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RESUMO

BARIONI, E. D. Interferéncia do TSPO sobre as vias de ativacédo de adipocitos da
linhagem 3T3-L1. 2018. 117f. Tese de Doutorado. Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2018.

A obesidade esta associada a um processo inflamatorio crénico de baixa intensidade
e representa um dos fatores de risco para o desenvolvimento de uma série de
comorbidades. A proteina TSPO esta envolvida em inimeras funcbes celulares,
incluindo biossintese e transporte de esteréides, transporte de porfirinas, apoptose,
biossintese do heme, processos oxidativos e imunomodulacdo. Ademais, a presenca
e a funcéo da proteina TSPO no tecido adiposo e na inflamacédo ainda ndo estdo bem
estabelecidas. Deste modo, o objetivo do presente estudo foi validar a expressao e
funcdo do TSPO durante a diferenciacdo de células 3T3-L1, e investigar se o
tratamento de adipdcitos 3T3-L1 com diazepam, um benzodiazepinico de acdo central
(GABAA\) e periférica (TSPO), é capaz de modular os efeitos inflamatorios induzidos
pela incubacéo das células 3T3-L1 com TNF-a. Nossos resultados evidenciaram que,
em nosso estudo, o tratamento de pré-adipdcitos com diazepam ndo modulou a
adipogénese. Entretanto, apesar de o diazepam per se ndo modular o0 acimulo de
triacilglicerol e a expressao génica e protéica de PPAR-y; em células estimuladas pelo
TNF-a, o tratamento com diazepam foi capaz de reverter a diminuicdo da expressao
génica e protéica de PPAR-y induzida pelo TNF-a. Ademais, o tratamento dos
adipdcitos com diazepam foi capaz de modular positivamente a expressao protéica de
TSPO, efeito este que ndo observamos em células tratadas pelo clonazepam, um
benzodiazepinico de agdo exclusivamente central. Em resumo, os dados obtidos
neste estudo, pela primeira vez, demonstram a possivel relacdo entre as vias que
controlam a sinalizacdo de TSPO, TNF-a e PPAR-y. Assim, nos € possivel inferir que
a ativacdo de TSPO pelo seu ligante diazepam foi capaz de modular a ativacéo de
NF-kB induzida pelo TNF-a, promovendo, com a diminui¢gdo da lipdlise e aumento da
expressao génica de TSPO e génica e protéica de PPAR-y, o reestabelecimento da
homeostase celular, 0 que aumentaria a sobrevida das células, a atividade
mitocondrial, e a atividade adipogénica dos adipécitos.

Palavras-chave: Imunotoxicologia, Células Adiposas, Inflamacéo, Obesidade,
Diazepam.



ABSTRACT

BARIONI, E. D. Interference of TSPO upon the activation pathways of 3T3-L1
adipocytes. 2018. 117f. Tese de Doutorado. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de S&o Paulo, S&o 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-a 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-y; in TNF-a stimulated
adipocytes, the treatment with diazepam was able to modulate the decreased of
PPAR-y gene and protein expression induced by TNF-a. 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-a and PPAR-y signaling. Thus, it is possible that the activation of TSPO by
diazepam was able to modulate TNF-a-induced activation of NF-kB, promoting the
reduction of lipolysis and increased of TSPO gene expression and PPAR-y 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. INTRODUCAO

1.1. Aspectos gerais do tecido adiposo

O tecido adiposo (TA) compreende um tipo especial de tecido conjuntivo
formado predominantemente por adipocitos (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2006), e
sustentado por uma matriz de tecido conjuntivo contendo fibras de colageno e
reticulares, fibras nervosas, estroma vascular, nodulos linfaticos, células imunes,
fibroblastos e pré-adipécitos (AHIMA & FLIER, 2000). As células adiposas,
diferentemente de outras células espalhadas pelo corpo, possuem a maquinaria
enzimatica necessaria para sintetizar (lipogénese) ou mobilizar (lipélise) triglicerideos,
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 reservatorios de energia corporal, e também responsavel por
modelar o fendtipo corporal de homens e mulheres, bem como fornecer protecéo
mecanica contra impactos, preencher espacos e posicionar determinados 6rgaos e/ou
visceras ocas em seus lugares (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2006).

A histogénese do TA € um processo altamente coordenado, e tem seu inicio
antes do nascimento. O adipdcito maduro € o resultado final do comprometimento de
células tronco mesenquimais indiferenciadas que, além de formar outros tipos
celulares, dao origem a fibroblastos e lipoblastos. Os lipoblastos ou pré-adipdcitos,
sdo células morfologicamente semelhantes a fibroblastos, porém logo acumulam
gordura em seu citoplasma e diferenciam-se em células adiposas maduras. Este
processo, no entanto, € altamente controlado e dependente da ativacéo de fatores de
transcricdo adipogénicos, tais como PPAR-y e C/EBP-a, B e & (CCAAT/enhancer
binding protein; FARMER, 2004). Assim, tem sido mostrado que a expressdo de
PPAR-y e C/EBP-a s&o altamente dependentes um do outro, e regulam positivamente
a adipogénese, enquanto que a expressdao de C/EBP-B e & potencializam as
expressdes de PPAR-y e C/EBP-a (FARMER, 2004). Adicionalmente, sinais
hormonais e fatores nutricionais podem afetar positiva ou negativamente a
diferenciacdo dos adipécitos, assim como também componentes envolvidos na

interacdo célula-célula e célula-matriz (GREGOIRE et al., 1998).
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Nos mamiferos, 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 distribuicdo corporal limitada, um citoplasma contendo
inmeras goticulas lipidicas e um grande nimero de mitocondrias que liberam calor
pela oxidacdo de &acidos graxos, processo este denominado termogénese e
dependente da atividade da proteina desacopladora-1 (UCP-1). A UCP-1 esta
localizada na membrana mitocondrial interna e é responsavel por impedir a sintese de
trifosfato de adenosina (ATP), desviando o acumulo de prétons, gerados no espaco
intermembranoso mitocondrial durante o ciclo de Krebs, do complexo FiFo (ATP
sintase), e permitindo que o potencial gerado se dissipe como calor (CANNON &
NEDERGAARD, 2004; BOUDINA & GRAHAM, 2014). Por este motivo, o TAM esta
praticamente ausente em humanos adultos, mas é encontrado em fetos, recém-
nascidos, pequenos mamiferos, e em animais que hibernam (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2006).

Diferentemente, os adipocitos maduros do tecido adiposo branco (TAB),
armazenam triglicerideos em uma Unica grande gota lipidica, possuem um numero
relativamente menor de pequenas mitocondrias, e sua participacdo na termogénese
€ praticamente desprezivel (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2006; FONSECA-ALANIZ et
al.,, 2007; BOUDINA & GRAHAM, 2014). O TAB, ao contrario do TAM, esta
amplamente distribuido pelo organismo, e suas principais a¢cdes podem ser divididas
em: lipogénicas (biossintese, incorporacdo e armazenamento de triacilglicerol) e
lipoliticas (liberacdo de &cidos graxos livres e glicerol). Ademais, o TAB, além de
fornecer energia quando necessario, € um excelente isolante térmico, e dado a sua
distribuicdo abrangente, tal como na derme e tecido subcutaneo, possui papel

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

Com o passar dos anos e desenvolvimento de novos estudos, observou-se a
importancia enddcrina, bem como paracrina e/ou autocrina, do TAB, visto sua
capacidade de produzir e/ou secretar substancias coletivamente chamadas de
adipocinas, e que consolidaram a ideia do TAB como um 6rgao dinamico e central na
regulacdo do metabolismo (FONSECA-ALANIZ et al., 2007). Assim, o TAB, além de
modular o funcionamento de muitos tecidos corporais pela liberacdo de adipocinas,

sofre a influéncia de muitos hormonios, fatores de crescimento, e outras substancias
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endogenas e/ou exdégenas, uma vez que os adipdcitos possuem uma ampla variedade

de receptores distribuidos pelo citosol e membrana plasmatica.

A linhagem de células 3T3-L1 é amplamente empregada em estudos que visem
avaliar a funcdo de células adiposas in vitro e compreende uma linhagem de pré-
adipdcitos murino que se diferencia em adipdcitos maduros apos sua confluéncia e
pela exposicdo adicional destas células a um coquetel adipogénico contendo: a)
isobutilmetilxantina (IBMX), b) dexametasona (DEX) e, c) insulina. Ademais, a
exposicao das células 3T3-L1 ao coquetel adipogénico induz uma cascata de eventos
celulares que culminam com a ativacao de fatores de transcricéo, tais como C/EBP-f3
e 0, que induzem a expressdo de outros fatores essenciais para a completa
diferenciacdo destas células, tais como o PPAR-y e o C/EBP-a (FARMER, 2004).

Dentre as mais variadas adipocinas que podem ser produzidas pelos adipdcitos
do TAB, sédo encontradas desde citocinas proé-inflamatérias, tais como o fator de
necrose tumoral-a (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6; FONSECA-ALANIZ et al., 2007), que
sabidamente séo secretadas em resposta a agentes enddégenos e/ou exdgenos, tais
como o lipolissacarideo de E. coli (LPS) a partir da ativacdo 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-B (TGF-B) e pelo fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF). Além disso, os adipdcitos podem produzir e
secretar proteinas da via alternativa do complemento (adipsina), substancias capazes
de controlar a pressao arterial (angiotensinogénio), a coagulacao sanguinea (inibidor
do ativador de plasminogénio-1, PAI-1), e substancias que, entre outras coisas,
modulam a homeostase glicémica (adiponectina, resistina, visfatina, leptina;
FONSECA-ALANIZ et al., 2007). Deste modo, fica evidente que doencas 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 doencas.

A obesidade € uma doenca cronica do tecido adiposo, caracterizada pelo
anormal e/ou excessivo acumulo de gordura corporal, e estd associada a uma
inflamacé&o crénica de baixa intensidade, determinada pela ativacédo pré-inflamatoria
de pré-adipécitos e adipdécitos, pelo aumento abundante no nimero de macréfagos

ativados no tecido adiposo, e pelo aumento nos niveis plasmaticos de proteina C
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reativa (PCR), interleucina 1 (IL-1), IL-6, interleucina 8 (IL-8), interleucina 18 (IL-18),
leptina e TNF-a (KAHN et al., 2006; KIM et al., 2006; YE; MCGUINNESS, 2013). Estas
citocinas pro-inflamatorias, por sua vez, além de afetar a fungcdo metabdlica de varios
orgaos, incluindo figado, coracdo, musculos e cérebro (HOTAMISLIGIL, 2006;
SHOELSON; LEE; GOLDFINE, 2006), prejudicam a sinalizacdo da insulina,
desencadeando algumas das altera¢cBes crénicas decorrentes da obesidade, como a
resisténcia a insulina e o subsequente desenvolvimento do diabetes mellitus do tipo 2
(ZEYDA; STULNIG, 2007; YE; MCGUINNESS, 2013).

