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RESUMO 

 

NEVES, KB. Papel do sistema chemerin/ChemR23 na sinalização vascular da 

insulina de camundongos C57BL/6J e db/db. 2016. 100 p. Tese (Doutorado) – 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 

2016. 

 

Chemerin e seu receptor (ChemR23) têm sido amplamente associados à 

disfunção endotelial, inflamação e resistência à insulina. No entanto, é ainda 

desconhecido se chemerin influencia diretamente a sinalização da insulina na 

vasculatura. A hipótese deste estudo é de que chemerin diminui a sinalização 

vascular da insulina, e que o uso de antagonista de ChemR23 (CCX 832) em um 

modelo de diabetes do tipo 2 relacionado à obesidade melhora as respostas 

vasculares a insulina. Mecanismos moleculares e vasculares foram investigados em 

artérias mesentéricas e células de músculo liso vascular em cultura (CMLV) de 

camundongos C57BL/6J, db/m (controles, não obesos, não diabéticos) e db/db 

(diabéticos, obesos), assim como em células endoteliais (CE) de humanos em 

cultura. Nossos resultados mostraram que chemerin diminui a vasodilatação 

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 fosforilação de IRS-1, 

PI3K e Akt e a translocação de GLUT4 para a membrana, induzidas por insulina. 

Chemerin também diminui a captação de glicose induzida por insulina via estresse 

oxidativo e ativação de AMPK e PI3K/Akt. Em CE, chemerin diminui a sinalização de 

óxido nítrico (NO) ativada pela insulina, novamente via ChemR23, estresse oxidativo 

e PI3K/Akt. CCX 832 diminui a massa corporal (sem alterar a ingestão de ração), os 

níveis de insulina e glicose (sem alterar a tolerância à glicose) e estresse oxidativo 

em aorta e rim de camundongos db/db. CCX 832 restaura parcialmente a disfunção 

vascular observada em camundongos db/db, sem modificar parâmetros estruturais 

destas artérias. Adicionalmente, CCX 832 diminui marcadores pró-inflamatórios em 

tecido adiposo perivascular (PVAT) e melhora a sinalização da insulina em aorta de 

camundongos db/db. Nossos achados destacam o sistema chemerin/ChemR23 

como um novo e promissor alvo terapêutico para limitar a resistência à insulina e as 

complicações vasculares associadas ao diabetes relacionado à obesidade. 

 

Palavras-chave: Chemerin, ChemR23, Insulina, Diabetes 
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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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Introdução 
 

 

 

1. Introdução 

 

 

O tecido adiposo branco (TAB) é considerado o maior reservatório energético 

do organismo. No entanto, nas últimas duas décadas, foi reconhecido como um 

importante órgão capaz de produzir e secretar substâncias com ações endócrinas, 

parácrinas e autócrinas 1-4. Dentre tais substâncias estão incluídas as adipocinas, 

que são proteínas ou peptídeos envolvidos na transmissão de sinais entre as células 

e cuja produção encontra-se alterada em complicações metabólicas relacionadas à 

obesidade. Alguns exemplos de adipocinas são: leptina, fator de necrose tumoral 

alfa (TNF-α), adiponectina, resistina, interleucina-6 (IL-6), interleucina-1β (IL-1β), 

omentina, visfatina e inibidor do ativador do plasminogênio 1 (PAI-1) 5.  

Adipocinas tem efeitos autócrinos/parácrinos que influenciam o 

desenvolvimento do tecido adiposo e diversas outras funções biológicas, incluindo a 

homeostase energética (metabolismo de glicose e lipídeos, apetite e termogênese), 

a inflamação, a imunidade, a função vascular e a pressão arterial 2, 6. Desregulação 

da produção e secreção de adipocinas é considerado o principal contribuinte para o 

desenvolvimento de complicações vasculares na obesidade e doenças  relacionadas 

[tais como diabetes tipo 2 (DM2) e doenças cardiovasculares (DCV)] 4, 6, 7 . Na 

obesidade há um aumento dos depósitos de TAB, devido à hiperplasia e hipertrofia 

de seus adipócitos 8.  O acúmulo de TAB, levando ao sobrepeso (índice de massa 

corporal 25-30 kg/m2) e à obesidade (índice de massa corporal ≥ 30 kg/m2), está 

associado ao aumento da produção de adipocinas pró-inflamatórias, enquanto a 

expressão de adipocinas anti-inflamatórias mostra-se reduzida nessa condições 4. 

Uma consequência importante da produção desregulada de adipocinas pelo tecido 

adiposo é a resistência à insulina. A compreensão do papel da insulina em uma 

ampla variedade de processos fisiológicos e dos mecanismos envolvidos em suas 

ações pode auxiliar a compreensão das alterações nas ações/respostas à insulina, 

presentes em condições como a obesidade e o DM2.  



21 
 

 
 

A insulina é considerada o mais potente hormônio anabólico e é essencial 

para o desenvolvimento e crescimento apropriado dos tecidos e a manutenção dos 

níveis normais de glicose corporal. Ela é secretada pelas células β das ilhotas de 

Langerhans pancreáticas em resposta ao aumento nos níveis circulantes de glicose 

e aminoácidos, como ocorre após uma refeição. A insulina regula a homeostase 

glicêmica, reduzindo a produção de glicose hepática e aumentando a captação de 

glicose, inicialmente no músculo esquelético e tecido adiposo. Este hormônio atua 

também no metabolismo lipídico, aumentando a síntese de lipídeos no fígado e 

tecido adiposo e diminuindo a liberação de ácidos graxos e triglicerídeos nestes 

tecidos 9.  

A resistência à insulina é caracterizada por redução dos efeitos da insulina 

sobre a captação, metabolismo e armazenamento de glicose, em virtude da 

diminuição da sensibilidade de tecidos periféricos à ação deste hormônio. 

Considerando que os alvos primários para a ação da insulina são o músculo 

esquelético, o tecido adiposo e o fígado, o prejuízo na sinalização intracelular 

mediada pela insulina nestes tecidos reduz a captação de glicose e pode contribuir 

para o desenvolvimento da síndrome metabólica, que é caracterizada por elevados 

níveis de insulina, hiperglicemia e dislipidemia. Entretanto, receptores de insulina 

não estão restritos a tecidos metabolicamente ativos e podem ser observados em 

diversos outros tipos celulares, incluindo as células vasculares 10. De fato, indivíduos 

com resistência à insulina apresentam prejuízo da função endotelial e aumento da 

frequência e severidade de DCV 9.  

Embora esteja bem estabelecido que as consequências metabólicas da 

resistência à insulina por si só são suficientes para induzir alterações no sistema 

cardiovascular, as ações locais da insulina sobre os vasos sanguíneos são também 

bastante relevantes. A insulina apresenta importantes ações vasculares, dentre as 

quais, a estimulação da produção de óxido nítrico (NO) pelo endotélio, através de 

uma via dependente de fosforilação, que é distinta dos mecanismos dependentes de 

cálcio utilizados pelos receptores acoplados à proteína G, como ocorre com a 

acetilcolina (ACh) 11. A via de sinalização da insulina estimulando a produção de NO 

em células endoteliais envolve a ativação da fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K) com 

fosforilação e ativação da proteína quinase dependente de fosfoinositídeo-1 (PDK-

1), que fosforila e ativa a Akt (ou proteína 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 produção de NO 12, 13. Tais ações endoteliais levam à 

vasodilatação e aumento do fluxo sanguíneo, favorecendo a captação de glicose 

pelo músculo esquelético e, deste modo, representando um papel central no 

acoplamento da homeostase metabólica à homeostase hemodinâmica. Além da via 

de sinalização dependente de PI3K que regula as ações vasodilatadoras, a insulina 

ativa a via de sinalização dependente de proteínas quinases ativadas por mitógenos 

(MAPKs), estimulando a produção e secreção do peptídeo vasoconstritor endotelina-

1 (ET-1) pelas células endoteliais e potencializando seus efeitos no músculo liso 

vascular 14. A insulina atua ainda reduzindo a sensibilidade da maquinaria contrátil 

ao Ca2+ em CMLV via ativação da fosfatase da cadeia leve de miosina e diminuindo 

a  fosforilação da cadeia leve de miosina 15. Portanto, a sinalização da insulina 

ocorre tanto em células endoteliais quanto em CMLV para induzir vasodilatação e  

envolve um equilíbrio entre seu efeito vasodilatador/anti-inflamatório/anti-aterogênico 

(IRS/PI3K/NO) e vasoconstritor/pró-inflamatório/pró-aterogênico (Ras/MAPK/ET-1) 

16. 

Uma característica importante da resistência à insulina é o comprometimento 

da sinalização intracelular mediada por este hormônio na vasculatura. Este 

comprometimento ocorre de forma seletiva, uma vez que há prejuízo na capacidade 

da insulina em estimular a via de sinalização da PI3K, enquanto a ativação da via 

das MAPKs, que promove potencialização das ações da ET-1 e efeitos mitogênicos, 

permanece intacta e responde normalmente, ou até mesmo de forma aumentada, à 

insulina 17-21. De fato, tem sido observado em sistemas in vitro, em modelos animais 

de resistência à insulina e em humanos insulino-resistentes, que muitos tecidos alvo 

da insulina, incluindo a vasculatura, exibem prejuízo significativo na sinalização da 

PI3K, mas mantém sensibilidade normal à insulina através da via de sinalização de 

MAPKs 17, 22, 23. A redução na sinalização 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 função vascular comumente encontradas em 

DCV. A evidência mais convincente é derivada de um estudo com ratos obesos 

Zucker 24. Em arteríolas de ratos Zucker, o prejuízo na vasodilatação induzida por 
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insulina foi demonstrado na ausência de diminuição da vasodilatação promovida por 

acetilcolina 24. Estes achados são consistentes com resultados encontrados por 

Katakam et al. (2005) e Oltman et al. (2006), demonstrando que  artérias coronárias 

de ratos Zucker de 12 semanas de idade já apresentam redução da vasodilatação 

induzida pela insulina, enquanto a vasodilatação induzida pela acetilcolina é 

comprometida somente muito mais tarde, em animais entre 28 a 36 semanas de 

idade 25, 26. A resistência vascular à insulina precedendo danos maiores também foi 

avaliada em modelos animais de hipertensão arterial. Em ratos espontaneamente 

hipertensos, a vasodilatação da aorta à insulina, mas não à ACh, é reduzida antes 

mesmo da instalação da hipertensão 27. Sendo assim, pode-se considerar que a 

resistência vascular à insulina é um episódio inicial e comum a diferentes doenças 

que afetam o sistema cardiovascular.  

Embora os mecanismos moleculares que levam à resistência à insulina não 

tenham sido completamente esclarecidos, estudos têm sugerido que o tecido 

adiposo, mais especificamente, os hormônios e as adipocinas pró-inflamatórias por 

ele liberadas, possuem papel essencial no controle da sensibilidade à insulina in 

vivo. Disfunções na produção destes fatores pelo tecido adiposo, com aumento das 

adipocinas pró-inflamatórias e redução das anti-inflamatórias, podem levar à 

resistência à insulina sistêmica. A resistência à insulina frequentemente associada 

ao acúmulo de tecido adiposo na obesidade contribui para uma série de alterações 

metabólicas e vasculares que favorecem o desenvolvimento de condições como o 

DM2 e DCV 28. 

O TNF-α, a leptina, a IL-6, a IL-1β e a adiponectina estão entre as adipocinas 

mais bem caracterizadas como envolvidas no controle da sensibilidade à insulina e 

da função vascular 8. O TNF-α, uma citocina pró-inflamatória derivada de células 

endoteliais, de CMLV e de macrófagos, além de participar da resposta imunológica e 

da patogenia de algumas neoplasias, está envolvido na gênese da resistência à 

insulina, por inibir a fosforilação de receptores de insulina 29. Ele é expresso pelo 

tecido adiposo e seus níveis estão elevados em modelos animais de obesidade e 

em humanos com obesidade e DM2 30. A ausência do TNF-α ou de seus receptores 

resulta em melhora significativa da sensibilidade à insulina em modelos de 

obesidade 29. Demonstrou-se também que o TNF-α apresenta efeitos sobre o 

sistema vascular prejudicando a dilatação dependente de endotélio em artérias de 
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resistência de humanos, efeito atribuído à possível redução da biodisponibilidade de 

NO e aumento da geração de prostanóides vasoconstritores 31. 

