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RESUMO 

 

 

BARIONI, E. D. Interferência do TSPO sobre as vias de ativação de adipócitos da 

linhagem 3T3-L1. 2018. 117f. Tese de Doutorado. Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2018. 

A obesidade está associada a um processo inflamatório crônico de baixa intensidade 

e representa um dos fatores de risco para o desenvolvimento de uma série de 

comorbidades. A proteína TSPO está envolvida em inúmeras funções celulares, 

incluindo biossíntese e transporte de esteróides, transporte de porfirinas, apoptose, 

biossíntese do heme, processos oxidativos e imunomodulação. Ademais, a presença 

e a função da proteína TSPO no tecido adiposo e na inflamação ainda não estão bem 

estabelecidas. Deste modo, o objetivo do presente estudo foi validar a expressão e 

função do TSPO durante a diferenciação de células 3T3-L1, e investigar se o 

tratamento de adipócitos 3T3-L1 com diazepam, um benzodiazepínico de ação central 

(GABAA) e periférica (TSPO), é capaz de modular os efeitos inflamatórios induzidos 

pela incubação das células 3T3-L1 com TNF-α. Nossos resultados evidenciaram que, 

em nosso estudo, o tratamento de pré-adipócitos com diazepam não modulou a 

adipogênese. Entretanto, apesar de o diazepam per se não modular o acúmulo de 

triacilglicerol e a expressão gênica e protéica de PPAR-γ; em células estimuladas pelo 

TNF-α, o tratamento com diazepam foi capaz de reverter a diminuição da expressão 

gênica e protéica de PPAR-γ induzida pelo TNF-α. Ademais, o tratamento dos 

adipócitos com diazepam foi capaz de modular positivamente a expressão protéica de 

TSPO, efeito este que não observamos em células tratadas pelo clonazepam, um 

benzodiazepínico de ação exclusivamente central. Em resumo, os dados obtidos 

neste estudo, pela primeira vez, demonstram a possível relação entre as vias que 

controlam a sinalização de TSPO, TNF-α e PPAR-γ. Assim, nos é possível inferir que 

a ativação de TSPO pelo seu ligante diazepam foi capaz de modular a ativação de 

NF-kB induzida pelo TNF-α, promovendo, com a diminuição da lipólise e aumento da 

expressão gênica de TSPO e gênica e protéica de PPAR-γ, o reestabelecimento da 

homeostase celular, o que aumentaria a sobrevida das células, a atividade 

mitocondrial, e a atividade adipogênica dos adipócitos. 

 

 

 

Palavras-chave: Imunotoxicologia, Células Adiposas, Inflamação, Obesidade, 

Diazepam. 

 

 

 



ABSTRACT 

 

 

BARIONI, E. D. Interference of TSPO upon the activation pathways of 3T3-L1 

adipocytes. 2018. 117f. Tese de Doutorado. Faculdade de Ciências Farmacêuticas, 

Universidade de São Paulo, São Paulo, 2018. 

Obesity is associated with a chronic low-grade inflammation and these represents one 

of the risk factors to development of other non-communicable diseases. TSPO 18 kDa 

is involved in several cellular functions, including biosynthesis and steroids transport, 

porphyrin transport, apoptosis, heme biosynthesis, oxidative metabolism and 

immunomodulation. Furthermore, the TSPO expression and function on adipose tissue 

and in the chronic low-grade inflammation have not been established. Thus, the aim 

of present study was to validate the TSPO expression and function on the 3T3-L1 

differentiation process and to investigate whether diazepam treatment is able to 

modulate the TNF-α induced inflammatory effects on 3T3-L1 cells. Our results showed 

that diazepam treatment of preadipocytes was not able to modulate the adipogenesis. 

However, although diazepam treatment per se does not modulate the triacylglycerol 

accumulation and gene and protein expression of PPAR-γ; in TNF-α stimulated 

adipocytes, the treatment with diazepam was able to modulate the decreased of 

PPAR-γ gene and protein expression induced by TNF-α. In addition, the diazepam 

treatment of adipocytes was able to positively modulate the TSPO protein expression, 

an effect that we did not observe in cells treated with clonazepam, a central 

benzodiazepine ligand. In summary, the data obtained in this study, for the first time, 

demonstrate the possible relationship between the pathways that control the TSPO, 

TNF-α and PPAR-γ signaling. Thus, it is possible that the activation of TSPO by 

diazepam was able to modulate TNF-α-induced activation of NF-kB, promoting the 

reduction of lipolysis and increased of TSPO gene expression and PPAR-γ gene and 

protein expression, reestablishment of cellular homeostasis, which would increase cell 

survival, mitochondrial activity, and adipogenic activity of adipocytes. 

 

 

Key-words: Immunotoxicology, Adipose Cells, Inflammation, Obesity, Diazepam. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Aspectos gerais do tecido adiposo 

 

 O tecido adiposo (TA) compreende um tipo especial de tecido conjuntivo 

formado predominantemente por adipócitos (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2006), e 

sustentado por uma matriz de tecido conjuntivo contendo fibras de colágeno e 

reticulares, fibras nervosas, estroma vascular, nódulos linfáticos, células imunes, 

fibroblastos e pré-adipócitos (AHIMA & FLIER, 2000). As células adiposas, 

diferentemente de outras células espalhadas pelo corpo, possuem a maquinaria 

enzimática necessária para sintetizar (lipogênese) ou mobilizar (lipólise) triglicerídeos, 

sendo estas células perfeitamente adaptadas para armazenar gordura, sem que isso 

comprometa sua integridade funcional (FONSECA-ALANIZ et al., 2007). Deste modo, 

o TA é um dos principais reservatórios de energia corporal, e também responsável por 

modelar o fenótipo corporal de homens e mulheres, bem como fornecer proteção 

mecânica contra impactos, preencher espaços e posicionar determinados órgãos e/ou 

vísceras ocas em seus lugares (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2006). 

A histogênese do TA é um processo altamente coordenado, e tem seu início 

antes do nascimento. O adipócito maduro é o resultado final do comprometimento de 

células tronco mesenquimais indiferenciadas que, além de formar outros tipos 

celulares, dão origem a fibroblastos e lipoblastos. Os lipoblastos ou pré-adipócitos, 

são células morfologicamente semelhantes a fibroblastos, porém logo acumulam 

gordura em seu citoplasma e diferenciam-se em células adiposas maduras. Este 

processo, no entanto, é altamente controlado e dependente da ativação de fatores de 

transcrição adipogênicos, tais como PPAR-γ e C/EBP-α, β e δ (CCAAT/enhancer 

binding protein; FARMER, 2004). Assim, tem sido mostrado que a expressão de 

PPAR-γ e C/EBP-α são altamente dependentes um do outro, e regulam positivamente 

a adipogênese, enquanto que a expressão de C/EBP-β e δ potencializam as 

expressões de PPAR-γ e C/EBP-α (FARMER, 2004). Adicionalmente, sinais 

hormonais e fatores nutricionais podem afetar positiva ou negativamente a 

diferenciação dos adipócitos, assim como também componentes envolvidos na 

interação célula-célula e célula-matriz (GREGOIRE et al., 1998).  
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Nos mamíferos, o TA pode ser encontrado sob duas diferentes formas, 

denominadas: tecido adiposo unilocular ou branco e tecido adiposo multilocular ou 

marrom (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2006; FONSECA-ALANIZ et al., 2007). O tecido 

adiposo marrom (TAM) possui distribuição corporal limitada, um citoplasma contendo 

inúmeras gotículas lipídicas e um grande número de mitocôndrias que liberam calor 

pela oxidação de ácidos graxos, processo este denominado termogênese e 

dependente da atividade da proteína desacopladora-1 (UCP-1). A UCP-1 está 

localizada na membrana mitocondrial interna e é responsável por impedir a síntese de 

trifosfato de adenosina (ATP), desviando o acúmulo de prótons, gerados no espaço 

intermembranoso mitocondrial durante o ciclo de Krebs, do complexo F1F0 (ATP 

sintase), e permitindo que o potencial gerado se dissipe como calor (CANNON & 

NEDERGAARD, 2004; BOUDINA & GRAHAM, 2014). Por este motivo, o TAM está 

praticamente ausente em humanos adultos, mas é encontrado em fetos, recém-

nascidos, pequenos mamíferos, e em animais que hibernam (JUNQUEIRA & 

CARNEIRO, 2006). 

 Diferentemente, os adipócitos maduros do tecido adiposo branco (TAB), 

armazenam triglicerídeos em uma única grande gota lipídica, possuem um número 

relativamente menor de pequenas mitocôndrias, e sua participação na termogênese 

é praticamente desprezível (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2006; FONSECA-ALANIZ et 

al., 2007; BOUDINA & GRAHAM, 2014). O TAB, ao contrário do TAM, está 

amplamente distribuído pelo organismo, e suas principais ações podem ser divididas 

em: lipogênicas (biossíntese, incorporação e armazenamento de triacilglicerol) e 

lipolíticas (liberação de ácidos graxos livres e glicerol). Ademais, o TAB, além de 

fornecer energia quando necessário, é um excelente isolante térmico, e dado a sua 

distribuição abrangente, tal como na derme e tecido subcutâneo, possui papel 

relevante na preservação da temperatura corporal (FONSECA-ALANIZ et al., 2007). 

 Com o passar dos anos e desenvolvimento de novos estudos, observou-se a 

importância endócrina, bem como parácrina e/ou autócrina, do TAB, visto sua 

capacidade de produzir e/ou secretar substâncias coletivamente chamadas de 

adipocinas, e que consolidaram a ideia do TAB como um órgão dinâmico e central na 

regulação do metabolismo (FONSECA-ALANIZ et al., 2007). Assim, o TAB, além de 

modular o funcionamento de muitos tecidos corporais pela liberação de adipocinas, 

sofre a influência de muitos hormônios, fatores de crescimento, e outras substâncias 
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endógenas e/ou exógenas, uma vez que os adipócitos possuem uma ampla variedade 

de receptores distribuídos pelo citosol e membrana plasmática. 

A linhagem de células 3T3-L1 é amplamente empregada em estudos que visem 

avaliar a função de células adiposas in vitro e compreende uma linhagem de pré-

adipócitos murino que se diferencia em adipócitos maduros após sua confluência e 

pela exposição adicional destas células a um coquetel adipogênico contendo: a) 

isobutilmetilxantina (IBMX), b) dexametasona (DEX) e, c) insulina. Ademais, a 

exposição das células 3T3-L1 ao coquetel adipogênico induz uma cascata de eventos 

celulares que culminam com a ativação de fatores de transcrição, tais como C/EBP-β 

e δ, que induzem a expressão de outros fatores essenciais para a completa 

diferenciação destas células, tais como o PPAR-γ e o C/EBP-α (FARMER, 2004). 

Dentre as mais variadas adipocinas que podem ser produzidas pelos adipócitos 

do TAB, são encontradas desde citocinas pró-inflamatórias, tais como o fator de 

necrose tumoral-α (TNF-α) e interleucina-6 (IL-6; FONSECA-ALANIZ et al., 2007), que 

sabidamente são secretadas em resposta a agentes endógenos e/ou exógenos, tais 

como o lipolissacarídeo de E. coli (LPS) a partir da ativação de receptores 

reconhecidamente encontrados em células adiposas denominados de TLR-4 (toll-like 

receptor-4; POULAIN & GODEFROY, 2007); a fatores de crescimento, representados 

principalmente pelo fator transformador de crescimento-β (TGF-β) e pelo fator de 

crescimento endotelial vascular (VEGF). Além disso, os adipócitos podem produzir e 

secretar proteínas da via alternativa do complemento (adipsina), substâncias capazes 

de controlar a pressão arterial (angiotensinogênio), a coagulação sanguínea (inibidor 

do ativador de plasminogênio-1, PAI-1), e substâncias que, entre outras coisas, 

modulam a homeostase glicêmica (adiponectina, resistina, visfatina, leptina; 

FONSECA-ALANIZ et al., 2007). Deste modo, fica evidente que doenças que afetem 

a homeostase do tecido adiposo pela sua escassez (lipodistrofias ou lipoatrofias) ou 

excesso (obesidade) podem impactar negativamente o funcionamento de muitos 

tecidos e favorecer o desenvolvimento de outras doenças. 

A obesidade é uma doença crônica do tecido adiposo, caracterizada pelo 

anormal e/ou excessivo acúmulo de gordura corporal, e está associada a uma 

inflamação crônica de baixa intensidade, determinada pela ativação pró-inflamatória 

de pré-adipócitos e adipócitos, pelo aumento abundante no número de macrófagos 

ativados no tecido adiposo, e pelo aumento nos níveis plasmáticos de proteína C 
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reativa (PCR), interleucina 1 (IL-1), IL-6, interleucina 8 (IL-8), interleucina 18 (IL-18), 

leptina e TNF-α (KAHN et al., 2006; KIM et al., 2006; YE; MCGUINNESS, 2013). Estas 

citocinas pró-inflamatórias, por sua vez, além de afetar a função metabólica de vários 

órgãos, incluindo fígado, coração, músculos e cérebro (HOTAMISLIGIL, 2006; 

SHOELSON; LEE; GOLDFINE, 2006), prejudicam a sinalização da insulina, 

desencadeando algumas das alterações crônicas decorrentes da obesidade, como a 

resistência à insulina e o subsequente desenvolvimento do diabetes mellitus do tipo 2 

(ZEYDA; STULNIG, 2007; YE; MCGUINNESS, 2013). 

O TNF-α é uma das principais adipocinas envolvidas na inflamação crônica de 

baixa intensidade evidenciada na obesidade. Esta citocina é produzida por adipócitos 

e pelas células do microambiente, tais como macrófagos; interage com as células de 

maneira endócrina, parácrina e/ou autócrina, por meio de receptores para TNF-α do 

tipo I (TNFRI) ou II (TNFRII), ambos, expressos no tecido adiposo (HUBE; LEE, 1999), 

e atua via ativação do fator de transcrição NF-kB (SERRANO-MARCO et al., 2012). 