O TNF-a é uma das principais adipocinas envolvidas na inflamagéo cronica de
baixa intensidade evidenciada na obesidade. Esta citocina € produzida por adipécitos
e pelas células do microambiente, tais como macréfagos; interage com as células de
maneira enddcrina, paracrina e/ou autocrina, por meio de receptores para TNF-a do
tipo | (TNFRI) ou Il (TNFRII), ambos, expressos no tecido adiposo (HUBE; LEE, 1999),
e atua via ativacdo do fator de transcricdo NF-kB (SERRANO-MARCO et al., 2012).
Assim, a ativacdo de NF-kB via TNF-a contribui para a sintese e secre¢cao de outras
adipocinas pro-inflamatérias, tais como a IL-6 (SERRANO-MARCO et al., 2012). Este
microambiente inflamado compromete a homeostase das células, e interfere
diretamente na expressao de genes adipogénicos, tais como PPAR-y, C/EBP-a e
C/EBP-0, essenciais para o desenvolvimento fenotipico e funcionamento adequado
das células adiposas (KUDO et al., 2004). Em adipécitos maduros, além de induzir
lipdlise (JIN et al., 2014), o TNF-a compromete as vias de sinalizacao da insulina, por
interferir, ndo somente, mas também, com o funcionamento do receptor de insulina
via inibic&o de sua atividade tirosina kinase (HOTAMISLIGIL et al., 1996; SHOELSON,;
LEE; GOLDFINE, 2006).
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1.2. Translocator protein (18kDa) TSPO

Os benzodiazepinicos (BZD) estédo entre os medicamentos psicotropicos! mais
prescritos e utilizados no mundo devido a sua grande eficacia, baixa toxicidade e aos
seus efeitos como ansiolitico, sedativo, anticonvulsivante e relaxante muscular (SILVA
et al., 2003; RUIZ et al., 1993; CARLINI et al., 2001). Introduzidos na terapéutica no
inicio da década de 60, estes medicamentos alavancaram o tratamento de desordens
psiquicas como a tensao, o medo e a ansiedade (WOODS et al., 1992; KINANI et al.,
2007; RISS et al., 2008). No Brasil, aproximadamente 100 medicamentos a base de
benzodiazepinicos, possuem, na maioria das vezes, nomes quimicos que terminam
com o sufixo pam (diazepam, lorazepam etc.). Estes medicamentos classificados
como psicotrépicos, possuem grande propriedade reforcadora e, desta forma, sao
passiveis de auto-administracdo, o que significa que podem levar a dependéncia
(CARLINI et al., 2001). Os principais efeitos clinicos dos BZD estdo diretamente
ligados a sua alta afinidade por receptores centrais para benzodiazepinicos (CBR)
acoplados a receptores GABAa presentes no Sistema Nervoso Central (SNC).
Entretanto, outros receptores, em 6rgéos periféricos, tém sido identificados (PBR,
peripheral benzodiazepine receptor) nos rins, figado, pulmdes, tecidos enddcrinos
produtores de esterdides, como a glandula adrenal e testiculos, 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) tém sido fonte de inUmeros estudos que visam esclarecer, ndo
apenas sua relacdo com algumas doencas, mas o seu papel farmacolégico e
fisiologico na biossintese e transporte de esterdides, no transporte de porfirinas, na
apoptose, na biossintese do heme, no transporte de ions, na respiracdo celular, nos
processos oxidativos e na imunomodulacdo (CASELLAS et al., 2002
PAPADOPOQULOS et al., 2006; ZAVALA, 1997; TAKETANI et al., 1995; BASILE et al.,

! Medicamentos psicotrépicos sdo aqueles que “agem no Sistema Nervoso Central produzindo alteracdes de
comportamento, humor e cognigdo, possuindo grande propriedade reforcadora sendo, portanto, passiveis de
auto-administra¢Go”
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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,
guando pesquisadores buscavam novos sitios de ligacdo em tecidos periféricos para
medicamentos como o diazepam (BRAESTRUP; ALBRECHTSEN; SQUIRES, 1977;
PAPADOPOULOS et al., 2006). Embora, principalmente por razdes historicas, o termo
PBR seja amplamente aceito pela comunidade cientifica, outras denominagdes tém
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
w3 receptor. Todos os termos supracitados, embora definam certas propriedades, nao
refletem a verdadeira funcédo destes receptores e, por este motivo, Papadopoulos e
colaboradores (2006), sugeriram trés outras nomenclaturas a proteina, baseados,
principalmente, em dados encontrados na literatura com relagao a estrutura, fungao e

localizag&o celular.

Alguns dos fatores que influenciaram a modificagdo do termo PBR foram: 1) a
imprecisao do termo “benzodiazepinico”, uma vez que nem todos os BZD, e ainda,
outras estruturas, tais como o colesterol e a protoporfirina 1X, sdo ligantes deste
receptor; 2) a imprecisdo 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 producdo de neuroesteroides e, 3) o fato de ndo atuar,
Unica e exclusivamente, como receptor; sendo sua localizacao celular, na maioria das
vezes, mitocondrial, e tendo como principais func¢des: - a ligacdo e o transporte de
colesterol; - o transporte de proteinas e, - a ligacdo e o transporte de porfirinas
(PAPADOPQULOS et al., 2006; MUKHERJEE; DAS, 2012). Sendo assim, 0 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 localizagéo celular e, ainda, fornece segundo os
autores, especificidade e flexibilidade & nomenclatura, uma vez que no mesmo estudo
€ sugerido a utilizacdo de termos como mitoTSPO e nucTSPO para trabalhos que
visem especificamente estudar a proteina TSPO localizada nas mitocondrias e no
nacleo das células, respectivamente (PAPADOPOULOQOS et al., 2006).
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O receptor TSPO ¢é produto de uma familia de genes bacterianos
evolutivamente conservados e expressos em diversos tecidos (LINDEMANN;
FEUILLOLEY; PAPADOPOULOS, 2012). Apresenta-se na forma de um complexo
heteromérico de trés 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 dominios transmembranas expressos
principalmente em tecidos que sintetizam esterdides, como a glandula adrenal, o
cérebro e os testiculos e, conforme citado anteriormente, é também encontrado em
orgdos como o coracao, rins, figado, pulmdes, 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
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Legenda: O receptor TSPO apresenta-se na forma de um complexo heteromérico formado por trés
subunidades protéicas, a saber: a primeira de 18-kDa (18-kDa isoquinoline-binding protein, IBP
(TSPQ)), 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 proteina TSPO possui cinco dominios
transmembranas expressos principalmente em tecidos que sintetizam esteréides, e esta 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 estd localizado, predominantemente, na
membrana externa e interna de mitocéndrias, regulando, principalmente, a respiracao
celular e a translocacéo do colesterol (PAPADOPQULOS et al., 2006; MUKHERJEE;
DAS, 2012; ANHOLT et al., 1985; LINDEMANN; FEUILLOLEY; PAPADOPQOULOS,
2012). No entanto, alguns estudos apontam a sua presenca no complexo de Golgi,
lisossomos, peroxissomos, no nucleo e na membrana plasmatica de algumas células
(O’'BEIRNE et al., 1990; OKE et al., 1992; CANAT et al., 1992). Ademais, no SNC, a
expressdo de TSPO exibe caracteristicas farmacolégicas que as distinguem de
receptores centrais para benzodiazepinicos acoplados aos GABAa (LINDEMANN;
FEUILLOLEY; PAPADOPOULOQS, 2012; ANHOLT et al., 1985).

O receptor TSPO e seus ligantes podem afetar indmeras funcdes celulares
dependendo do tipo celular em que estad expresso e da densidade de expressao
(GAVISH et al., 1992; IKEZAKI; BLACK, 1992; CANAT et al., 1993). Neste sentido,
embora este receptor ofereca uma ampla variedade de sitios de ligacdo, a correta
identificacdo e a real importancia destes locais ainda é mal compreendida (SCARF et
al., 2011). Dois ligantes seletivos e com afinidade em escala nanomolar tém sido
fundamentais a caracterizacdo de TSPO, a saber: o benzodiazepinico, com efeito
agonista, R05-4864, e a isoquinolina carboxamida, com efeito antagonista, PK11195.
No entanto, é importante ressaltar que sob algumas condi¢des fisiologicas e
dependendo da concentracdo 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 funcéo fisiolégica do TSPO in vivo ainda € mal compreendida, porém,
segundo Papadopoulos e colaboradores (1997), esta proteina mostrou-se essencial
para o desenvolvimento e sobrevivéncia de embrides geneticamente deficientes para
TSPO (PAPADOPOULOS etal., 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 discussdo no meio cientifico, e comprova a
necessidade de mais estudos que visem esclarecer o papel e a importancia fisioldgica
da proteina TSPO.

No tecido adiposo, a presenca e funcdo de TSPO ainda ndo estd bem

estabelecida. No entanto, Solveyra e colaboradores (1988) detectaram a expressao
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de TSPO no tecido adiposo marrom interescapular de ratos; Lee e colaboradores
(2004) mostraram a participacdo de TSPO e seus ligantes na diferenciacdo de células
tronco mesenquimais de humanos em células do tecido adiposo e, Wade e
colaboradores (2005) mostraram, pela primeira vez, a regulacdo positiva de fitas
complementares de mRNA de TSPO 18-kDa durante o processo de diferenciacao de
células 3T3-L1.

Recentemente, Thompson e colaboradores (2013) sugeriram que o TSPO
possui papel relevante na homeostasia do tecido adiposo, demonstrado pela reducéo
da expresséao génica de TSPO no tecido adiposo branco de camundongos obesos, e
pelas evidéncias que demonstraram que a administra¢ao in vivo de PK11195 modulou
negativa e positivamente a expresséo de genes envolvidos com a lipogénese e com
a lipolise, 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 expressao génica de TSPO durante a diferenciacéo de pré-
adipécitos 3T3-L1 e SW872. Por ultimo, Li e colaboradores (2015) mostraram que 0
tratamento de células 3T3-L1 com ligantes de TSPO, tais como PK11195 e FGIN-1-
27, modularam vias intracelulares ligadas a producéao e liberacdo de adipocinas, bem

como o metabolismo da glicose e a adipogénese.

Em conjunto, os dados apresentados acima, demonstram a expressao e a
participacdo do TSPO no metabolismo das células adiposas, e sugerem a participacao
do TSPO nos processos de diferenciacao de células 3T3-L1. No entanto, os dados
gue estao disponiveis na literatura ndo empregam in vitro o diazepam como um ligante
para TSPO, e também ndo demonstram os possiveis efeitos do diazepam sobre as

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

O objetivo do presente estudo foi caracterizar a expressédo do TSPO durante a
diferenciacdo de células 3T3-L1 (pré-adipdcitos e adipdcitos), e investigar se o
tratamento de adipdcitos 3T3-L1 com diazepam, um benzodiazepinico de acdo central
(GABAA) e periférica (TSPO), é capaz de modular os efeitos causados pela incubacao
das células 3T3-L1 com TNF-a.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Células imortalizadas e condi¢cdes de cultura

Os pré-adipdcitos 3T3-L1 (CL-173, ATCC®) foram adquiridos junto ao Banco de
Células do Rio de Janeiro (BCRJ). As células foram mantidas em nosso laboratoério
em atmosfera de 5% de CO2 a 37°C em meio Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM,;

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

Os macro6fagos da linhagem Raw 264.7 (TIB 71, ATCC®) foram doados pela
Prof2 Dr2 Regina P. Markus do Instituto de Biociéncias do Departamento de Fisiologia
Geral da Universidade de Sao 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 realizacdo dos ensaios com macréfagos primarios, camundongos
Balb/c, machos, com 6 a 8 semanas de idade e peso entre 20-25g, foram fornecidos
pelo Biotério do Instituto de Quimica e da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de S&o Paulo. Os animais foram mantidos em condi¢gdes normais de
biotério, com ciclo de luz e temperatura controlado, bem como acesso a alimento e
agua ad libidum. Os procedimentos experimentais foram realizados apés inducéo de
anestesia com cloridrato de ketamina (77mg/Kg) e cloridrato de xilazina (7mg/Kg)
(Vetbrands) por via subcutanea. Vale ressaltar que o presente trabalho foi submetido
e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Séo Paulo (Protocolo CEUA/FCF/498).

3.3. Obtencéo de macrofagos para 0s ensaios in vitro

Para a realizagdo dos ensaios in vitro, macrofagos primarios foram obtidos da

cavidade peritoneal de camundongos Balb/c, machos, adultos, 5 dias (120 horas)
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apos a injecado intraperitoneal de 3mL de tioglicolato de sédio a 4%. Para tanto, os
animais foram anestesiados e exsanguinados por seccdo da artéria carotida e o
lavado da cavidade peritoneal foi coletado apos injecéo intraperitoneal de 3mL de PBS
estéril. O material coletado foi centrifugado (600g, 10min), ressuspendido em 1mL de
PBS estéril, e o numero total de macréfagos quantificado em camara de Neubauer por

microscopia éptica.

3.4. Ensaio para diferenciacdo das células 3T3-L1

Os pré-adipdcitos foram semeados em placas para cultivo celular contendo 24
pocos. 48 horas apoés as células atingirem 100% de confluéncia, no dia 0 (T0), os pré-
adipécitos foram estimulados com meio de diferenciacéo (MDI) composto por: 0,5 mM
de isobutilmetilxantina (IBMX), 1 uM de dexametasona (DEX) e 1,67 uyM de insulina
(Sigma) em meio de cultura DMEM contendo 4,5 g/l de glicose e suplementado com
10% de SFB. ApGs 72 horas, no dia 3 (T3), o meio de diferenciacéo foi substituido por
DMEM contendo 4,5 g/l de glicose suplementado com 10% de SFB e 1,67 uM de
insulina. Em seguida, no dia 5, o meio foi novamente substituido por DMEM contendo
4,5 g/l de glicose suplementado com 10% de SFB e 1,67 pM de insulina, e este
processo foi repetido a cada 48 ou 72 horas até o 10° dia de diferenciagcéo (T10;
adaptado de ZHANG et al., 2009).

