipocina (Figuras
16A e 16B). Nao houve diferenca significativa entre os grupos db/m veiculo e db/m
CCX 832.
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Figura 15. CCX 832 diminui marcadores pro-inflamatérios no PVAT de camundongos
db/db. Expressdo de RNAm de MCP-1 (A), TNF-a (B) e IL-6 (C) avaliada por PCR em
tempo real em PVAT de camundongos db/m e db/db tratados com veiculo ou CCX 832.
Resultados representam a media £+ E.P.M (n=5-8 para cada grupo). Significativamente
diferente (p < 0,05) em relac¢éo ao (*) grupo db/m veiculo, (~) grupo db/db CCX 832. ANOVA
de uma via com poés-teste de Bonferroni.
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Figura 16. CCX 832 aumenta marcadores anti-inflamatérios no PVAT e plasma de
camundongos db/db. (A) Expressdo de RNAm de adiponectina avaliada por PCR em
tempo real em PVAT de camundongos db/m e db/db tratados com veiculo ou CCX 832. (B)
Niveis plasmaticos de adiponectina foram avaliados por Elisa. Resultados representam a
media = E.P.M (n=5-8 para cada grupo). Significativamente diferente (p < 0,05) em relacdo
ao (*) grupo db/m veiculo, (~) grupo db/db CCX 832. ANOVA de uma via com p0Os-teste de
Bonferroni.
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Conclusdes parciais 2

O antagonismo do receptor de chemerin, ChemR23, através do composto
CCX 832 diminui a massa corporal de camundongos db/db sem alterar a

ingestao alimentar destes animais.

CCX 832 diminui os niveis de insulina e glicose em camundongos db/db, mas
ndo afeta a tolerancia a glicose destes animais, sugerindo que chemerin esta

atuando diretamente apenas nas vias de sinalizag&o ativadas pela insulina.

CCX 832 diminui a massa do baco e reduz marcadores proé-inflamatérios no
PVAT de animais db/db, sugerindo que o tratamento melhora o perfil

inflamatoério destes animais obesos e diabéticos.

O antagonismo de ChemR23 diminui os niveis de creatinina na urina de
camundongos db/db, indicando que CCX 832 melhora a funcado renal destes

animais.

CCX 832 diminui a vasoconstricdo induzida pela PhE e melhora a
vasodilatacdo induzida pela ACh e insulina em camundongos db/db,
mostrando que o antagonismo de ChemR23 atenua a disfuncéo vascular de

camundongos obesos e diabéticos db/db.

CCX 832 nao altera as caracteristicas estruturais das artérias mesentéricas
de camundongos db/db.

CCX 832 aumenta a fosforilacdo de importantes proteinas ativadas pela
insulina (IRS-1, PI3K e Akt) em aortas de camundongos db/db, as quais estédo
prejudicadas em animais db/db tratados com veiculo, sugerindo que o
antagonismo de ChemR23 melhora a sinalizacdo vascular da insulina em

camundongos obesos e diabéticos db/db.

O antagonismo de ChemR23 reduz o estresse oxidativo em aorta e rim de

camundongos db/db, efeito que pode estar mediando a melhora na
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sinalizacdo vascular da insulina promovida por CCX 832 em camundongos
obesos e diabéticos db/db.
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Figura 17. Figura esquematica representando possiveis mecanismos pelos quais o
sistema chemerin/ChemR23 modula/compromete efeitos vasculares de insulina. O
eixo chemerin/ChemR23 pode levar a alteragBes na sinalizagdo vascular da insulina, as
quais podem ser relacionadas a disfung¢é@o vascular e endotelial associada ao diabetes. A
interacdo entre adipocitos e vasculatura pode ser um importante mecanismo de dano
vascular subjacente em complicacdes cardiovasculares relacionadas ao diabetes.
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Discussao