Assim, a ativação de NF-kB via TNF-α contribui para a síntese e secreção de outras 

adipocinas pró-inflamatórias, tais como a IL-6 (SERRANO-MARCO et al., 2012). Este 

microambiente inflamado compromete a homeostase das células, e interfere 

diretamente na expressão de genes adipogênicos, tais como PPAR-γ, C/EBP-α e 

C/EBP-δ, essenciais para o desenvolvimento fenotípico e funcionamento adequado 

das células adiposas (KUDO et al., 2004). Em adipócitos maduros, além de induzir 

lipólise (JIN et al., 2014), o TNF-α compromete as vias de sinalização da insulina, por 

interferir, não somente, mas também, com o funcionamento do receptor de insulina 

via inibição de sua atividade tirosina kinase (HOTAMISLIGIL et al., 1996; SHOELSON; 

LEE; GOLDFINE, 2006). 
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1.2. Translocator protein (18kDa) TSPO 

 

Os benzodiazepínicos (BZD) estão entre os medicamentos psicotrópicos1 mais 

prescritos e utilizados no mundo devido a sua grande eficácia, baixa toxicidade e aos 

seus efeitos como ansiolítico, sedativo, anticonvulsivante e relaxante muscular (SILVA 

et al., 2003; RUIZ et al., 1993; CARLINI et al., 2001). Introduzidos na terapêutica no 

início da década de 60, estes medicamentos alavancaram o tratamento de desordens 

psíquicas como a tensão, o medo e a ansiedade (WOODS et al., 1992; KINANI et al., 

2007; RISS et al., 2008). No Brasil, aproximadamente 100 medicamentos à base de 

benzodiazepínicos, possuem, na maioria das vezes, nomes químicos que terminam 

com o sufixo pam (diazepam, lorazepam etc.). Estes medicamentos classificados 

como psicotrópicos, possuem grande propriedade reforçadora e, desta forma, são 

passíveis de auto-administração, o que significa que podem levar à dependência 

(CARLINI et al., 2001). Os principais efeitos clínicos dos BZD estão diretamente 

ligados à sua alta afinidade por receptores centrais para benzodiazepínicos (CBR) 

acoplados a receptores GABAA presentes no Sistema Nervoso Central (SNC). 

Entretanto, outros receptores, em órgãos periféricos, têm sido identificados (PBR, 

peripheral benzodiazepine receptor) nos rins, fígado, pulmões, tecidos endócrinos 

produtores de esteróides, como a glândula adrenal e testículos, e células envolvidas 

com o sistema imune, tais como as células polimorfonucleares e mononucleares 

(SILVA, 2003; BRAESTRUP; SQUIRES, 1977; PAPADOPOULOS, 1993; 2006; 

ZAVALA et al., 1984; MARINO et al., 2001; SAANO, 1988; OKE, et al., 1992; 

GARNIER et al., 1993). Estes receptores atualmente chamados de translocator 

protein 18 kDa (TSPO) têm sido fonte de inúmeros estudos que visam esclarecer, não 

apenas sua relação com algumas doenças, mas o seu papel farmacológico e 

fisiológico na biossíntese e transporte de esteróides, no transporte de porfirinas, na 

apoptose, na biossíntese do heme, no transporte de íons, na respiração celular, nos 

processos oxidativos e na imunomodulação (CASELLAS et al., 2002; 

PAPADOPOULOS et al., 2006; ZAVALA, 1997; TAKETANI et al., 1995; BASILE et al., 

                                                             
1 Medicamentos psicotrópicos são aqueles que “agem no Sistema Nervoso Central produzindo alterações de 
comportamento, humor e cognição, possuindo grande propriedade reforçadora sendo, portanto, passíveis de 
auto-administração” 
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1988; HIRSH et al., 1998; BESMAN et al., 1989; PAPADOPOULOS, 2014; TU et al., 

2014).  

O receptor TSPO, inicialmente conhecido como PBR, foi identificado em 1977, 

quando pesquisadores buscavam novos sítios de ligação em tecidos periféricos para 

medicamentos como o diazepam (BRAESTRUP; ALBRECHTSEN; SQUIRES, 1977; 

PAPADOPOULOS et al., 2006). Embora, principalmente por razões históricas, o termo 

PBR seja amplamente aceito pela comunidade científica, outras denominações têm 

sido encontradas na literatura, a saber: mitochondrial benzodiazepine receptor, 

mitochondrial diazepam-binding inhibitor (DBI), receptor complex, PK11195-binding 

sites, isoquinoline-binding protein (IBP), benzodiazepine receptor peripheral, pk18 e 

ω3 receptor. Todos os termos supracitados, embora definam certas propriedades, não 

refletem a verdadeira função destes receptores e, por este motivo, Papadopoulos e 

colaboradores (2006), sugeriram três outras nomenclaturas à proteína, baseados, 

principalmente, em dados encontrados na literatura com relação a estrutura, função e 

localização celular.  

Alguns dos fatores que influenciaram a modificação do termo PBR foram: 1) a 

imprecisão do termo “benzodiazepínico”, uma vez que nem todos os BZD, e ainda, 

outras estruturas, tais como o colesterol e a protoporfirina IX, são ligantes deste 

receptor; 2) a imprecisão do termo “receptor periférico”, uma vez que também é 

expresso em células da glia, localizadas no SNC, no Sistema Nervoso Periférico 

(SNP), e envolvidas com a produção de neuroesteróides e, 3) o fato de não atuar, 

única e exclusivamente, como receptor; sendo sua localização celular, na maioria das 

vezes, mitocondrial, e tendo como principais funções: - a ligação e o transporte de 

colesterol; - o transporte de proteínas e, - a ligação e o transporte de porfirinas 

(PAPADOPOULOS et al., 2006; MUKHERJEE; DAS, 2012). Sendo assim, o termo 

atualmente empregado TSPO (translocator protein 18 kDa), submetido e aprovado 

pelo HUGO Gene Nomeclature Commitee, refere-se aos 18 kDa da subunidade 

protéica, independentemente de sua localização celular e, ainda, fornece segundo os 

autores, especificidade e flexibilidade à nomenclatura, uma vez que no mesmo estudo 

é sugerido a utilização de termos como mitoTSPO e nucTSPO para trabalhos que 

visem especificamente estudar a proteína TSPO localizada nas mitocôndrias e no 

núcleo das células, respectivamente (PAPADOPOULOS et al., 2006).  
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O receptor TSPO é produto de uma família de genes bacterianos 

evolutivamente conservados e expressos em diversos tecidos (LINDEMANN; 

FEUILLOLEY; PAPADOPOULOS, 2012). Apresenta-se na forma de um complexo 

heteromérico de três subunidades protéicas, sendo a primeira de 18 kDa (18-kDa 

isoquinoline-binding protein, IBP), a segunda de 34 kDa (34-kDa voltage-dependent 

anion channel protein, VDAC) e a terceira de 30 kDa (30-kDa adenine nucleotide 

carrier, ANT) (Figura 1). Possui cinco domínios transmembranas expressos 

principalmente em tecidos que sintetizam esteróides, como a glândula adrenal, o 

cérebro e os testículos e, conforme citado anteriormente, é também encontrado em 

órgãos como o coração, rins, fígado, pulmões, dentre outros (SCARF et al., 2011; 

MUKHERJEE; DAS, 2012; HARBERTS et al., 2013; PAPADOPOULOS et al., 2006). 

 

Figura 1 – Subunidades protéicas do complexo heteromérico do receptor TSPO 

 

 

Legenda: O receptor TSPO apresenta-se na forma de um complexo heteromérico formado por três 
subunidades protéicas, a saber: a primeira de 18-kDa (18-kDa isoquinoline-binding protein, IBP 
(TSPO)), a segunda de 34 kDa (34-kDa voltage-dependent anion channel protein, VDAC) e a terceira 
de 30 kDa (30-kDa adenine nucleotide carrier, ANT). Ademais, a proteína TSPO possui cinco domínios 
transmembranas expressos principalmente em tecidos que sintetizam esteróides, e está localizada 
majoritariamente no citosol entre as membranas mitocondriais externa e interna. 

Fonte: Adaptado de Rupprecht e colaboradores, 2010. 
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No citosol, o receptor TSPO está localizado, predominantemente, na 

membrana externa e interna de mitocôndrias, regulando, principalmente, a respiração 

celular e a translocação do colesterol (PAPADOPOULOS et al., 2006; MUKHERJEE; 

DAS, 2012; ANHOLT et al., 1985; LINDEMANN; FEUILLOLEY; PAPADOPOULOS, 

2012). No entanto, alguns estudos apontam a sua presença no complexo de Golgi, 

lisossomos, peroxissomos, no núcleo e na membrana plasmática de algumas células 

(O’BEIRNE et al., 1990; OKE et al., 1992; CANAT et al., 1992). Ademais, no SNC, a 

expressão de TSPO exibe características farmacológicas que as distinguem de 

receptores centrais para benzodiazepínicos acoplados aos GABAA (LINDEMANN; 

FEUILLOLEY; PAPADOPOULOS, 2012; ANHOLT et al., 1985).  

O receptor TSPO e seus ligantes podem afetar inúmeras funções celulares 

dependendo do tipo celular em que está expresso e da densidade de expressão 

(GAVISH et al., 1992; IKEZAKI; BLACK, 1992; CANAT et al., 1993). Neste sentido, 

embora este receptor ofereça uma ampla variedade de sítios de ligação, a correta 

identificação e a real importância destes locais ainda é mal compreendida (SCARF et 

al., 2011). Dois ligantes seletivos e com afinidade em escala nanomolar têm sido 

fundamentais à caracterização de TSPO, a saber: o benzodiazepínico, com efeito 

agonista, Ro5-4864, e a isoquinolina carboxamida, com efeito antagonista, PK11195. 

No entanto, é importante ressaltar que sob algumas condições fisiológicas e 

dependendo da concentração utilizada, tipo de tecido, ambos podem apresentar 

efeitos similares (SCARF et al., 2011; SHANY et al., 1994; CHAUVEAU et al., 2008; 

RUPPRECHT et al., 2010). 

A função fisiológica do TSPO in vivo ainda é mal compreendida, porém, 

segundo Papadopoulos e colaboradores (1997), esta proteína mostrou-se essencial 

para o desenvolvimento e sobrevivência de embriões geneticamente deficientes para 

TSPO (PAPADOPOULOS et al., 1997). Interessantemente, Tu e colaboradores (2014) 

recentemente mostraram que camundongos globalmente deficientes para TSPO se 

desenvolveram férteis e sem anormalidades. Esta nova evidencia, além de contrariar 

o relato anterior, tem causado grande discussão no meio científico, e comprova a 

necessidade de mais estudos que visem esclarecer o papel e a importância fisiológica 

da proteína TSPO. 

No tecido adiposo, a presença e função de TSPO ainda não está bem 

estabelecida. No entanto, Solveyra e colaboradores (1988) detectaram a expressão 
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de TSPO no tecido adiposo marrom interescapular de ratos; Lee e colaboradores 

(2004) mostraram a participação de TSPO e seus ligantes na diferenciação de células 

tronco mesenquimais de humanos em células do tecido adiposo e, Wade e 

colaboradores (2005) mostraram, pela primeira vez, a regulação positiva de fitas 

complementares de mRNA de TSPO 18-kDa durante o processo de diferenciação de 

células 3T3-L1. 

Recentemente, Thompson e colaboradores (2013) sugeriram que o TSPO 

possui papel relevante na homeostasia do tecido adiposo, demonstrado pela redução 

da expressão gênica de TSPO no tecido adiposo branco de camundongos obesos, e 

pelas evidências que demonstraram que a administração in vivo de PK11195 modulou 

negativa e positivamente a expressão de genes envolvidos com a lipogênese e com 

a lipólise, respectivamente. Interessantemente, Gut e colaboradores (2013) 

mostraram que o tratamento de camundongos obesos com ligantes de TSPO, 

PK11195 e RO5-4864, além de reduzir o peso dos animais, aumentou a sensibilidade 

a glicose, enquanto Li e colaboradores (2014) e Campioli e colaboradores (2011) 

confirmaram novamente a expressão gênica de TSPO durante a diferenciação de pré-

adipócitos 3T3-L1 e SW872. Por último, Li e colaboradores (2015) mostraram que o 

tratamento de células 3T3-L1 com ligantes de TSPO, tais como PK11195 e FGIN-1-

27, modularam vias intracelulares ligadas a produção e liberação de adipocinas, bem 

como o metabolismo da glicose e a adipogênese.  

Em conjunto, os dados apresentados acima, demonstram a expressão e a 

participação do TSPO no metabolismo das células adiposas, e sugerem a participação 

do TSPO nos processos de diferenciação de células 3T3-L1. No entanto, os dados 

que estão disponíveis na literatura não empregam in vitro o diazepam como um ligante 

para TSPO, e também não demonstram os possíveis efeitos do diazepam sobre as 

células adiposas da linhagem 3T3-L1 estimuladas pelo TNF-α. 
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2. OBJETIVO 

 

O objetivo do presente estudo foi caracterizar a expressão do TSPO durante a 

diferenciação de células 3T3-L1 (pré-adipócitos e adipócitos), e investigar se o 

tratamento de adipócitos 3T3-L1 com diazepam, um benzodiazepínico de ação central 

(GABAA) e periférica (TSPO), é capaz de modular os efeitos causados pela incubação 

das células 3T3-L1 com TNF-α. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Células imortalizadas e condições de cultura 

 

Os pré-adipócitos 3T3-L1 (CL-173, ATCC®) foram adquiridos junto ao Banco de 

Células do Rio de Janeiro (BCRJ). As células foram mantidas em nosso laboratório 

em atmosfera de 5% de CO2 a 37ºC em meio Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM; 

Gibco) contendo 4,5g/l de glicose, suplementado com 10% de CS (calf serum, Gibco). 

Os macrófagos da linhagem Raw 264.7 (TIB 71, ATCC®) foram doados pela 

Profª Drª Regina P. Markus do Instituto de Biociências do Departamento de Fisiologia 

Geral da Universidade de São Paulo (IB-USP). As células foram mantidas em 

atmosfera de 5% de CO2 a 37°C em meio DMEM contendo 10% de soro fetal bovino 

(SFB; Invitrogen). 

  

 3.2. Animais 

 

Para a realização dos ensaios com macrófagos primários, camundongos 

Balb/c, machos, com 6 a 8 semanas de idade e peso entre 20-25g, foram fornecidos 

pelo Biotério do Instituto de Química e da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da 

Universidade de São Paulo. Os animais foram mantidos em condições normais de 

biotério, com ciclo de luz e temperatura controlado, bem como acesso a alimento e 

água ad libidum. Os procedimentos experimentais foram realizados após indução de 

anestesia com cloridrato de ketamina (77mg/Kg) e cloridrato de xilazina (7mg/Kg) 

(Vetbrands) por via subcutânea. Vale ressaltar que o presente trabalho foi submetido 

e aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas da Universidade de São Paulo (Protocolo CEUA/FCF/498). 