De modo similar, a IL1-β, que apresenta receptores no endotélio e no músculo 

liso vascular, tem participação importante na gênese da resistência à insulina, 

podendo influenciar a resposta relaxante e contrátil por alterar o equilíbrio na 

geração de fatores liberados pelo endotélio e envolvidos no controle do tônus 

vascular. A incubação de segmentos da artéria temporal de humanos com IL1-β, 

assim como observado com o TNF-α, promove aumento da resposta contrátil 

mediada por receptores para ET-1 32. Em vasos de resistência, o tratamento com 

IL1-β potencializa a resposta vasoconstritora à noradrenalina e ET-1, efeito que foi 

atribuído à redução no relaxamento dependente de NO observado no mesmo estudo 

33. 

Outra citocina que modula a sensibilidade à insulina é a leptina 34, o produto 

do gene da obesidade (ob) expresso predominantemente em adipócitos e 

considerada fator de sinalização do tecido adiposo para o sistema nervoso central. A 

descoberta da leptina ajudou a esclarecer o papel dos adipócitos como sistema 

endócrino e de que modo ocorre a sinalização para a ingestão de alimentos, bem 

como a regulação do metabolismo energético. Ocorre diminuição de leptina em 

resposta a baixos níveis de insulina, havendo uma relação diretamente proporcional 

entre as concentrações desses hormônios 35. A leptina também age nos tecidos 

periféricos. Demonstrou-se, em roedores, que a hiperleptinemia reduz a síntese de 

triglicerídeos e aumenta a oxidação dos ácidos graxos em ilhotas pancreáticas, 

levando à disfunção das células β 36. Este achado, em conjunto com a observação 

de que a insulina estimula a secreção de leptina, sugeriu a existência de uma 

regulação retrógrada negativa entre a insulina e a leptina. 

A IL-6 é outra citocina que atua no metabolismo de carboidratos e lipídeos e 

que possui efeito pró-inflamatório. A infusão desta citocina em doses próximas às 

concentrações fisiológicas promove lipólise, independentemente da modulação de 

catecolaminas, glucagon e insulina. Este efeito se dá pela inibição da lipoproteína 

lipase com aumento na liberação de ácidos graxos livres (AGLs) pelo TAB 37. A IL-6 

é secretada por macrófagos, adipócitos e células endoteliais, e pode ter participação 

importante no desenvolvimento de DCV associadas à obesidade. Esta interleucina 

aumenta a captação basal de glicose, altera a sensibilidade à insulina, aumenta a 
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liberação de moléculas de adesão pelo endotélio vascular e a liberação hepática de 

fibrinogênio e fatores pró-coagulantes e plaquetários 38. Estudo realizado por De 

Salvatore e colaboradores demonstrou que o tratamento crônico in vivo com IL-6 e 

IL-1β prejudica o relaxamento induzido pela ACh em artérias mesentéricas 33. Além 

disso, a incubação destes vasos com IL-1β e TNF-α prejudica o relaxamento 

mediado pela ACh. Este efeito foi parcialmente atribuído ao aumento na geração de 

espécies reativas de oxigênio (ERO) no endotélio e músculo liso de artérias 

mesentéricas, inativando o NO 39. 

Em adição às adipocinas clássicas, uma nova adipocina, denominada 

chemerin, foi descoberta 40-43. Chemerin, também conhecida como RARRES2 

(retinoic acid receptor responder protein 2) ou TIG2 (Tazarotene-induced gene 2), é 

altamente expressa na placenta, fígado e TAB, mas é também expressa em outros 

tecidos, tais como pulmão, tecido adiposo marrom (TAM), coração, ovário, rins, 

músculo esquelético e pâncreas 41, 42, 44. Chemerin é sintetizada como 

preprochemerin, uma proteína de 163 aminoácidos com uma sequência N-terminal 

(20 aminoácidos) que, posteriormente, é clivada para produzir o precursor inativo de 

18 kDa, prochemerin (Chem-163) produzida principalmente por fibroblastos, 

mastócitos e células endoteliais 40. Chem-163 sofre subsequentemente proteólise na 

sua porção C terminal 45, 46 para formar chemerin ativo 47, que se liga a um receptor 

acoplado à proteína Gi, CMKLR1 (chemokine-like receptor 1) ou ChemR23, 

expresso em macrófagos, células dendríticas, adipócitos 48 e em células endoteliais 

e de CMLV, como relatado recentemente 49. Chemerin também ativa um outro 

receptor acoplado à proteína G, o GPR1, com afinidade semelhante ao ChemR23 50. 

No entanto, essencialmente, toda a sinalização induzida por chemerin tem sido 

atribuída à ativação de ChemR23. Além disso, chemerin é também um ligante para 

um terceiro receptor de quimiocina, o CCRL2 (C-C motif chemokine receptor like-2), 

embora a ligação de chemerin ao CCRL2 não parece ativar respostas intracelulares 

51
. 

Chemerin é uma proteína presente em abundância nos fluídos inflamatórios e 

com associação direta a aspectos-chave da síndrome metabólica 40-42, 52-54. Sua 

expressão em células endoteliais e tecidos inflamados e sua habilidade em recrutar 

macrófagos sugerem seu envolvimento em processos inflamatórios 40, 42, 55-58. Neste 

sentido, foi demonstrada recentemente correlação positiva entre expressão de 
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chemerin no tecido adiposo aórtico e pericoronariano, bem como em CMLV de aorta, 

e processo arteriosclerótico 59. Adicionalmente, estudos in vitro demonstraram que 

chemerin tem atividades pró-angiogênicas, bem como modula as vias de sinalização 

PI3K/Akt e MAPKs em células endoteliais, indicando um possível papel desta 

citocina regulando a função vascular 60. Chemerin também induz diferenciação de 

adipócitos e adipogênese 42, além de afetar a homeostasia da glicose, induzindo 

resistência à insulina 53, 61. Em adipócitos, chemerin ativa p38 MAPK, fator de 

transcrição nuclear kappa B e ERK1/2 (quinase regulada por sinalização extracelular 

1/2). Entretanto, é importante mencionar que existem controvérsias a respeito destes 

efeitos, uma vez que ações anti-inflamatórias e de potenciação da captação de 

glicose por adipócitos estimulada por insulina também foram descritas para 

chemerin 62, 63.  

Chemerin emergiu como um biomarcador para adiposidade em seres 

humanos, uma vez que seus níveis estão fortemente associados a componentes da 

síndrome metabólica, incluindo o índice de massa corporal (IMC), níveis de 

triglicerídeos, pressão sanguínea e sensibilidade à insulina 41, 55, 64, além de estar 

ligado a adipogênese via seu próprio receptor 43. Em camundongos submetidos a 

dieta rica em gordura (HFD), a expressão de chemerin está aumentada 65. Do 

mesmo modo, um aumento da expressão de chemerin em tecido adiposo branco, 

músculo esquelético e fígado, bem como uma redução na captação de glicose 

induzida por chemerin e aumento da intolerância à glicose têm sido relatadas em 

camundongos obesos e diabéticos db/db 65, 66. Em adição, os níveis circulantes de 

chemerin estão aumentados em várias doenças associadas à inflamação crônica 67-

71 e os níveis séricos de chemerin se correlacionam positivamente com os níveis de 

outras citocinas pró-inflamatórias, tais como o TNF-α, IL-6 e proteína C reativa 

(PCR) 67, 72. É importante ressaltar que camundongos deficientes (knockout) em 

ChemR23 (ChemR23-/-) apresentam redução da adiposidade e massa corporal 73 e a 

perda de peso promove uma diminuição dos níveis de chemerin 73, 74. Evidências 

reforçam uma relação entre chemerin e DCV. No tecido adiposo epicárdico de 

pacientes com doença coronária arterial, os níveis de RNA mensageiro e expressão 

proteica de chemerin são significativamente maiores em comparação àqueles em 

tecidos de indivíduos saudáveis 75. Foi relatada também uma correlação positiva 

entre a expressão de chemerin no tecido adiposo periaórtico e pericoronários e 
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aterosclerose aórtica e coronária 59. Adicionalmente, os níveis de chemerin têm sido 

associados com fatores de risco cardiometabólicos e o grau de doença arterial 

coronariana em pacientes com estenose da artéria coronária 76. 

A compreensão do papel da insulina em uma ampla variedade de processos 

fisiológicos e dos mecanismos envolvidos em suas ações pode auxiliar a 

compreensão das alterações nas ações à insulina, presentes em condições como a 

obesidade e o DM2. O diabetes mellitus (DM) é uma desordem metabólica de 

etiologia múltipla, caracterizada por hiperglicemia crônica resultante de danos na 

secreção (Diabetes mellitus tipo 1 [DM1]) e/ou ação da insulina (DM2), acarretando 

distúrbios no metabolismo de carboidratos, gorduras e proteínas. Este quadro pode 

gerar disfunções e insuficiência de vários órgãos, especialmente olhos, rins, nervos, 

encéfalo, coração e vasos sanguíneos 77. 

Hiperglicemia, excesso de ácidos graxos e resistência à insulina são 

condições metabólicas associadas ao DM que podem mediar anormalidades na 

função vascular 78. O estado hiperglicêmico pode interferir na função endotelial por 

meio de múltiplos fatores, dentre eles podemos citar a estimulação da atividade da 

proteína quinase C (PKC), proteína que inibe a atividade e/ou expressão da 

guanilato ciclase solúvel (GCs) e induz ativação da enzima NADPH oxidase (Nox) e 

desacoplamento da sintase de óxido nítrico endotelial (eNOS), aumentando a 

produção de O2
-. e estresse oxidativo vascular, com consequente inativação do NO 

78, 79. É amplamente conhecido que o estresse oxidativo tem papel crucial na 

progressão e desenvolvimento de DM e suas complicações, pois gera 

anormalidades metabólicas oriundas do aumento de produção de ânion superóxido 

(O2
-.) em células endoteliais, fator que pode mediar a resistência à insulina, com 

consequente progressão a intolerância à glicose e instalação de DM com maior risco 

para complicações micro e macrovasculares 80. Além disso, a disfunção endotelial 

tem sido amplamente estudada como um importante fator que contribui para a 

patogênese da doença vascular diabética. No DM, a liberação de fatores relaxantes 

e constritores pelo endotélio vascular é alterada, resultando em maior progressão de 

doença vascular e lesões em órgãos-alvo 79. O remodelamento vascular também é 

uma característica dos vasos sanguíneos de pacientes diabéticos, comprometendo a 

função arterial e, consequentemente, aumentando o risco de problemas 

cardiovasculares nestes pacientes 81.  
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Chemerin já foi reconhecido por desempenhar papel crucial na sinalização da 

insulina e nefropatia diabética. Níveis séricos de chemerin estão significativamente 

elevados em pacientes com DM2 com microalbuminúria 82, 83. 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 estímulos contráteis via ativação 

de MAPKs 84. Além disso, chemerin tem sido sugerido como um agente endógeno 

vasoconstritor produzido pelos tecidos adiposos visceral e PVAT (tecido adiposo 

perivascular), modulando o tônus vascular através de ChemR23/CMKLR1 49. 

Chemerin também diminui o NO de maneira dependente da sinalização de GMPc, 

reduzindo o relaxamento em aorta de ratos 85. Adicionalmente, nosso estudo 

demonstrou que dentre os potenciais mecanismos envolvidos nos efeitos da 

adipocina chemerin na vasculatura inclui-se o aumento da geração de O2
-. 85. Apesar 

de ter sido demonstrado que chemerin é um potencial fator de risco para lesão 

vascular, poucos estudos avaliando como a adipocina chemerin interfere na função 

vascular são encontrados na literatura 49, 84, 85.  

A relação entre chemerin, DM e obesidade precisa ser minuciosamente 

investigada. Ainda existem muitos estudos controversos, principalmente em relação 

aos efeitos desta adipocina na homeostase da glicose, embora múltiplos trabalhos já 

mostraram que os níveis de chemerin estão aumentados em pacientes diabéticos 83, 

86-88. Estudo anterior mostrou que o eixo chemerin/ChemR23 prejudica a sinalização 

da insulina e induz resistência à insulina em células do músculo esquelético de 

humanos 53. No entanto, resultados conflitantes são observados em adipócitos 3T3-

L1. Um estudo mostra que chemerin induz resistência à insulina nesses adipócitos 

89, enquanto outro estudo mostrou que níveis elevados de chemerin melhoram a 

sinalização da insulina e a captação de glicose nestas células 63. Recentemente, foi 

demonstrado aumento significante dos níveis de chemerin em pacientes com 

doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA), a qual possui características 

típicas de resistência à insulina, e o tratamento destes pacientes com metformina 

(antidiabético) melhora os sintomas da doença assim como reduz os níveis de 

chemerin 90. Outro trabalho recente mostrou que chemerin diminui a captação de 

glicose e induz resistência à insulina em mioblastos C2C12 de roedores através da 

reação inflamatória mediada por NF-kB 91. Um trabalho muito interessante mostrou 
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ainda aumento significativo dos níveis de chemerin em indivíduos 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 progressão da resistência 

à insulina/diabetes 88.  