9. Discusséao

Nossos resultados demonstram que (1) chemerin atenua a vasodilatacao
induzida por insulina através de seu proprio receptor, sinalizacdo PI3K/Akt e
estresse oxidativo; (2) chemerin diminui a fosforilagdo da eNOS e a produgéo de NO
em células endoteliais induzida por insulina através da via de sinalizacdo PI3K/Akt e
estresse oxidativo; (3) em CMLV, chemerin diminui a sinalizacdo da insulina via
ChemR23 e estresse oxidativo; (4) o antagonismo de ChemR23 através de CCX 832
diminui a massa corporal de camundongos db/db; (5) CCX 832 restaura
parcialmente a vasodilatacdo induzida pela insulina diminuida em animais db/db e
melhora a sinalizacdo da insulina nos camundongos diabéticos db/db; (6) CCX 832
diminui o perfil inflamatério do PVAT e o estresse oxidativo em vasos e rins de
camundongos db/db. Os resultados deste estudo mostram pela primeira vez que o
eixo chemerin/ChemR23 desempenha um papel notavel no estresse oxidativo e
disfuncéo da sinalizacédo da insulina no diabetes.

Na obesidade, a producdo de adipocinas € alterada, promovendo uma
inflamacdo crénica e conduzindo a um aumento dos niveis de adipocinas pro-

inflamatorias 1**

. O aumento das adipocinas proé-inflamatérias pode modificar a
sinalizacdo ativada pela insulina. TNF-a e IL-6, por exemplo, sdo bons indicadores
do desenvolvimento do DM2 % TNF-a foi identificado como um regulador de
sensibilidade & insulina . Em adipécitos 3T3-L1, IL-6 reduz a expressdo de um dos
substratos do receptor da insulina, IRS-1, e do transportador de glucose, GLUT4 %4,
Similarmente, o aumento dos niveis de TNF-a promovem reducao da fosforilacdo de
IRS-1 e diminuem a transdugé&o do sinal da insulina em musculo esquelético e tecido
adiposo de ratos obesos '%. Nesse sentido, nossos dados apontam que chemerin
diminui a fosforilagéo de IRS-1, PI3K e Akt induzida por insulina, bem como reduz a
translocacdo de GLUT4 para a membrana e a captacdo de glicose também
induzidas pela insulina em CMLV de animais ndo obesos, nado diabéticos

(C57BL/6J). Os efeitos moleculares da adipocina chemerin na sinalizacdo vascular
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da insulina também séo refletidos na reatividade vascular a insulina, uma vez que
chemerin atenua a vasodilatacéo induzida por insulina em artérias mesentéricas de
camundongos controle, efeito dependente da sinalizacdo de PI3K/Akt e estresse
oxidativo. Juntos, esses achados sugerem que chemerin pode ter participagéo
importante na resisténcia a insulina em CMLV, estando o estresse oxidativo
envolvido em seus efeitos, como foi demonstrado por nosso grupo anteriormente .
Corroborando nossos dados, um estudo recente demonstrou que chemerin
diminui a captacdo de glicose e fosforilagdo de Akt estimuladas por insulina em
cardiomidcitos de ratos. A inibicdo da MAPK ERK1/2 parcialmente reverte este efeito
%2 Nesse sentido, Jager et al. (2007) demonstraram que a IL-1pB reduz a fosforilacdo
de PI3K/p85 e Akt induzida pela insulina. Do mesmo modo, IL-13 diminui a
expressdo das proteinas IRS-1 e Akt em adipdcitos, o que culminou em reducéo

106 De forma

significativa da captacdo de glicose promovida pela insulina
semelhante, a interleucina-17 (IL-17) inibe a captagcdo de glicose in vitro em
adipécitos 3T3-L1 7.

Nosso estudo demonstrou que 0s niveis plasmaticos de chemerin estdo
aumentados em camundongos db/db, dado confirmado por diferentes outros estudos
65. 108 - Além disso, camundongos db/db tratados com antagonista do receptor de
chemerin ChemR23, pelo uso do composto CCX 832, apresentam sutil, mas
significante, reducdo da massa de tecido adiposo e um decréscimo na massa
corporal na terceira semana de tratamento. Possivelmente, se o tratamento se
prolongasse, este efeito poderia se mostrar mais acentuado. Complementarmente,
ja foi demonstrado que chemerin regula a adipogénese por meio de seu préprio
receptor ChemR23 “** e que a expressdo de chemerin e seus receptores, ChemR23,
CCRL2, e GPR1 ¢ alterada em tecido adiposo branco, musculo esquelético e figado
de camundongos obesos e diabéticos ®. No entanto, na literatura, os efeitos da
deplecédo ou inibicdo de ChemR23 sobre a massa corporal ainda sdo controversos.
Enquanto Rouger et al. (2013) n&o observaram alteracdes na massa corporal e
massa de tecido adiposo em camundongos knockout (KO) para ChemR23 %,
achados de Ernst et al. (2012) corroboram nossas observacdes mostrando que
camundongos ChemR23” apresentaram reducdo na massa corporal total e
percentual de gordura corporal em comparacdo com animais controle 3.