3.5. Estimulos inflamatérios

Para inducéo da resposta inflamatéria em macréfagos primarios e em células
das linhagens 3T3-L1 e Raw 264.7, o LPS de E. coli (ATC 026B6 Sigma) foi
empregado nas concentracbes de 10, 100 ou 1000 ng/mL por 24 horas.
Posteriormente, apés as padroniza¢cdes, o TNF-a (T7539, Sigma), uma citocina pro-
inflamatoria produzida e secretada por varios tipos celulares, tais como adipdcitos e
macrofagos, passou a ser empregado na concentracdo de 10 ng/mL por 48 horas
(PALACIOS-ORTEGA et al., 2015).
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3.6. Protocolos de tratamento

Inicialmente, o diazepam (Roche), um agonista de receptores
benzodiazepinicos centrais e periféricos, foi utilizado, em diferentes tempos, nas
concentracbes de 1, 10, 100 ou 1000 nM, enquanto que o PK11195 (Sigma), um
ligante de receptores benzodiazepinicos periféricos, de acdo majoritariamente
antagonista, foi utilizado nas concentracdes de 1, 10 ou 100 nM (BENTO DE LIMA et
al., 2012). Como veiculo do diazepam e do PK11195, empregamos, primeiramente, 0
solvente dimetilformamida (DMF, N,N-dimethylformamide; Merck) diluido a 0,01%.

Posteriormente, ap0s as padronizacdes, dois modelos de tratamento foram
empregados para a realizagdo dos ensaios, a saber: i) durante 48 horas apds a
confluéncia (100%) dos pré-adipdcitos, antes do inicio da diferenciacao (figura 2A) e,
ii) durante 48 horas apds o 10° dia de diferenciacédo (T10) dos adipdcitos (figura 2B;
adaptado de LI et al., 2015). Para tanto, o diazepam foi utilizado nas concentragcdes
de 5, 10 ou 20 uM (LI et al., 2015), enquanto que o clonazepam (Roche), um ligante
de receptores benzodiazepinicos centrais (GABAA), foi utilizado nas concentragfes de
1, 10 ou 50 uM (LEE et al., 2004). Como veiculo do diazepam e do clonazepam
empregamos o solvente dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma) diluido a 0,04% (LI et al.,
2015).
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Figura 2 — Protocolos de diferenciacdo das células 3T3-L1

A)
T0 3 T10
| 48h | 72h | 48h |  72h 48h |
100 DMEM + 10% SFB DMEM + 10% SFB DMEM + 10% SEB DMEM +10% SFB
confluéncia MDi INSULINA INSULINA
DIFERENCIACAO
B)
T0 13 T10
| 48h | 72h | 48h | 72h | 48h | 48h |
100% DMEM + 10% SFB DMEM +10% SFB DMEM +10% SFB DMEM + 10% SEB
confiuéncia MDI INSULINA INSULINA

Legenda: diferenciacdo de células da linhagem 3T3-L1 pelo uso do coquetel adipogénico contendo:
isobutilmetilxantina (IBMX), dexametasona (DEX) e insulina. A) tratamento durante 48 horas apos a
confluéncia dos pré-adipdcitos (pré48h). B) tratamento dos adipécitos durante 48 horas apos o 10° dia
de diferenciacdo (p6s48h). No modelo pré48h as células foram coletadas em trés diferentes tempos, a
saber: tempo O (TO), tempo 3 (T3) e tempo 10 (T10).

Fonte: Autoria propria.

3.7. Avaliagao da proliferagao da linhagem 3T3-L1

Para determinar a taxa de proliferacdo de pré-adipécitos 3T3-L1, as células
foram semeadas em placas de 24 pocos na densidade de 5x103 células/pogo e
incubadas em atmosfera de 5% de CO:z a 37°C. ApoOs 72 horas, 0 meio de cultura foi

substituido pelos tratamentos, e a cada 24 horas de incubacdo as ceélulas foram



35

removidas de suas respectivas placas com o auxilio de tripsina (Vitrocell). Em seguida,
foram centrifugadas (10min; 600g), ressuspendidas em phosphate buffered solution
(PBS), diluidas em Azul de Tripan, e contadas, por microscopia 6ptica, em camara de

Neubauer, ap0s 24, 48, 72 e 96 horas de incubacéo.

3.8. Quantificacdo da viabilidade celular de pré-adipo6citos por citometria

de fluxo

Para avaliacdo da viabilidade celular, os pré-adipécitos 3T3-L1 foram
semeados na densidade de 5x10* células/poco em placas de 24 pocos e incubados
em atmosfera de 5% de CO2 a 37°C. Apoés atingirem aproximadamente 70% de
confluéncia, o meio de cultura foi substituido pelos tratamentos. Em seguida, as
células foram removidas da placa com o auxilio de tripsina, e incubadas com 100ul de
anticorpo anti-Anexina V-FITC (BD biociences) por 20 minutos, e imediatamente,
antes da leitura, 10 pL de lodeto de Propidio (Pl; Sigma) foi acrescentado. Todas as
amostras foram analisadas em citdmetro de fluxo Accuri™ C6 Plus (Becton
Dickinson®) e os sinais 6pticos emitidos foram convertidos em sinais eletronicos, o
gue permitiu uma leitura computadorizada (Macintosh Apple, San Jose, CA, USA) pelo
software FlowJo (Tree Star, Inc., Ashland, TN, USA).

3.9. Quantificac&do da concentracdo de nitritos pelareacdo de Griess

Para determinar a formacao de NO pelas diferentes isoformas da enzima 6xido
nitrico sintase (NOS) utilizamos a reacao de Griess (Green et al., 1982). Para tanto,
os macréfagos primarios obtidos da cavidade peritoneal de camundongos (1x10°
células/poco), os pré-adipocitos 3T3-L1 e as células Raw 264.7 (5x10* células/poco)
foram semeadas em placas de 24 pocos e incubadas em atmosfera de 5% de CO: a
37°C. Apos atingirem a confluéncia especifica para cada tipo celular, o meio de cultura
foi substituido pelos tratamentos. Apds as incubacdes, o sobrenadante foi coletado,
centrifugado (600g/10 min), e 50 uL de cada amostra foi distribuida em triplicatas em
placa de 96 pocgos. Em seguida, 50 pL de sulfanilamida (Sigma) a 1% foi adicionado
a cada poco da placa, que foi mantida no escuro, e em temperatura ambiente. ApGs
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10 minutos, 50 pL de N-(1-naftil)etilenodiamina (NED; Sigma) a 0,1% foi adicionado a
cada poco da placa, que novamente foi mantida no escuro, e em temperatura
ambiente por 10 minutos. O valor da absorbancia foi mensurado a um comprimento
de onda de 550 nm, e a concentracao de nitritos nos sobrenadantes foi determinado
a partir de uma curva padréo de nitrito de sodio (NaNO2) a 20 mM.

3.10. Avaliagao da atividade mitocondrial de adip6citos 3T3-L1 por MTT

Para avaliar a viabilidade de adipdcitos 3T3-L1 pela mensuracdo da atividade
de enzimas redutases mitocondriais em células metabolicamente ativas ou viaveis, 0s
pré-adipécitos 3T3-L1 foram semeados, cultivados (5% CO2, 37°C) e diferenciados
em placas para cultivo celular contendo 24 pocos. Apos o 10° dia de diferenciacao, os
adipocitos 3T3-L1 maduros foram tratados ou ndo. Em seguida, o meio de cultura
contendo os tratamentos foi armazenado em freezer -20°C, e as células foram
incubadas com 100ul da solucdo de trabalho de MTT (0,5mg/mL) por 1 hora em
atmosfera de 5% de CO2 a 37°C. Em seguida, a solucdo de MTT foi descartada, as
células foram lavadas com PBS estéril, e 200ul de dimetilsulfoxido (DMSO) foi
adicionado a cada pocgo. A placa foi mantida no escuro e sob agitag&do por 5 minutos.
Apbs a dissolucao dos cristais intracelulares, o contetdo de cada poco foi transferido
para pocos correspondentes em uma placa de 96 pocos, e a leitura foi realizada em

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

3.11. Expressédo génica de TSPO e/ou PPAR-y na diferenciagdo e em

adip6citos maduros da linhagem 3T3-I1

3.11.1. Extracao de RNA total

Para a expressédo génica de TSPO ou PPAR-y, a extracdo de RNA total e
sintese do DNA complementar (cDNA) foi realizada em diferentes momentos, a saber:
tempo 0 (TO), tempo 3 (T3), tempo 10 (T10) ou 48 horas apdés o 10° dia de
diferenciacdo. Para tanto, os RNAs foram extraidos com o kit Rneasy® (Qiagen
Laboratories, Uniscience do Brasil, Sdo Paulo) conforme protocolo recomendado pelo

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

e estocados a -80°C até o momento da andlise por RT-PCR em tempo real.

3.11.2. Qualidade dos RNAs

Conforme citado anteriormente, os RNAs extraidos das culturas celulares foram
guantificados pelo NanoDrop ND-1000, e a pureza e qualidade dos RNAs foram
analisadas pela razéo de absorbéncia 260/280 nm. A razdo de absorbancia 260/280
nm variou entre 1.8 e 2.0 e, portanto, ndo demonstrou haver possiveis contaminacdes
protéicas e/ou por outros compostos organicos. A eletroforese em gel de agarose
(figura 3), confirmou esta pureza e qualidade, apresentando bandas integras e de

tamanho esperado.

Figura 3 — Eletroforese em gel de agarose

TSPO  18s

, Product length Product length
121ipb 112pb

&00pb

100pb - “ ” ?

31311 RAW 2547 373-11 RAW 2547

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

3.11.3. Reacao em cadeia da polimerase em tempo real (Real Times — PCR)

3.11.3.1. Preparacao dos cDNAs

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

e diluidas para a sintese de DNA complementar (cDNA) por meio da reagdo da
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transcriptase reversa (RT) utilizando o Oligo dT2-18) (Invitrogen) e o kit SuperScript®
First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen). Os cDNAs foram
armazenados em freezer -20°C e diluidos em agua livre de DNAse/RNAse para 3,33

ng/uL.

3.11.4. gPCR para quantificagdo da expresséo relativa

Para padronizagdo do ensaio de PCR em tempo real, primeiramente
estipulamos a melhor concentracdo de cDNA e de primers. Neste sentido, a
concentracéo de escolha para os primers foi de 600 nM, enquanto que para o cDNA
foi de 10 ng/mL na reacdo. O ensaio de PCR em tempo real foi realizado em
termociclador (ABI Prism® 7500 Sequence Detection System Applied Biosystem, New
Jersey, EUA) nas seguintes condi¢cfes: desnaturagao inicial a 95°C por 10 minutos,
40 ciclos de 10 segundos a 95°C para término do processo de desnhaturacdo e por fim

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

Para a reacdo de PCR em tempo real, os cDNAs foram diluidos na
concentracdo de 3,33 ng/pL. As reacgdes foram realizadas com volume final de 12 uL,
contendo 3 uL da mistura de pares de primers (forward e reverse) na concentracao de
600 nM, 3 uL de cDNA e 6 uL de SYBR®-Green (Universal PCR Master Mix). Foram
utilizados primers para os genes de interesse TSPO (FAN; PAPADOPOULOQOS, 2012)
e PPAR-y2 (FILIPPIN-MONTEIRO et al., 2012), e como controle interno foi utilizado o
18S (sequéncia de oligonucleotideo escolhida com o auxilio do software Primer3
(UNTERGASSER; NEIJVEEN et al., 2007), a partir das sequéncias génicas
disponiveis no banco de genes do NIH (www.ncbi.nlm.nih.gov)). A sequéncia dos

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

Foward Reverse
TSPO 5 TGTGAAACCTCCCAGCTCTTTCCA & 5 TAGCTTGCAGAAACCCTCTTGGCA 3
PPARy2 5 CACAGAGATGCCATTCTGGC 3 5 GGCCTGTTGTAGAGCTGGGT 3
18S 5' GTAACCCGTTGAACCCCATT 3' 5' CCATCCAATCGGTAGTAGCG 3

Legenda: Sequéncias de oligonucleotideos utilizadas nas reagdes de PCR em tempo real.

Fonte: Autoria prépria.