Embora evidências descrevam que chemerin prejudica a sinalização de 

insulina e induz a resistência à insulina em células do músculo esquelético 53 e 

cardiomiócitos de ratos 92, ainda não é totalmente compreendido o papel da 

adipocina chemerin na resistência à insulina e se chemerin modula a sinalização 

vascular da insulina na obesidade e diabetes ou quais as vias de sinalização 

ativadas por chemerin em tais condições. Assim, a hipótese deste estudo é de que 

chemerin, através do seu receptor ChemR23, diminui/compromete a sinalização 

vascular da insulina em camundongos não-obesos, não-diabéticos (C57BL/6J) e que 

o antagonismo de ChemR23 atenuará as anormalidades das respostas vasculares à 

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 sinalização vascular da insulina e determinar os mecanismos (vias de 

sinalização) pelos quais ela modifica esta função, bem como investigar o papel do 

eixo chemerin/ChemR23 na resistência à insulina e complicações vasculares 

associadas ao DM2. Nossos estudos contribuirão para um melhor entendimento do 

papel dos fatores liberados pelo tecido adiposo visceral sobre a função vascular e, 

consequentemente, sobre as alterações vasculares presentes na obesidade e 

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

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

Os objetivos específicos deste estudo incluíram:  

 Determinar se chemerin altera a resposta vascular da insulina em artérias 

mesentéricas e CMLV de camundongos C57BL/6J; 

 Determinar as vias de sinalização 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 alterações na 

sinalização da insulina [receptores (IRS1/2), transportadores (GLUT4) e 

proteínas efetoras, mensageiros secundários (PI3K/Akt e AMPK)] em vasos 

sanguíneos de camundongos db/db (obesos e diabéticos) e db/m tratados com 

CCX 832 (antagonista de ChemR23).  

 Determinar se o antagonismo do receptor de chemerin atenua processos 

inflamatórios 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 experimentação está de acordo com os 

Princípios Éticos na Experimentação Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal (COBEA) e foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) da Universidade de São Paulo (USP) de Ribeirão Preto [protocolo 

nº 12.1.1593.53.0 (em anexo)] e West of Scotland Research Ethics Service 

(Glasgow, UK). Os animais foram mantidos durante todo o período experimental em 

caixas de polipropileno, acondicionadas em ambiente com temperatura (22-26 ºC) e 

umidade (60%) controladas e ciclos claro/escuro de 12h, com livre acesso à água e 

alimento.  

Foram utilizados camundongos C57BL/6J machos com idade de 10-12 

semanas, provenientes do Biotério Central do Campus de Ribeirão Preto, da 

Universidade de São Paulo. Foram também utilizados camundongos db/db machos 

(obesos e diabéticos; B6.BKS(D)-Leprdb/J), um modelo animal de DM2, e seus 

respectivos controles heterozigotos não diabéticos (db/m; não-obesos e não-

diabéticos), com idade entre 10 e 12 semanas, obtidos do Laboratório Jackson, 

Maine, EUA. Camundongos db/db são homozigotos para uma mutação espontânea 

no gene do receptor de leptina (Leprdb), transmitido como traço autossômico 

recessivo e que promove defeitos na sinalização do hormônio leptina levando a 

hiperfagia, obesidade, hiperglicemia, hiperlipidemia e hiperinsulinemia, culminando 

em DM2 93. 
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3.2 Tratamento, acompanhamento e coleta de amostras biológicas 

 

 

Camundongos db/m e db/db foram tratados com veículo (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 + veículo, db/m + CCX 

832, db/db + veículo e db/db + CCX 832. Em experimentos iniciais, dois grupos 

adicionais foram incluídos: camundongos db/m e db/db sem qualquer tratamento e 

mantidos pelo mesmo período de três semanas. Uma vez que não foi observada 

nenhuma diferença entre os grupos não tratados e grupos tratados com veículo, os 

protocolos restantes foram realizados em animais tratados com veículo e CCX 832 

apenas.  

A partir do início tratamento, semanalmente, após 12 horas (h) de jejum, a 

glicemia foi determinada por glicosímetro portátil (Accu-Chek Active®, Roche 

Diagnóstica), utilizando sangue de um pequeno corte feito na cauda. A massa 

corporal também foi coletado semanalmente a partir do início do tratamento. O 

consumo de ração foi avaliada nos dias zero, 3 e 7. Ao final do tratamento, os 

animais foram anestesiados com isoflurano 2% em oxigênio, para coleta de sangue 

via perfuração do plexo retro-orbital e, a seguir, sacrificados por deslocamento 

cervical para retirada dos tecidos de interesse. A massa de diferentes depósitos de 

gordura (visceral, retroperitoneal, epididimal), do baço, rins e coração foi avaliada.  

 

 

3.3 Teste oral de tolerância à glicose  

 

 

O teste oral de tolerância à glicose (TOTG) foi realizado ao final do 

tratamento. Após 12 h de jejum, a glicemia de cada animal foi verificada, por 

glicosímetro portátil, 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 determinações da glicemia foram feitas nos tempos de 15, 30, 45, 60, 90 e 

120 min. 
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3.4 Dosagens bioquímicas no plasma, soro e na urina 

 

 

As concentrações plasmáticas de chemerin (MCHM00, R&D Systems), 

insulina (Rat/Mouse Insulin ELISA, Mercodia) e adiponectina (MRP300, R&D 

Systems) foram mensuradas por imunoensaio enzimático. Creatinina e albumina, na 

urina e soro, respectivamente, foram quantificadas por método colorimétrico 

disponibilizado em kit bioquímico obtido comercialmente (Labtest Diagnóstica, Lagoa 

Santa – MG, Brasil).  

 

 

3.5 Cultura celular 

 

 

Com o objetivo de avaliar o papel da adipocina chemerin sobre proteínas 

componentes da sinalização ativada pela insulina e captação de glicose induzida por 

insulina, utilizamos culturas celulares. Linhagem de células endoteliais da 

microvasculatura humana (HMEC; Life Technologies) da derme e cultura primária de 

células de músculo 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 realização da cultura primária, os animais foram sacrificados em 

câmera de dióxido de carbono (CO2) e os mesentérios foram isolados e incubados 

em solução de colagenase em meio de cultura F12 (3mg/mL), por 15 minutos, a 37º 

C, para pré-digestão. Em seguida, foi realizada a remoção 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 

37ºC, para digestão e remoção da camada endotelial. Posteriormente, a solução foi 
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passada por gradiente de agulhas de diferentes calibres (18G, 19G e 20G) visando à 

ruptura dos vasos por atrito e obtenção de solução homogênea. A solução foi filtrada 

(filtro de nylon 100µm) separando-se as CMLV. O produto final foi centrifugado 

(3000 rpm, 5 minutos). O sobrenadante foi então descartado e o pellet celular 

ressuspenso em meio DMEM suplementado com 10% de SFB. As células foram 

incubadas em estufa de CO2 (5%), a 37º C, e o meio de cultura trocado após 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 

veículo (PBS 0,1% BSA). Estas concentrações foram selecionadas com base em 

experiências anteriores que mostram os efeitos máximos com esta concentração. 

Em alguns estudos, 30 minutos antes do estímulo, as células foram pré-expostas a 

inibidores de acordo com os protocolos experimentais. As concentrações foram 

selecionadas com base na literatura disponível. 

 

 

3.6 Estudo da Reatividade Vascular em Artérias Mesentéricas de Resistência  

 

 

Para o estudo de reatividade vascular foi utilizado o método descrito por 

Mulvany e Halpern 94. Os animais foram sacrificados em câmara de CO2. O leito 

mesentérico foi removido e colocado em uma placa de Petri contendo solução de 

Krebs-Henseleit a 4°C (composição em mM: NaCl 118; KCl 4,7; NaHCO3 25; 

CaCl2.2H2O 2,5; KH2PO4 1,2; MgSO4.7H2O 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 auxílio de um microscópio de dissecação. Dois fios de 

tungstênio (25 μm de diâmetro) foram inseridos no lúmen das artérias e fixados em 

um miógrafo para vasos de resistência (Danish Myo Technology, Aarhus, 

Dinamarca) para registro de tensão isométrica por um sistema de aquisição de 
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dados (Power Lab/8S, ADInstruments Pty Ltda, Austrália) acoplado a um 

computador.  

As cubas do miógrafo permaneceram preenchidas com solução de Krebs 

aerada (95% O2 e 5% CO2) e aquecidas a 37ºC durante todo o experimento. A 

tensão basal de cada segmento arterial foi calculada com o auxílio do software 

específico do aparelho (LabChart 8.0, ADInstruments), considerando o diâmetro 

interno correspondente a uma pressão transmural de 100 mmHg. Somente vasos 

com diâmetro interno entre 300 e 400 µm (vasos de resistência) foram utilizados nos 

protocolos de reatividade vascular. 

 

 

3.7 Protocolos experimentais  

 

 

Após 30 minutos do processo de normalização, as artérias foram contraídas 

com cloreto de potássio (KCl, 120 mM), com a finalidade de se avaliar a integridade 

funcional. Após um período de lavagem e estabilização por mais 15 minutos, a 

integridade do endotélio foi testada por meio da avaliação do relaxamento à ACh 

(vasodilatador dependente de endotélio) em vasos pré-contraídos com fenilefrina 

(PhE, 2 µmol/L). Artérias mesentéricas apresentando relaxamento à ACh acima de 

60% do valor da pré-contração foram utilizadas. A seguir, curvas concentração-

resposta cumulativas para insulina, ACh, PhE e nitroprussiato de sódio (NPS) foram 

realizadas em artérias mesentéricas pré-contraídas com PhE (2 µmol/L) e 

previamente incubadas com chemerin ou veículo por 1 h. Para animais db/m e db/db 

tratados com CCX 832, foram realizadas apenas curvas para os agonistas citados 

acima, sem nenhuma incubação prévia. 

A fim de investigar se chemerin promove alterações de reatividade vascular à 

insulina, foram realizadas curvas concentração-resposta à insulina em vasos 

previamente incubados com chemerin ou veículo por 1 h. Para avaliar os efeitos da 

adipocina chemerin sobre vias de sinalização ativadas pela insulina, foram 

realizadas curvas concentração-resposta à insulina em vasos previamente 

incubados com chemerin ou veículo, na presença ou na ausência de um ativador da 

PI3K (YS-49, 10-6 mol/L).  
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Para determinar se as alterações de reatividade vascular à insulina 

promovidas pelo chemerin foram mediadas por modificações nas vias envolvidas na 

produção de ERO, curvas concentração-resposta à insulina foram realizadas em 

vasos previamente incubados com chemerin ou veículo, na presença ou na ausência 

de um sequestrador de O2
.- (Tiron, 100 µmol/L). Quando os inibidores foram 

utilizados, os vasos foram incubados com os compostos por 30 minutos, os 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 mecânica arterial 

 

 

As propriedades estruturais e mecânicas de artérias mesentéricas de 

camundongos db/m e db/db  tratados com veículo ou CCX 832 foram determinadas 

em miógrafo pressurizado (Danish Myo Tech, Modelos 110P e 111P, Aarhus, 

Dinamarca), baseando-se em procedimentos de publicações anteriores 95, 96. 

Segmentos das artérias mesentéricas (3 - 4 mm de comprimento) foram canulados 

por suas extremidades entre duas micropipetas de vidro (diâmetro de 

aproximadamente 100 µm) 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 pressão intraluminal foi aumentada a 140 mmHg 

para ajustes adicionais de comprimento e também para verificar se estavam 

corretamente amarradas e sem perda de pressão ao ambiente externo. Em seguida, 

a pressão foi reduzida para 70 mmHg sob condições de fluxo zero e as artérias 

foram estabilizadas por 30 minutos. As artérias foram mantidas durante todo o 

experimento em solução fisiológica de Krebs livre de Ca2+ e com adição de ácido 

etileno glicol tetracético (EGTA) 10 mM, gaseificada com 95% O2 e 5% CO2. Após 

estabilização, a pressão intraluminal foi reduzida para 3 mmHg e curva pressão-

diâmetro foi obtida, aumentando progressivamente a pressão intraluminal de 3 a 120 

mmHg (3, 10, 20, 30, 40, 60, 80, 100 e 120 mmHg). A pressão em cada um desses 

pontos de pressurização da curva foi mantida por 3 minutos para correta medição 



37 
 

 
 

dos diâmetros interno (Di) e externo (De) das artérias pelo software específico do 

aparelho (MyoVIEW II, Danish Myo Tech).  