  

3.3. Obtenção de macrófagos para os ensaios in vitro 

 

Para a realização dos ensaios in vitro, macrófagos primários foram obtidos da 

cavidade peritoneal de camundongos Balb/c, machos, adultos, 5 dias (120 horas) 
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após a injeção intraperitoneal de 3mL de tioglicolato de sódio a 4%. Para tanto, os 

animais foram anestesiados e exsanguinados por secção da artéria carótida e o 

lavado da cavidade peritoneal foi coletado após injeção intraperitoneal de 3mL de PBS 

estéril. O material coletado foi centrifugado (600g, 10min), ressuspendido em 1mL de 

PBS estéril, e o número total de macrófagos quantificado em câmara de Neubauer por 

microscopia óptica.  

 

3.4. Ensaio para diferenciação das células 3T3-L1 

 

Os pré-adipócitos foram semeados em placas para cultivo celular contendo 24 

poços. 48 horas após as células atingirem 100% de confluência, no dia 0 (T0), os pré-

adipócitos foram estimulados com meio de diferenciação (MDI) composto por: 0,5 mM 

de isobutilmetilxantina (IBMX), 1 μM de dexametasona (DEX) e 1,67 μM de insulina 

(Sigma) em meio de cultura DMEM contendo 4,5 g/l de glicose e suplementado com 

10% de SFB. Após 72 horas, no dia 3 (T3), o meio de diferenciação foi substituído por 

DMEM contendo 4,5 g/l de glicose suplementado com 10% de SFB e 1,67 μM de 

insulina. Em seguida, no dia 5, o meio foi novamente substituído por DMEM contendo 

4,5 g/l de glicose suplementado com 10% de SFB e 1,67 μM de insulina, e este 

processo foi repetido a cada 48 ou 72 horas até o 10° dia de diferenciação (T10; 

adaptado de ZHANG et al., 2009).  

 

3.5. Estímulos inflamatórios 

 

Para indução da resposta inflamatória em macrófagos primários e em células 

das linhagens 3T3-L1 e Raw 264.7, o LPS de E. coli (ATC 026B6 Sigma) foi 

empregado nas concentrações de 10, 100 ou 1000 ng/mL por 24 horas. 

Posteriormente, após as padronizações, o TNF-α (T7539, Sigma), uma citocina pró-

inflamatória produzida e secretada por vários tipos celulares, tais como adipócitos e 

macrófagos, passou a ser empregado na concentração de 10 ng/mL por 48 horas 

(PALÁCIOS-ORTEGA et al., 2015). 
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3.6. Protocolos de tratamento 

 

Inicialmente, o diazepam (Roche), um agonista de receptores 

benzodiazepínicos centrais e periféricos, foi utilizado, em diferentes tempos, nas 

concentrações de 1, 10, 100 ou 1000 nM, enquanto que o PK11195 (Sigma), um 

ligante de receptores benzodiazepínicos periféricos, de ação majoritariamente 

antagonista, foi utilizado nas concentrações de 1, 10 ou 100 nM (BENTO DE LIMA et 

al., 2012). Como veículo do diazepam e do PK11195, empregamos, primeiramente, o 

solvente dimetilformamida (DMF, N,N-dimethylformamide; Merck) diluído a 0,01%.  

Posteriormente, após as padronizações, dois modelos de tratamento foram 

empregados para a realização dos ensaios, a saber: i) durante 48 horas após a 

confluência (100%) dos pré-adipócitos, antes do início da diferenciação (figura 2A) e, 

ii) durante 48 horas após o 10º dia de diferenciação (T10) dos adipócitos (figura 2B; 

adaptado de LI et al., 2015). Para tanto, o diazepam foi utilizado nas concentrações 

de 5, 10 ou 20 µM (LI et al., 2015), enquanto que o clonazepam (Roche), um ligante 

de receptores benzodiazepínicos centrais (GABAA), foi utilizado nas concentrações de 

1, 10 ou 50 µM (LEE et al., 2004). Como veículo do diazepam e do clonazepam 

empregamos o solvente dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma) diluído a 0,04% (LI et al., 

2015). 
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Figura 2 – Protocolos de diferenciação das células 3T3-L1 

 

Legenda: diferenciação de células da linhagem 3T3-L1 pelo uso do coquetel adipogênico contendo: 

isobutilmetilxantina (IBMX), dexametasona (DEX) e insulina. A) tratamento durante 48 horas após a 
confluência dos pré-adipócitos (pré48h). B) tratamento dos adipócitos durante 48 horas após o 10º dia 
de diferenciação (pós48h). No modelo pré48h as células foram coletadas em três diferentes tempos, a 
saber: tempo 0 (T0), tempo 3 (T3) e tempo 10 (T10). 
 
Fonte: Autoria própria. 

 

3.7. Avaliação da proliferação da linhagem 3T3-L1 

 

 Para determinar a taxa de proliferação de pré-adipócitos 3T3-L1, as células 

foram semeadas em placas de 24 poços na densidade de 5x103 células/poço e 

incubadas em atmosfera de 5% de CO2 a 37ºC. Após 72 horas, o meio de cultura foi 

substituído pelos tratamentos, e a cada 24 horas de incubação as células foram 
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removidas de suas respectivas placas com o auxílio de tripsina (Vitrocell). Em seguida, 

foram centrifugadas (10min; 600g), ressuspendidas em phosphate buffered solution 

(PBS), diluídas em Azul de Tripan, e contadas, por microscopia óptica, em câmara de 

Neubauer, após 24, 48, 72 e 96 horas de incubação. 

 

3.8. Quantificação da viabilidade celular de pré-adipócitos por citometria 

de fluxo 

 

Para avaliação da viabilidade celular, os pré-adipócitos 3T3-L1 foram 

semeados na densidade de 5x104 células/poço em placas de 24 poços e incubados 

em atmosfera de 5% de CO2 a 37ºC. Após atingirem aproximadamente 70% de 

confluência, o meio de cultura foi substituído pelos tratamentos. Em seguida, as 

células foram removidas da placa com o auxílio de tripsina, e incubadas com 100μl de 

anticorpo anti-Anexina V-FITC (BD biociences) por 20 minutos, e imediatamente, 

antes da leitura, 10 μL de Iodeto de Propídio (PI; Sigma) foi acrescentado. Todas as 

amostras foram analisadas em citômetro de fluxo AccuriTM C6 Plus (Becton 

Dickinson®) e os sinais ópticos emitidos foram convertidos em sinais eletrônicos, o 

que permitiu uma leitura computadorizada (Macintosh Apple, San Jose, CA, USA) pelo 

software FlowJo (Tree Star, Inc., Ashland, TN, USA). 

 

3.9. Quantificação da concentração de nitritos pela reação de Griess 

 

Para determinar a formação de NO pelas diferentes isoformas da enzima óxido 

nítrico sintase (NOS) utilizamos a reação de Griess (Green et al., 1982). Para tanto, 

os macrófagos primários obtidos da cavidade peritoneal de camundongos (1x106 

células/poço), os pré-adipócitos 3T3-L1 e as células Raw 264.7 (5x104 células/poço) 

foram semeadas em placas de 24 poços e incubadas em atmosfera de 5% de CO2 a 

37ºC. Após atingirem a confluência específica para cada tipo celular, o meio de cultura 

foi substituído pelos tratamentos. Após as incubações, o sobrenadante foi coletado, 

centrifugado (600g/10 min), e 50 µL de cada amostra foi distribuída em triplicatas em 

placa de 96 poços. Em seguida, 50 µL de sulfanilamida (Sigma) a 1% foi adicionado 

a cada poço da placa, que foi mantida no escuro, e em temperatura ambiente. Após 
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10 minutos, 50 µL de N-(1-naftil)etilenodiamina (NED; Sigma) a 0,1% foi adicionado a 

cada poço da placa, que novamente foi mantida no escuro, e em temperatura 

ambiente por 10 minutos. O valor da absorbância foi mensurado a um comprimento 

de onda de 550 nm, e a concentração de nitritos nos sobrenadantes foi determinado 

a partir de uma curva padrão de nitrito de sódio (NaNO2) a 20 mM. 

3.10. Avaliação da atividade mitocondrial de adipócitos 3T3-L1 por MTT 

 

Para avaliar a viabilidade de adipócitos 3T3-L1 pela mensuração da atividade 

de enzimas redutases mitocondriais em células metabolicamente ativas ou viáveis, os 

pré-adipócitos 3T3-L1 foram semeados, cultivados (5% CO2, 37°C) e diferenciados 

em placas para cultivo celular contendo 24 poços. Após o 10º dia de diferenciação, os 

adipócitos 3T3-L1 maduros foram tratados ou não. Em seguida, o meio de cultura 

contendo os tratamentos foi armazenado em freezer -20°C, e as células foram 

incubadas com 100µl da solução de trabalho de MTT (0,5mg/mL) por 1 hora em 

atmosfera de 5% de CO2 a 37°C. Em seguida, a solução de MTT foi descartada, as 

células foram lavadas com PBS estéril, e 200µl de dimetilsulfóxido (DMSO) foi 

adicionado a cada poço. A placa foi mantida no escuro e sob agitação por 5 minutos. 

Após a dissolução dos cristais intracelulares, o conteúdo de cada poço foi transferido 

para poços correspondentes em uma placa de 96 poços, e a leitura foi realizada em 

espectrofotômetro para placas Synergy H1 (Biotek) no comprimento de onda 570nm. 

 

3.11. Expressão gênica de TSPO e/ou PPAR-γ na diferenciação e em 

adipócitos maduros da linhagem 3T3-l1 

 

3.11.1. Extração de RNA total 

 

Para a expressão gênica de TSPO ou PPAR-γ, a extração de RNA total e 

síntese do DNA complementar (cDNA) foi realizada em diferentes momentos, a saber: 

tempo 0 (T0), tempo 3 (T3), tempo 10 (T10) ou 48 horas após o 10º dia de 

diferenciação. Para tanto, os RNAs foram extraídos com o kit Rneasy® (Qiagen 

Laboratories, Uniscience do Brasil, São Paulo) conforme protocolo recomendado pelo 

fabricante. Os pellets de RNA foram ressuspensos em 40 µL de água livre de 
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DNAse/RNAse, quantificados pelo NanoDrop ND (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) 

e estocados à -80ºC até o momento da análise por RT-PCR em tempo real. 

 

3.11.2. Qualidade dos RNAs 

 

Conforme citado anteriormente, os RNAs extraídos das culturas celulares foram 

quantificados pelo NanoDrop ND-1000, e a pureza e qualidade dos RNAs foram 

analisadas pela razão de absorbância 260/280 nm. A razão de absorbância 260/280 

nm variou entre 1.8 e 2.0 e, portanto, não demonstrou haver possíveis contaminações 

protéicas e/ou por outros compostos orgânicos. A eletroforese em gel de agarose 

(figura 3), confirmou esta pureza e qualidade, apresentando bandas íntegras e de 

tamanho esperado. 

Figura 3 – Eletroforese em gel de agarose 

 

                

Legenda: Gel de agarose (1%) evidenciando a pureza e qualidade dos RNAs extraídos das culturas 
celulares das linhagens 3T3-L1 e Raw 264.7 para os genes TSPO (121pb) e 18S (112pb). 
Fonte: Autoria própria. 

 

3.11.3. Reação em cadeia da polimerase em tempo real (Real Times – PCR) 

 

3.11.3.1. Preparação dos cDNAs 

 

As amostras de RNA foram tratadas com DNAse I (Invitrogen, Carlsbad, Calif) 

e diluídas para a síntese de DNA complementar (cDNA) por meio da reação da 
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transcriptase reversa (RT) utilizando o Oligo dT(12-18) (Invitrogen) e o kit SuperScript® 

First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen). Os cDNAs foram 

armazenados em freezer -20ºC e diluídos em água livre de DNAse/RNAse para 3,33 

ng/µL. 

3.11.4. qPCR para quantificação da expressão relativa 

 

Para padronização do ensaio de PCR em tempo real, primeiramente 

estipulamos a melhor concentração de cDNA e de primers. Neste sentido, a 

concentração de escolha para os primers foi de 600 nM, enquanto que para o cDNA 

foi de 10 ng/mL na reação. O ensaio de PCR em tempo real foi realizado em 

termociclador (ABI Prism® 7500 Sequence Detection System Applied Biosystem, New 

Jersey, EUA) nas seguintes condições: desnaturação inicial a 95°C por 10 minutos, 

40 ciclos de 10 segundos a 95°C para término do processo de desnaturação e por fim 

anelamento e elongação dos primers a 60°C por 1 minuto. 

Para a reação de PCR em tempo real, os cDNAs foram diluídos na 

concentração de 3,33 ng/μL. As reações foram realizadas com volume final de 12 μL, 

contendo 3 μL da mistura de pares de primers (forward e reverse) na concentração de 

600 nM, 3 μL de cDNA e 6 μL de SYBR®-Green (Universal PCR Master Mix). Foram 

utilizados primers para os genes de interesse TSPO (FAN; PAPADOPOULOS, 2012) 

e PPAR-γ2 (FILIPPIN-MONTEIRO et al., 2012), e como controle interno foi utilizado o 

18S (sequência de oligonucleotídeo escolhida com o auxílio do software Primer3 

(UNTERGASSER; NEIJVEEN et al., 2007), a partir das sequências gênicas 

disponíveis no banco de genes do NIH (www.ncbi.nlm.nih.gov)). A sequência dos 

primers utilizados encontram-se descritos na tabela 1.  
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Tabela 1 - Sequência de primers utilizados nas reações de PCR em tempo real 

 

 Foward Reverse 

TSPO 5’ TGTGAAACCTCCCAGCTCTTTCCA 3’ 5’ TAGCTTGCAGAAACCCTCTTGGCA 3’ 

PPARγ2 5’ CACAGAGATGCCATTCTGGC 3’ 5’ GGCCTGTTGTAGAGCTGGGT 3’ 

18S 5' GTAACCCGTTGAACCCCATT 3' 5' CCATCCAATCGGTAGTAGCG 3' 

 

Legenda: Sequências de oligonucleotídeos utilizadas nas reações de PCR em tempo real. 

Fonte: Autoria própria. 