Para analise da expressdo génica pelo PCR em tempo real foi utilizado o
método Delta-DeltaCt (AACt). Neste sentido, para utilizagdo do método comparativo
ou 224Ct " foi necessario, primeiramente, comparar a eficiéncia de amplificacdo dos
genes, subtraindo os valores de Ct do gene alvo pelos valores de Ct do gene controle.
Em seguida, foi feito um gréafico da diferenca contra o logaritmo da diluicdo de cDNA.
Se a inclinacdo da reta (slope) for menor que 0,1 a eficiéncia de amplificacdo é
comparavel, justificando-se assim a utilizacdo deste método de andlise de expressao
génica (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

3.12. Quantificagcdo da expressao protéicade TSPO e PPAR-y por Western
blotting

Para a quantificagdo da expresséao protéica de TSPO ou PPAR-y 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
apos o 10° dia de diferenciacdo. Apés a coleta, as amostras foram centrifugadas (10
min, 4°C, 600g) e ressuspendidas em 100 pl de tampao 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 normatizacao pelo método de Bradford (1976). Para a
separacao protéica foi utilizado o gel de SDS-PAGE com 10% de acrilamida. Para

tanto, foi adicionado 20 ug de extrato proteico total em 20 ul de tampéao de lise e 5 yl
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de tampé&o de amostra 5x (Tris-HCIl 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 ul 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).
Apo6s o fracionamento, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose (Amersham Pharmacia Biotech, NJ, USA) por transferéncia Umida
(100V, 2 horas, 4°C). As membranas foram bloqueadas com solucdo de leite
desnatado em po a 5% em TBS-t 1x (Tris 200 mM, NaCl 1,37 M, H20 destilada, pH
7,6) e 0,05% de Tween 20 (Roche) por 1 hora em temperatura ambiente. Apos o
bloqueio, as membranas foram incubadas overnight a 4°C com 0s anticorpos
monoclonais anti-PBR (EPR5384, Abcam), na diluicdo 1:10000, e anti-PPAR-y
(ab27649, Abcam), na diluicdo 1:1000, ambos, em TBS-t 1x contendo 3% de leite
desnatado em p6. Em seguida, as membranas foram lavadas com TBS-t 1x e
incubadas com o anticorpo secundario anti-rabbit conjugado a enzima HRP na diluicdo
1:10000 em leite desnatado em po6 a 3% por 2 horas em temperatura ambiente. Um
ensaio de quimioluminescéncia (HRP Super Signal West Pico; Pierce, USA) foi
utilizado para detectar as bandas imunorreativas. As intensidades das bandas foram
estimadas por analise de densitometria pelo software ImageJ (1.48v, USA) e foram

comparadas com a intensidade da expressao protéica de B-actina.

3.13. Determinacao do acumulo de triacilglicerol em adipécitos 3T3-L1

Para determinar o acimulo de triacilglicerol em adipdcitos 3T3-L1, os adipdcitos
3T3-L1 foram tratados e, posteriormente, lavados com PBS estéril a 37°C e fixados
com formalina (10% de formaldeido e 90% de PBS estéril) por 15 minutos em
temperatura ambiente. Apds a fixacdo, as ceélulas foram lavadas 4x com agua
destilada e coradas com solucdo de Oil Red O (5 mg/mL em isopropanol:agua, 2:1)
por 30 minutos. Apos este periodo, as células foram lavadas com agua e analisadas
em microscoépio de luz invertido (Leica DMI 4000B). ApGs a analise microscopica, o
conteudo de corante intracelular foi dissolvido em metanol e submetido a leitura em

espectrofotometro a 490nm (Molecular Devices — Spectra Max 190).
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3.14. Citometria de fluxo: quantificacdo da expressao protéica de TSPO,

F4/80, MHC de classe Il e CD 23 em macrofagos primarios

Para a quantificacdo da expresséo protéica de TSPO, macréfagos primarios
obtidos da cavidade peritoneal de camundongos Balb/c, foram semeados na
densidade de 1x10° células/poco em placas para cultura celular contendo 12 pocos.
Na sequéncia, as células foram tratadas com diazepam ou veiculo (2, 4 ou 24 horas)
ou estimuladas pelo LPS (1 hora). Apos os tratamentos, as células foram removidas
da placa com o auxilio de cell scraper, fixadas e permeabilizadas pelo Kit
Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences), e incubadas com o anticorpo monoclonal anti-
PBR (Abcam, diluigdo 1:100) por 20 minutos no escuro em temperatura ambiente. Por
altimo, as células foram incubadas com o anticorpo secundario Goat Anti-Rabbit IgG
(Abcam) conjugado ao fluoroforo ficoeritrina (PE, diluicdo 1:200) por 30 minutos no

escuro e em temperatura ambiente.

Para avaliar se o tratamento com diazepam ou veiculo foi capaz de polarizar
macroéfagos primarios obtidos da cavidade peritoneal de camundongos Balb/c, 1x108
células/pogo foram semeadas e tratadas com Diazepam ou veiculo por 24 horas em
placas para cultura celular contendo 12 pocos. Em seguida, as células foram
removidas da placa com o auxilio 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 Il FITC (BD Bioscience)
e Anti-Mouse CD 23 PE (ebioscience).

Todas as amostras foram analisadas em citdmetro de fluxo FACSCanto®
(Becton Dickinson®) e os sinais 6pticos emitidos foram convertidos em sinais
eletrénicos, 0 que permitiu uma leitura computadorizada (Macintosh Apple, San Jose,
CA, USA) pelo software FlowJo (Tree Star, Inc., Ashland, TN, USA).

3.15. Quantificacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio em
células Raw 264.7 e 3T3-L1

Para mensurar a producdo de radicais livres nas linhagens 3T3-L1 e Raw
264.7, as células foram semeadas em placas de 24 pocos na densidade de 5x104
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células/pogo e incubadas em atmosfera de 5% de CO:2 a 37°C. ApoOs atingir a
confluéncia, o meio de cultura foi substituido pelos tratamentos. Em seguida, as
células foram lavadas e incubadas (30 minutos, 37°C) com PBS suplementado com
10% de CS e DCFH (dichlorofluorescein diacetate - DCFH), uma sonda apolar nao
fluorescente que ao se difundir para o interior da célula é enzimaticamente deacetilado
e oxidado por esterases intracelulareses e radicais livres de oxigénio em um composto
polar, estavel 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 fluorescéncia foi detectada utilizando o espectrofotdmetro Synergy H1 (Biotek) nos

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

3.16 Ensaio de fagocitose com Zimosan A

Para avaliar a atividade fagocitica de macréfagos da linhagem Raw 264.7, as
células Raw 264.7 foram semeadas em laminulas circulares estéreis (13mm de
diametro) na densidade de 1x10* células/laminula e depositadas em placas de 12
pocos. Vinte e quatro horas antes do inicio da captura das imagens, as células foram
tratadas. No dia da captura das imagens de fagocitose, o reagente Zimosan A
(pHrodo™ Green Zymosan A Bioparticles® conjugate, Life Technologies, Eugene, OR,
USA), foi utilizado para avaliar a capacidade fagocitica das células Raw 264.7, que
foram lavadas para retirada dos tratamentos e, em seguida, incubadas com 500ug/mL
de solugdo de Zimosan A, em atmosfera de 5% de CO3, a 37°C, protegido da luz, por
60 minutos. Apos este periodo, 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 identificacdo do nudcleo celular. Apés as incubacdes, as células
foram novamente lavadas com PBS estéril por 3 vezes (600g, 10min), recobertas em
solucéo balanceada de Hank’s (HBSS), e as imagens da fluorescéncia emitida pelo
Zimosan A foram obtidas utilizando microscépio de fluorescéncia (AxioVision®, Carl-
Zeiss, Germany). As imagens foram analisadas utilizando o software Zen 2012
(versdo 1.1.1.0, Carl-Zeiss, Gottingen, Alemanha), a quantidade de células em
fagocitose foi quantificada, e o resultado foi representado como porcentagem de

células marcadas com Zimosan A em relagdo ao numero total de células na imagem.
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3.17. Quantificagao do glicerol livre

A guantificacdo de glicerol livre foi realizada nos sobrenadantes de adipdcitos
3T3-L1, utilizando kits comerciais para determinacéo da lipdlise por espectrofotometria
(MILIPORE, Cat. OB100).

3.18. Quantificagcdo de mediadores inflamatorios

A quantificacdo das concentraces de TNF-a, IL-6 e MCP-1 foi realizada nos
sobrenadantes de pré-adipdcitos e adipdcitos maduros, utilizando kits comerciais para

reacao imunoenzimatica (ELISA; BD Pharmigen).

3.19. Analise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como meédia + erro padrdo da média
(e.p.m.), e analisados estatisticamente pela andlise da variancia com comparacdes
multiplas (ANOVA) e, quando necessério, foi utilizado o teste de Tukey-Kramer
(SOKAL; ROHLF, 1995). Os dados foram analisados no programa GraphPad Prisme,

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

4.1. SECAO 01: ensaio para diferenciacio de células 3T3-L1

A diferenciacdo de células da linhagem 3T3-L1 € um processo altamente
complexo. O pré-adipdcito confluente, morfologicamente semelhante a um fibroblasto,
torna-se esférico, acumula lipides em pequenas goticulas, e torna-se um adipécito
maduro (ZHANG et al., 2009). Os resultados obtidos no presente estudo ressaltam

claramente este processo, conforme demonstrado na figura 4.

Figura 4 — Diferenciacao de pré-adipdcitos em adipdcitos maduros
A

DRa0 Dial Dias Diag

IBMX, DEX, INSULINA INSULNA

Expans3odonal Acimulo de lipides DMEN + 10% SF8

‘ CONFLUENCIA

Legenda: (A) Protocolo para diferenciacdo de pré-adipdcitos 3T3-L1 em adipécitos maduros. (B)
Células subconfluentes em meio de propagacdo. (C) Células confluentes foram estimuladas com
coquetel adipogénico por 72 horas. (D) Adip6citos diferenciados estimulados com insulina por 48 horas.
(E) Adipdcitos ja diferenciados apds 8 dias de estimulo. Isobutilmetilxantina (IBMX); dexametasona
(DEX); Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM); soro fetal bovino (SFB).

Fonte: esquema ilustrativo adaptado de Monteiro, Fabiola Branco Filippin (2010).
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4.2. SECAO 02: expresséo génica de TSPO em células 3T3-L1 e Raw 264.7:

ensaios de RT-PCR em tempo real

Para determinar a expressao génica de mRNA de TSPO por RT-PCR em tempo
real, primeiramente foi realizado a validacdo do método de analise descrito por Livak
& Schmittgen (2001), e a partir dos dados de amplificacdo das diluicdes dos cDNAs
foi calculado o ACt do gene TSPO (Ctavo — Ctconstitutivo) €m relagédo ao gene controle
18S. O ACt foi utilizado para construir um grafico contra o logaritimo da concentracao
de cDNA e para o célculo da regresséo linear destas curvas. Se a inclinacéo da reta
(slope) for menor que 0,1 a eficiéncia de amplificacdo do controle interno e do gene
de interesse sdo comparaveis, podendo ser utilizado para avaliacdo das expressfes
génicas dos genes em questao. A tabela 2 valida a utilizagdo do método de AACt para
analise da expressao génica de TSPO nas células 3T3-L1 e Raw 264.7, uma vez que
a inclinacéo da reta foi menor que 0,1, mostrando que a eficiéncia de amplificacdo do
gene alvo é semelhante a eficiéncia de transcricdo do controle interno (18S).
Adicionalmente, o valor de R? foi pr6ximo a 1, mostrando também correlacéo positiva
entre as variaveis, ou seja, entre o gene de interesse e o controle interno 18S (figura
5A e B).

ApoOs a validagao, determinou-se a expressao génica de mRNA de TSPO em
células da linhagem 3T3-L1 e Raw 264.7 na auséncia de tratamentos com ligantes de
TSPO. A figura 6 mostra a expressao génica 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 regulacao positiva de fitas complementares de mRNA de

TSPO 18kDa durante a adipogénese.

Tabela 2 — Valor de slope do gene TSPO para validagao experimental

Linhagem Gene Validacéo (slope <0,1)
3T3-L1 TSPO - 0,07
Raw 264.7 TSPO -0,72

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

Fonte: Autoria prépria.
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Figura 5 — Eficiéncia de amplificacdo dos genes TSPO e 18S
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Legenda: Eficiéncia de amplificacdo dos genes TSPO e 18S para a linhagem de células 3T3-L1 (A) e
Raw 264.7 (B). Diferentes concentracdes de cDNA foram amplificadas por RT-PCR quantitativo usando
primers especificos. Os dados foram ajustados usando analise de regressao linear. Notar os valores
de R?préximo a 1 para inclinagio da reta.

Fonte: Autoria prépria.