Interessantemente, este mesmo estudo mostrou diminuicéo da ingestao alimentar de
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animais com deficiéncia no receptor para chemerin, enquanto nosso estudo nao
encontrou diferenca neste aspecto.

A massa corporal ndo € o Unico tema discutivel relacionado aos animais em
que ChemR23 foi depletado ou antagonizado. Os niveis de glicose e insulina
também sdo aspectos que precisam ser discutidos e cautelosamente compreendidos
neste caso. Em nossos achados, camundongos db/db tratados com CCX 832
apresentam diminuigdo significativa nos niveis de glicose e de insulina plasméatica ao
final do tratamento, bem como diminuicédo dos indices glicémicos a partir da segunda
semana de tratamento, dado que reforca o fato de chemerin contribuir para
resisténcia a insulina neste modelo de diabetes. Tem sido demonstrado que
chemerin influencia a homeostase da glicose assim como contribui para as
desordens metabdlicas na obesidade e DM2 ®. A administracdo exdgena de
chemerin exacerba a intolerancia a glicose, reduz os niveis séricos de insulina e a
captacdo de glicose pelos tecidos de camundongos db/db ®°. Apesar deste estudo
reforcar nossas descobertas, Rouger et al. (2013) verificaram que a tolerancia a
glicose ndo foi afetada em camundongos jovens deficientes em ChemR23 *%°.

Interessantemente, no presente trabalho, quando realizado o teste de
tolerdncia a glicose, camundongos db/db tratados com CCX 832 ndo apresentam
melhora em sua intolerancia a glicose. Apesar disto, nos deparamos ao longo deste
estudo com importante restabelecimento de outros aspectos chave da sinalizacao da
insulina, como o aumento da expressao das principais vias de sinalizacao ativadas
por insulina, PI3K, Akt e IRS1, bem como atenuacdo do prejuizo na vasodilatacédo
induzida por insulina em aorta e artérias mesentéricas de animais db/db,
respectivamente. Esses achados, juntamente com nossos resultados em CMLV,
reforcam a ideia de que chemerin, via ChemR23, possa atuar majoritariamente de
forma direta na sinalizacdo vascular da insulina sem, no entanto, alterar a
homeostase da glicose nestes animais. Nossos achados sdo corroborados pelo
estudo de Ernst et al. (2012), que demonstraram que animais ChemR23™
submetidos a dieta rica em gordura por 24 semanas sao também intolerantes a

glicose se comparados aos animais controle .
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A insulina liga-se especificamente ao seu receptor, um heterotetramero
composto por duas subunidades a e duas B *'°. A ligacdo da insulina & subunidade «
do receptor de insulina promove alteracdo conformacional que leva a
autofosforilacdo das subunidades B. Uma vez ativado, o receptor induz a fosforilagcéo
de residuos de tirosina dos substratos de receptores da insulina (IRS) ' A
fosforilacdo dos substratos de receptores da insulina 1 (IRS-1) e 2 (IRS-2) conduz a
ativacdo da via de sinalizacdo PI3K/Akt ** 12 13 A relacso entre a via PI3K/Akt e
metabolismo da glicose jA4 estd bem caracterizada > % '° Classicamente, a
sinalizacdo metabdlica da insulina resulta em vasodilatacdo através de aumento da
producdo de NO, bem como a insulina modula a producdo de prostaglandinas e
fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio *®. Em nossos resultados, além da
reducdo da vasodilatacdo induzida por insulina observada em artérias mesentéricas
de camundongos ndo-obesos ndo-diabéticos através de mecanismos envolvendo a
sinalizacdo PI3K/Akt e estresse oxidativo, chemerin também reduz a fosforilacdo da
eNOS (Ser'!’) e a producdo de NO estimuladas por insulina em células endoteliais,
novamente através de estresse oxidativo, o que pode contribuir para explicar a
disfungéo vascular a insulina associada ao diabetes e obesidade.