 

Para análise da expressão gênica pelo PCR em tempo real foi utilizado o 

método Delta-DeltaCt (ΔΔCt). Neste sentido, para utilização do método comparativo 

ou 2-ΔΔCt , foi necessário, primeiramente, comparar a eficiência de amplificação dos 

genes, subtraindo os valores de Ct do gene alvo pelos valores de Ct do gene controle. 

Em seguida, foi feito um gráfico da diferença contra o logaritmo da diluição de cDNA. 

Se a inclinação da reta (slope) for menor que 0,1 a eficiência de amplificação é 

comparável, justificando-se assim a utilização deste método de análise de expressão 

gênica (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). 

 

3.12. Quantificação da expressão protéica de TSPO e PPAR-γ por Western 

blotting 

 

Para a quantificação da expressão protéica de TSPO ou PPAR-γ por Western 

blotting, as células 3T3-L1 foram tratadas e a coleta das células 3T3-L1 foi realizada 

em diferentes momentos, a saber: tempo 0 (T0), tempo 3 (T3), tempo 10 (T10), e 48 

após o 10º dia de diferenciação. Após a coleta, as amostras foram centrifugadas (10 

min, 4°C, 600g) e ressuspendidas em 100 µl de tampão de lise RIPA (50 mM Tris pH 

8,0, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA pH 7,4, SDS 0,05%) contendo inibidor de protease 

(protease inhibitor cocktail tables – Roche, Manheim, Germany) e fosfatases (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA). As amostras foram imediatamente armazenadas em 

freezer -20°C para posterior normatização pelo método de Bradford (1976). Para a 

separação protéica foi utilizado o gel de SDS-PAGE com 10% de acrilamida. Para 

tanto, foi adicionado 20 µg de extrato proteico total em 20 µl de tampão de lise e 5 µl 
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de tampão de amostra 5x (Tris-HCl 62,5 mM pH 6.7, SDS 2%, Glicerol 10%, Azul de 

Bromofenol 0,1%, DTT 50 mM). As amostras foram aquecidas a 95°C por 5 minutos 

e 5 µl de peso molecular Rainbow (RPN800V, Amersham Pharmacia Biotech, NJ, 

USA) foi adicionado a cada gel. A corrida foi realizada por 2 horas e meia (100V). 

Após o fracionamento, as proteínas foram transferidas para uma membrana de 

nitrocelulose (Amersham Pharmacia Biotech, NJ, USA) por transferência úmida 

(100V, 2 horas, 4°C). As membranas foram bloqueadas com solução de leite 

desnatado em pó a 5% em TBS-t 1x (Tris 200 mM, NaCl 1,37 M, H2O destilada, pH 

7,6) e 0,05% de Tween 20 (Roche) por 1 hora em temperatura ambiente. Após o 

bloqueio, as membranas foram incubadas overnight a 4°C com os anticorpos 

monoclonais anti-PBR (EPR5384, Abcam), na diluição 1:10000, e anti-PPAR-γ 

(ab27649, Abcam), na diluição 1:1000, ambos, em TBS-t 1x contendo 3% de leite 

desnatado em pó. Em seguida, as membranas foram lavadas com TBS-t 1x e 

incubadas com o anticorpo secundário anti-rabbit conjugado a enzima HRP na diluição 

1:10000 em leite desnatado em pó a 3% por 2 horas em temperatura ambiente. Um 

ensaio de quimioluminescência (HRP Super Signal West Pico; Pierce, USA) foi 

utilizado para detectar as bandas imunorreativas. As intensidades das bandas foram 

estimadas por análise de densitometria pelo software ImageJ (1.48v, USA) e foram 

comparadas com a intensidade da expressão protéica de β-actina. 

 

3.13. Determinação do acúmulo de triacilglicerol em adipócitos 3T3-L1 

 

Para determinar o acúmulo de triacilglicerol em adipócitos 3T3-L1, os adipócitos 

3T3-L1 foram tratados e, posteriormente, lavados com PBS estéril a 37°C e fixados 

com formalina (10% de formaldeído e 90% de PBS estéril) por 15 minutos em 

temperatura ambiente. Após a fixação, as células foram lavadas 4x com água 

destilada e coradas com solução de Oil Red O (5 mg/mL em isopropanol:água, 2:1) 

por 30 minutos. Após este período, as células foram lavadas com água e analisadas 

em microscópio de luz invertido (Leica DMI 4000B). Após a análise microscópica, o 

conteúdo de corante intracelular foi dissolvido em metanol e submetido a leitura em 

espectrofotômetro a 490nm (Molecular Devices – Spectra Max 190). 
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3.14. Citometria de fluxo: quantificação da expressão protéica de TSPO, 

F4/80, MHC de classe II e CD 23 em macrófagos primários 

 

  Para a quantificação da expressão protéica de TSPO, macrófagos primários 

obtidos da cavidade peritoneal de camundongos Balb/c, foram semeados na 

densidade de 1x106 células/poço em placas para cultura celular contendo 12 poços. 

Na sequência, as células foram tratadas com diazepam ou veículo (2, 4 ou 24 horas) 

ou estimuladas pelo LPS (1 hora). Após os tratamentos, as células foram removidas 

da placa com o auxílio de cell scraper, fixadas e permeabilizadas pelo kit 

Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences), e incubadas com o anticorpo monoclonal anti-

PBR (Abcam, diluição 1:100) por 20 minutos no escuro em temperatura ambiente. Por 

último, as células foram incubadas com o anticorpo secundário Goat Anti-Rabbit IgG 

(Abcam) conjugado ao fluoróforo ficoeritrina (PE, diluição 1:200) por 30 minutos no 

escuro e em temperatura ambiente. 

Para avaliar se o tratamento com diazepam ou veículo foi capaz de polarizar 

macrófagos primários obtidos da cavidade peritoneal de camundongos Balb/c, 1x106 

células/poço foram semeadas e tratadas com Diazepam ou veículo por 24 horas em 

placas para cultura celular contendo 12 poços. Em seguida, as células foram 

removidas da placa com o auxílio de cell scraper, e incubadas por 30 minutos no 

escuro e, em temperatura ambiente, com os anticorpos monoclonais Anti-Mouse 

F4/80 Antigen PE-Cyanine 5 (ebioscience), Anti-MHC Class II FITC (BD Bioscience) 

e Anti-Mouse CD 23 PE (ebioscience). 

Todas as amostras foram analisadas em citômetro de fluxo FACSCanto® 

(Becton Dickinson®) e os sinais ópticos emitidos foram convertidos em sinais 

eletrônicos, o que permitiu uma leitura computadorizada (Macintosh Apple, San Jose, 

CA, USA) pelo software FlowJo (Tree Star, Inc., Ashland, TN, USA). 

 

3.15. Quantificação da produção de espécies reativas de oxigênio em 

células Raw 264.7 e 3T3-L1 

 

Para mensurar a produção de radicais livres nas linhagens 3T3-L1 e Raw 

264.7, as células foram semeadas em placas de 24 poços na densidade de 5x104 
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células/poço e incubadas em atmosfera de 5% de CO2 a 37ºC. Após atingir a 

confluência, o meio de cultura foi substituído pelos tratamentos. Em seguida, as 

células foram lavadas e incubadas (30 minutos, 37ºC) com PBS suplementado com 

10% de CS e DCFH (dichlorofluorescein diacetate - DCFH), uma sonda apolar não 

fluorescente que ao se difundir para o interior da célula é enzimaticamente deacetilado 

e oxidado por esterases intracelulareses e radicais livres de oxigênio em um composto 

polar, estável por muitas horas no interior da célula, e altamente fluorescente (2’-7’-

dichlorofluorescein – DCF; VOWELLS et al., 1995; BASS et al., 1983). A intensidade 

de fluorescência foi detectada utilizando o espectrofotômetro Synergy H1 (Biotek) nos 

comprimentos de ondas: Exc. 488; Em. 530. 

 

3.16 Ensaio de fagocitose com Zimosan A 

 

Para avaliar a atividade fagocítica de macrófagos da linhagem Raw 264.7, as 

células Raw 264.7 foram semeadas em lamínulas circulares estéreis (13mm de 

diâmetro) na densidade de 1x104 células/lamínula e depositadas em placas de 12 

poços. Vinte e quatro horas antes do início da captura das imagens, as células foram 

tratadas. No dia da captura das imagens de fagocitose, o reagente Zimosan A 

(pHrodoTM Green Zymosan A Bioparticles® conjugate, Life Technologies, Eugene, OR, 

USA), foi utilizado para avaliar a capacidade fagocítica das células Raw 264.7, que 

foram lavadas para retirada dos tratamentos e, em seguida, incubadas com 500µg/mL 

de solução de Zimosan A, em atmosfera de 5% de CO2, a 37ºC, protegido da luz, por 

60 minutos. Após este período, as células foram lavadas com PBS estéril por 3 vezes 

(600g, 10min), e incubadas com 4’,6-Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride 

(DAPI) a 3% para identificação do núcleo celular. Após as incubações, as células 

foram novamente lavadas com PBS estéril por 3 vezes (600g, 10min), recobertas em 

solução balanceada de Hank’s (HBSS), e as imagens da fluorescência emitida pelo 

Zimosan A foram obtidas utilizando microscópio de fluorescência (AxioVision®, Carl-

Zeiss, Germany). As imagens foram analisadas utilizando o software Zen 2012 

(versão 1.1.1.0, Carl-Zeiss, Göttingen, Alemanha), a quantidade de células em 

fagocitose foi quantificada, e o resultado foi representado como porcentagem de 

células marcadas com Zimosan A em relação ao número total de células na imagem. 
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3.17. Quantificação do glicerol livre 

 

A quantificação de glicerol livre foi realizada nos sobrenadantes de adipócitos 

3T3-L1, utilizando kits comerciais para determinação da lipólise por espectrofotometria 

(MILIPORE, Cat. OB100). 

 

3.18. Quantificação de mediadores inflamatórios 

 

A quantificação das concentrações de TNF-α, IL-6 e MCP-1 foi realizada nos 

sobrenadantes de pré-adipócitos e adipócitos maduros, utilizando kits comerciais para 

reação imunoenzimática (ELISA; BD Pharmigen). 

 

3.19. Análise estatística 

 

Os resultados obtidos foram expressos como média ± erro padrão da média 

(e.p.m.), e analisados estatisticamente pela análise da variância com comparações 

múltiplas (ANOVA) e, quando necessário, foi utilizado o teste de Tukey-Kramer 

(SOKAL; ROHLF, 1995). Os dados foram analisados no programa GraphPad Prism®, 

admitindo como significativamente estatístico o p<0,05. 
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4. RESULTADOS 

 

 4.1. SEÇÃO 01: ensaio para diferenciação de células 3T3-L1  

 

A diferenciação de células da linhagem 3T3-L1 é um processo altamente 

complexo. O pré-adipócito confluente, morfologicamente semelhante a um fibroblasto, 

torna-se esférico, acumula lípides em pequenas gotículas, e torna-se um adipócito 

maduro (ZHANG et al., 2009). Os resultados obtidos no presente estudo ressaltam 

claramente este processo, conforme demonstrado na figura 4. 

 

Figura 4 – Diferenciação de pré-adipócitos em adipócitos maduros 

 

 

Legenda: (A) Protocolo para diferenciação de pré-adipócitos 3T3-L1 em adipócitos maduros. (B) 

Células subconfluentes em meio de propagação. (C) Células confluentes foram estimuladas com 
coquetel adipogênico por 72 horas. (D) Adipócitos diferenciados estimulados com insulina por 48 horas. 
(E) Adipócitos já diferenciados após 8 dias de estímulo. Isobutilmetilxantina (IBMX); dexametasona 
(DEX); Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM); soro fetal bovino (SFB). 

Fonte: esquema ilustrativo adaptado de Monteiro, Fabíola Branco Filippin (2010). 
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4.2. SEÇÃO 02: expressão gênica de TSPO em células 3T3-L1 e Raw 264.7: 

ensaios de RT-PCR em tempo real 

 

Para determinar a expressão gênica de mRNA de TSPO por RT-PCR em tempo 

real, primeiramente foi realizado a validação do método de análise descrito por Livak 

& Schmittgen (2001), e a partir dos dados de amplificação das diluições dos cDNAs 

foi calculado o ΔCt do gene TSPO (Ctalvo – Ctconstitutívo) em relação ao gene controle 

18S. O ΔCt foi utilizado para construir um gráfico contra o logaritimo da concentração 

de cDNA e para o cálculo da regressão linear destas curvas. Se a inclinação da reta 

(slope) for menor que 0,1 a eficiência de amplificação do controle interno e do gene 

de interesse são comparáveis, podendo ser utilizado para avaliação das expressões 

gênicas dos genes em questão. A tabela 2 valida a utilização do método de ΔΔCt para 

análise da expressão gênica de TSPO nas células 3T3-L1 e Raw 264.7, uma vez que 

a inclinação da reta foi menor que 0,1, mostrando que a eficiência de amplificação do 

gene alvo é semelhante à eficiência de transcrição do controle interno (18S). 

Adicionalmente, o valor de R2 foi próximo a 1, mostrando também correlação positiva 

entre as variáveis, ou seja, entre o gene de interesse e o controle interno 18S (figura 

5A e B). 

Após a validação, determinou-se a expressão gênica de mRNA de TSPO em 

células da linhagem 3T3-L1 e Raw 264.7 na ausência de tratamentos com ligantes de 

TSPO. A figura 6 mostra a expressão gênica de TSPO em células da linhagem 3T3-

L1 e Raw 264.7. Os resultados obtidos corroboram o estudo de Wade e colaboradores 

(2005), demonstrando uma regulação positiva de fitas complementares de mRNA de 

TSPO 18kDa durante a adipogênese.  

 

Tabela 2 – Valor de slope do gene TSPO para validação experimental 

 

Linhagem Gene Validação (slope < 0,1) 

3T3-L1 TSPO -  0,07 

Raw 264.7 TSPO - 0,72 

Legenda:  Valor de slope do gene TSPO para validação experimental pelo método de ΔΔCt (LIVAK & 
SCHMITTGEN, 2001). Notar que para validação, os valores de slope ou inclinação da reta devem ser 
inferiores a 0,1. 

Fonte: Autoria própria. 
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Figura 5 – Eficiência de amplificação dos genes TSPO e 18S 
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Legenda:  Eficiência de amplificação dos genes TSPO e 18S para a linhagem de células 3T3-L1 (A) e 

Raw 264.7 (B). Diferentes concentrações de cDNA foram amplificadas por RT-PCR quantitativo usando 
primers específicos. Os dados foram ajustados usando análise de regressão linear. Notar os valores 
de R2 próximo a 1 para inclinação da reta. 