Figura 6 — Expressao génica quantitativa de TSPO em células 3T3-L1 e Raw 264.7
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Legenda: Expressao génica quantitativa de TSPO. Os dados representam a média +* erro padrdo da
média (EPM) de trés experimentos independentes. ** p < 0,01; # p < 0,01; % p < 0,01.

Fonte: Autoria prépria.

4.3. SECAO 03: ensaios com pré-adipécitos 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 quantificacdo da viabilidade celular de pré-adipocitos

Para quantificar a viabilidade de células 3T3-L1 tratadas por 96 horas com
diazepam ou veiculo (DMF 0,01%), os pré-adipocitos foram incubados com o
anticorpo anti-Anexina V-FITC e, imediatamente, antes da leitura, com o
corante lodeto de Propidio (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 veiculo 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 ndo foram
estatisticamente diferentes do grupo de células tratadas com meio de cultura (figura
7B).

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

Fonte: Autoria propria.
4.3.2. Ensaio para avaliagdo da taxa de proliferacdo de pré-adipocitos
A proliferagdo de pré-adipocitos 3T3-L1 tratados com diazepam ou veiculo

(DMF 0,01%) foi avaliada nos periodos de 24, 48, 72 e 96 horas ap0s o inicio dos

tratamentos. Os resultados obtidos mostraram que a proliferacdo das células 3T3-L1
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nao foi alterada pelo tratamento com diazepam ap0s 24, 48 e 72 horas. No entanto,
96 horas apo0s o inicio dos tratamentos, houve aumento significativo da proliferacéo

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

Figura 8 — Avaliacédo da taxa de proliferacédo de pré-adipécitos
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Legenda: Curva de crescimento das células da linhagem 3T3-L1. Os pré-adip6citos foram tratados ou
nao com Diazepam (1, 10, 100 e 1000nM) e/ou seu respectivo veiculo (DMF a 0,01%) por 24, 48, 72 e
96 horas. Os dados representam média = erro padrdo da média (EPM) de quatro experimentos
independentes. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 vs respectivo meio.

Fonte: Autoria prépria.

4.3.3. Quantificacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio no

sobrenadante de pré-adipdcitos

Os pré-adipocitos 3T3-L1, ap6s 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 incubacéo dos pré-
adipdcitos com 10, 100 ou 1000 ng/mL de LPS aumentou a producdo de espécies
reativas de oxigénio (figura 9A). Adicionalmente, o tratamento com diazepam ou
veiculo ndo causou alteracdes na producdo de radicais livres pelos pré-adipocitos
(figura 9B).
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Figura 9 — Quantificacdo da producao de espécies reativas de oxigénio
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Legenda: (A) Porcentagem de fluorescéncia de células 3T3-L1 estimuladas com LPS. (B) Porcentagem
de fluorescéncia de células 3T3-L1 tratadas com Diazepam. Os pré-adipécitos 3T3-L1 foram tratados
elou estimuladas por 24 horas com diazepam, veiculo e/ou LPS. Como controle positivo foi utilizado
peroxido de hidrogénio (H202, 10uM). Os dados representam média + erro padrao da média (EPM) de
seis experimentos independentes. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 vs respectivo meio.

Fonte: Autoria prépria.

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

adipécitos

A formacao de NO pelas diferentes isoformas da enzima 6xido nitrico 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 estimulacéo das células 3T3-L1 com 10, 100 ou 1000 ng/mL
de LPS aumentou a producéo de NO (figura 10A), enquanto que o tratamento com 1,
10, 100 ou 1000 nM de diazepam ou DMF 0,01% (veiculo do diazepam) diminuiram a
producdo de NO comparado as células tratadas somente com meio de cultura (figura
10B).
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Figura 10 — Quantificacdo 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 (veiculo do Diazepam). Os dados representam média + erro padrdo da média (EPM) de seis
experimentos independentes. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 vs respectivo meio.

Fonte: Autoria prépria.

4.3.4. Quantificacdo de mediadores inflamatdrios

As concentracdes dos mediadores TNF-a, IL-6 e MCP-1 foram quantificados

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

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

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

niveis de TNF no sobrenadante das culturas de pré-adipocitos 3T3-L1 foram

indetectaveis.
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Figura 11 — Quantificagdo dos niveis de IL-6 e MCP-1
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Legenda: (A) quantificacdo dos niveis de IL-6 e, (B) MCP-1 em sobrenadantes de culturas de pré-
adipécitos 3T3-L1. As células foram estimuladas com 10, 100 e 1000ng/mL de LPS por 24 horas. Os
niveis de TNF foram indetectaveis. Os dados representam média + erro padrdo da média (EPM) de
seis experimentos independentes.

Fonte: Autoria prépria.

4.4. SECAO 04: ensaios com células da linhagem Raw 264.7 e macrofagos

primarios

4.4.1. Quantificacdo da producado de espécies reativas de oxigénio no

sobrenadante de células da linhagem Raw 264.7

Para a quantificacdo da producao de espécies reativas de oxigénio, as células
Raw 264.7, ap6s 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 concentracdo de 1000 ng/mL de LPS foi capaz de
aumentar a producao de espécies reativas de oxigénio comparado ao grupo que foi
incubado somente com o meio de cultura (figura 12A), e nenhuma alteracao foi

evidenciada nas células tratadas com veiculo ou diazepam (figura 12B).
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Figura 12 — Quantificagdo da producao de espécies reativas de oxigénio
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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, veiculo e/ou LPS. Como controle positivo foi utilizado perdxido de hidrogénio (H20z,
10puM). Os dados representam média + erro padrdo da média (EPM) de seis experimentos
independentes. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 vs respectivo meio.

Fonte: Autoria prépria.

4.4.2. Ensaio para quantificacdo de nitritos nos sobrenadantes de células

dalinhagem Raw 264.7 e de macrofagos primarios

As células Raw 264.7 foram tratadas ou estimuladas por 24 horas com
diazepam ou LPS. Os resultados obtidos mostraram que a incubagdo com LPS,
surpreendentemente, ndo aumentou a producéo de NO (figura 13A), enquanto que o
tratamento com 1, 10 ou 100 nM de diazepam, mas néo o veiculo, diminuiu a producéo
do NO comparado as células que foram incubadas somente com o meio de cultura
(figura 13B).

Adicionalmente, macréfagos de peritdnio foram semeados (1x108 cels/poco)
em placas de 12 pocos e incubados por 24 horas com diazepam, veiculo (DMF 0,01%)
ou LPS (10 e 1000ng/mL). Em seguida, o sobrenadante foi coletado, centrifugado
(600g, 10min), e o acumulo de nitritos foi quantificado nos sobrenadantes pela reacao
de Griess. Os resultados obtidos mostraram que, diferentemente das células Raw
264.7, a incubacédo das células com 10 ou 1000 ng/mL de LPS aumentaram, de
maneira expressiva, a producdo de NO pelos macréfagos obtidos do peritbnio de

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

gue foram incubadas com o veiculo (figura 13D).

Figura 13 — Quantificacédo 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 (veiculo do Diazepam), (C) macréfagos de peritonio estimulados com 1000 ng/mL de LPS
(D) macrofagos de peritdnio tratados com Diazepam e/ou DMF (veiculo do Diazepam) e estimulados
com 10ng/mL de LPS. Os dados representam média = erro padrdo 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 prépria.

4.4.3. Expresséo protéica de TSPO em macréfagos primérios

Para quantificar a expresséao protéica de TSPO, macrofagos primarios foram
obtidos da cavidade peritoneal de camundongos Balb/c, apos a injec&o intraperitoneal
de tioglicolato de sodio a 4%. As células, apds terem sido plaqueadas e estarem
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aderidas, foram tratadas com diazepam, veiculo (DMF 0,01%) ou LPS (10 ng/mL) em
diferentes tempos, a saber: 2, 4 ou 24 horas. Adicionalmente, outro grupo de
macrofagos de peritbneo foi estimulado com 1000 ng/mL de LPS, uma concentracao
100 vezes maior que a concentracdo de LPS que utilizamos inicialmente. Os
resultados obtidos mostraram que o diazepam, bem como a concentracdo de 10
ng/mL de LPS, ndo modificaram a expressdo protéica de TSPO nos trés diferentes
tempos (figuras 14A, B e C), enquanto que a estimulacédo dos macréfagos com 1ug/mL

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

Figura 14 — Expressao protéica de TSPO em macrofagos primarios
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Legenda: expresséao protéica de TSPO em macréfagos primarios obtidos do periténio. (A) 2 horas, (B)
4 horas ou (C) 24 horas de tratamento com Diazepam (1, 10 e 100 nM), veiculo (DMF 0,01%) ou LPS
(10 ng/mL). (D) Expresséo protéica de TSPO em macréfagos primarios estimulados com 1ug/mL de
LPS. Os dados representam a média + erro padrao da média (EPM) de um Unico experimento com n=3
animais em cada grupo. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 vs respectivo meio (basal).

Fonte: autoria propria.
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4.4.4. Expressado protéica de F4/80, MHC de classe Il e CD23 em

macréfagos primarios

Para avaliar se o tratamento com diazepam alterou a expressao protéica de
MHC de classe Il e CD 23 em macrofagos primarios obtidos da cavidade peritoneal
de camundongos, as células apés terem sido plaqueadas e estarem aderidas, foram
tratadas com diazepam ou veiculo (DMF 0,01%) por 24 horas. Nossos resultados
mostraram 74% de células positivas para F4/80 (figura 15C), uma proteina
amplamente expressa em macrofagos diferenciados; fato que validou nosso
recrutamento celular pelo tioglicolato de sédio a 4% e, ainda, que as diferentes
concentragcbes de diazepam empregadas, bem como o veiculo, ndo alteraram a
intensidade de expressao protéica dos receptores MHC de classe Il (figura 15A) e CD
23 (figura 15B).

Figura 15 — Expressao protéica de F4/80, MHC de classe Il e CD 23
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Legenda: (A) expressao protéica de MHC de classe Il (Intensidade de Fluorescéncia Média — IFM). (B)
expressdo protéica de CD23 (IFM). (C) porcentagem de macrofagos positivos para F4/80 (figura
central). Os macréfagos primarios obtidos do peritdnio foram tratados com Diazepam (1, 10 e 100nM)
ou veiculo por 24 horas. Os dados representam a média * erro padréo da média (EPM) de um Unico
experimento com n=3 animais em cada grupo.

Fonte: autoria proépria.

4.4.5. Ensaio para quantificagdo da fagocitose com Zimosan A

A atividade fagocitica de macréfagos da linhagem Raw 264.7 tratados com
diazepam (100 ou 1000 nM) ou veiculo (DMF 0,01%) foi quantificada por microscopia
de fluorescéncia. Os resultados obtidos mostraram que o tratamento das células por
24 horas com 100 nM de diazepam aumentou a capacidade fagocitica dos
macroéfagos, enquanto que os tratamentos com veiculo ou 1000 nM de diazepam néo

alteraram este comportamento (figuras 16A e B).

Figura 16 — Quantificagdo da fagocitose com Zimosan A
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Legenda: Quantificacdo da fagocitose com Zimosan A. As imagens foram analisadas utilizando o
software Zen 2012 (versao 1.1.1.0, Carl-Zeiss, Gottingen, Alemanha) e a quantidade de células em
fagocitose foi contada e o resultado foi obtido em relacdo ao niumero total de células na foto. Os dados
representam média + erro padrdo da média (EPM) de trés experimentos independentes. * p < 0,05 vs
respectivo meio.

Fonte: Autoria prépria.

4.4.6. Ensaio para quantificagdo de nitritos nos sobrenadantes de

macréfagos primarios tratados simultaneamente com diazepam e LPS

Nossos resultados mostraram que o LPS aumentou significantemente a
producao de NO, enquanto que o tratamento simultdneo com diazepam (1 ou 10 nM)
reduziu este efeito. Ademais, a producédo de NO pelas células ndo 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 veiculo
(figura 17).
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Figura 17 — Producéo de NO por macrofagos primarios
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Legenda: macréfagos de peritdnio estimulados e/ou tratados com LPS (1 pg/mL), Diazepam (1, 10 ou
100 nM) ou DMF (veiculo do Diazepam), respectivamente. Os dados representam média * erro padrao
da média (EPM) de trés experimentos independentes. *** p < 0,001 vs controle (meio de cultura); ##p
< 0,001 vs veiculo; ¥ p < 0,001 vs LPS.

Fonte: Autoria prépria.