Tem sido proposto que a resisténcia aos efeitos vasculares de insulina
envolve seletivamente a via de sinalizacdo da PI3K/AKUNO . Em células
endoteliais, o bloqueio da via PI3K induz a resisténcia a insulina, o que por sua vez,
resulta na diminuicdo da producdo de NO 8 Como demonstrado neste estudo, os
efeitos de chemerin sdo principalmente mediados pelo seu receptor ChemR23 e
nossos dados sugerem que ele parece ser componente relevante para compreender
a diminuicdo da sensibilidade vascular a insulina em modelo de diabetes associado
a obesidade. Aqui, demonstramos que o antagonismo de ChemR23 restaura
parcialmente a vasodilatagcdo induzida por insulina em camundongos obesos e
diabéticos db/db, bem como aumenta a fosforilagdo das proteinas PI3K, Akt e IRS-1
prejudicada em vasos destes animais. Em ratos obesos ha reducdo expressiva na
fosforilacdo de residuos de tirosina do receptor de insulina (IR) e de IRS-1/IRS-2,
bem como da ativacdo de PI3K e Akt na vasculatura *'°. Em concordancia, ratos
espontaneamente hipertensos também exibem resisténcia a insulina na vasculatura
com menor produgdo de NO estimulada pela insulina associado a uma maior

secrecdo de ET-1 *%°.
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O estresse oxidativo é crucial contribuinte para a etiologia multifatorial da

121123 3ssim como na

resisténcia a insulina, particularmente no musculo esquelético
disfuncdo das células B pancreéaticas ***. Existem numerosas desordens celulares e
sistémicas que podem contribuir para o excesso da producdo de ERO, incluindo
hiperglicemia, dislipidemia, estresse do reticulo endoplasmatico (ER) e os produtos
finais de glicacdo avancada (AGEs), os quais podem ativar fatores associados a
resisténcia & insulina ***. Em humanos, existe associacdo entre os marcadores
séricos de estresse oxidativo e o grau de resisténcia & insulina **> %, Em modelos
animais, o estresse oxidativo interrompe a ativacdo de IRS-1 e PI3K induzida pela
insulina e, assim, compromete a translocacdo de GLUT4 em adipécitos 3T3-L1 %7,
No tecido adiposo de homens saudaveis submetidos a ingestao caldrica excessiva,

by

0 estresse oxidativo induz resisténcia a insulina parcialmente via inativacdo de

128 sendo assim, o

GLUT4 devido a carbonilacdo e oxidacdo desta proteina
aumento da geracdo de ERO em aorta e rim de camundongos db/db demonstrada
em nosso estudo pode ser associada a reducdo da sinalizagdo da insulina
observada nestes animais. Além disso, o eixo chemerin/ChemR23 parece ter
participacdo neste efeito, uma vez que foi demonstrado que o antagonismo de
ChemR23 atenua a producdo de ERO em vasos e rim de camundongos db/db assim
como restaura a sinalizagcdo de insulina em vasos destes animais obesos e
diabéticos. Podemos ainda ir mais adiante, pois nossos resultados confirmam o
envolvimento do estresse oxidativo no comprometimento da sinalizacdo da insulina
induzida por chemerin, uma vez que um antioxidante € capaz de atenuar a reducao
da fosforilagédo de Akt e IRS-1, a captacdo de glicose e vasodilatacao induzidas por
insulina observadas em CMLYV e artérias estimuladas com chemerin.