Fonte: Autoria própria. 

 

 

Figura 6 – Expressão gênica quantitativa de TSPO em células 3T3-L1 e Raw 264.7 
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Legenda:  Expressão gênica quantitativa de TSPO. Os dados representam a média ± erro padrão da 
média (EPM) de três experimentos independentes. ** p < 0,01; ## p < 0,01; && p < 0,01. 

Fonte: Autoria própria. 

 

 

 4.3. SEÇÃO 03: ensaios com pré-adipócitos 3T3-L1 tratados com 

diazepam (1, 10, 100 ou 1000 nM) ou LPS (10, 100 ou 1000 ng/mL) 
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 4.3.1. Ensaio para quantificação da viabilidade celular de pré-adipócitos 

 

Para quantificar a viabilidade de células 3T3-L1 tratadas por 96 horas com 

diazepam ou veículo (DMF 0,01%), os pré-adipócitos foram incubados com o 

anticorpo anti-Anexina V-FITC e, imediatamente, antes da leitura, com o 

corante Iodeto de Propídio (PI). Os resultados obtidos mostraram que a viabilidade 

das células tratadas com 10 ou 100 nM de diazepam, em 96 horas, foi 

significantemente reduzida para 76 e 75% (figura 7A), e que todos os grupos de 

células tratadas com diazepam ou veículo apresentaram aumento significativo de 

morte por apoptose, excetuando-se as células que foram incubadas com o meio de 

cultura (figura 7B). As mortes por necrose e apoptose tardia não foram 

estatisticamente diferentes do grupo de células tratadas com meio de cultura (figura 

7B). 

 

Figura 7 – Quantificação da viabilidade celular por citometria de fluxo 
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Legenda: (A) Porcentagem de células viáveis. (B) Porcentagem de células em apoptose, necrose e/ou 
apoptose tardia. Os pré-adipócitos foram tratados por 96 horas com diazepam (1, 10, 100 e 1000nM) 
e/ou seu respectivo veículo (DMF 0,01%). Os dados representam média ± erro padrão da média (EPM) 
de seis experimentos independentes. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 vs respectivo meio. 

Fonte: Autoria própria. 

 

4.3.2. Ensaio para avaliação da taxa de proliferação de pré-adipócitos 

 

 A proliferação de pré-adipócitos 3T3-L1 tratados com diazepam ou veículo 

(DMF 0,01%) foi avaliada nos períodos de 24, 48, 72 e 96 horas após o início dos 

tratamentos. Os resultados obtidos mostraram que a proliferação das células 3T3-L1 
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não foi alterada pelo tratamento com diazepam após 24, 48 e 72 horas. No entanto, 

96 horas após o início dos tratamentos, houve aumento significativo da proliferação 

de células tratadas com veículo ou diazepam 10 e 100 nM (figura 8). 

 

Figura 8 – Avaliação da taxa de proliferação de pré-adipócitos 

 

24 48 72 96

0

1

2

3

4
Meio

Veículo

Diazepam 1000 nM

Diazepam 1 nM

Diazepam 10 nM

Diazepam 100 nM

*

***

**

T
o

ta
l 

d
e
 c

é
lu

la
s
 x

1
0

4

 

Legenda:  Curva de crescimento das células da linhagem 3T3-L1. Os pré-adipócitos foram tratados ou 

não com Diazepam (1, 10, 100 e 1000nM) e/ou seu respectivo veículo (DMF a 0,01%) por 24, 48, 72 e 
96 horas. Os dados representam média ± erro padrão da média (EPM) de quatro experimentos 
independentes. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 vs respectivo meio. 

Fonte: Autoria própria. 

 

4.3.3. Quantificação da produção de espécies reativas de oxigênio no 

sobrenadante de pré-adipócitos 

 

Os pré-adipócitos 3T3-L1, após serem tratados ou estimulados por 24 horas 

com diazepam ou LPS, respectivamente, foram incubados com PBS suplementado 

com 10% de CS e DCFH. Os resultados obtidos mostraram que a incubação dos pré-

adipócitos com 10, 100 ou 1000 ng/mL de LPS aumentou a produção de espécies 

reativas de oxigênio (figura 9A). Adicionalmente, o tratamento com diazepam ou 

veículo não causou alterações na produção de radicais livres pelos pré-adipócitos 

(figura 9B).  
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Figura 9 – Quantificação da produção de espécies reativas de oxigênio 
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Legenda: (A) Porcentagem de fluorescência de células 3T3-L1 estimuladas com LPS. (B) Porcentagem 
de fluorescência de células 3T3-L1 tratadas com Diazepam. Os pré-adipócitos 3T3-L1 foram tratados 
e/ou estimuladas por 24 horas com diazepam, veículo e/ou LPS. Como controle positivo foi utilizado 
peróxido de hidrogênio (H2O2, 10µM). Os dados representam média ± erro padrão da média (EPM) de 
seis experimentos independentes. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 vs respectivo meio. 

Fonte: Autoria própria. 

 

4.3.4. Ensaio para quantificação de nitritos nos sobrenadantes de pré-

adipócitos 

 

A formação de NO pelas diferentes isoformas da enzima óxido nítrico sintase 

foi quantificada indiretamente pelo método de Griess. Para tanto, as células 3T3-L1 

foram tratadas ou estimuladas por 24 horas com diazepam ou LPS. Os resultados 

obtidos mostraram que a estimulação das células 3T3-L1 com 10, 100 ou 1000 ng/mL 

de LPS aumentou a produção de NO (figura 10A), enquanto que o tratamento com 1, 

10, 100 ou 1000 nM de diazepam ou DMF 0,01% (veículo do diazepam) diminuíram a 

produção de NO comparado as células tratadas somente com meio de cultura (figura 

10B). 
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Figura 10 – Quantificação de nitritos pelo método de Griess 
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Legenda: (A) células 3T3-L1 estimuladas com LPS, (B) células 3T3-L1 tratadas com Diazepam e/ou 

DMF (veículo do Diazepam). Os dados representam média ± erro padrão da média (EPM) de seis 
experimentos independentes. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 vs respectivo meio. 

Fonte: Autoria própria. 

 

4.3.4. Quantificação de mediadores inflamatórios 

 

As concentrações dos mediadores TNF-α, IL-6 e MCP-1 foram quantificados 

nos sobrenadantes de pré-adipócitos 3T3-L1. Os resultados obtidos mostraram que a 

estimulação das células com 10, 100 ou 1000 ng/mL de LPS por 24 horas não induziu 

aumento da secreção de IL-6 (figura 11A) e MCP-1 (figura 11B). Adicionalmente, os 

níveis de TNF no sobrenadante das culturas de pré-adipócitos 3T3-L1 foram 

indetectáveis. 
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Figura 11 – Quantificação dos níveis de IL-6 e MCP-1 
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Legenda: (A) quantificação dos níveis de IL-6 e, (B) MCP-1 em sobrenadantes de culturas de pré-
adipócitos 3T3-L1. As células foram estimuladas com 10, 100 e 1000ng/mL de LPS por 24 horas. Os 
níveis de TNF foram indetectáveis. Os dados representam média ± erro padrão da média (EPM) de 
seis experimentos independentes. 

Fonte: Autoria própria. 

 

 4.4. SEÇÃO 04: ensaios com células da linhagem Raw 264.7 e macrófagos 

primários 

 

 4.4.1. Quantificação da produção de espécies reativas de oxigênio no 

sobrenadante de células da linhagem Raw 264.7 

 

Para a quantificação da produção de espécies reativas de oxigênio, as células 

Raw 264.7, após serem tratadas ou estimuladas por 24 horas com diazepam ou LPS, 

foram incubadas com PBS suplementado com 10% de CS e DCFH. Os resultados 

obtidos mostraram que somente a concentração de 1000 ng/mL de LPS foi capaz de 

aumentar a produção de espécies reativas de oxigênio comparado ao grupo que foi 

incubado somente com o meio de cultura (figura 12A), e nenhuma alteração foi 

evidenciada nas células tratadas com veículo ou diazepam (figura 12B). 
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Figura 12 – Quantificação da produção de espécies reativas de oxigênio 

     

Meio Controle 10 100 1000
0

50

100

150

*

LPS (ng/mL)

***

A)
D

C
F

H
-D

A

P
o

rc
e
n

ta
g

e
m

 d
e
 f

lu
o

re
s
c
ê
n

c
ia

2
4
 h

o
ra

s

M
ei

o

V
eí

cu
lo

C
ontr

ole 1 10 10
0

10
00

0

5000

10000

15000

diazepam (nM)

***

B)

D
C

F
H

-D
A

P
o

rc
e
n

ta
g

e
m

 d
e
 f

lu
o

re
s
c
ê
n

c
ia

2
4
 h

o
ra

s

 

Legenda: (A) Porcentagem de células Raw 264.7 estimuladas com LPS. (B) Porcentagem de células 
Raw 264.7 tratadas com Diazepam. As células Raw 264.7 foram tratadas e/ou estimuladas por 24 horas 
com diazepam, veículo e/ou LPS. Como controle positivo foi utilizado peróxido de hidrogênio (H2O2, 
10µM). Os dados representam média ± erro padrão da média (EPM) de seis experimentos 
independentes. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 vs respectivo meio. 

Fonte: Autoria própria. 

 

4.4.2. Ensaio para quantificação de nitritos nos sobrenadantes de células 

da linhagem Raw 264.7 e de macrófagos primários 

 

As células Raw 264.7 foram tratadas ou estimuladas por 24 horas com 

diazepam ou LPS. Os resultados obtidos mostraram que a incubação com LPS, 

surpreendentemente, não aumentou a produção de NO (figura 13A), enquanto que o 

tratamento com 1, 10 ou 100 nM de diazepam, mas não o veículo, diminuiu a produção 

do NO comparado as células que foram incubadas somente com o meio de cultura 

(figura 13B). 

Adicionalmente, macrófagos de peritônio foram semeados (1x106 cels/poço) 

em placas de 12 poços e incubados por 24 horas com diazepam, veículo (DMF 0,01%) 

ou LPS (10 e 1000ng/mL). Em seguida, o sobrenadante foi coletado, centrifugado 

(600g, 10min), e o acúmulo de nitritos foi quantificado nos sobrenadantes pela reação 

de Griess. Os resultados obtidos mostraram que, diferentemente das células Raw 

264.7, a incubação das células com 10 ou 1000 ng/mL de LPS aumentaram, de 

maneira expressiva, a produção de NO pelos macrófagos obtidos do peritônio de 

camundongos Balb/c (figura 13C e 13D). Além disso, o tratamento com diazepam 
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mostrou novamente diminuir a produção de NO, neste caso, comparado as células 

que foram incubadas com o veículo (figura 13D). 

 

Figura 13 – Quantificação de nitritos pelo método de Griess 
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Legenda: (A) células Raw 264.7 estimuladas com LPS, (B) células Raw 264.7 tratadas com Diazepam 
e/ou DMF (veículo do Diazepam), (C) macrófagos de peritônio estimulados com 1000 ng/mL de LPS 
(D) macrófagos de peritônio tratados com Diazepam e/ou DMF (veículo do Diazepam) e estimulados 
com 10ng/mL de LPS. Os dados representam média ± erro padrão da média (EPM) de seis 
experimentos independentes, excetuando-se a letra F, que representa apenas um experimento com 
n=3 animais em cada grupo. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 vs respectivo meio. 

Fonte: Autoria própria. 

 

4.4.3. Expressão protéica de TSPO em macrófagos primários 

 

Para quantificar a expressão protéica de TSPO, macrófagos primários foram 

obtidos da cavidade peritoneal de camundongos Balb/c, após a injeção intraperitoneal 

de tioglicolato de sódio a 4%. As células, após terem sido plaqueadas e estarem 
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aderidas, foram tratadas com diazepam, veículo (DMF 0,01%) ou LPS (10 ng/mL) em 

diferentes tempos, a saber: 2, 4 ou 24 horas. Adicionalmente, outro grupo de 

macrófagos de peritôneo foi estimulado com 1000 ng/mL de LPS, uma concentração 

100 vezes maior que a concentração de LPS que utilizamos inicialmente. Os 

resultados obtidos mostraram que o diazepam, bem como a concentração de 10 

ng/mL de LPS, não modificaram a expressão protéica de TSPO nos três diferentes 

tempos (figuras 14A, B e C), enquanto que a estimulação dos macrófagos com 1µg/mL 

de LPS por 1 hora modulou positivamente a expressão protéica de TSPO (figura 14D). 

 

Figura 14 – Expressão protéica de TSPO em macrófagos primários 
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Legenda:  expressão protéica de TSPO em macrófagos primários obtidos do peritônio. (A) 2 horas, (B) 
4 horas ou (C) 24 horas de tratamento com Diazepam (1, 10 e 100 nM), veículo (DMF 0,01%) ou LPS 
(10 ng/mL). (D) Expressão protéica de TSPO em macrófagos primários estimulados com 1µg/mL de 
LPS. Os dados representam a média ± erro padrão da média (EPM) de um único experimento com n=3 
animais em cada grupo. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 vs respectivo meio (basal). 

Fonte: autoria própria. 
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4.4.4. Expressão protéica de F4/80, MHC de classe II e CD23 em 

macrófagos primários 

 

Para avaliar se o tratamento com diazepam alterou a expressão protéica de 

MHC de classe II e CD 23 em macrófagos primários obtidos da cavidade peritoneal 

de camundongos, as células após terem sido plaqueadas e estarem aderidas, foram 

tratadas com diazepam ou veículo (DMF 0,01%) por 24 horas. Nossos resultados 

mostraram 74% de células positivas para F4/80 (figura 15C), uma proteína 

amplamente expressa em macrófagos diferenciados; fato que validou nosso 

recrutamento celular pelo tioglicolato de sódio a 4% e, ainda, que as diferentes 

concentrações de diazepam empregadas, bem como o veículo, não alteraram a 

intensidade de expressão protéica dos receptores MHC de classe II (figura 15A) e CD 

23 (figura 15B). 