Os valores de Di e De foram utilizados nos cálculos dos parâmetros 

estruturais e mecânicos das artérias mesentéricas em condições passivas (Krebs 

0Ca2+), utilizando fórmulas descritas anteriormente 96, 97 e apresentadas a seguir: 

- Espessura da parede (EP) = (De – Di)/2  

- Razão parede/lúmen = (De – Di)/2Di  

- AST = (π/4) x (De2 – Di2)  

- Distensibilidade incremental = ΔDi/(Di x ΔP) x 100, onde ΔDi e ΔP 

representam o aumento de Di e pressão, respectivamente, em relação ao ponto 

anterior da curva.  

- Deformação circunferencial da parede (strain) ε = (Di – D0)/D0, onde D0 é o 

Di em 3 mmHg.  

- Tensão circunferencial da parede (stress) σ = (P x Di)/(2EP), onde P é a 

pressão intraluminal convertida para dina (dyn)/cm2 (1 mmHg = 1,334 x 103 

dyn/cm2).  

- Relação tensão-deformação (stress-strain) = indica o nível de rigidez arterial, 

sendo obtido por gráfico onde são plotados os valores de σ no eixo das ordenadas e 

de ε no eixo das abcissas.  

A rigidez arterial independente de geometria é determinada pelo módulo 

elástico de Young`s [(E) = σ/ε]. Como a relação stress-strain é não-linear, é mais 

apropriado obter um módulo de elasticidade tangencial ou incremental (Einc) 

determinando a inclinação (slope) da curva de tensão-deformação (Einc = Δσ/Δε). Einc 

foi obtido por ajuste apropriado dos dados da relação stress-strain de cada animal a 

uma curva exponencial usando a equação: σ = σorige
βε, onde σorig é o stress no 

diâmetro original, ou seja, em 3 mmHg. 

Derivando a equação acima, verifica-se que Einc = βσ. Para um dado valor de 

σ, Einc é diretamente proporcional a β, ou seja, um aumento em β implica em 

aumento do Einc, indicando aumento da rigidez arterial. 

 

 

3.9 Quantificação Proteica por Western Blotting  
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A expressão proteica de receptores e componentes de vias de sinalização da 

insulina foi avaliada por western blotting em aorta de camundongos db/m e db/db ou 

CMLV de artérias mesentéricas de camundongos C57BL/6J submetidas à incubação 

com chemerin ou veículo, na presença ou ausência de insulina e alguns inibidores.  

CMLV incubadas com chemerin ou veículo (0,5 ng/mL, 1 h), insulina (100 

nmol/L, 30 min) e/ou a combinação dos dois e aortas de db/m e db/db foram 

homogeneizadas em tampão 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 sódio (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 

remoção do material insolúvel. Após a centrifugação, o conteúdo proteico total foi 

quantificado, utilizando o método de Bradford 98. As amostras foram então tratadas 

com tampão de Laemmli contendo DTT (ditiotreitol, 200 mM) e 70 µg (CMLV) e 30 

µg (aorta) de proteína total foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 

(SDS PAGE) de 6 a 12% (variando de acordo com o peso molecular da proteína em 

questão) em aparelho para mini gel (BioRad, Hercules, USA). Em cada gel havia um 

marcador com peso molecular de valores estabelecidos.  

A transferência das proteínas 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 tampão foi acrescido de SDS 0,1% para melhorar 

a eluição de proteínas de alto peso molecular. As membranas foram incubadas com 

solução bloqueadora (BSA 4%), à temperatura ambiente, por 1 h, para reduzir a 

ligação inespecífica de proteínas na membrana. As membranas foram incubadas 

individualmente com diferentes anticorpos. Essas incubações foram feitas com 

solução bloqueadora (TBS 1% BSA), overnight, a 4°C. Em seguida as membranas 

foram lavadas com solução tampão (TBS-T) por 30 minutos e incubadas com o 

anticorpo secundário conjugado com peroxidase, por 1 h em temperatura ambiente. 

A solução para detecção por quimioluminescência foi utilizada como descrito no 

protocolo do kit. A emissão de luz foi detectada e visualizada em auto-radiografias. A 

intensidade das bandas foi quantificada por densitometria óptica através da 

utilização de programa de análise de intensidade de bandas (software ImageJ® 

[http://imagej.nih.gov/ij/]). Os resultados foram normalizados por β-actina, α-Tubulina 
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ou pelas respectivas formas total das proteínas. 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-α-

tubulina e anti-β-actina (Sigma; 1:20000). 

 

 

3.10 Isolamento fração de membrana e citosol em CMLV 

 

 

Com o objetivo de verificar se chemerin reduz as ações da insulina por 

possuir efeitos sobre a translocação 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 combinação dos dois, CCX 832 (antagonista ChemR23; 10 

nmol/L), N-acetil-cisteína (NAC; 10 µmol/L; antioxidante) e 740Y-P (ativador de 

PI3K/Akt; 1 µmol/L) por 30 minutos. Após os estímulos, CMLV foram tratadas com 

tampão de lise gelado (10 mmol/L Tris, pH 7,4, 1,5 mmol/L MgCl2, 5 mmol/L KCl, 1 

mmol/L DTT, 0,2 mmol/L vanadato de sódio, 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 ultracentrifugação foi utilizado como a fração 

citosólica. O sedimento (pellet) foi ressuspenso em tampão de lise contendo 0,1% de 

Triton X-100 e utilizado como a fração de membrana. As proteínas foram 

quantificadas pelo método de Bradford utilizando albumina bovina (BSA) como 

padrão. Frações de membrana e citosol foram usadas para realizar a análise por 

western blotting para a translocação de GLUT4. 

 

 

3.11 Quantificação de captação de glicose  

 

 

Com o objetivo de quantificar a captação de glicose promovida pela insulina 

na presença e ausência da adipocina chemerin, CMLV privadas de SFB, 

estimuladas com chemerin (0,5 ng/mL) ou veículo, na presença de estímulo com 

insulina foram incubadas em solução tampão 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 KCl, 1,4 mmol/L de CaCl2, 1 

mmol/L de KH2PO4, 1,4 mmol/L de MgSO4  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-[3H]-glicose 

foi adicionada durante 30 minutos 99. O tampão foi rapidamente retirado, seguido de 

três lavagens com PBS gelado. Em seguida, as células foram lisadas com 500 µL de 

0,4 mol/L de NaOH  por 5 minutos e neutralizadas com 500 µL de HCl. A quantidade 

de glicose radiomarcada associada às células lisadas foi determinada por contagem 

líquida de cintilação.  

Para esclarecer se o efeito da insulina sobre o metabolismo da glicose 

depende da pressão osmótica, a captação de 14C-manitol induzida pela glicose foi 

quantificada. Foi ainda realizado um grupo basal onde nenhum estímulo foi 

adicionado às CMLV. Em alguns casos, foram adicionados CCX 832 (10 nmol/L), 

Tiron (100 µmol/L), 740YP (ativador de PI3K; 1 µmol/L), AICAR (ativador de AMPK; 

1 mmol/L) 30 minutos antes das incubações com chemerin. 

 

 

3.12 Produção de óxido nítrico (NO)  

 

 

Com o objetivo de investigar se chemerin diminui os níveis de NO produzido 

por ação da insulina em células endoteliais (HMEC), ensaios utilizando a sonda 

fluorescente diacetato 4-amino-5-metilamino-2',7'-diacetato difluorofluoresceína 

(DAF-2AM; Invitrogen, Molecular Probes) foram realizados. HMEC foram carregadas 

com DAF-2AM (5 μmol/L, por 30 minutos), em meio livre de SFB e contendo L-

arginina (100 µmol/L), mantidas no escuro e a 37ºC. As células foram lavadas com 

PBS 1x para remover o excesso de sonda e o meio foi substituído. As células foram 

então estimuladas com chemerin durante 1 h. Após o tempo de estímulo, 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 37º C) à 

suspensão 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 µl) e transferido (200 ul) da suspensão de células para uma microplaca preta de 
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96 poços (BD® Falcon). A nitrosilação do DAF-FM foi avaliada com um 

espectrofluorímetro em comprimentos de onda de excitação/emissão de 495/515 

nm. A intensidade de fluorescência foi ajustada pela concentração de proteína e 

expressa como emissão de fluorescência por ug de proteína. Foram realizados 

simultaneamente grupos com L-NAME (100 µmol/L; controle negativo) e serotonina 

(1 µmol/L; controle positivo). Apenas no grupo contendo L-NAME, a L-arginina foi 

retirada do meio de cultura para a realização dos experimentos. 

As células foram estimuladas com chemerin (0,5 ng/mL, 1 h), insulina (100 

nmol/L; 30 min), a combinação dos dois, CCX 832 (antagonista ChemR23; 10 

nmol/L), N-acetil-cisteína (NAC; 10 µmol/L; antioxidante) e 740Y-P (ativador de 

PI3K/Akt; 1 µmol/L) por 30 minutos.  

 
 
3.13 Imunofluorescência 

 

 

A fim de investigar se o tratamento de camundongos db/m e db/db com o 

antagonista de ChemR23 (CCX 832) diminui o estresse oxidativo nestes animais, 

foram realizados ensaios de imunofluorescência utilizando a sonda verde 8-

Hidroxiguanosina (8-OHG). 8-OHG é uma guanosina modificada presente no 

DNA/RNA, quando atacado por radicais hidroxila formados como subprodutos e 

produtos intermediários do metabolismo aeróbico durante o estresse oxidativo 100. A 

imunohistoquímica para 8-OHG tem sido amplamente utilizada como um 

biomarcador sensível e estável de danos no DNA e RNA derivados de estresse 

oxidativo.  

As secções de aorta em parafina (4 µm) foram desparafinadas em xileno, re-

hidratadas por gradiente de etanol e lavadas em água. Todas as secções foram 

incubadas em EDTA (pH 8) e fervidas durante 15 min a 95° C para 

desmascaramento do antígeno. As lâminas foram arrefecidas até à 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 à temperatura ambiente numa câmara umidificada. Para imunocoloração 

com 8-OHG, as lâminas foram incubadas overnight com anticorpo policlonal anti-8-

OHG (Abcam ab10802, 1:200; diluído em 5% soro de burro, 0,02% BSA, 0,0025% 
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de Tween-20 em solução 1x TBS) numa câmara umidificada. Anticorpo secundário 

anti-cabra conjugado com Alexa-Fluor-488 (Molecular Probes, A-11055, 1:300, 

diluído em 5% soro equino, 0,02% BSA, 0,0025% Tween-20 em solução 1xTBS) foi 

utilizado após incubação do anticorpo primário por 1 h à temperatura ambiente no 

escuro. Os cortes histológicos foram tratados com 0,1% Sudan Black (Sigma 

Aldritch, 199664) em metanol durante 10 minutos a fim de remover 

autofluorescência. Os núcleos foram contrastados pela exposição dos slides a 4-6-

diamidino-2-fenilindole (DAPI, a 100 ng/ml) durante 10 minutos. As secções foram 

montadas com lamínulas usando o meio de montagem anti-fator de decaimento de 

fluorescência Prolong Gold contendo DAPI (Molecular Probes, P-36931) no escuro. 

As imagens de fluorescência foram capturadas usando microscópio Axiovert 200M 

com um módulo de varredura a laser LSM 510 (Carl Zeiss, Heidelberg, Alemanha). 

Para controles negativos, lâminas apenas com IgG de cabra foram utilizados (Santa 

Cruz, sc-2028). 

 

 

3.14 PCR em tempo real  

 

 

A expressão do RNAm de marcadores inflamatórios foi avaliada em tecido 

adiposo perivascular (PVAT) de camundongos db/m e db/db pela reação 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 nitrogênio 

líquido. Os tecidos congelados foram homogeneizados e colocados em tubos 

contendo 1mL de Trizol® (isotiocianato de guanidina em solução de fenol) 

(Invitrogen-EUA). Após a incubação do homogenato durante 5 minutos, em 

temperatura ambiente, foram adicionados 200 µL de clorofórmio 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 µL de isopropanol. Os tubos foram misturados por 

inversão 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 vórtex e 

centrifugadas a 12000 g, por 5 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi vertido, e o pellet 

deixado à temperatura ambiente por 5-10 minutos. O pellet foi ressuspendido em 10 

µL de água DEPC (dietilpirocarbonato). A quantificação foi realizada por 

espectrofotometria (260 nm) no aparelho Nanodrop® (Thermo Scientific, USA). O 

critério de pureza utilizado foi a razão 260/280 nm (ácido nucléico/proteína) de 

aproximadamente 1,8.  Uma razão menor que 1,8 é indicativo de contaminação por 

proteínas. A concentração foi fornecida em ng/µL, e foram utilizados para leitura 2 µL 

de amostra.  