De modo complementar, este estudo demonstrou que chemerin diminui a
fosforilacdo da AMPK tanto em CE quanto em CMLV. A AMPK é uma quinase de
residuos de serina-treonina considerada mediador importante do metabolismo da

129 Neste sentido, o desenvolvimento de medicamentos ativadores de

glicose
AMPK emergiram como potencial tratamento para o diabetes tipo 2. Esta bem
estabelecido que, agudamente, a ativacdo de AMPK estimula a captacdo de glicose
via GLUT1 e GLUT4 no musculo esquelético **°. Em cardiomidcitos, a ativacéo da
AMPK aumenta a expressdo de GLUT4 de forma dependente da PKC 3. Além

disso, a ativacdo da AMPK pelo composto 5-amino-4-imidazol-1-B-D-carboxamida
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ribofuranosideo (AICAR) aumenta a captacdo de glicose no coracdo e musculo
esquelético ** 133, O tratamento crénico com AICAR também aumenta a captacao

de glicose induzida pela insulina no musculo esquelético de ratos normais ',

135
4

possivelmente, pelo aumento da expressdo de GLUT- , 0 que pode explicar a

136 De modo

prevencdo do desenvolvimento de resisténcia a insulina in vitro
importante, aumento na expressédo do gene GLUT4 humano protege camundongos
db/db de desenvolver resisténcia a insulina e diabetes **’. Da mesma forma, nossos
resultados mostraram que a ativacdo de AMPK, por meio do uso de AICAR, (e
também a ativacdo da via PI3K/Akt) reverte os efeitos da adipocina chemerin sobre
a captacao da glicose induzida pela insulina em CMLV de camundongos controle, o
que esta de acordo com os dados da fosforilagdo da AMPK observados neste
estudo.

Vale a pena mencionar que ha uma interacdo muito bem estabelecida entre
0s receptores acoplados a proteina G (GPCRs) e receptores de tirosina quinase
(RTKs) com a participacdo de GPCRs ativando proteinas upstream ou downstream
dos RTKs **® 1*°. ChemR23 é um GPCR reconhecido por atuar através de G; e ativar
varias vias de sinalizacéo intracelulares, como a MAPK ERK1/2 *°. Por outro lado, o
receptor de insulina pertence a familia dos RTKs, o qual desempenha um papel
critico no desenvolvimento, divisdo e metabolismo celular **°. A ativacdo dos
membros da familia RTK resulta em autofosforilacdo e fosforilacdo de substratos de
proteinas seletivas (IRS) exclusivamente em residuos de tirosina **!. Recentemente,
VArios provaveis mecanismos surgiram para compreender a transativacao entre
GPCRs e RTKs. Moléculas tais como PKC, Src e ERO podem mediar a
transativacdo de RTKs. Outras proteinas adaptadoras como Gabl (GRB2-
Associated Binding Protein 1), IRS-1 e GIT1 (proteina adaptadora multifuncional
acoplada a proteina G) também tém sido consideradas mediadores da transativacao
de RTKs induzida por ligantes de GPCRs. Adicionalmente, recentemente, a ativagido
de fosfatases de proteinas tirosina em resposta a ativacdo de GPCRs também tem
sido apontada como possivel mecanismo do crosstalk entre GPCRs e RTKs
Neste estudo foi demonstrado que chemerin, através de ChemR23, modula a
fosforilacdo do IRS-1 e a ativacdo da cascata subsequente. Recentemente, foi
demonstrado que chemerin estimula a migracao de células do estroma mesenquimal

derivadas da medula éssea atraves de p42/44, p38 e JNK-II MAPKs de modo
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dependente de PKC *. Entretanto, ndo foi esclarecido neste estudo como
ChemR23 e IR/IRS estdo se comunicando. Assim, estudos mais aprofundados sao
necessarios para entender e dissecar especificas proteinas mediando tal interagéo.

No presente estudo, demonstramos ainda que artérias mesentéricas de
camundongos db/db apresentam disfuncao vascular, bem como anormalidades nos
parametros estruturais de suas artérias. Remodelamento hipertrofico externo, que é
caracterizado pelo aumento concomitante de diametro interno e externo e aumento
da area de seccédo transversa (AST) e espessura da parede, foi encontrado em
camundongos db/db. Souza-Smith et al. (2011) relataram remodelamento
hipertréfico externo em artérias mesentéricas de camundongos db/db *’. Por outro
lado, Katz et al. (2011) verificaram remodelamento hipertréfico interno em artérias
coronarias de camundongos db/db, o que foi associado com reducéo da rigidez da
parede da artéria coronaria **. Essas diferencas nos processos de remodelamento
vascular possivelmente sao derivadas de variados graus de sensibilidade a insulina,
obesidade e/ou exposicéo cronica a hiperglicemia °’. Independentemente do tipo de
remodelamento, € importante notar que mudancas na estrutura vascular aumentam
o risco de eventos cardiovasculares adversos e indicam prognostico desfavoravel no
DM2 8, Os animais db/db submetidos ao tratamento com CCX 832, entretanto, néo
apresentaram nenhuma melhora em suas propriedades estruturais vasculares. E
possivel que um periodo mais prolongado de tratamento seja capaz de melhorar
estas respostas.