Figura 15 – Expressão protéica de F4/80, MHC de classe II e CD 23 
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Legenda: (A) expressão protéica de MHC de classe II (Intensidade de Fluorescência Média – IFM). (B) 

expressão protéica de CD23 (IFM). (C) porcentagem de macrófagos positivos para F4/80 (figura 

central). Os macrófagos primários obtidos do peritônio foram tratados com Diazepam (1, 10 e 100nM) 

ou veículo por 24 horas. Os dados representam a média ± erro padrão da média (EPM) de um único 

experimento com n=3 animais em cada grupo. 

Fonte: autoria própria. 

 

4.4.5. Ensaio para quantificação da fagocitose com Zimosan A 

 

A atividade fagocítica de macrófagos da linhagem Raw 264.7 tratados com 

diazepam (100 ou 1000 nM) ou veículo (DMF 0,01%) foi quantificada por microscopia 

de fluorescência. Os resultados obtidos mostraram que o tratamento das células por 

24 horas com 100 nM de diazepam aumentou a capacidade fagocítica dos 

macrófagos, enquanto que os tratamentos com veículo ou 1000 nM de diazepam não 

alteraram este comportamento (figuras 16A e B). 

 

Figura 16 – Quantificação da fagocitose com Zimosan A 
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Legenda: Quantificação da fagocitose com Zimosan A. As imagens foram analisadas utilizando o 
software Zen 2012 (versão 1.1.1.0, Carl-Zeiss, Göttingen, Alemanha) e a quantidade de células em 
fagocitose foi contada e o resultado foi obtido em relação ao número total de células na foto. Os dados 
representam média ± erro padrão da média (EPM) de três experimentos independentes. * p < 0,05 vs 
respectivo meio. 

Fonte: Autoria própria. 

 

4.4.6. Ensaio para quantificação de nitritos nos sobrenadantes de 

macrófagos primários tratados simultaneamente com diazepam e LPS 

 

 Nossos resultados mostraram que o LPS aumentou significantemente a 

produção de NO, enquanto que o tratamento simultâneo com diazepam (1 ou 10 nM) 

reduziu este efeito. Ademais, a produção de NO pelas células não estimuladas pelo 

LPS, mas tratadas com diazepam (1, 10 ou 100 nM), foi significantemente menor 

comparado aos grupos de células incubadas somente com meio de cultura ou veículo 

(figura 17). 
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Figura 17 – Produção de NO por macrófagos primários 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: macrófagos de peritônio estimulados e/ou tratados com LPS (1 µg/mL), Diazepam (1, 10 ou 

100 nM) ou DMF (veículo do Diazepam), respectivamente. Os dados representam média ± erro padrão 
da média (EPM) de três experimentos independentes. *** p < 0,001 vs controle (meio de cultura); ### p 
< 0,001 vs veículo; $$$ p < 0,001 vs LPS. 

Fonte: Autoria própria. 

 

 4.5. SEÇÃO 05: efeitos dos tratamentos com ligantes de TSPO ou LPS 

sobre a diferenciação de células 3T3-L1 

 

 4.5.1. Viabilidade por MTT 

 

A viabilidade de adipócitos 3T3-L1 foi determinada indiretamente pela 

mensuração da atividade de enzimas mitocondriais em células metabolicamente 

ativas ou viáveis. Nossos resultados mostraram que no 18° dia de diferenciação o 

tratamento com diazepam (1 nM) aumentou em 14% a atividade das enzimas 

mitocondriais dos adipócitos comparado as células do grupo controle (100%, células 

incubadas somente com meio de cultura). Diferentemente, as incubações com 

concentrações maiores, 10 ou 100 nM de diazepam, reduziram este efeito em 11,5 e 

10%, respectivamente (figura 18A). Ademais, nenhum sinal de toxicidade foi 

observado por microscopia óptica durante a diferenciação das células, e os 

tratamentos com PK11195 não afetaram a atividade mitocondrial dos adipócitos 

(figura 18B). 
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Figura 18 – Determinação da viabilidade celular por MTT 
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Legenda:  a técnica de redução por MTT consiste na mensuração da atividade de enzimas redutases 

mitocondriais de células metabolicamente ativas ou viáveis. Como controle positivo foi utilizado 
dimetilsulfóxido (DMSO) a 10%. Os dados representam a média ± erro padrão da média (EPM) de dois 
ensaios de diferenciação em triplicata. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 vs meio. 

Fonte: autoria própria. 

 

4.5.2. Acúmulo de triacilglicerol 

 

No 18º dia de diferenciação, os adipócitos 3T3-L1 tratados com diazepam (1, 

10 ou 100 nM), PK11195 (1, 10 ou 100 nM), veículo (DMF 0,01%) ou LPS (10 ng/mL), 

foram corados pelo Oil Red O e fotografados ao microscópio óptico invertido Leica 

DMI 4000B (figuras 19A e 20A). Em seguida, o corante foi extraído e quantificado por 

espectrofotometria. Os resultados obtidos mostraram aumento da quantidade de 

resíduos de corante nos adipócitos tratados com veículo (23%) ou LPS (25%) (figuras 

19B e 20B) e, ainda, que as concentrações de 10 ou 100 nM de diazepam, bem como 

as diferentes concentrações de PK11195, reverteram o acúmulo de triacilglicerol 

evidenciado nas células tratadas pelo veículo (figuras 19B e 20B). 
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Figura 19 – Determinação do triacilglicerol intracelular 
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Legenda:  determinação do triacilglicerol intracelular pela coloração com Oil Red O. (A) Fotos dos 
diferentes tratamentos, a saber: I) meio de cultura, II) veículo, III) diazepam 1nM, IV) diazepam 10nM, 
V) diazepam 100nM e, VI) LPS (10ng/mL). (B) Porcentagem de lipídeos corados com Oil Red O. Os 
dados representam a média ± erro padrão da média (EPM) de dois ensaios de diferenciação em 
triplicata. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 vs meio. 

Fonte: autoria própria. 
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Figura 20 – Determinação do triacilglicerol intracelular 
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Legenda:  determinação do triacilglicerol intracelular pela coloração com Oil Red O. (A) Fotos dos 
diferentes tratamentos, a saber: I) meio de cultura, II) veículo, III) PK11195 1nM, IV) PK11195 10nM, 
V) PK11195 100nM e, VI) LPS (10ng/mL). (B) Porcentagem de lipídeos corados com Oil Red O. Os 
dados representam a média ± erro padrão da média (EPM) de dois ensaios de diferenciação em 
triplicata. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 vs meio. 

Fonte: autoria própria. 
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4.5.3. Expressão gênica de TSPO e PPAR-γ 

 

Para avaliar a expressão gênica de TSPO e PPAR-γ durante a diferenciação 

de adipócitos 3T3-L1, as células foram coletadas em diferentes tempos, a saber: dia 

0 (100% de confluência), 3 (72 horas após a incubação inicial com MDI), 8 (8 dias 

após a incubação inicial com MDI), e 18 (18 dias após a incubação inicial com MDI). 

Os resultados obtidos mostraram que a concentração de 100 nM de diazepam 

modulou positivamente a expressão gênica de TSPO 72 horas ou 18 dias após 

incubação inicial pelo MDI (figura 21A), enquanto que as concentrações de 1 ou 10 

nM de diazepam elevaram a expressão gênica de PPAR-γ somente no 8° dia após a 

incubação inicial pelo MDI (figura 21B). 

 

Figura 21 – Expressão gênica de TSPO e PPAR-γ 
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Legenda:  expressão gênica relativa de (A) TSPO e (B) PPAR-γ durante a diferenciação de adipócitos 

da linhagem 3T3-L1 tratados com Diazepam (1, 10 e 100nM), veículo (DMF 0,01%) ou LPS (10ng/mL). 
Como controle foi utilizado o gene endógeno 18S. Os dados representam a média ± erro padrão da 
média (EPM) de dois ensaios de diferenciação em triplicata. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 vs 
respectivo meio. 

Fonte: autoria própria. 

  

4.5.4. Expressão protéica de TSPO 

 

 A expressão protéica de TSPO foi quantificada durante a diferenciação de pré-

adipócitos 3T3-L1 em adipócitos maduros. Os resultados obtidos mostraram que o 

veículo, bem como as diferentes concentrações de diazepam ou LPS modularam 

positivamente a expressão protéica de TSPO no 8° dia de diferenciação após a 

incubação pelo MDI (figura 22). 
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Figura 22 – Expressão protéica de TSPO por Western blotting 
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Legenda:  expressão protéica de TSPO durante a diferenciação de adipócitos da linhagem 3T3-L1 
tratados com Diazepam (1, 10 e 100nM), veículo (DMF 0,01%) ou LPS (10ng/mL). Como controle foi 
utilizado a expressão protéica de β-actina. Os dados representam a média ± erro padrão da média 
(EPM) de um ensaio de diferenciação em duplicata. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 vs respectivo 
meio. 

Fonte: autoria própria. 

  

4.6. SEÇÃO 06: novo protocolo e concentrações de diazepam para o 

tratamento de pré-adipócitos e adipócitos da linhagem 3T3-L1 

 

4.6.1. Ensaio para quantificação da viabilidade celular em pré-adipócitos 

 

 Para quantificar a viabilidade de pré-adipócitos tratados com diazepam (5, 10 

ou 20 µM), clonazepam (1, 10 ou 50 µM) ou veículo (DMSO 0,04%), por 48 horas, e 

a viabilidade das células expostas ao TNF (5 ou 10 ng/mL), por 1 ou 48 horas, 

realizamos ensaios de viabilidade celular (Anexina V e PI) por citometria de fluxo. Os 
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resultados obtidos mostraram que os tratamentos com diazepam, em todas as 

concentrações empregadas, aumentaram a porcentagem de células viáveis, por 

reduzirem as porcentagens de células em apoptose e necrose (figura 23A). 

Diferentemente, os tratamentos com clonazepam e TNF-α não modificaram a 

porcentagem de células mortas e mantiveram a viabilidade dos pré-adipócitos em 

torno de 70% (figuras 23B-D). 

 

Figura 23 – Viabilidade celular de pré-adipócitos 3T3-L1 por citometria de fluxo 
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Legenda: porcentagem de pré-adipócitos viáveis e mortos por apoptose, necrose ou apoptose tardia. 
(A) Células tratadas com diazepam (5, 10 ou 20 µM) ou veículo (DMSO 0,04%) por 48 horas. (B) Células 
tratadas com clonazepam (1, 10 ou 50 µM) ou veículo (DMSO 0,04%) por 48 horas. (C) Células 
estimuladas com TNF-α (5 ou 10 ng/mL) por 1 hora. (D) Células estimuladas com TNF (5 ou 10 ng/mL) 
por 48 horas. Os dados representam média ± erro padrão da média (EPM) de três experimentos 
independentes. *** p < 0,001 e ** p < 0,01 vs respectivo controle (meio de cultura); ### p < 0,001 e ## p 
< 0,01 vs respectivo veículo. 

Fonte: Autoria própria. 

 

4.6.2. Ensaio para quantificação de nitritos e IL-6 nos sobrenadantes de 

pré-adipócitos 3T3-L1 estimulados pelo TNF-α 

 

 Para padronizar o melhor tempo e concentração de TNF-α, quantificamos a 

produção de NO e IL-6 nos sobrenadantes de pré-adipócitos estimulados pelo TNF-α 

(5 ou 10 ng/mL), por 1 ou 48 horas, pela reação de Griess e pelo método de ELISA, 

respectivamente. Nossos resultados mostraram que a estimulação com 10 ng/mL de 

TNF-α, por 48 horas, aumentou significantemente a produção de NO (figura 24A) e 

IL-6 (figura 24B). 
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Figura 24 – Produção de NO e IL-6 por pré-adipócitos 3T3-L1 
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Legenda: (A) quantificação de NO e (B) IL-6 nos sobrenadantes de pré-adipócitos estimulados pelo 

TNF-α (5 ou 10 ng/mL) por 1 ou 48 horas. Os dados representam média ± erro padrão da média (EPM) 
de três experimentos independentes. *** p < 0,001 e * p < 0,05 vs controle (meio de cultura). 

Fonte: Autoria própria. 

 

4.7. SEÇÃO 07: efeitos dos tratamentos com diazepam e/ou TNF-α sobre 

o processo de diferenciação de pré-adipócitos 3T3-L1 em adipócitos 

maduros 

 

4.7.1.  Expressão gênica de TSPO durante a diferenciação celular: ensaio 

de RT-PCR em tempo real 

 

Quantificamos a expressão gênica de TSPO por RT-PCR em tempo real 

durante a diferenciação de pré-adipócitos da linhagem 3T3-L1 em adipócitos maduros. 

Para tanto, as células foram tratadas com diazepam (5, 10 ou 20 µM), veículo (DMSO 

0,04%) e/ou TNF-α (10 ng/mL), após a confluência dos pré-adipócitos, antes do início 

da diferenciação (figura 25A). Os resultados obtidos evidenciaram que o tratamento 

com veículo ou diazepam (5 µM) modularam positivamente a expressão gênica de 

TSPO no 10º dia de diferenciação, enquanto que o tratamento com 20 µM de 

diazepam aumentou a expressão gênica de TSPO no 3º dia de diferenciação (figura 

25A). Nas células estimuladas pelo TNF-α, o tratamento com veículo ou diazepam (5 

µM) reduziram a expressão gênica de TSPO no 3º dia de diferenciação (figura 25B). 



68 
 

Figura 25 – Expressão gênica de TSPO durante a diferenciação celular. 
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Legenda:  expressão gênica relativa de TSPO durante a diferenciação de pré-adipócitos 3T3-L1 em 

adipócitos maduros. Os pré-adipócitos confluentes foram tratados por 48 horas com diazepam (5, 10 
ou 20 µM), veículo (DMSO 0,04%) e/ou TNF-α (10 ng/mL). Como controle utilizamos o gene endógeno 
18S. Os dados representam a média ± erro padrão da média (EPM) de três ensaios de diferenciação 
em triplicata. * p < 0,05, ** p < 0,01 vs respectivo controle (T0 100% confluência). 

Fonte: autoria própria. 

 

4.7.2. Expressão protéica de TSPO e PPAR-γ durante a diferenciação 

celular: ensaio de Western blotting 

 

Quantificamos a expressão protéica de TSPO e PPAR-γ por Western blotting 

durante a diferenciação de pré-adipócitos da linhagem 3T3-L1 em adipócitos maduros. 