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

sobre a diferenciagcéo de células 3T3-L1

4.5.1. Viabilidade por MTT

A viabilidade de adipécitos 3T3-L1 foi determinada indiretamente pela
mensuracdo da atividade de enzimas mitocondriais em células metabolicamente
ativas ou viaveis. Nossos resultados mostraram que no 18° dia de diferenciacdo o
tratamento com diazepam (1 nM) aumentou em 14% a atividade das enzimas
mitocondriais dos adipdcitos comparado as células do grupo controle (100%, células
incubadas somente com meio de cultura). Diferentemente, as incubacdes com
concentracdes 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 Optica durante a diferenciacdo das células, e os
tratamentos com PK11195 ndo afetaram a atividade mitocondrial dos adipdcitos
(figura 18B).
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Figura 18 — Determinacgao da viabilidade celular por MTT
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Legenda: atécnica de reducéo por MTT consiste na mensuracao da atividade de enzimas redutases
mitocondriais de células metabolicamente ativas ou viaveis. Como controle positivo foi utilizado
dimetilsulféxido (DMSO) a 10%. Os dados representam a média * erro padrdo da média (EPM) de dois
ensaios de diferenciacdo em triplicata. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 vs meio.

Fonte: autoria prépria.

4.5.2. Acumulo de triacilglicerol

No 18° dia de diferenciacdo, os adipocitos 3T3-L1 tratados com diazepam (1,
10 ou 100 nM), PK11195 (1, 10 ou 100 nM), veiculo (DMF 0,01%) ou LPS (10 ng/mL),
foram corados pelo Oil Red O e fotografados ao microscopio optico invertido Leica
DMI 40008B (figuras 19A e 20A). Em seguida, o corante foi extraido e quantificado por
espectrofotometria. Os resultados obtidos mostraram aumento da quantidade de
residuos de corante nos adipdcitos tratados com veiculo (23%) ou LPS (25%) (figuras
19B e 20B) e, ainda, que as concentracfes de 10 ou 100 nM de diazepam, bem como
as diferentes concentragbes de PK11195, reverteram o acumulo de triacilglicerol

evidenciado nas células tratadas pelo veiculo (figuras 19B e 20B).
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Figura 19 — Determinacgao do triacilglicerol intracelular
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Legenda: determinacéo do triacilglicerol intracelular pela coloracdo com Oil Red O. (A) Fotos dos
diferentes tratamentos, a saber: 1) meio de cultura, 1) veiculo, Ill) diazepam 1nM, IV) diazepam 10nM,
V) diazepam 100nM e, VI) LPS (10ng/mL). (B) Porcentagem de lipideos corados com Oil Red O. Os
dados representam a média + erro padrdo da média (EPM) de dois ensaios de diferenciacdo em
triplicata. * p < 0,05, * p < 0,01 e *** p < 0,001 vs meio.

Fonte: autoria proépria.



61

Figura 20 — Determinagao do triacilglicerol intracelular
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Legenda: determinagdo do triacilglicerol intracelular pela coloracdo com Oil Red O. (A) Fotos dos
diferentes tratamentos, a saber: 1) meio de cultura, Il) veiculo, 1) PK11195 1nM, IV) PK11195 10nM,
V) PK11195 100nM e, VI) LPS (10ng/mL). (B) Porcentagem de lipideos corados com Oil Red O. Os
dados representam a média + erro padrdo da média (EPM) de dois ensaios de diferenciagdo em
triplicata. * p < 0,05, * p < 0,01 e ** p < 0,001 vs meio.

Fonte: autoria propria.
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4.5.3. Expressao génica de TSPO e PPAR-y

Para avaliar a expresséo génica de TSPO e PPAR-y durante a diferenciagao
de adipocitos 3T3-L1, as células foram coletadas em diferentes tempos, a saber: dia
0 (100% de confluéncia), 3 (72 horas apds a incubacao inicial com MDI), 8 (8 dias
apos a incubacdo inicial com MDI), e 18 (18 dias ap6s a incubacao inicial com MDI).
Os resultados obtidos mostraram que a concentragdo de 100 nM de diazepam
modulou positivamente a expressdo génica de TSPO 72 horas ou 18 dias apos
incubacao inicial pelo MDI (figura 21A), enquanto que as concentracdes de 1 ou 10
nM de diazepam elevaram a expresséo génica de PPAR-y somente no 8° dia apos a
incubacgéo inicial pelo MDI (figura 21B).

Figura 21 — Expressao génica de TSPO e PPAR-y
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Legenda: expressao génica relativa de (A) TSPO e (B) PPAR-y durante a diferenciacao de adipécitos
da linhagem 3T3-L1 tratados com Diazepam (1, 10 e 100nM), veiculo (DMF 0,01%) ou LPS (10ng/mL).
Como controle foi utilizado o gene enddgeno 18S. Os dados representam a média + erro padréo da
média (EPM) de dois ensaios de diferenciacdo em triplicata. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 vs
respectivo meio.

Fonte: autoria prépria.

4.5.4. Expressao protéica de TSPO

A expressdao protéica de TSPO foi quantificada durante a diferenciacéo de pré-
adipécitos 3T3-L1 em adipécitos maduros. Os resultados obtidos mostraram que o
veiculo, bem como as diferentes concentracdes de diazepam ou LPS modularam
positivamente a expressao protéica de TSPO no 8° dia de diferenciacdo apds a
incubagéo pelo MDI (figura 22).
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Figura 22 — Expressao protéica de TSPO por Western blotting
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Legenda: expresséo protéica de TSPO durante a diferenciacdo de adipdcitos da linhagem 3T3-L1
tratados com Diazepam (1, 10 e 100nM), veiculo (DMF 0,01%) ou LPS (10ng/mL). Como controle foi
utilizado a expressao protéica de B-actina. Os dados representam a média * erro padrdo da média
(EPM) de um ensaio de diferenciacdo em duplicata. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 vs respectivo

meio.

Fonte: autoria proépria.

4.6. SECAO 06: novo protocolo e concentracdes de diazepam para o

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

4.6.1. Ensaio para quantificacdo da viabilidade celular em pré-adipocitos

Para quantificar a viabilidade de pré-adipdcitos tratados com diazepam (5, 10
ou 20 uM), clonazepam (1, 10 ou 50 uM) ou veiculo (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
concentracbes empregadas, aumentaram a porcentagem de células viaveis, por
reduzirem as porcentagens de células em apoptose e necrose (figura 23A).
Diferentemente, os tratamentos com clonazepam e TNF-a ndo modificaram a
porcentagem de células mortas e mantiveram a viabilidade dos pré-adipdcitos em
torno de 70% (figuras 23B-D).

Figura 23 — Viabilidade celular de pré-adipdcitos 3T3-L1 por citometria de fluxo
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Legenda: porcentagem de pré-adipOcitos viaveis e mortos por apoptose, necrose ou apoptose tardia.
(A) Células tratadas com diazepam (5, 10 ou 20 uM) ou veiculo (DMSO 0,04%) por 48 horas. (B) Células
tratadas com clonazepam (1, 10 ou 50 uM) ou veiculo (DMSO 0,04%) por 48 horas. (C) Células
estimuladas com TNF-a (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 padrdo da média (EPM) de trés experimentos
independentes. *** p < 0,001 e ** p < 0,01 vs respectivo controle (meio de cultura); ## p < 0,001 e #p
< 0,01 vs respectivo veiculo.

Fonte: Autoria prépria.

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

pré-adipocitos 3T3-L1 estimulados pelo TNF-a

Para padronizar o melhor tempo e concentragcdo de TNF-a, quantificamos a
producédo de NO e IL-6 nos sobrenadantes de pré-adipécitos estimulados pelo TNF-a
(5 ou 10 ng/mL), por 1 ou 48 horas, pela reacao de Griess e pelo método de ELISA,
respectivamente. Nossos resultados mostraram que a estimulacédo com 10 ng/mL de
TNF-a, por 48 horas, aumentou significantemente a producéo de NO (figura 24A) e
IL-6 (figura 24B).
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Figura 24 — Producao de NO e IL-6 por pré-adipdcitos 3T3-L1
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Legenda: (A) quantificacdo de NO e (B) IL-6 nos sobrenadantes de pré-adipdcitos estimulados pelo
TNF-a (5 ou 10 ng/mL) por 1 ou 48 horas. Os dados representam média + erro padrdo da média (EPM)
de trés experimentos independentes. *** p < 0,001 e * p < 0,05 vs controle (meio de cultura).

Fonte: Autoria prépria.

4.7. SECAO 07: efeitos dos tratamentos com diazepam e/ou TNF-a sobre
o processo de diferenciacdo de pré-adipécitos 3T3-L1 em adipocitos

maduros

4.7.1. Expressao génica de TSPO durante a diferenciacao celular: ensaio

de RT-PCR em tempo real

Quantificamos a expressao génica de TSPO por RT-PCR em tempo real
durante a diferenciagéo de pré-adipocitos da linhagem 3T3-L1 em adipdcitos maduros.
Para tanto, as células foram tratadas com diazepam (5, 10 ou 20 uM), veiculo (DMSO
0,04%) e/ou TNF-a (10 ng/mL), apds a confluéncia dos pré-adipdcitos, antes do inicio
da diferenciagéo (figura 25A). Os resultados obtidos evidenciaram que o tratamento
com veiculo ou diazepam (5 pM) modularam positivamente a expressao génica de
TSPO no 10° dia de diferenciacdo, enquanto que o tratamento com 20 uM de
diazepam aumentou a expressdo génica de TSPO no 3° dia de diferenciacao (figura
25A). Nas células estimuladas pelo TNF-qa, o tratamento com veiculo ou diazepam (5

HMM) reduziram a expressédo génica de TSPO no 3° dia de diferenciagéo (figura 25B).
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Figura 25 — Expressao génica de TSPO durante a diferenciacéo celular.
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Legenda: expressdo génica relativa de TSPO durante a diferenciacédo de pré-adipécitos 3T3-L1 em
adipdcitos maduros. Os pré-adipécitos confluentes foram tratados por 48 horas com diazepam (5, 10
ou 20 uM), veiculo (DMSO 0,04%) e/ou TNF-a (10 ng/mL). Como controle utilizamos o gene endégeno
18S. Os dados representam a média + erro padrdo da média (EPM) de trés ensaios de diferenciacao
em triplicata. * p < 0,05, ** p < 0,01 vs respectivo controle (TO 100% confluéncia).

Fonte: autoria propria.

4.7.2. Expressdo protéica de TSPO e PPAR-y durante a diferenciagdo
celular: ensaio de Western blotting

Quantificamos a expressao protéica de TSPO e PPAR-y por Western blotting
durante a diferenciagéo de pré-adipocitos da linhagem 3T3-L1 em adipdcitos maduros.

Para tanto, as células foram tratadas com diazepam (5, 10 ou 20 uM), veiculo (DMSO
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0,04%) e/ou TNF-a (10 ng/mL), apds a confluéncia dos pré-adipécitos, antes do inicio
da diferenciacéo (figura 26A). Os resultados obtidos mostraram que a expresséo de
TSPO foi progressivamente modulada no grupo controle durante a diferenciacéo
celular (figura 26A). Entretanto, o tratamento com veiculo, comparado ao grupo
controle, diminuiu a expressao protéica de TSPO durante o 3° e o 10° dia de
diferenciacao, e o tratamento com diazepam (5, 10 ou 20 uM) néo alterou a expressao
nos mesmos tempos (figura 26A). Nas células estimuladas pelo TNF-a, o tratamento
com veiculo ou diazepam (5 ou 10 uM) reverteram a diminuicdo da expressao protéica
de TSPO induzida pelo TNF-a (figura 26B). Ademais, nossos resultados mostraram
gue os tratamentos com veiculo ou diazepam (5, 10 ou 20 uM) nédo foram capazes de
reverter a diminuicdo da expresséo protéica de PPAR-y induzida pelo TNF-a durante

o0 3° dia de diferenciagao (figuras 26C e D).

Figura 26 — Expressao protéica de TSPO e PPAR-y durante a diferenciagao celular
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Legenda: expressédo protéica de TSPO e PPAR-y durante a diferenciacao de pré-adipécitos 3T3-L1
em adipécitos maduros. Os pré-adipocitos confluentes foram tratados por 48 horas com diazepam (5,
10 ou 20 pM), veiculo (DMSO 0,04%) e/ou TNF-a (10 ng/mL). Como controle utilizamos a proteina -
actina. Os dados representam a média * erro padrdo da média (EPM) de trés ensaios de diferenciacao
em triplicata. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 vs respectivo TO (100% confluéncia). # p < 0,05, # p
< 0,01, ## p < 0,001 vs respectivo T3 (72h apds MDI).