Com relacdo a disfuncédo vascular observada em artérias mesentéricas de
camundongos db/db, nossos resultados mostraram aumento da vasoconstricdo
induzida por PhE e diminuigdo da vasodilatagédo induzida por ACh e insulina nestes
animais, sugerindo disfuncdo vascular relacionada a alteragbes da funcdo da
musculatura lisa e das células endoteliais nesses animais. Curiosamente, 0
tratamento com CCX 832 atenua a disfungdo vascular em camundongos db/db.
Nesse sentido, um estudo recente descreveu também maior contragdo para
chemerin-9, um agonista de ChemR23, em artérias mesentéricas de animais e seres
humanos obesos e o antagonismo de ChemR23 reduz este efeito potencializador *°,
confirmando a participagdo do sistema chemerin/ChemR23 nas alteracdes

vasculares observadas em condi¢des patolégicas como obesidade e diabetes.
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A relacédo entre adiposidade e resisténcia a insulina como determinantes do
desenvolvimento da disfuncéo vascular ja foi demonstrado. Por conseguinte, a perda
de peso é acompanhada por melhora da sensibilidade a insulina e também da
biodisponibilidade endotelial de NO '*°. Nossos achados seguem essa linha de
raciocinio, pois animais db/db tratados com CCX 832 apresentaram um reducao da
massa corporal, fato que poderia estar relacionado a melhora da resposta vascular a
ACh e insulina observada nestes animais. Outro dado deste estudo reforca esta
ideia, uma vez que o antagonismo de ChemR23 também aumenta os niveis de NO
em células endoteliais. Na verdade, a disfuncdo endotelial no DM ja foi amplamente
descrita e pode ser originaria de fatores relacionados a doenca, tais como

hiperglicemia, resisténcia a insulina e estresse oxidativo *°.

Possivelmente, a
melhora na funcéo vascular observada em animais db/db apds tratamento com CCX
832 esteja relacionada a reducéo da geracdao de ERO, uma vez que este tratamento
reduz o estresse oxidativo em vasos e rins de animais db/db bem como, em estudo
anterior, demonstramos que os efeitos de chemerin tem participagdo substancial do
estresse oxidativo **’. Além disso, neste estudo verificamos que um antioxidante
reverte os danos vasculares presentes em vasos incubados com chemerin.

Estudos em humanos demonstraram forte correlacdo entre 0s niveis
circulantes de chemerin e marcadores de inflamac&o e sindrome metabdlica ®” % 4%
3. 7559 Camundongos deficientes em ChemR23 e tratados com dieta rica em
gordura (HFD) por 20 semanas apresentam diminuicdo dos niveis circulantes e
expressdo da adipocina pré-inflamatéria TNF-a no tecido adiposo se comparados a

camundongos controle 2.

Do mesmo modo, nosso estudo mostrou que o
antagonismo de ChemR23 diminui os niveis de RNAm de duas adipocinas pré-
inflamatoérias, MCP-1 e TNF-a, no PVAT de camundongos db/db, bem como
aumenta os niveis plasmaticos e de RNAm da adiponectina, uma adipocina anti-
inflamatoria, em animais db/db em comparacdo a animais db/db tratados com
veiculo. A reducado dos niveis de adiponectina ja foi reconhecida, juntamente com a
obesidade, como importante marcador da patogénese da resisténcia a insulina *4°.
Consistente com nossos dados, Ernst e colaboradores (2012) observaram tambéem
significativa reducdo dos niveis de RNAm de IL-6 e TNF-a no figado e tecido