Para tanto, as células foram tratadas com diazepam (5, 10 ou 20 µM), veículo (DMSO 
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0,04%) e/ou TNF-α (10 ng/mL), após a confluência dos pré-adipócitos, antes do início 

da diferenciação (figura 26A). Os resultados obtidos mostraram que a expressão de 

TSPO foi progressivamente modulada no grupo controle durante a diferenciação 

celular (figura 26A). Entretanto, o tratamento com veículo, comparado ao grupo 

controle, diminuiu a expressão protéica de TSPO durante o 3º e o 10º dia de 

diferenciação, e o tratamento com diazepam (5, 10 ou 20 µM) não alterou a expressão 

nos mesmos tempos (figura 26A). Nas células estimuladas pelo TNF-α, o tratamento 

com veículo ou diazepam (5 ou 10 µM) reverteram a diminuição da expressão protéica 

de TSPO induzida pelo TNF-α (figura 26B). Ademais, nossos resultados mostraram 

que os tratamentos com veículo ou diazepam (5, 10 ou 20 µM) não foram capazes de 

reverter a diminuição da expressão protéica de PPAR-γ induzida pelo TNF-α durante 

o 3º dia de diferenciação (figuras 26C e D). 

 

Figura 26 – Expressão protéica de TSPO e PPAR-γ durante a diferenciação celular 
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Legenda:  expressão protéica de TSPO e PPAR-γ durante a diferenciação de pré-adipócitos 3T3-L1 
em adipócitos maduros. Os pré-adipócitos confluentes foram tratados por 48 horas com diazepam (5, 
10 ou 20 µM), veículo (DMSO 0,04%) e/ou TNF-α (10 ng/mL). Como controle utilizamos a proteína β-
actina. Os dados representam a média ± erro padrão da média (EPM) de três ensaios de diferenciação 
em triplicata. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 vs respectivo T0 (100% confluência). # p < 0,05, ## p 
< 0,01, ### p < 0,001 vs respectivo T3 (72h após MDI). 

Fonte: autoria própria. 
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4.7.3. Quantificação do acúmulo de triacilglicerol 

 

Para quantificar o acúmulo de triacilglicerol em adipócitos maduros tratados 

com diazepam (5, 10 ou 20 µM) ou veículo (DMSO 0,04%), estimulados pelo TNF-α 

(10 ng/mL), ou simultaneamente tratados com diazepam e TNF-α, após a confluência 

dos pré-adipócitos, antes do início da diferenciação, empregamos a técnica de 

coloração por Oil Red O. Os resultados obtidos mostraram diminuição da 

concentração de triacilglicerol nos adipócitos maduros que foram estimulados pelo 

TNF-α, e que o tratamento simultâneo com diazepam (5 µM) atenuou os efeitos 

provocados pelo TNF-α (figura 27). 

 

Figura 27 – Acúmulo intracelular de triacilglicerol 
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Legenda: porcentagem de lipídeos corados pelo corante Oil Red O. Os dados representam a média ± 

erro padrão da média (EPM) de dois ensaios de diferenciação em triplicata. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** 
p < 0,001 vs controle (meio de cultura).  

Fonte: autoria própria. 
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4.8. SEÇÃO 08: efeitos dos tratamentos com diazepam e/ou TNF-α em 

adipócitos maduros 

 

4.8.1 Expressão gênica de TSPO e PPAR-γ em adipócitos maduros: ensaio 

de RT-PCR em tempo real 

 

 Quantificamos a expressão gênica de TSPO e PPAR-γ por RT-PCR em tempo 

real em adipócitos maduros tratados com diazepam (5, 10 ou 20 µM) ou veículo 

(DMSO 0,04%) e/ou TNF-α (10 ng/mL), por 48 horas, no 10º dia de diferenciação 

(figura 2B). Nossos resultados mostraram que a estimulação das células com TNF-α 

diminuiu a expressão gênica de TSPO (figura 28B), enquanto que o tratamento com 

10 µM de diazepam reverteu a diminuição da expressão gênica de TSPO induzida 

pelo TNF-α (figura 28B). Ademais, o tratamento das células com veículo ou 20 µM de 

diazepam, bem como a estimulação dos adipócitos pelo TNF-α, reduziram 

drasticamente a expressão gênica de PPAR-γ (figuras 28C e D), e o tratamento com 

10 µM de diazepam reverteu a diminuição da expressão gênica de PPAR-γ induzida 

pelo TNF-α (figura 28D). 

 

Figura 28 – Expressão gênica de TSPO e PPAR-γ em adipócitos maduros. 
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Legenda:  expressão gênica relativa de TSPO e PPAR-γ em adipócitos 3T3-L1 maduros. As células, 

no 10º dia de diferenciação, foram tratadas, por 48 horas, com diazepam (5, 10 ou 20 µM), veículo 
(DMSO 0,04%) e/ou TNF-α (10 ng/mL). Como controle utilizamos o gene endógeno 18S. Os dados 
representam a média ± erro padrão da média (EPM) de três ensaios de diferenciação em triplicata. * p 
< 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 vs controle. 

Fonte: autoria própria. 

 

4.8.2 Expressão protéica de TSPO e PPAR-γ em adipócitos maduros: 

ensaio de Western blotting 

 

Quantificamos a expressão protéica de TSPO e PPAR-γ por Western blotting 

em adipócitos maduros tratados com diazepam (5 ou 10 µM) ou veículo (DMSO 

0,04%) e/ou TNF-α (10 ng/mL), por 48 horas, no 10º dia de diferenciação (figura 2B). 

Nossos resultados mostraram que o tratamento dos adipócitos com 5 ou 10 µM de 

diazepam, além de modular positivamente a expressão protéica de TSPO (figura 29A), 

reverteram a diminuição da expressão protéica de PPAR-γ induzida pelo TNF-α (figura 

29D). 
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Figura 29 – Expressão protéica de TSPO e PPAR-γ em adipócitos 3T3-L1 maduros. 
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[D]  

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:  expressão protéica de TSPO e PPAR-γ em adipócitos 3T3-L1 maduros. As células, no 10º 

dia de diferenciação, foram tratadas, por 48 horas, com diazepam (5, 10 ou 20 µM), veículo (DMSO 
0,04%) e/ou TNF-α (10 ng/mL). Como controle utilizamos a proteína β-actina. Os dados representam 
a média ± erro padrão da média (EPM) de três ensaios de diferenciação em triplicata. * p < 0,05, ** p 
< 0,01, *** p < 0,001 vs controle.  

Fonte: autoria própria. 

 

4.8.3. Quantificação da atividade mitocondrial de adipócitos maduros por 

MTT 

 

 A viabilidade de adipócitos maduros foi determinada indiretamente por meio da 

mensuração da atividade das redutases mitocondriais pela técnica de redução por 

MTT. Para tanto, as células 3T3-L1 foram diferenciadas e, em seguida, tratadas com 

diazepam (5, 10 ou 20 µM), clonazepam (1, 10 ou 50 µM) ou veículo (DMSO 0,04%), 

por 48 horas, após o 10º dia de diferenciação (figura 2B). Nossos resultados não 

evidenciaram diminuição da atividade das redutases mitocondriais. No entanto, 

interessantemente, a concentração de 5 µM de diazepam, comparado ao grupo 

controle (100%), modulou positivamente a atividade enzimática das mitocôndrias nos 

adipócitos (109,48%; figura 30). 
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Figura 30 – Atividade enzimática mitocondrial de adipócitos 3T3-L1 maduros. 
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Legenda:  a técnica de redução por MTT consiste na mensuração da atividade de enzimas redutases 
mitocondriais de células metabolicamente ativas ou viáveis. Como controle positivo foi utilizado 
dimetilsulfóxido (DMSO) a 10%. Os dados representam a média ± erro padrão da média (EPM) de dois 
ensaios de diferenciação em triplicata. * p < 0,05 vs controle. # p < 0,05 vs veículo.  

Fonte: autoria própria. 

 

4.8.4. Quantificação do acúmulo de triacilglicerol e do glicerol livre 

 

Para quantificar o acúmulo intracelular de triacilglicerol e o glicerol livre nos 

sobrenadantes de adipócitos maduros tratados com diazepam (5, 10 ou 20 µM), 

clonazepam (1, 10 ou 50 µM) ou veículo (DMSO 0,04%), estimulados pelo TNF-α (10 

ng/mL), ou simultaneamente tratados com diazepam e TNF-α, no 10º dia de 

diferenciação (figura 1B), empregamos a técnica de coloração por Oil Red O e o kit 

comercial para detecção de lipólise por espectrofotometria, respectivamente. Os 

resultados obtidos mostraram: i) diminuição da concentração de triacilglicerol (figura 

31A), bem como aumento do glicerol livre (figura 31B), em adipócitos maduros 

estimulados pelo TNF-α; ii) aumento do glicerol livre no sobrenadante de adipócitos 

tratados pelo diazepam (20 µM; figura 30B); iii) que o tratamento simultâneo com 

diazepam (5 µM) atenuou os efeitos provocados pelo TNF-α (figura 31C) e, iv) que o 

clonazepam não alterou o acúmulo de triacilglicerol (figura 31D), bem como a 

concentração de glicerol livre (figura 31E), nas células diferenciadas. 
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Figura 31 – Acúmulo intracelular de triacilglicerol e glicerol livre 
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Legenda: (A-C-D) porcentagem de lipídeos corados pelo corante Oil Red O. (B-E) Determinação do 

glicerol livre (nmol/mL) em sobrenadantes de adipócitos maduros tratados pelo diazepam (B; 5, 10 ou 
20 µM) ou clonazepam (E; 1, 10 ou 50 µM). Os dados representam a média ± erro padrão da média 
(EPM) de dois ensaios de diferenciação em triplicata. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 vs controle 
(meio de cultura). 

Fonte: autoria própria. 
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5. DISCUSSÃO 

 

Em resumo, os resultados que foram apresentados em nosso estudo 

demonstram que o tratamento de pré-adipócitos com diazepam não modula a 

adipogênese. Ademais, apesar de o diazepam não modular a expressão gênica e 

protéica de PPAR-γ; em células que foram estimuladas pelo TNF-α, o tratamento com 

diazepam foi capaz de reverter a diminuição da expressão gênica e protéica de PPAR-

γ induzida pelo TNF-α. Este dado, que é novo, confirma nossa hipótese, 

demonstrando uma possível relação entre as vias que controlam a sinalização de 

TSPO e PPAR-γ. Ademais, além de o tratamento dos adipócitos com diazepam 

modular positivamente a expressão protéica de TSPO, efeito este (expressão 

protéica) que não observamos em células tratadas pelo clonazepam, um 

benzodiazepínico de ação exclusivamente central; a incubação de macrófagos com 

diazepam foi capaz de estimular a fagocitose in vitro e suprimir a produção de NO em 

células que foram simultaneamente estimuladas pelo LPS. 

A expressão gênica de TSPO em células da linhagem 3T3-L1 foi evidenciado 

pela primeira vez por Wade e colaboradores (2005), que demonstraram uma 

regulação positiva de fitas complementares de mRNA de TSPO 18kDa durante a 

adipogênese. Neste sentido, com o objetivo de validar nossos primers e células, 

realizamos a expressão gênica quantitativa de TSPO nas linhagens Raw 264.7 e 3T3-

L1. Os resultados obtidos corroboraram os dados de Wade e colaboradores (2005), 

demonstrando uma baixa expressão de TSPO nos pré-adipócitos, seguido por um 

aumento importante na expressão gênica deste receptor durante as fases de 

diferenciação celular. Assim, nos foi permitido inferir que, apesar de não terem sido 

estimuladas com ligantes de TSPO, a expressão gênica de TSPO foi 

significantemente modulada durante as fases de diferenciação das células 3T3-L1. 

Nossos resultados também caracterizaram a expressão gênica basal de TSPO na 

linhagem de macrófagos murino Raw 264.7, corroborando dados da literatura que 

demonstraram a expressão de TSPO em células mononucleares, tais como em 

monócitos e macrófagos (CANAT et al., 1993; PAPADOPOULOS et al., 2006; ZHENG 

et al., 2011; LAZZARINI et al., 2010; BAE et al., 2014). 

A proposta de nosso estudo foi pioneira e, portanto, enfrentamos o desafio de 

padronizar modelos de tratamento, tempos e concentrações sem grandes referências 
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científicas. Deste modo, tomamos como base os estudos de nosso laboratório que 

utilizavam neutrófilos, mas a resposta às concentrações de ligantes de TSPO, bem 

como ao veículo empregado, foi bem diferente do que esperávamos. Assim, para a 

realização dos ensaios iniciais, o diazepam foi empregado nas concentrações de 1, 

10, 100 ou 1000 nM por 24 horas, enquanto que como veículo para o diazepam 

utilizamos inicialmente o solvente DMF (N,N-dimethylformamide) a 0,01%. 

 O objetivo inicial deste estudo foi caracterizar a expressão e função do TSPO 

na diferenciação de células 3T3-L1, em macrófagos da linhagem Raw 264.7, e 

posteriormente desenvolver um modelo de co-cultura entre as células supracitadas 

para investigar os efeitos do diazepam sobre as células que foram simultaneamente 

estimuladas pelo LPS. No entanto, visto o tempo que levamos e os problemas que 

enfrentamos para padronizar o uso e os efeitos do LPS e diazepam sobre os pré-

adipócitos, células da linhagem Raw 264.7, macrófagos primários e na diferenciação 

das células 3T3-L1, passamos a desconsiderar o objetivo inicial de desenvolver a co-

cultura, e empregamos, no lugar da estimulação dos macrófagos pelo LPS, a 

estimulação das células 3T3-L1 por uma das principais adipocinas secretadas durante 

a inflamação crônica de baixa intensidade evidenciada na obesidade, o TNF-α. 