A reação de transcrição reversa é o processo pelo qual o ácido ribonucleico 

(RNA) é usado como um molde para sintetizar ácido desoxirribonucleico 

complementar (cDNA). Para esta reação foi utilizado o Kit Multiscrib reverse 

transcription (Multiscrib RT®, Life Technologies). A reação foi preparada com 2 µL de 

tampão (10x), 2 µL de solução de sondas (primers) randômicas (10x), 0,8 µL de 

solução de trisfosfatos desoxirribonucleótideos (dNTPs) (25x), 1 µL de solução de 

enzima Multiscrib RT (50 U/µL), 1 µL de inibidor de RNAse (20 U/µL), 0,25 µL de 

solução de primers oligo-dT (0,5 µg/µL), 5 µL de cada amostra de RNA (200 ng/µL), 

totalizando um volume de 20 µL. 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 reações de PCR em tempo real.  A expressão dos 

genes foram quantificadas pelo sistema  TaqMan (Life Technologies). Este sistema 

utiliza sonda fluorescente para permitir a detecção de produto específico conforme 

este se acumula durante os ciclos de PCR. Uma sonda (oligonucleotídeo) é 

construída contendo um corante sinalizador (reporter) fluorescente na extremidade 

5´ e um corante silenciador (quencher) na extremidade 3´. Enquanto a sonda está 

intacta, a proximidade do silenciador reduz bastante a fluorescência emitida pelo 

corante sinalizador através da transferência de energia por ressonância de 

fluorescência através do espaço. Se a sequência alvo estiver presente, a sonda se 

anela logo após a um dos primers e é clivada pela atividade da nuclease 5´ da Taq 

DNA polimerase enquanto o  primer  é  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 extensão 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 reação em cadeia de polimerase (PCR) em tempo real foi realizada 

em um volume final de 13 µL contendo oligonucleotídeos específicos, que foram 

construídos a partir de informações retiradas do GENEBANK. Foram analisados os 

seguintes genes (Life Technologies): IL-6, TNF-α, MCP-1, adiponectin. 

Foi fixado um valor de limiar (threshold) para cada gene. O threshold é um 

nível de sinal do corante sinalizador normalizado utilizado para determinação 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 amplificação do produto (baseline). O Ct é o número 

do ciclo no qual a fluorescência gerada dentro de uma reação cruza a linha 

threshold. Os valores de Ct são logarítmicos e são usados para as análises 

quantitativas. A expressão gênica foi analisada pelo método de 2ΔΔCt. A média de Ct 

e desvio padrão das duplicatas foram calculados. Se o desvio padrão foi maior que 

0,2 ciclos, o valor da duplicata mais discrepante foi excluído e a média, recalculada. 

As expressões relativas (gene alvo/gene controle interno [housekeeping]) foram 

calculadas pelo método 2ΔΔCt, e os resultados são apresentados como unidades 

arbitrárias expressas relativamente ao controle. 

 

 

3.15 Análise dos dados 

 

 

 O conjunto de dados de cada protocolo experimental foi expresso em média ± 

E.P.M. e a diferença entre os valores médios foi analisada por teste t de Student não 

paramétrico ou por análise de variância de uma (One-Way ANOVA), seguida pelo 

pós-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 vasodilatação induzida por insulina 
 
 

A potência da insulina em induzir vasodilatação foi significativamente menor 

em artérias mesentéricas de camundongos C57BL/6J incubadas com chemerin por 

1 h quando comparada àquela em vasos tratados com veículo (Figura 1A; Tabela 1). 

Como chemerin atua via receptor ChemR23, foi utilizado um antagonista deste 

receptor, o composto CCX 832. A diminuição da resposta vasodilatadora promovida 

pela insulina observada na presença de chemerin foi bloqueada na presença de 

CCX 832 (Figura 1B; Tabela 1). Do mesmo modo, um ativador da via de sinalização 

PI3K/Akt (YS-49) e um sequestrador de O2
-. (Tiron) reverteram a diminuição da 

vasodilatação pela insulina induzida por chemerin (Figuras 1C e 1D; Tabela 1). A 

incubação das artérias mesentéricas com YS-49 e Tiron não alterou as curvas 

concentração-efeito para insulina. 

 

Tabela 1. Valores de pD2 da insulina em artérias mesentéricas de camundongos 

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

Grupos  pD2    

Veículo  7.8 ± 0.1 (n=9)  

Chemerin  7.1 ± 0.1 (n=9) *  

CCX 832  8.2 ± 1.0 (n=4)  

CCX 832 + Chemerin  7.5 ± 0.2 (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  8.2 ± 0.2 (n=5) #  

Os dados representam a média ± E.P.M (n=4-9/grupo). Significativamente diferente (p < 0,05) em 
relação ao (*) grupo veículo, (#) grupo chemerin. ANOVA de uma via com pós-teste de Bonferroni. 
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Figura 1. Chemerin diminui a vasodilatação induzida por insulina via ChemR23, 

PI3K/Akt e mecanismos dependentes de estresse oxidativo. As figuras mostram curvas 

concentração-efeito para insulina (A) em artérias mesentéricas de camundongos incubadas 

com veículo ou chemerin na presença e ausência 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 relação ao 

(*) grupo veículo, (#) grupo chemerin. ANOVA de uma via com pós-teste de Bonferroni. 
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4.2 Efeito da adipocina chemerin na ativação da via do NO mediada por 

insulina 

 

 

 Células endoteliais foram expostas a chemerin, insulina, a combinação dos 

dois, CCX 832, 740Y-P (ativador de PI3K/Akt) e NAC (antioxidante) e primeiramente 

a fosforilação da eNOS foi investigada. A insulina induziu aumento da fosforilação do 

sítio ativador (Ser1177) da eNOS enquanto chemerin diminuiu essa fosforilação em 

relação ao grupo incubado com veículo, bem como diminuiu a fosforilação da eNOS 

induzida pela insulina (Figura 2A). Estes efeitos foram atenuados por NAC e 740Y-P 

(Figura 2A). 

Para determinar se a reduzida fosforilação da eNOS induzida por chemerin 

está associada à diminuição da produção de NO, os níveis de NO foram 

mensurados também em células endoteliais. A insulina aumentou os níveis de NO e 

chemerin diminuiu significativamente a produção 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 

sinalização da PI3K/Akt estão envolvidos nos efeitos da adipocina chemerin sobre a 

resposta endotelial à insulina, diminuindo a biodisponibilidade de NO. 

 



48 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Chemerin diminui a sinalização de NO induzida por insulina em células 

endoteliais. (A) Fosforilação do sítio ativador da eNOS (Ser1177) foi determinada por western 

blot em células endoteliais estimuladas com chemerin (0.5 ng/mL, 1 h) e insulina (30 min) na 

presença ou ausência de CCX 832 (antagonista ChemR23), NAC (sequestrador de ERO) ou 

740Y-P (ativador de PI3K). Valores foram normalizados pela expressão de eNOS total. (B) 

Produção de óxido nítrico (NO) foi determinada por DAF2-AM em células endoteliais e os 

valores foram normalizados pela quantidade de proteína. Barras representam média ± 

E.P.M (n=5-6 para cada grupo). Significativamente diferente (p < 0,05) em relação ao (*) 

grupo veículo, (σ) vs. insulina, (φ) vs. chemerin + insulina. ANOVA de uma via com pós-teste 

de Bonferroni. 
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4.3 Efeito da adipocina chemerin na sinalização vascular da insulina 

 

 
 

 

Figura 3. Chemerin diminui a sinalização vascular da insulina. A fosforilação do IRS-1 

(A), PI3K (B), Akt (C) e a translocação 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 

incubação com chemerin e/ou insulina. Os valores foram normalizados por expressão de 

proteína total ou α-tubulina. Barras representam média ± E.P.M (n=5-6 para cada grupo). 

Significativamente diferente (p < 0,05) em relação ao (*) grupo veículo, (#) grupo chemerin, 

(σ) vs. insulina, (φ) vs. chemerin + insulina. ANOVA de uma via com pós-teste de Bonferroni.  
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Em adição aos seus efeitos sobre as células endoteliais, chemerin diminuiu a 

sinalização da insulina em CMLV. A insulina aumentou a fosforilação do substrato do 

receptor de insulina-1 (IRS-1) em CMLV, a qual foi reduzida por tratamento 

simultâneo com chemerin. Os efeitos de chemerin dependem da formação de ERO, 

mas não da ativação de ChemR23 (Figura 3A). A insulina também aumentou a 

fosforilação de PI3K e de Akt em CMLV e chemerin diminuiu a fosforilação de ambas 

proteínas induzida por insulina através de ChemR23 e mecanismos dependentes de 

ERO (Figuras 3B e 3C).  

A fim de investigar se chemerin possuí efeitos sobre a migração de 

transportadores de glicose, a translocação de GLUT4 do citosol para a membrana foi 

determinada. Em CMLV, chemerin diminuiu a translocação 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 ativação de PI3K contribuem para 

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

 

 

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

 

 

 Os efeitos de chemerin sobre a fosforilação da AMPK (proteína quinase 

ativada por AMP), um mecanismo alternativo para a captação de glicose, também 

foram avaliados. Chemerin diminuiu a fosforilação da AMPK (Thr172) tanto em CMLV 

quanto em células endoteliais (Figuras 4A e 4B).  

Para avaliar se chemerin também afeta a captação de glicose induzida pela 

insulina, a captação de 2-desoxiglicose (2-DG) foi quantificada em CMLV expostas a 

2 µCi/mL de 2-[3H]DG na presença de 2-DG não marcada. Chemerin diminuiu a 

captação de glicose induzida por insulina (Figura 5) de maneira dependente da 

geração de ERO e ativação das vias de sinalização 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 fosforilação de AMPK. A fosforilação 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 expressão total de 

AMPK. Barras representam média ± E.P.M (n=6 para cada grupo). Significativamente 

diferente (p < 0,05) em relação ao (*) grupo veículo. Teste t de Student. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Chemerin diminui a captação de glicose induzida pela insulina em CMLV. 

Quantificação da captação de glicose induzida pela insulina em CMLV de artérias 

mesentéricas de camundongos incubadas com chemerin (0,5 ng/mL) por 1 h. Os gráficos 

mostram a contagem de células radiomarcadas com [3H] 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 relação ao (*) grupo 

veículo, (σ) grupo insulina, (φ) grupo chemerin + insulina. ANOVA de uma via com pós-teste 

de Bonferroni. 
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Conclusões parciais 1 
 
 
 

 Chemerin diminui a vasodilatação induzida por insulina via ChemR23, 

PI3K/Akt e mecanismos dependentes de estresse oxidativo em artérias 

mesentéricas de camundongos não-obesos não-diabéticos. 

 

 Chemerin diminui a fosforilação de eNOS e produção de NO induzida por 

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

 

 Chemerin diminui a sinalização vascular da insulina via ChemR23, estresse 

oxidativo e diminui a translocação de GLUT4 em CMLV via ChemR23, 

estresse oxidativo e ativação da via de sinalização PI3K/Akt. 

 

 Chemerin diminui a captação de glicose induzida pela insulina em CMLV por 

mecanismos dependentes da ativação das vias de sinalização AMPK e 

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

parâmetros metabólicos de camundongos db/db 

 

 

Considerando que chemerin diminuiu a sinalização da insulina em CMLV e 

células endoteliais e a captação de glicose em CMLV, predominantemente via 

receptor ChemR23, camundongos obesos e diabéticos db/db foram tratados com 

antagonista deste receptor, o composto CCX 832. É importante salientar que 

camundongos db/db apresentaram aumento nos níveis plasmáticos de chemerin 

quando comparados a camundongos não-obesos e não-diabéticos db/m (Figura 6A).  

Após o tratamento dos animais com CCX 832, foi observada redução da 

massa corporal dos camundongos db/db na terceira semana de administração da 

droga (Figura 6B). Nenhuma diferença foi observada entre a massa de animais db/m 

tratados com veículo ou CCX 832 (Figura 6B). Confirmando o dado mencionado 

anteriormente, houve redução na massa total do tecido adiposo dos camundongos 

db/db tratados com CCX 832 (Figura 6C). Não houve diferença no consumo de 

ração entre os grupos db/db e db/m tratados com veículo ou CCX 832 (Figura 6D). 