Fonte: autoria prépria.
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4.7.3. Quantificagcdo do acumulo de triacilglicerol

Para quantificar o acumulo de triacilglicerol em adip6citos maduros tratados
com diazepam (5, 10 ou 20 uM) ou veiculo (DMSO 0,04%), estimulados pelo TNF-a
(10 ng/mL), ou simultaneamente tratados com diazepam e TNF-a, apds a confluéncia
dos pré-adipdcitos, antes do inicio da diferenciacdo, empregamos a técnica de
coloragdo por Oil Red O. Os resultados obtidos mostraram diminuicdo da
concentracdo de triacilglicerol nos adipdcitos maduros que foram estimulados pelo
TNF-a, e que o tratamento simultdneo com diazepam (5 uM) atenuou os efeitos

provocados pelo TNF-a (figura 27).

Figura 27 — Acumulo intracelular de triacilglicerol
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Legenda: porcentagem de lipideos corados pelo corante Oil Red O. Os dados representam a média +
erro padrdo da média (EPM) de dois ensaios de diferenciagdo em triplicata. * p < 0,05, ** p < 0,01 e ***
p < 0,001 vs controle (meio de cultura).

Fonte: autoria prépria.
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4.8. SECAO 08: efeitos dos tratamentos com diazepam e/ou TNF-a em
adipécitos maduros

4.8.1 Expressao génicade TSPO e PPAR-y em adipdcitos maduros: ensaio

de RT-PCR em tempo real

Quantificamos a expressao génica de TSPO e PPAR-y por RT-PCR em tempo
real em adipdcitos maduros tratados com diazepam (5, 10 ou 20 uM) ou veiculo
(DMSO 0,04%) e/ou TNF-a (10 ng/mL), por 48 horas, no 10° dia de diferenciacao
(figura 2B). Nossos resultados mostraram que a estimulacéo das células com TNF-a
diminuiu a expressao génica de TSPO (figura 28B), enquanto que o tratamento com
10 puM de diazepam reverteu a diminuicdo da expresséo génica de TSPO induzida
pelo TNF-a (figura 28B). Ademais, o tratamento das células com veiculo ou 20 uM de
diazepam, bem como a estimulacdo dos adipdcitos pelo TNF-a, reduziram
drasticamente a expressao génica de PPAR-y (figuras 28C e D), e o tratamento com

10 uM de diazepam reverteu a diminuicdo da expressao génica de PPAR-y induzida
pelo TNF-a (figura 28D).

Figura 28 — Expresséo génica de TSPO e PPAR-y em adipdcitos maduros.
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Legenda: expressao génica relativa de TSPO e PPAR-y em adipécitos 3T3-L1 maduros. As células,
no 10° dia de diferenciagéo, foram tratadas, por 48 horas, com diazepam (5, 10 ou 20 pM), veiculo
(DMSO 0,04%) e/ou TNF-a (10 ng/mL). Como controle utilizamos o gene enddégeno 18S. Os dados
representam a média * erro padrao da média (EPM) de trés ensaios de diferenciacdo em triplicata. * p
< 0,05, * p < 0,01, ** p < 0,001 vs controle.

Fonte: autoria propria.

4.8.2 Expresséo protéica de TSPO e PPAR-y em adipécitos maduros:
ensaio de Western blotting

Quantificamos a expressao protéica de TSPO e PPAR-y por Western blotting
em adipocitos maduros tratados com diazepam (5 ou 10 pM) ou veiculo (DMSO
0,04%) e/ou TNF-a (10 ng/mL), por 48 horas, no 10° dia de diferenciacao (figura 2B).
Nossos resultados mostraram que o tratamento dos adipécitos com 5 ou 10 uM de
diazepam, além de modular positivamente a expressao protéica de TSPO (figura 29A),
reverteram a diminuicdo da expressao protéica de PPAR-y induzida pelo TNF-a (figura
29D).
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Figura 29 — Expressao protéica de TSPO e PPAR-y em adipdcitos 3T3-L1 maduros.
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Legenda: expresséo protéica de TSPO e PPAR-y em adipdcitos 3T3-L1 maduros. As células, no 10°
dia de diferenciacao, foram tratadas, por 48 horas, com diazepam (5, 10 ou 20 puM), veiculo (DMSO
0,04%) e/ou TNF-a (10 ng/mL). Como controle utilizamos a proteina p-actina. Os dados representam
a média + erro padrao da média (EPM) de trés ensaios de diferenciagcdo em triplicata. * p < 0,05, **p
< 0,01, *** p < 0,001 vs controle.

Fonte: autoria propria.

4.8.3. Quantificacdo da atividade mitocondrial de adip6citos maduros por
MTT

A viabilidade de adipdécitos maduros foi determinada indiretamente por meio da
mensuracdo da atividade das redutases mitocondriais pela técnica de reducdo por
MTT. Para tanto, as células 3T3-L1 foram diferenciadas e, em seguida, tratadas com
diazepam (5, 10 ou 20 uM), clonazepam (1, 10 ou 50 uM) ou veiculo (DMSO 0,04%),
por 48 horas, apdés o 10° dia de diferenciacdo (figura 2B). Nossos resultados néo
evidenciaram diminuicdo da atividade das redutases mitocondriais. No entanto,
interessantemente, a concentracdo de 5 uM de diazepam, comparado ao grupo
controle (100%), modulou positivamente a atividade enzimética das mitocdndrias nos
adipdcitos (109,48%; figura 30).
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Figura 30 — Atividade enzimatica mitocondrial de adipocitos 3T3-L1 maduros.
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Legenda: atécnica de redugdo por MTT consiste na mensuracéo da atividade de enzimas redutases
mitocondriais de células metabolicamente ativas ou viaveis. Como controle positivo foi utilizado
dimetilsulféxido (DMSO) a 10%. Os dados representam a média * erro padrao da média (EPM) de dois
ensaios de diferenciagéo em triplicata. * p < 0,05 vs controle. # p < 0,05 vs veiculo.

Fonte: autoria prépria.

4.8.4. Quantificacdo do acumulo de triacilglicerol e do glicerol livre

Para quantificar o acumulo intracelular de triacilglicerol e o glicerol livre nos
sobrenadantes de adipdcitos maduros tratados com diazepam (5, 10 ou 20 uM),
clonazepam (1, 10 ou 50 uM) ou veiculo (DMSO 0,04%), estimulados pelo TNF-a (10
ng/mL), ou simultaneamente tratados com diazepam e TNF-a, no 10° dia de
diferenciacéo (figura 1B), empregamos a técnica de coloracdo por Oil Red O e o kit
comercial para deteccdo de lipdlise por espectrofotometria, respectivamente. Os
resultados obtidos mostraram: i) diminuicdo da concentracao de triacilglicerol (figura
31A), bem como aumento do glicerol livre (figura 31B), em adipécitos maduros
estimulados pelo TNF-q; ii) aumento do glicerol livre no sobrenadante de adipdcitos
tratados pelo diazepam (20 uM; figura 30B); iii) que o tratamento simultaneo com
diazepam (5 uM) atenuou os efeitos provocados pelo TNF-a (figura 31C) e, iv) que o
clonazepam nao alterou o acumulo de triacilglicerol (figura 31D), bem como a

concentracéo de glicerol livre (figura 31E), nas células diferenciadas.
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Figura 31 — Acumulo intracelular de triacilglicerol e glicerol livre
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Legenda: (A-C-D) porcentagem de lipideos corados pelo corante Oil Red O. (B-E) Determinagdo do
glicerol livre (nmol/mL) em sobrenadantes de adipocitos maduros tratados pelo diazepam (B; 5, 10 ou
20 uM) ou clonazepam (E; 1, 10 ou 50 uM). Os dados representam a média + erro padrdo da média
(EPM) de dois ensaios de diferenciacdo em triplicata. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 vs controle
(meio de cultura).

Fonte: autoria prépria.
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5. DISCUSSAO

Em resumo, os resultados que foram apresentados em nosso estudo
demonstram que o tratamento de pré-adipécitos com diazepam ndao modula a
adipogénese. Ademais, apesar de o diazepam ndo modular a expressao génica e
protéica de PPAR-y; em células que foram estimuladas pelo TNF-a, o tratamento com
diazepam foi capaz de reverter a diminuicdo da expressao génica e protéica de PPAR-
y induzida pelo TNF-a. Este dado, que é novo, confirma nossa hipotese,
demonstrando uma possivel relacdo entre as vias que controlam a sinalizacdo de
TSPO e PPAR-y. Ademais, além de o tratamento dos adipdcitos com diazepam
modular positivamente a expressao protéica de TSPO, efeito este (expressao
protéica) que nao observamos em células tratadas pelo clonazepam, um
benzodiazepinico de acdo exclusivamente central; a incubacéo de macrofagos com
diazepam foi capaz de estimular a fagocitose in vitro e suprimir a producao de NO em

células que foram simultaneamente estimuladas pelo LPS.

A expressédo génica de TSPO em células da linhagem 3T3-L1 foi evidenciado
pela primeira vez por Wade e colaboradores (2005), que demonstraram uma
regulacdo positiva de fitas complementares de mRNA de TSPO 18kDa durante a
adipogénese. Neste sentido, com o objetivo de validar nossos primers e células,
realizamos a expressao génica 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 expressdo de TSPO nos pré-adipdcitos, seguido por um
aumento importante na expressdo génica deste receptor durante as fases de
diferenciagao celular. Assim, nos foi permitido inferir que, apesar de nao terem sido
estimuladas com ligantes de TSPO, a expressao génica de TSPO foi
significantemente modulada durante as fases de diferenciacdo das células 3T3-L1.
Nossos resultados também caracterizaram a expressao génica basal de TSPO na
linhagem de macrofagos murino Raw 264.7, corroborando dados da literatura que
demonstraram a expressdo de TSPO em células mononucleares, tais como em
mondcitos e macréfagos (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 concentragcdes sem grandes referéncias
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cientificas. Deste modo, tomamos como base os estudos de nosso laboratério que
utilizavam neutrofilos, mas a resposta as concentracdes de ligantes de TSPO, bem
como ao veiculo empregado, foi bem diferente do que esperavamos. Assim, para a
realizacdo dos ensaios iniciais, o diazepam foi empregado nas concentragdes de 1,
10, 100 ou 1000 nM por 24 horas, enquanto que como veiculo para o diazepam

utilizamos inicialmente o solvente DMF (N,N-dimethylformamide) a 0,01%.

O objetivo inicial deste estudo foi caracterizar a expressao e funcdo do TSPO
na diferenciacdo de células 3T3-L1, em macrofagos 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-
adipdcitos, células da linhagem Raw 264.7, macréfagos primarios e na diferenciacao
das células 3T3-L1, passamos a desconsiderar o objetivo inicial de desenvolver a co-
cultura, e empregamos, no lugar da estimulacdo dos macrofagos pelo LPS, a
estimulacao das células 3T3-L1 por uma das principais adipocinas secretadas durante

a inflamacéo crénica de baixa intensidade evidenciada na obesidade, o TNF-a.

Além disso, como pode ser observado em nossos resultados iniciais, muitos de
nossos dados foram influenciados negativamente pelo veiculo DMF a 0,01%. O
solvente N-N dimetilformamida (DMF) é amplamente empregado para a solubilizacdo
de amostras contendo compostos orgéanicos hidrofébicos, e tem sido bem
documentado que, ao reagir com atomos e moléculas, € capaz de formar ligacdes
guimicas (C-O, H-O, S=0) e, ainda, diferentes grupos funcionais (hidroxil, éster,
aminas, sulfinil, grupos éter ciclicos), capazes de sequestrar e/ou bloquear a producao
de radicais hidroxila e outras espécies reativas de oxigénio (LI, 2013). As ERO séo
importantes para a comunicacdo celular e a homeostase tecidual, e regulam diversos
processos fisiolégicos, tais como proliferacdo, resposta a hipodxia, inflamacdo e a
resposta imune de células de mamiferos (GORLACH et al., 2015). Neste sentido, tem
sido bem descrito pela literatura cientifica a participacdo de radicais hidroxila (-HO)
como precursores de produtos capazes de modular a abertura de canais mitocondriais
de K*sensiveis a ATP (mitoKatp) via proteina quinase C épsilon 1 (PKCel), elevando
a producdo 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* sensiveis a ATP (mitoKatp) via PKCel, 0 que resulta em menor producéo
de ERO e sua sinalizacdo (GARLID et al., 2013). Diante das evidéncias que foram
constatadas na literatura cientifica, podemos inferir que o DMF € capaz de atuar
paralelamente as vias que podem controlar a sinalizagéo e os efeitos do TSPO: i)
interferindo com a fungdo das mitocondrias e com a producéo de ERO e, ii) com a
ativacao da via da proteina quinase C épsilon 1 (PKCel), que compreende uma das
isoformas de PKCe que pode estar envolvida com a regulacdo da expressao génica
de TSPO (BATARSEH et al., 2010; GATLIFF & CAMPANELLA, 2012).