Além disso, como pode ser observado em nossos resultados iniciais, muitos de 

nossos dados foram influenciados negativamente pelo veículo DMF a 0,01%. O 

solvente N-N dimetilformamida (DMF) é amplamente empregado para a solubilização 

de amostras contendo compostos orgânicos hidrofóbicos, e tem sido bem 

documentado que, ao reagir com átomos e moléculas, é capaz de formar ligações 

químicas (C-O, H-O, S=O) e, ainda, diferentes grupos funcionais (hidroxil, éster, 

aminas, sulfinil, grupos éter cíclicos), capazes de sequestrar e/ou bloquear a produção 

de radicais hidroxila e outras espécies reativas de oxigênio (LI, 2013). As ERO são 

importantes para a comunicação celular e a homeostase tecidual, e regulam diversos 

processos fisiológicos, tais como proliferação, resposta a hipóxia, inflamação e a 

resposta imune de células de mamíferos (GÖRLACH et al., 2015). Neste sentido, tem 

sido bem descrito pela literatura científica a participação de radicais hidroxila (·HO) 

como precursores de produtos capazes de modular a abertura de canais mitocondriais 

de K+ sensíveis a ATP (mitoKATP) via proteína quinase C épsilon 1 (PKCϵ1), elevando 

a produção de ERO no citosol e determinando a abertura persistente destes canais 

mitocondriais. Assim, o DMF parece interferir com a abertura persistente destes 
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canais de K+ sensíveis a ATP (mitoKATP) via PKCϵ1, o que resulta em menor produção 

de ERO e sua sinalização (GARLID et al., 2013). Diante das evidências que foram 

constatadas na literatura científica, podemos inferir que o DMF é capaz de atuar 

paralelamente as vias que podem controlar a sinalização e os efeitos do TSPO: i) 

interferindo com a função das mitocôndrias e com a produção de ERO e, ii) com a 

ativação da via da proteína quinase C épsilon 1 (PKCϵ1), que compreende uma das 

isoformas de PKCϵ que pode estar envolvida com a regulação da expressão gênica 

de TSPO (BATARSEH et al., 2010; GATLIFF & CAMPANELLA, 2012).  

Deste modo, de 2013 até os dias atuais, vimos nossa hipótese inicial, de que o 

TSPO seria importante para a adipogênese, bem como para o estudo da obesidade e 

inflamação, apontar das mais variadas formas em vários estudos de grande 

relevância. Em um destes trabalhos, que utilizava o mesmo modelo celular (3T3-L1), 

mas diferentes ligantes de TSPO, percebemos o emprego de concentrações de 

ligantes de TSPO mais elevadas e respostas celulares mais acentuadas. Assim, 

diante dos problemas que estávamos enfrentando, passamos a considerar estas 

informações para a continuidade dos ensaios. Assim, com base no estudo de Li e 

colaboradores (2015), substituímos o veículo DMF (0,01%) pelo DMSO (0,04%), 

passamos a empregar concentrações mais elevadas de diazepam (5, 10 ou 20 µM) e, 

adicionalmente, empregamos o clonazepam (1, 10 ou 50 µM), um benzodiazepínico 

de ação exclusivamente central (GABAA), como controle do diazepam.  

Visto que na literatura não encontramos dados referentes ao uso do diazepam 

em células da linhagem 3T3-L1, realizamos ensaios de viabilidade celular para excluir 

possíveis efeitos citotóxicos e validar as novas concentrações de diazepam, 

clonazepam e/ou veículo. Interessantemente, os tratamentos com diazepam, em 

todas as concentrações empregadas, aumentaram a porcentagem de células viáveis, 

por reduzirem a porcentagem de pré-adipócitos mortos por apoptose, necrose e/ou 

apoptose tardia. Vale ressaltar que este efeito não foi observado nos tratamentos com 

veículo ou clonazepam (controle do diazepam), que mantiveram a viabilidade das 

células satisfatoriamente em torno de 70%. Assim, com base nos resultados que 

obtivemos, nos é permitido inferir que a ativação da proteína TSPO pelo seu ligante 

diazepam foi capaz de modular positivamente as vias que controlam a apoptose e a 

necrose celular, fato que aumentou a porcentagem de células viáveis e, 

possivelmente, favoreceu a proliferação e/ou a diferenciação das células. 
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Adicionalmente, demonstramos que o TNF- α, em ambas as concentrações que 

foram empregadas para padronização (5 ou 10 ng/mL), não foi citotóxico, e aumentou 

os níveis de NO e IL-6 nos sobrenadantes das células (10 ng/mL; 48 horas). Deste 

modo, com a concentração de trabalho e tempo de exposição validadas, partimos 

investigar os efeitos do TNF-α sobre a diferenciação das células 3T3-L1 e sobre a 

cultura de adipócitos maduros. Entretanto, utilizando, simultaneamente, os 

tratamentos com o ligante de TSPO diazepam.  

Nossos resultados corroboraram os dados da literatura, mostrando que durante 

a adipogênese, o acúmulo de triacilglicerol pelas células em diferenciação foi 

consideravelmente prejudicado pelo tratamento com TNF-α. Ao mesmo tempo, o 

tratamento de adipócitos maduros com TNF-α aumentou a concentração de glicerol 

livre nos sobrenadantes, e diminuiu significantemente o acúmulo intracelular de 

triacilglicerol e a expressão protéica de PPAR-γ. Em conjunto, estes dados validaram 

nosso modelo experimental, evidenciando os efeitos do TNF-α já bem descritos pela 

literatura científica.  

Ademais, mostramos aqui, pela primeira vez, que o tratamento com TNF-α 

impediu a expressão gênica progressiva de TSPO durante a diferenciação de pré-

adipócitos 3T3-L1 e, ainda, que, em adipócitos maduros, o tratamento com TNF-α 

diminuiu a expressão gênica e protéica de TSPO. Deste modo, ao inferirmos sobre a 

importância da expressão de genes adipogênicos para a biogênese mitocondrial, 

percebemos que, a biogênese mitocondrial, se diminuída pela ação do tratamento 

com TNF-α, pode responder, pelo menos em parte, pela diminuição da expressão 

gênica e protéica de TSPO, bem como pela diminuição do acúmulo de triacilglicerol. 

Com base no que observamos, partimos investigar se o diazepam poderia 

modular os efeitos provocados pelo tratamento com TNF-α. Assim, primeiramente, 

observamos que o aumento da expressão gênica e protéica de TSPO, provocados 

pelos tratamentos com diazepam durante a diferenciação das células 3T3-L1 ou em 

adipócitos maduros, não foi acompanhado pelo acúmulo de triacilglicerol, mas pela 

expressão protéica de PPAR-γ em adipócitos maduros. Ainda não nos é possível 

inferir sobre os mecanismos que medeiam esta importante indução protéica de PPAR-

γ via ativação de TSPO por seu ligante diazepam (5 ou 10 µM). No entanto, 

adipocinas, espécies reativas de oxigênio e NO poderiam atuar como moléculas 

sinalizadoras (ZHANG et al., 2013). Com estes dados, inferimos que a expressão 
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gênica e protéica de TSPO, em condições basais, seja parte integrante do processo 

de biogênese mitocondrial, e que a ativação de TSPO pelo seu ligante diazepam não 

modula o processo de adipogênese. Assim, uma vez que não encontramos alterações 

na adipogênese induzidas pelo tratamento dos pré-adipócitos com diazepam (5, 10 

ou 20 µM), não seguimos adiante com os ensaios para a quantificação dos genes: 

C/EBP-α, FABP4.  

As mitocôndrias, além de estar envolvidas no catabolismo de aminoácidos, 

ciclo da uréia e produção de espécies reativas de oxigênio (ERO), estão associadas 

à regulação de várias vias de sinalização, tais como as vias que controlam a apoptose 

e a morte celular (BOUDINA & GRAHAM, 2014). Deste modo, com base nos 

resultados que obtivemos, evidenciamos que a incubação dos adipócitos maduros 

com diazepam, clonazepam ou veículo não diminuíram a viabilidade das células por 

MTT, mas a ativação da proteína TSPO pelo seu ligante diazepam (5 µM) foi capaz 

de modular positivamente a atividade mitocondrial dos adipócitos. Interessantemente, 

demonstramos que a ativação da proteína TSPO pelo seu ligante diazepam (5 µM) 

atenuou a lipólise provocada pela ação do TNF-α em adipócitos maduros. 

Interessantemente, o tratamento simultâneo empregando diazepam (5 µM) e 

TNF-α também atenuou a diminuição do acúmulo de triacilglicerol provocada pela 

ação do TNF-α sobre a diferenciação das células 3T3-L1 em adipócitos maduros. Este 

efeito antagonista do diazepam foi acompanhado por um aumento na expressão 

gênica de TSPO (5 ou 10 µM) em adipócitos maduros, e nos demonstrou que a 

ativação do TSPO pelo seu ligante diazepam (5 µM) foi capaz de, pelo menos em 

parte, modular a adipogênese, favorecendo a expressão protéica de PPAR-γ, o 

acúmulo de triacilglicerol e, possivelmente, recuperando a atividade mitocondrial das 

células.  

Sabemos da importância que é a produção de espécies reativas de oxigênio 

para a homeostase e comunicação celular, e que o TSPO, além de estar associado 

com a produção de ERO (MAULIK & KUMAR, 2012), possui inúmeras outras funções 

mitocondriais (GATLIFF & CAMPANELLA, 2012). Como exemplo, podemos citar a 

produção de NO que é dependente da atividade de um grupo de enzimas denominado 

NO synthases (NOS). Diferentes isoformas são expressas constitutivamente no 

cérebro (nNOS) e no endotélio (eNOS), enquanto que também podem ser 

significantemente induzidas em outros tecidos e células da imunidade (iNOS) 
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(AKTAN, 2004). Assim, apesar das particularidades de cada isoforma, ambas 

necessitam do cofator heme para a ativação de seu sítio catalítico (KNOWLES & 

MONCADA, 1994; AKTAN, 2004). Ademais, a produção do cofator heme é 

mitocondrial e diretamente dependente da protoporfirina IX (VÁGÁNI & SMITH, 2015). 

Interessantemente, inúmeros trabalhos na literatura demonstram a participação do 

TSPO na biossíntese do cofator heme e, ainda, a protoporfirina IX como um ligante 

endógeno de TSPO (VEENMAN et al., 2007).  

Deste modo, durante a inflamação crônica de baixa intensidade, altos níveis de 

adipocinas inflamatórias, bem como de NO (iNOS), poderiam contribuir para a 

sustentação dos efeitos inflamatórios, o que favoreceria o mal funcionamento das 

células (POULAIN-GODEFROY; FROGUEL, 2007). Em contrapartida, dados da 

literatura mostram que o NO, além de um importante mensageiro intracelular, possui 

papel relevante em vários sistemas biológicos, como o imune, nervoso e 

cardiovascular e, ainda, modula os estoques de gordura pelo aumento da captação 

de glicose mediada pela insulina e da diminuição da lipólise (BREDT; SNYDER, 1994; 

DAWSON; DAWSON, 1995; GAUDIOT et al., 2000). Neste sentido, nós mostramos 

que o tratamento de pré-adipócitos com TNF-α aumentou os níveis de IL-6 e NO, e 

que o tratamento de macrófagos primários com LPS modulou positivamente a 

produção de NO. Interessantemente, o tratamento simultâneo com diazepam, ainda 

nas concentrações antigas de diazepam (1, 10 ou 100 nM), reverteu significantemente 

a produção de NO (1 ou 10 nM) evocada pela incubação com LPS, e o tratamento 

com 100 nM de diazepam aumentou a atividade fagocítica de células Raw 264.7. 

Estes dados são interessantes e únicos na literatura, e demonstram a atuação do 

TSPO modulando vias importantes para inúmeras funções celulares. 

A proteína TSPO e seus ligantes podem afetar inúmeras funções celulares 

dependendo do tipo celular em que está expresso e da densidade de expressão 

(GAVISH et al., 1992; IKEZAKI; BLACK, 1992; CANAT et al., 1993). No entanto, é 

importante ressaltar que sob algumas condições fisiológicas e dependendo da 

concentração do ligante utilizada (micro ou nanomolar), tipo de tecido ou célula, estes 

ligantes poderão apresentar efeitos agonistas, antagonistas ou mistos (SCARF et al., 

2011; SHANY et al., 1994; CHAUVEAU et al., 2008; RUPPRECHT et al., 2010). Assim, 

temos observado que a concentração de 20 µM de diazepam, diferentemente das 

concentrações de 5 ou 10 µM, diminui de maneira expressiva a expressão gênica de 



84 
 

PPAR-γ e TSPO, tal qual o TNF-α. Interessantemente, pudemos ver também que a 

concentração de 20 µM de diazepam diminuiu o acúmulo de triacilglicerol, bem como 

aumentou a concentração de glicerol livre no sobrenadante das células. Este efeito é 

muito interessante, mas os dados são isolados e a maioria dos resultados com a 

concentração de 20 µM de diazepam são inconclusivos.  

Ademais, nossos resultados evidenciaram que a incubação dos adipócitos 

maduros com clonazepam não foi capaz de aumentar a expressão protéica de TSPO. 

Entretanto, os resultados obtidos evidenciaram que a ativação da proteína TSPO pelo 

seu ligante diazepam (5 ou 10 µM) foi capaz de modular positivamente a expressão 

da proteína TSPO. Ainda, nossos dados demonstraram uma diminuição da expressão 

gênica de TSPO e PPAR-γ e da expressão protéica de PPAR-γ em adipócitos 

maduros estimulados pelo TNF-α. Além disso, interessantemente, nestas células, o 

tratamento com diazepam (10 µM) reverteu a diminuição da expressão gênica de 

TSPO e PPAR-γ provocada pela ação do TNF-α, e o tratamento com diazepam (5 ou 

10 µm) modulou positivamente a diminuição da expressão protéica de PPAR-γ 

induzida pelo TNF-α.  
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6. CONCLUSÃO 

 

Em resumo, estes dados, que são novos, e vêm de encontro das hipóteses já 

descritas pela literatura científica, confirmam a possível relação entre as vias que 

controlam a sinalização de TSPO e PPAR-γ, e demonstram a regulação da proteína 

TSPO nas vias que controlam a morte celular por apoptose, a produção de NO e a 

fagocitose. Assim, apesar de inferirmos que, pelo menos em parte, a ativação de 

TSPO pelo seu ligante diazepam é capaz de modular a ativação de NF-kB induzida 

pelo TNF-α, revertendo a diminuição da expressão gênica de TSPO e PPAR-γ e a 

expressão protéica de PPAR-γ, não nos é possível inferir sobre o real mecanismo que 

regula este processo. 

Por fim, concluímos que, apesar das dificuldades que enfrentamos, e do 

pioneirismo da proposta, que ora nos levou ou não distante dos caminhos mais 

corretos para a condução desta Tese, estamos certos de nossa contribuição para com 

o nosso laboratório, para com os dados e futuros projetos do laboratório e, com o 

amadurecimento dos novos dados, para com a literatura científica. 
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ANEXO 1 – CERTIFICADO DA COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS 
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ANEXO 2 – CURRÍCULO DA PLATAFORMA LATTES 
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ANEXO 3 – FICHA DO ALUNO ATUALIZADA 
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