Não foram observadas diferenças nos níveis plasmáticos 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 veículo ou CCX 832. No entanto, houve 

aumento significativo nos níveis plasmáticos 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 redução 

significativa dos níveis 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 tolerância à glicose, no entanto o 

tratamento com CCX 832 não alterou tal resposta (Figura 7D). Nenhuma diferença 

foi observada entre camundongos db/m tratados com veículo ou CCX 832 (Figura 

7D). 
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Figure 6. CCX 832 diminui massa corporal de camundongos db/db. (A) Níveis 

plasmáticos 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 três semanas de 

tratamento. (C) Massa do tecido adiposo total de camundongos db/m e db/db tratados com 

veículo ou CCX 832. (D) Quantificação do consumo de ração nos dias zero, 3 e 7 do 

tratamento em camundongos db/m e db/db tratados com veículo ou CCX 832. Os dados 

representam média ± E.P.M (n=5-8/grupo). Significativamente diferente (p < 0,05) em 

relação ao (*) grupo db/m veículo, (∞) grupo db/db CCX 832. Teste t de Student ou ANOVA 

de uma via com pós-teste de Bonferroni. 
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Figure 7. CCX 832 diminui níveis de insulina e glicose, mas não afeta a tolerância à 

glicose de camundongos db/db. Níveis plasmáticos 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 veículo ou CCX 832. (D) Teste 

de tolerância à 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 

relação ao (*) grupo db/m veículo, (∞) grupo db/db CCX 832. ANOVA de uma via com pós-

teste de Bonferroni. 
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nas massas do baço, rim e coração entre animais db/m tratados com veículo ou 

CCX 832 (Figuras 8A, 8B e 8C). 

 

 

 

 
Figure 8. CCX 832 diminui massa do baço e rim, mas não diminui a massa do coração 

de  camundongos db/db. Massa do baço (A), rim (B) e coração (C) de camundongos db/m 

e db/db ao final do tratamento com veículo ou CCX 832. (D) Níveis de creatinina dosados na 

urina de camundongos db/m e db/db tratados com veículo ou CCX 832. Valores 

representam média ± E.P.M (n=5-8/grupo). Significativamente diferente (p < 0,05) em 

relação ao (*) grupo db/m veículo, (∞) grupo db/db CCX 832. ANOVA de uma via com pós-

teste de Bonferroni. 
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4.6 Efeito do antagonismo de ChemR23 na disfunção vascular de 

camundongos db/db 

 

 
A resposta máxima (Emax) de vasoconstrição induzida por PhE em 

camundongos db/m não foi alterada pelo tratamento com CCX 832. Entretanto, o 

aumento na vasoconstrição induzida pela PhE observado em camundongos db/db 

foi atenuado pelo tratamento com o antagonista do receptor de ChemR23 (Figuras 

9A e 10A). Não houve diferença nos valores de pD2 entre os grupos (Tabela 2).  

Adicionalmente, a vasodilatação (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 alteração (Figuras 9C e 10C). Não houve 

diferença significativa nos valores de pD2 entre os grupos estudados (Tabelas 3 e 4). 

Em relação à vasodilatação promovida por NPS, não foram observadas diferenças 

entre os grupos db/m e db/db tratados com veículo ou CCX 832 (Figura 9D, Tabela 

5). Nenhuma alteração na vasodilatação 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 pD2 para PhE em artérias mesentéricas de camundongos db/m 

e db/db tratados com CCX 832.  

Grupos pD2 

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 
relação ao (*) grupo db/m veículo, (∞) grupo db/db CCX 832. ANOVA de uma via com pós-teste de 
Bonferroni. 

 



58 
 

 
 

 

Figure 9. CCX 832 atenua a disfunção vascular observada em camundongos db/db. Os 

gráficos mostram curvas concentração-efeito para PhE (A), ACh (B), insulina (C) e NPS (D) 

em artérias mesentéricas de camundongos db/m e db/db tratados com veículo ou CCX 832. 

Os dados representam média ± E.P.M (n=6-10 para cada grupo). Significativamente 

diferente (p < 0,05) em relação ao (*) grupo db/m veículo, (∞) grupo db/db CCX 832. ANOVA 

de uma via com pós-teste de Bonferroni. 

 
 
 

Tabela 3. Valores de pD2 para ACh em artérias mesentéricas de camundongos db/m 

e db/db tratados com CCX 832.  

Grupos pD2 

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 
relação ao (*) grupo db/m veículo, (∞) grupo db/db CCX 832. ANOVA de uma via com pós-teste de 
Bonferroni. 

456789

0

50

100

150

db/m

db/db

db/m CCX 832

db/db CCX 832 

*

- Log [M] PhE

C
o

n
tr

a
ç
ã

o
 (

%
 K

C
l)

456789

0

20

40

60

80

100

db/m
db/db
db/m CCX 832
db/db CCX 832



*

- Log [M] ACh

R
e
la

x
a
m

e
n
to

 (
%

 P
h
e
)

45678910

0

20

40

60

80

100

db/m

db/db

db/m CCX 832

db/db CCX 832

- Log [M] SNP

R
e
la

x
a
m

e
n
to

 (
%

 P
h
e
)

45678910

0

20

40

60

db/m

db/db CCX 832

db/db

db/m CCX 832



*

- Log [M] Insulina

R
e
la

xa
m

e
n
to

 (
%

 P
h
e
)

A B

C D



59 
 

 
 

Tabela 4. Valores de pD2 para insulina em artérias mesentéricas de camundongos 

db/m e db/db tratados com CCX 832.  

Grupos pD2 

db/m 7.5 ± 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 
relação ao (*) grupo db/m veículo, (∞) grupo db/db CCX 832. ANOVA de uma via com pós-teste de 
Bonferroni. 

 
 
 
 
 
 

Tabela 5. Valores de pD2 do NPS em artérias mesentéricas de camundongos db/m e 

db/db tratados com CCX 832.  

Grupos pD2 

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 
relação ao (*) grupo db/m veículo, (∞) grupo db/db CCX 832. ANOVA de uma via com pós-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 veículo ou CCX 832. Os dados representam média ± E.P.M (n=6-10 para cada grupo). 

Significativamente diferente (p < 0,05) em relação ao (*) grupo db/m veículo, (∞) grupo db/db 

CCX 832. ANOVA de uma via com pós-teste de Bonferroni. 

 

 

 

 

4.7 Efeito de CCX 832 sobre os parâmetros estruturais de artérias 

mesentéricas de camundongos db/db 

 

 

Os diâmetros externo (Figura 11A) e interno (Figura 11B) foram similares 

entre as artérias mesentéricas dos grupos experimentais db/m veículo ou CCX 832. 

Entretanto, tanto o diâmetro externo quanto o interno dos vasos de animais db/db 

mostraram-se significativamente elevados. O tratamento com CCX 832 não reduziu 

os diâmetros externo e interno dos vasos destes animais (Figuras 11A e 11B 

respectivamente).  
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Figura 11. CCX 832 não altera parâmetros estruturais de artérias mesentéricas de 

camundongos db/db. Diâmetro externo (A), diâmetro interno (B), espessura da parede (C), 

razão parede:lúmen (D) e AST (E) em artérias mesentéricas de camundongos db/db e db/m 

tratados com CCX 832 ou veículo por 3 semanas. Valores foram obtidos em artérias 

gradualmente pressurizadas em condições passivas (Krebs 0Ca2+). Os dados representam 

média ± E.P.M (n=6-10 para cada grupo). Significativamente diferente (p < 0,05) em relação 

ao (*) grupo db/m veículo, (∞) grupo db/db CCX 832. ANOVA de uma via com pós-teste de 

Bonferroni. 
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A espessura da parede (Figura 11C), razão parede:lúmen (Figura 11D) e AST 

(Figura 11E) foram significativamente maiores em artérias do grupo diabético tratado 

com veículo em comparação aos demais grupos. Novamente, nenhuma dessas 

alterações 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 sinalização vascular da insulina em 

camundongos db/db 

 

 

 A fim de avaliar o papel do antagonismo de ChemR23 sobre a sinalização 

vascular da insulina, a fosforilação de diferentes membros da principal via de 

sinalização ativada pela insulina em aortas de camundongos db/m e db/db tratados 

com veículo ou CCX 832 foi investigada. Como observado na figura 12, a 

fosforilação de IRS-1 (Ser302), PI3K (Tyr458/Thr199) e Akt (Ser473) foi menor em aorta 

de camundongos db/db se comparada àquela em animais db/m tratados com veículo 

ou CCX 832 (Figuras 12A, 12B e 12C, respectivamente). Após o tratamento com 

CCX 832, este efeito foi atenuado (Figuras 12A, 12B e 12C). Não houve diferença 

significativa na fosforilação destas proteínas entre os grupos db/m veículo e db/m 

CCX 832. 
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Figura 12. CCX 832  normaliza a sinalização vascular da insulina em aortas de 

camundongos db/db. A fosforilação 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 veículo ou CCX 832. 

Os valores foram normalizados pela expressão das respectivas proteínas total. Barras 

representam média ± E.P.M (n=5-8 para cada grupo). Significativamente diferente (p < 0,05) 

em relação ao (*) grupo db/m veículo, (∞) grupo db/db CCX 832. ANOVA de uma via com 

pós-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 

prejuízo da resposta vasodilatadora induzida pela insulina em artérias mesentéricas 

de camundongos, a geração de ERO em aortas e rins de camundongos db/m e 

db/db tratados com veículo 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. Não houve diferença significativa entre os grupos db/m veículo e db/m CCX 

832. 

 

Figura 13. CCX 832 reduz estresse oxidativo em aortas de camundongos db/db. (A) 

Imagens representativas e (B) análise quantitativa de núcleos positivos para 8-OHG em 

aortas com endotélio intacto de camundongos db/m e db/db tratados com veículo ou CCX 

832. Escala = 50 µm; Amento: 20X. Resultados representam a media ± E.P.M (n=5 para 

cada grupo). Significativamente diferente (p < 0,05) em relação ao (*) grupo db/m veículo, 

(∞) grupo db/db CCX 832. ANOVA de uma via com pós-teste de Bonferroni. 
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Figura 14. CCX 832 reduz estresse oxidativo renal em camundongos db/db. (A) 

Imagens representativas e (B) análise quantitativa de núcleos positivos para 8-OHG em rins 

de camundongos db/m e db/db tratados com veículo ou CCX 832. Escala = 50 µm; Amento: 

20X. Resultados representam a media ± E.P.M (n=5 para cada grupo). Significativamente 

diferente (p < 0,05) em relação ao (*) grupo db/m veículo, (∞) grupo db/db CCX 832. ANOVA 

de uma via com pós-teste de Bonferroni. 

 

 

4.10 Efeito do antagonismo de ChemR23 sobre o perfil inflamatório do PVAT 

de camundongos db/db  

 

 A fim de investigar se a inflamação do PVAT de camundongos db/db também 

é afetada pelo antagonismo de ChemR23, foram avaliados marcadores inflamatórios 
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tratamento com CCX 832, retornando aos níveis observados nos animais controle 

(db/m veículo e db/m CCX 832) (Figuras 15A e 15B). Não foi constatada diferença 

significativa nos níveis de RNAm de IL-6 entre os animais db/m e db/db tratados com 

veículo e CCX 832 (Figura 15C). Em relação aos níveis de adiponectina, 

camundongos db/db tratados com CCX 832 apresentaram reversão parcial dos 

níveis plasmáticos e reversão total da expressão gênica desta adipocina (Figuras 

16A e 16B). Não houve diferença significativa entre os grupos db/m veículo e db/m 

CCX 832. 

 

 

Figura 15. CCX 832 diminui marcadores pró-inflamatórios no PVAT de camundongos 

db/db. Expressão de RNAm de MCP-1 (A), TNF-α (B) e IL-6 (C) avaliada por PCR em 

tempo real em PVAT de camundongos db/m e db/db tratados com veículo ou CCX 832. 

Resultados representam a media ± E.P.M (n=5-8 para cada grupo). Significativamente 

diferente (p < 0,05) em relação ao (*) grupo db/m veículo, (∞) grupo db/db CCX 832. ANOVA 

de uma via com pós-teste de Bonferroni. 
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Figura 16. CCX 832 aumenta marcadores anti-inflamatórios no PVAT e plasma de 

camundongos db/db. (A) Expressão de RNAm de adiponectina avaliada por PCR em 

tempo real em PVAT de camundongos db/m e db/db tratados com veículo ou CCX 832. (B) 

Níveis plasmáticos 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 relação 

ao (*) grupo db/m veículo, (∞) grupo db/db CCX 832. ANOVA de uma via com pós-teste de 

Bonferroni. 
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Conclusões 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 

ingestão alimentar destes animais. 