adiposo branco de camundongos ChemR23" 3.
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A relacdo da via PISK/Akt e o metabolismo de glicose ja se encontra bem
caracterizada e é bem estabelecido que a fosforilacdo de IRS1 e IRS2 pelo receptor
de insulina leva a ativacdo da via PI3K/Akt. '3 1% 113 Esta via pode ser regulada
negativamente por fosfatases bem como pela ativacdo de c-Jun N-terminal quinase
(INK) por citocinas pro-inflamatdrias, promovendo a regulacdo negativa desta via
através da fosforilagdo do residuo de serina 307 do IRS-1 %2 Sendo assim,
aumento de adipocinas pro-inflamatoérias é capaz de modificar a sinalizagao ativada
pela insulina e pode estar relacionado ao desenvolvimento da resisténcia a insulina
observada no diabetes. Em adipocitos 3T3-L1 por exemplo, a IL-6 diminui a
expressdo do receptor de insulina, IRS-1 e GLUT4 % e TNF-a diminui a fosforilacdo
de IRS-1 no musculo esquelético e tecido adiposo de ratos obesos . Estes
estudos podem nos ajudar a compreender nossos achados, sugerindo que a
reducdo de adipocinas pro-inflamatorias e o aumento de anti-inflamatérias em
animais db/db tratados com CCX 832 possam estar relacionados de alguma maneira
na melhora das respostas vasculares a insulina observada nestes animais.

A massa renal € um parametro importante para avaliacdo de hipertrofia renal.
Seu aumento pode indicar maior sintese de proteinas e/ou reduzida degradacao dos
componentes da matriz extracelular **3. Portanto, a similaridade apresentada entre
0s grupos experimentais db/m veiculo e db/m CCX 832, indica que esta droga ndo
afeta a funcdo renal dos animais controle. No entanto, animais db/db apresentam
aumento da massa dos rins, um efeito sutilmente reduzido pelo tratamento com CCX
832. Para avaliacdo da funcao renal também sdo comumente utilizados os niveis de
creatinina. A creatinina € um produto da degradacao muscular constante da creatina,
uma reacdo que gera energia necessaria a contracdo muscular. Sua quantidade na
urina dependente da filtracdo glomerular e excrecdo tubular ativa **. Pelos dados
obtidos neste estudo, observa-se que a creatinina urinaria foi maior no grupo de
animais db/db, sendo reduzida apds o tratamento com CCX 832, dado que vai ao
encontro dos valores da massa renal. Mediante a compreensdo dos parametros
renais e urinarios avaliados, sugere-se que os camundongos db/db utilizados neste
estudo apresentam lesdes renais, as quais possivelmente estdo sendo atenuadas
com o antagonismo de ChemR23. Entretanto, estudos mais aprofundados neste

sentido sdo ainda necessarios a fim de confirmar tais efeitos e investigar quais 0s
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mecanismos utilizados por chemerin para modular a funcdo renal de camundongos

obesos e diabéticos db/db .
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Conclusc”)es

6. Conclusdes

Em concluséo, através deste estudo fornecemos, experimentalmente in vitro e
in vivo, evidéncias de que o sistema chemerin/ChemR23 desempenha papel crucial
no perfil inflamatério do PVAT, na reducdo da sinalizacdo vascular de insulina e
estresse oxidativo vascular no diabetes, sugerindo seu envolvimento na patogénese
da resisténcia a insulina vascular. Nosso estudo pode contribuir para dissecar ainda
mais o papel do eixo chemerin/ChemR23 sobre a disfungdo da sinalizagdo da
insulina no diabetes e doencas associadas a obesidade. Estudos adicionais séo
necessarios para complementar este campo e contribuir para melhor entendimento
do papel dos fatores liberados pelo tecido adiposo sobre a disfuncédo vascular e
resisténcia a insulina associada. Uma compreensdao mais aprofundada desses
mecanismos pode fornecer novas percepcoes sobre o papel do sistema
chemerin/ChemR23 na disfuncdo vascular da insulina associada ao diabetes e a
obesidade e, potencialmente torna-lo um promissor candidato a alvo terapéutico no

tratamento de doencas cardiovasculares e metabdlicas.
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