 

 CCX 832 diminui os níveis de insulina e glicose em camundongos db/db, mas 

não afeta a tolerância à glicose destes animais, sugerindo que chemerin está 

atuando diretamente apenas nas vias de sinalização ativadas pela insulina. 

 

 CCX 832 diminui a massa do baço e reduz marcadores pró-inflamatórios no 

PVAT de animais db/db, sugerindo que o tratamento melhora o perfil 

inflamatório destes animais obesos e diabéticos. 

 
 O antagonismo de ChemR23 diminui os níveis de creatinina na urina de 

camundongos db/db, indicando que CCX 832 melhora a função renal destes 

animais. 

 

 CCX 832 diminui a vasoconstrição induzida pela PhE e melhora a 

vasodilatação induzida pela ACh e insulina em camundongos db/db, 

mostrando que o antagonismo de ChemR23 atenua a disfunção vascular de 

camundongos obesos e diabéticos db/db. 

 

 CCX 832 não altera as características estruturais das artérias mesentéricas 

de camundongos db/db. 

 

 CCX 832 aumenta a fosforilação de importantes proteínas ativadas pela 

insulina (IRS-1, PI3K e Akt) em aortas de camundongos db/db, as quais estão 

prejudicadas em animais db/db tratados com veículo, sugerindo que o 

antagonismo de ChemR23 melhora a sinalização 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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sinalização vascular da insulina promovida por CCX 832 em camundongos 

obesos e diabéticos db/db.      
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Figura 17. Figura esquemática representando possíveis mecanismos pelos quais o 

sistema chemerin/ChemR23 modula/compromete efeitos vasculares de insulina. O 

eixo chemerin/ChemR23 pode levar a alterações na sinalização vascular da insulina, as 

quais podem ser relacionadas à disfunção vascular e endotelial associada ao diabetes. A 

interação entre adipócitos e vasculatura pode ser um importante mecanismo de dano 

vascular subjacente em complicações cardiovasculares relacionadas ao diabetes. 
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Discussão 
 

 
 

9. Discussão 
 

 

Nossos resultados demonstram que (1) chemerin atenua a vasodilatação 

induzida por insulina através de seu próprio receptor, sinalização PI3K/Akt e 

estresse oxidativo; (2) chemerin diminui a fosforilação da eNOS e a produção de NO 

em células endoteliais induzida por insulina através da via de sinalização PI3K/Akt e 

estresse oxidativo; (3) em CMLV, chemerin diminui a sinalização 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 vasodilatação induzida pela insulina diminuída em animais db/db e 

melhora a sinalização da insulina nos camundongos diabéticos db/db; (6) CCX 832 

diminui o perfil inflamatório 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 notável no estresse oxidativo e 

disfunção da sinalização da insulina no diabetes. 

Na obesidade, a produção de adipocinas é alterada, promovendo uma 

inflamação crônica e conduzindo a um aumento dos níveis de adipocinas pró-

inflamatórias 101. O aumento das adipocinas pró-inflamatórias pode modificar a 

sinalização ativada pela insulina. TNF-α e IL-6, por exemplo, são bons indicadores 

do desenvolvimento do DM2 102. TNF-α foi identificado como um regulador de 

sensibilidade à insulina 103. Em adipócitos 3T3-L1, IL-6 reduz a expressão de um dos 

substratos do receptor da insulina, IRS-1, e do transportador de glucose, GLUT4 104. 

Similarmente, o aumento dos níveis de TNF-α promovem redução da fosforilação de 

IRS-1 e diminuem a transdução do sinal da insulina em músculo esquelético e tecido 

adiposo de ratos obesos 105. Nesse sentido, nossos dados apontam que chemerin 

diminui a fosforilação de IRS-1, PI3K e Akt induzida por insulina, bem como reduz a 

translocação de GLUT4 para a membrana e a captação de glicose também 

induzidas pela insulina em CMLV de animais não obesos, não diabéticos 

(C57BL/6J). Os efeitos moleculares da adipocina chemerin na sinalização vascular 
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da insulina também são refletidos na reatividade vascular à insulina, uma vez que 

chemerin atenua a vasodilatação induzida por insulina em artérias mesentéricas de 

camundongos controle, efeito dependente da sinalização de PI3K/Akt e estresse 

oxidativo. Juntos, esses achados sugerem que chemerin pode ter participação 

importante na resistência à insulina em CMLV, estando o estresse oxidativo 

envolvido em seus efeitos, como foi demonstrado por nosso grupo anteriormente 85.  

Corroborando nossos dados, um estudo recente demonstrou que chemerin 

diminui a captação de glicose e fosforilação de Akt estimuladas por insulina em 

cardiomiócitos de ratos. A inibição da MAPK ERK1/2 parcialmente reverte este efeito 

92. Nesse sentido, Jager et al. (2007) demonstraram que a IL-1β reduz a fosforilação 

de PI3K/p85 e Akt induzida pela insulina. Do mesmo modo, IL-1β diminui a 

expressão das proteínas IRS-1 e Akt em adipócitos, o que culminou em redução 

significativa da  captação de glicose promovida pela insulina 106. De forma 

semelhante, a interleucina-17 (IL-17) inibe a captação de glicose in vitro em 

adipócitos 3T3-L1 107.  

Nosso estudo demonstrou que os níveis plasmáticos de chemerin estão 

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, redução 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, 

já foi demonstrado que chemerin regula a adipogênese por meio de seu próprio 

receptor ChemR23 43 e que a expressão de chemerin e seus receptores, ChemR23, 

CCRL2, e GPR1 é alterada em tecido adiposo branco, músculo esquelético e fígado 

de camundongos obesos e diabéticos 65. No entanto, na literatura, os efeitos da 

depleção ou inibição de ChemR23 sobre a massa corporal ainda são controversos. 

Enquanto Rouger et al. (2013) não observaram alterações na massa corporal e 

massa de tecido adiposo em camundongos knockout (KO) para ChemR23 109, 

achados de Ernst et al. (2012) corroboram nossas observações mostrando que 

camundongos ChemR23-/- apresentaram redução na massa corporal total e 

percentual de gordura corporal em comparação com animais controle 73.  

Interessantemente, este mesmo estudo mostrou diminuição da ingestão alimentar de 
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animais  com deficiência no receptor para chemerin, enquanto nosso estudo não 

encontrou diferença neste aspecto. 

A massa corporal não é o único tema discutível relacionado aos animais em 

que ChemR23 foi depletado ou antagonizado. Os níveis de glicose e insulina 

também são aspectos que precisam ser discutidos e cautelosamente compreendidos 

neste caso. Em nossos achados, camundongos db/db tratados com CCX 832 

apresentam diminuição significativa nos níveis de glicose e de insulina plasmática ao 

final do tratamento, bem como diminuição dos índices glicêmicos a partir da segunda 

semana de tratamento, dado que reforça o fato de chemerin contribuir para 

resistência à insulina neste modelo de diabetes. Tem sido demonstrado que 

chemerin influencia a homeostase da glicose assim como contribui para as 

desordens metabólicas na obesidade e DM2 65. A administração exógena de 

chemerin exacerba a intolerância à glicose, reduz os níveis séricos de insulina e a 

captação de glicose pelos tecidos de camundongos db/db 65. Apesar deste estudo 

reforçar nossas descobertas, Rouger et al. (2013) verificaram que a tolerância à 

glicose não foi afetada em camundongos jovens deficientes em ChemR23 109. 

Interessantemente, no presente trabalho, quando realizado o teste de 

tolerância à glicose, camundongos db/db tratados com CCX 832 não apresentam 

melhora em sua intolerância à glicose. Apesar disto, nos deparamos ao longo deste 

estudo com importante restabelecimento de outros aspectos chave da sinalização da 

insulina, como o aumento da expressão das principais vias de sinalização ativadas 

por insulina, PI3K, Akt e IRS1, bem como atenuação do prejuízo na vasodilatação 

induzida por insulina em aorta e artérias mesentéricas de animais db/db, 

respectivamente. Esses achados, juntamente com nossos resultados em CMLV, 

reforçam a ideia de que chemerin, via ChemR23, possa atuar majoritariamente de 

forma direta na sinalização vascular da insulina sem, no entanto, alterar a 

homeostase da glicose nestes animais. Nossos achados são corroborados pelo 

estudo de  Ernst et al. (2012), que demonstraram que animais ChemR23-/- 

submetidos a dieta rica em gordura por 24 semanas são também intolerantes à 

glicose se comparados aos animais controle 73.   
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A insulina liga-se especificamente ao seu receptor, um heterotetrâmero 

composto por duas subunidades α e duas β 110. A ligação da insulina à subunidade α 

do receptor de insulina promove alteração conformacional que leva a 

autofosforilação das subunidades β. Uma vez ativado, o receptor induz a fosforilação 

de resíduos de tirosina dos substratos de receptores da insulina (IRS) 111. A 

fosforilação dos substratos de receptores da insulina 1 (IRS-1) e 2 (IRS-2) conduz à 

ativação da via de sinalização PI3K/Akt 12, 112, 113. A relação entre a via PI3K/Akt e 

metabolismo da glicose já está bem caracterizada 13, 114, 115. Classicamente, a 

sinalização metabólica da insulina resulta em vasodilatação através de aumento da 

produção de NO, bem como a insulina modula a produção de prostaglandinas e 

fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio 116. Em nossos resultados, além da 

redução da vasodilatação induzida por insulina observada em artérias mesentéricas 

de camundongos não-obesos não-diabéticos através de mecanismos envolvendo a 

sinalização PI3K/Akt e estresse oxidativo, chemerin também reduz a fosforilação da 

eNOS (Ser1177) e a produção de NO estimuladas por insulina em células endoteliais, 

novamente através de estresse oxidativo, o que pode contribuir para explicar a 

disfunção vascular à insulina associada ao diabetes e obesidade.  

Tem sido proposto que a resistência aos efeitos vasculares de insulina 

envolve seletivamente a via de sinalização da PI3K/Akt/NO 117. Em células 

endoteliais, o bloqueio da via PI3K induz a resistência à insulina, o que por sua vez, 

resulta na diminuição da produção de NO 118. Como demonstrado neste estudo, os 

efeitos de chemerin são principalmente mediados pelo seu receptor ChemR23 e 

nossos dados sugerem que ele parece ser componente relevante para compreender 

a diminuição da sensibilidade vascular à insulina em modelo de diabetes associado 

à obesidade. Aqui, demonstramos que o antagonismo de ChemR23 restaura 

parcialmente a vasodilatação induzida por insulina em camundongos obesos e 

diabéticos db/db, bem como aumenta a fosforilação das proteínas PI3K, Akt e IRS-1 

prejudicada em vasos destes animais. Em ratos obesos há redução expressiva na 

fosforilação de resíduos de tirosina do receptor de insulina (IR) e de IRS-1/IRS-2, 

bem como da ativação de PI3K e Akt na vasculatura 119. Em concordância, ratos 

espontaneamente hipertensos também exibem resistência à insulina na vasculatura 

com menor produção de NO estimulada pela insulina associado a uma maior 

secreção de ET-1 120. 
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O estresse oxidativo é crucial contribuinte para a etiologia multifatorial da 

resistência à insulina, particularmente no músculo esquelético 121-123, assim como na 

disfunção das células β pancreáticas 121. Existem numerosas desordens celulares e 

sistêmicas que podem contribuir para o excesso da produção de ERO, incluindo 

hiperglicemia, dislipidemia, estresse do retículo endoplasmático (ER) e os produtos 

finais de glicação avançada (AGEs), os quais podem ativar fatores associados à 

resistência à insulina 124. Em humanos, existe associação entre os marcadores 

séricos de estresse oxidativo e o grau de resistência à insulina 125, 126. Em modelos 

animais, o estresse oxidativo interrompe a ativação de IRS-1 e PI3K induzida pela 

insulina e, assim, compromete a translocação de GLUT4 em adipócitos 3T3-L1 127. 

No tecido adiposo de homens saudáveis submetidos a ingestão calórica excessiva, 

o estresse oxidativo induz resistência à insulina parcialmente via inativação de 

GLUT4 devido a carbonilação e oxidação desta proteína 128. Sendo assim, o 

aumento da geração de ERO em aorta e rim de camundongos db/db demonstrada 

em nosso estudo pode ser associada à redução da sinalização da insulina 

observada nestes animais. Além disso, o eixo chemerin/ChemR23 parece ter 

participação neste efeito, uma vez que foi demonstrado que o antagonismo de 

ChemR23 atenua a produção de ERO em vasos e rim de camundongos db/db assim 

como restaura a sinalização 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 sinalização da insulina 

induzida por chemerin, uma vez que um antioxidante é capaz de atenuar a redução 

da fosforilação de Akt e IRS-1, a captação de glicose e vasodilatação induzidas por 

insulina observadas em CMLV e artérias estimuladas com chemerin.  

De modo complementar, este estudo demonstrou que chemerin diminui a 

fosforilação da AMPK tanto em CE quanto em CMLV. A AMPK é uma quinase de 

resíduos de serina-treonina considerada mediador importante do metabolismo da 

glicose 129 . Neste sentido, o desenvolvimento de medicamentos ativadores de 

AMPK emergiram como potencial tratamento para o diabetes tipo 2. Está bem 

estabelecido que, agudamente, a ativação de AMPK estimula a captação de glicose 

via GLUT1 e GLUT4 no músculo esquelético 130. Em cardiomiócitos, a ativação da 

AMPK aumenta a expressão de GLUT4 de forma dependente da PKC 131. Além 

disso, a ativação da AMPK pelo composto 5-amino-4-imidazol-1-β-D-carboxamida 



76 
 

 
 

ribofuranosídeo (AICAR) aumenta a captação de glicose no coração e músculo 

esquelético 132, 133. O tratamento crônico com AICAR também aumenta a captação 

de glicose induzida pela insulina no músculo esquelético de ratos normais 134, 

possivelmente, pelo aumento da expressão de GLUT-4 135, o que pode explicar a 

prevenção do desenvolvimento de resistência à insulina in vitro 136. De modo 

importante, aumento na expressão do gene GLUT4 humano protege camundongos 

db/db de desenvolver resistência à insulina e diabetes 137. Da mesma forma,  nossos 

resultados mostraram que a ativação de AMPK, por meio do uso de AICAR, (e 

também a ativação da via PI3K/Akt) reverte os efeitos da adipocina chemerin sobre 

a captação da glicose induzida pela insulina em CMLV de camundongos controle, o 

que está de acordo com os dados da fosforilação da AMPK observados neste 

estudo. 

Vale a pena mencionar que há uma interação muito bem estabelecida entre 

os receptores acoplados à proteína G (GPCRs) e receptores de tirosina quinase 

(RTKs) com a participação de GPCRs ativando proteínas upstream ou downstream 

dos RTKs 138 139. ChemR23 é um GPCR reconhecido por atuar através de Gi e ativar 

várias vias de sinalização intracelulares, como a MAPK ERK1/2 40. Por outro lado, o 

receptor de insulina pertence à família dos RTKs, o qual desempenha um papel 

crítico no desenvolvimento, divisão e metabolismo celular 140. A ativação dos 

membros da família RTK resulta em autofosforilação e fosforilação de substratos de 

proteínas seletivas (IRS) exclusivamente em resíduos de tirosina 141. Recentemente, 

vários prováveis mecanismos surgiram para compreender a transativação entre 

GPCRs e RTKs. Moléculas tais como PKC, Src e ERO podem mediar a 

transativação de RTKs. Outras proteínas adaptadoras como Gab1 (GRB2-

Associated Binding Protein 1), IRS-1 e GIT1 (proteína adaptadora multifuncional 

acoplada à proteína G) também têm sido consideradas mediadores da transativação 

de RTKs induzida por ligantes de GPCRs. Adicionalmente, recentemente, a ativação 

de fosfatases de proteínas tirosina em resposta à ativação de GPCRs também tem 

sido apontada como possível mecanismo do crosstalk entre GPCRs e RTKs 142. 

Neste estudo foi demonstrado que chemerin, através de ChemR23, modula a 

fosforilação do IRS-1 e a ativação da cascata subsequente. Recentemente, foi 

demonstrado que chemerin estimula a migração de células do estroma mesenquimal 

derivadas da medula óssea através de p42/44, p38 e JNK-II MAPKs de modo 
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dependente de PKC 143. Entretanto, não foi esclarecido neste estudo como 

ChemR23 e IR/IRS estão se comunicando. Assim, estudos mais aprofundados são 

necessários para entender e dissecar específicas proteínas mediando tal interação. 

No presente estudo, demonstramos ainda que artérias mesentéricas de 

camundongos db/db apresentam disfunção vascular, bem como anormalidades nos 

parâmetros estruturais de suas artérias. Remodelamento hipertrófico externo, que é 

caracterizado pelo aumento concomitante de diâmetro interno e externo e aumento 

da área de secção transversa (AST) e espessura da parede, foi encontrado em 

camundongos db/db. Souza-Smith et al. (2011) relataram remodelamento 

hipertrófico externo em artérias mesentéricas de camundongos db/db 97. Por outro 

lado, Katz et al. (2011) verificaram remodelamento hipertrófico interno em artérias 

coronárias de camundongos db/db, o que foi associado com redução da rigidez da 

parede da artéria coronária 144. Essas diferenças nos processos de remodelamento 

vascular possivelmente são derivadas de variados graus de sensibilidade à insulina, 

obesidade e/ou exposição crônica a hiperglicemia 97. Independentemente do tipo de 

remodelamento, é importante notar que mudanças na estrutura vascular aumentam 

o risco de eventos cardiovasculares adversos e indicam prognóstico desfavorável no 

DM2 81. Os animais db/db submetidos ao tratamento com CCX 832, entretanto, não 

apresentaram nenhuma melhora em suas propriedades estruturais vasculares. É 

possível que um período mais prolongado de tratamento seja capaz de melhorar 

estas respostas. 

Com relação à disfunção vascular observada em artérias mesentéricas de 

camundongos db/db, nossos resultados mostraram aumento da vasoconstrição 

induzida por PhE e diminuição da vasodilatação induzida por ACh e insulina nestes 

animais, sugerindo disfunção vascular relacionada a alterações da função da 

musculatura lisa e das células endoteliais nesses animais. Curiosamente, o 

tratamento com CCX 832 atenua a disfunção vascular em camundongos db/db. 

Nesse sentido, um estudo recente descreveu também maior contração 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 49, 

confirmando a participação do sistema chemerin/ChemR23 nas alterações 

vasculares observadas em condições patológicas como obesidade e diabetes.  



78 
 

 
 

A relação entre adiposidade e resistência à insulina como determinantes do 

desenvolvimento da disfunção vascular já foi demonstrado. Por conseguinte, a perda 

de peso é acompanhada por melhora da sensibilidade à insulina e também da 

biodisponibilidade endotelial de NO 145. Nossos achados seguem essa linha de 

raciocínio, pois animais db/db tratados com CCX 832 apresentaram um redução da 

massa corporal, fato que poderia estar relacionado à melhora da resposta vascular à 

ACh e insulina observada nestes animais. Outro dado deste estudo reforça esta 

ideia, uma vez que o antagonismo de ChemR23 também aumenta os níveis de NO 

em células endoteliais. Na verdade, a disfunção endotelial no DM já foi amplamente 

descrita e pode ser originária de fatores relacionados à doença, tais como 

hiperglicemia, resistência à insulina e estresse oxidativo 146. Possivelmente, a 

melhora na função vascular observada em animais db/db após tratamento com CCX 

832 esteja relacionada à redução da geração 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 participação substancial do 

estresse oxidativo 147. Além disso, neste estudo verificamos que um antioxidante 

reverte os danos vasculares presentes em vasos incubados com chemerin.  

Estudos em humanos demonstraram forte correlação entre os níveis 

circulantes de chemerin e marcadores de inflamação e síndrome metabólica 67, 72, 148, 

73, 75, 59. Camundongos deficientes em ChemR23 e tratados com dieta rica em 

gordura (HFD) por 20 semanas apresentam diminuição dos níveis circulantes e 

expressão da adipocina pró-inflamatória TNF-α no tecido adiposo se comparados a 

camundongos controle 73. Do mesmo modo, nosso estudo mostrou que o 

antagonismo de ChemR23 diminui os níveis de RNAm de duas adipocinas pró-

inflamatórias, MCP-1 e TNF-α, no PVAT de camundongos db/db, bem como 

aumenta os níveis plasmáticos e de RNAm da adiponectina, uma adipocina anti-

inflamatória, em animais db/db em comparação a animais db/db tratados com 

veículo. A redução dos níveis de adiponectina já foi reconhecida, juntamente com a 

obesidade, como importante marcador da patogênese da resistência à insulina 149. 

Consistente com nossos dados, Ernst e colaboradores (2012) observaram também 

significativa redução dos níveis de RNAm de IL-6 e TNF-α no fígado e tecido 

adiposo branco de camundongos ChemR23-/- 73.  
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A relação da via PI3K/Akt e o metabolismo de glicose já se encontra bem 

caracterizada e é bem estabelecido que a fosforilação de IRS1 e IRS2 pelo receptor 

de insulina leva a ativação da via PI3K/Akt.  13, 114, 115. Esta via pode ser regulada 

negativamente por fosfatases bem como pela ativação de c-Jun N-terminal quinase 

(JNK) por citocinas pró-inflamatórias, promovendo a regulação negativa desta via 

através da fosforilação do resíduo de serina 307 do IRS-1 150-152. Sendo assim, 

aumento de adipocinas pró-inflamatórias é capaz de modificar a sinalização ativada 

pela insulina e pode estar relacionado ao desenvolvimento da resistência à insulina 

observada no diabetes. Em adipócitos 3T3-L1 por exemplo, a IL-6 diminui a 

expressão do receptor de insulina, IRS-1 e GLUT4 104 e TNF-α diminui a fosforilação 

de IRS-1 no músculo esquelético e tecido adiposo de ratos obesos 105. Estes 

estudos podem nos ajudar a compreender nossos achados, sugerindo que a 

redução de adipocinas pró-inflamatórias e o aumento de anti-inflamatórias em 

animais db/db tratados com CCX 832 possam estar relacionados de alguma maneira 

na melhora das respostas vasculares à insulina observada nestes animais.     

A massa renal é um parâmetro importante para avaliação de hipertrofia renal. 

Seu aumento pode indicar maior síntese de proteínas e/ou reduzida degradação dos 

componentes da matriz extracelular 153. Portanto, a similaridade apresentada entre 

os grupos experimentais db/m veículo e db/m CCX 832, indica que esta droga não 

afeta a função 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 avaliação da função renal também são comumente utilizados os níveis de 

creatinina. A creatinina é um produto da degradação muscular constante da creatina, 

uma reação que gera energia necessária à contração muscular. Sua quantidade na 

urina dependente da filtração glomerular e excreção tubular ativa 154. Pelos dados 

obtidos neste estudo, observa-se que a creatinina urinária foi maior no grupo de 

animais db/db, sendo reduzida após o tratamento com CCX 832, dado que vai ao 

encontro dos valores da massa renal. Mediante à compreensão dos parâmetros 

renais e urinários avaliados, sugere-se que os camundongos db/db utilizados neste 

estudo apresentam lesões renais, as quais possivelmente estão sendo atenuadas 

com o antagonismo de ChemR23. Entretanto, estudos mais aprofundados neste 

sentido são ainda necessários a fim de confirmar tais efeitos e investigar quais os 
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mecanismos utilizados por chemerin para modular a função renal de camundongos 

obesos e diabéticos db/db . 
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Conclusões 

 

 
 

6. Conclusões 
 
 
 

Em conclusão, através deste estudo fornecemos, experimentalmente in vitro e 

in vivo,  evidências de que o sistema chemerin/ChemR23 desempenha papel crucial 

no perfil inflamatório do PVAT, na redução da sinalização vascular de insulina e 

estresse oxidativo vascular no diabetes, sugerindo seu envolvimento na patogênese 

da resistência à insulina vascular. Nosso estudo pode contribuir para dissecar ainda 

mais o papel do eixo chemerin/ChemR23 sobre a disfunção da sinalização da 

insulina no diabetes e doenças associadas à obesidade. Estudos adicionais são 

necessários para complementar este campo e contribuir para melhor entendimento 

do papel dos fatores liberados pelo tecido adiposo sobre a disfunção vascular e 

resistência à insulina associada. Uma compreensão mais aprofundada desses 

mecanismos pode fornecer novas percepções sobre o papel do sistema 

chemerin/ChemR23 na disfunção vascular da insulina associada ao diabetes e à 

obesidade e, potencialmente torná-lo um promissor candidato a alvo terapêutico no 

tratamento de doenças cardiovasculares e metabólicas. 
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