Deste modo, de 2013 até os dias atuais, vimos nossa hipoétese inicial, de que o
TSPO seria importante para a adipogénese, bem como para o estudo da obesidade e
inflamag&o, apontar das mais variadas formas em varios estudos de grande
relevancia. Em um destes trabalhos, que utilizava o mesmo modelo celular (3T3-L1),
mas diferentes ligantes de TSPO, percebemos o emprego de concentracfes de
ligantes de TSPO mais elevadas e respostas celulares mais acentuadas. Assim,
diante dos problemas que estdvamos enfrentando, passamos a considerar estas
informacdes para a continuidade dos ensaios. Assim, com base no estudo de Li e
colaboradores (2015), substituimos o veiculo DMF (0,01%) pelo DMSO (0,04%),
passamos a empregar concentracdes mais elevadas de diazepam (5, 10 ou 20 pM) e,
adicionalmente, empregamos o clonazepam (1, 10 ou 50 puM), um benzodiazepinico

de acao exclusivamente central (GABAAa), como controle do diazepam.

Visto que na literatura ndo encontramos dados referentes ao uso do diazepam
em células da linhagem 3T3-L1, realizamos ensaios de viabilidade celular para excluir
possiveis efeitos citotoxicos e validar as novas concentracdes de diazepam,
clonazepam e/ou veiculo. Interessantemente, os tratamentos com diazepam, em
todas as concentragdes empregadas, aumentaram a porcentagem de células viaveis,
por reduzirem a porcentagem de pré-adipOcitos mortos por apoptose, necrose e/ou
apoptose tardia. Vale ressaltar que este efeito nao foi observado nos tratamentos com
veiculo ou clonazepam (controle do diazepam), que mantiveram a viabilidade das
células satisfatoriamente em torno de 70%. Assim, com base nos resultados que
obtivemos, nos € permitido inferir que a ativacdo da proteina 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 viaveis e,

possivelmente, favoreceu a proliferacdo e/ou a diferenciacéo das células.
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Adicionalmente, demonstramos que o TNF- a, em ambas as concentra¢des que
foram empregadas para padronizacao (5 ou 10 ng/mL), ndo foi citotoxico, e aumentou
os niveis de NO e IL-6 nos sobrenadantes das células (10 ng/mL; 48 horas). Deste
modo, com a concentracédo de trabalho e tempo de exposicéao validadas, partimos
investigar os efeitos do TNF-a sobre a diferenciagdo das células 3T3-L1 e sobre a
cultura de adipdcitos maduros. Entretanto, utilizando, simultaneamente, o0s

tratamentos com o ligante de TSPO diazepam.

Nossos resultados corroboraram os dados da literatura, mostrando que durante
a adipogénese, o acumulo de triacilglicerol pelas células em diferenciacdo foi
consideravelmente prejudicado pelo tratamento com TNF-a. Ao mesmo tempo, o
tratamento de adipocitos maduros com TNF-a aumentou a concentragao de glicerol
livre nos sobrenadantes, e diminuiu significantemente o acumulo intracelular de
triacilglicerol e a expresséao protéica de PPAR-y. Em conjunto, estes dados validaram
nosso modelo experimental, evidenciando os efeitos do TNF-a ja bem descritos pela

literatura cientifica.

Ademais, mostramos aqui, pela primeira vez, que o tratamento com TNF-a
impediu a expressao génica progressiva de TSPO durante a diferenciagdo de pré-
adipécitos 3T3-L1 e, ainda, que, em adipocitos maduros, o tratamento com TNF-a
diminuiu a expressao génica e protéica de TSPO. Deste modo, ao inferirmos sobre a
Importancia da expressao de genes adipogénicos para a biogénese mitocondrial,
percebemos que, a biogénese mitocondrial, se diminuida pela acdo do tratamento
com TNF-a, pode responder, pelo menos em parte, pela diminuicdo da expressao

génica e protéica de TSPO, bem como pela diminuicdo do acumulo de triacilglicerol.

Com base no que observamos, partimos investigar se o diazepam poderia
modular os efeitos provocados pelo tratamento com TNF-a. Assim, primeiramente,
observamos que o aumento da expressdo génica e protéica de TSPO, provocados
pelos tratamentos com diazepam durante a diferenciacédo das células 3T3-L1 ou em
adipécitos maduros, nao foi acompanhado pelo acumulo de triacilglicerol, mas pela
expressao protéica de PPAR-y em adipdcitos maduros. Ainda ndo nos é possivel
inferir sobre os mecanismos que medeiam esta importante inducéo protéica de PPAR-
y via ativacdo de TSPO por seu ligante diazepam (5 ou 10 pM). No entanto,
adipocinas, espécies reativas de oxigénio e NO poderiam atuar como moléculas

sinalizadoras (ZHANG et al., 2013). Com estes dados, inferimos que a expressao
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génica e protéica de TSPO, em condi¢des basais, seja parte integrante do processo
de biogénese mitocondrial, e que a ativacdo de TSPO pelo seu ligante diazepam nao
modula o processo de adipogénese. Assim, uma vez que ndo encontramos alteracdes
na adipogénese induzidas pelo tratamento dos pré-adipécitos com diazepam (5, 10
ou 20 uM), ndo seguimos adiante com 0s ensaios para a quantificacdo dos genes:
C/EBP-a, FABPA4.

As mitocOndrias, além de estar envolvidas no catabolismo de aminoécidos,
ciclo da uréia e producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO), estdo associadas
a regulacéo de varias vias de sinalizacao, 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 incubagdo dos adipocitos maduros
com diazepam, clonazepam ou veiculo ndo diminuiram a viabilidade das células por
MTT, mas a ativacao da proteina TSPO pelo seu ligante diazepam (5 uM) foi capaz
de modular positivamente a atividade mitocondrial dos adipdcitos. Interessantemente,
demonstramos que a ativacdo da proteina TSPO pelo seu ligante diazepam (5 uM)

atenuou a lipdlise provocada pela acdo do TNF-a em adipécitos maduros.

Interessantemente, o tratamento simultdneo empregando diazepam (5 uM) e
TNF-a também atenuou a diminuicdo do acumulo de triacilglicerol provocada pela
acao do TNF-a sobre a diferenciagéo das células 3T3-L1 em adipdcitos maduros. Este
efeito antagonista do diazepam foi acompanhado por um aumento na expressao
génica de TSPO (5 ou 10 uM) em adipécitos maduros, e nos demonstrou que a
ativacdo do TSPO pelo seu ligante diazepam (5 puM) foi capaz de, pelo menos em
parte, modular a adipogénese, favorecendo a expressdo protéica de PPAR-y, o
acumulo de triacilglicerol e, possivelmente, recuperando a atividade mitocondrial das

células.

Sabemos da importancia que é a producdo de espécies reativas de oxigénio
para a homeostase e comunicagao celular, e que o TSPO, além de estar associado
com a producédo de ERO (MAULIK & KUMAR, 2012), possui inimeras outras funcbes
mitocondriais (GATLIFF & CAMPANELLA, 2012). Como exemplo, podemos citar a
producédo de NO que é dependente da atividade de um grupo de enzimas denominado
NO synthases (NOS). Diferentes isoformas sdo 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 ativacdo de seu sitio catalitico (KNOWLES &
MONCADA, 1994; AKTAN, 2004). Ademais, a producdo do cofator heme ¢é
mitocondrial e diretamente dependente da protoporfirina IX (VAGANI & SMITH, 2015).
Interessantemente, inGmeros trabalhos na literatura demonstram a participacdo do
TSPO na biossintese do cofator heme e, ainda, a protoporfirina IX como um ligante
endogeno de TSPO (VEENMAN et al., 2007).

Deste modo, durante a inflamacéo crénica de baixa intensidade, altos niveis de
adipocinas inflamatérias, bem como de NO (iNOS), poderiam contribuir para a
sustentacdo dos efeitos inflamatorios, 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 varios sistemas bioldégicos, como 0 imune, nervoso e
cardiovascular e, ainda, modula os estoques de gordura pelo aumento da captacao
de glicose mediada pela insulina e da diminuicdo da lipolise (BREDT; SNYDER, 1994;
DAWSON; DAWSON, 1995; GAUDIOT et al., 2000). Neste sentido, nés mostramos
gue o tratamento de pré-adipécitos com TNF-a aumentou os niveis de IL-6 e NO, e
gue o tratamento de macréfagos primarios com LPS modulou positivamente a
producdo de NO. Interessantemente, o tratamento simultdneo com diazepam, ainda
nas concentracdes antigas de diazepam (1, 10 ou 100 nM), reverteu significantemente
a producéo de NO (1 ou 10 nM) evocada pela incubacdo com LPS, e o tratamento
com 100 nM de diazepam aumentou a atividade fagocitica de células Raw 264.7.
Estes dados séo interessantes e Unicos na literatura, e demonstram a atuacdo do

TSPO modulando vias importantes para inUmeras funcdes celulares.

A proteina TSPO e seus ligantes podem afetar inUmeras fungdes celulares
dependendo do tipo celular em que estid expresso e da densidade de expressao
(GAVISH et al., 1992; IKEZAKI; BLACK, 1992; CANAT et al., 1993). No entanto, é
importante ressaltar que sob algumas condi¢des fisioldgicas e dependendo da
concentracdo do ligante utilizada (micro ou nanomolar), tipo de tecido ou célula, estes
ligantes poderdo apresentar efeitos agonistas, antagonistas ou mistos (SCARF et al.,
2011; SHANY etal., 1994; CHAUVEAU et al., 2008; RUPPRECHT et al., 2010). Assim,
temos observado que a concentracdo de 20 uM de diazepam, diferentemente das

concentracdes de 5 ou 10 uM, diminui de maneira expressiva a expressao génica de
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PPAR-y e TSPO, tal qual o TNF-a. Interessantemente, pudemos ver também que a
concentracdo de 20 uM de diazepam diminuiu o acumulo de triacilglicerol, bem como
aumentou a concentracao de glicerol livre no sobrenadante das células. Este efeito
muito interessante, mas os dados séo isolados e a maioria dos resultados com a

concentracéo de 20 pM de diazepam séo inconclusivos.

Ademais, nossos resultados evidenciaram que a incubacdo dos adipdécitos
maduros com clonazepam nao foi capaz de aumentar a expressao protéica de TSPO.
Entretanto, os resultados obtidos evidenciaram que a ativacéo da proteina TSPO pelo
seu ligante diazepam (5 ou 10 uM) foi capaz de modular positivamente a expressao
da proteina TSPO. Ainda, nossos dados demonstraram uma diminuicdo da expressao
génica de TSPO e PPAR-y e da expressao protéica de PPAR-y em adipdcitos
maduros estimulados pelo TNF-a. Além disso, interessantemente, nestas células, o
tratamento com diazepam (10 uM) reverteu a diminuicdo da expressdo génica de
TSPO e PPAR-y provocada pela agao do TNF-a, e o tratamento com diazepam (5 ou
10 um) modulou positivamente a diminuicdo da expressdo protéica de PPAR-y

induzida pelo TNF-a.
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6. CONCLUSAO

Em resumo, estes dados, que sédo novos, e vém de encontro das hipéteses ja
descritas pela literatura cientifica, confirmam a possivel relacdo entre as vias que
controlam a sinalizacdo de TSPO e PPAR-y, e demonstram a regulacdo da proteina
TSPO nas vias que controlam a morte celular por apoptose, a producao de NO e a
fagocitose. Assim, apesar de inferirmos que, pelo menos em parte, a ativacdo de
TSPO pelo seu ligante diazepam é capaz de modular a ativacdo de NF-kB induzida
pelo TNF-a, revertendo a diminuicdo da expressao génica de TSPO e PPAR-y e a
expressao protéica de PPAR-y, ndo nos é possivel inferir sobre o real mecanismo que

regula este processo.

Por fim, concluimos que, apesar das dificuldades que enfrentamos, e do
pioneirismo da proposta, que ora nos levou ou ndo distante dos caminhos mais
corretos para a conducao desta Tese, estamos certos de nossa contribuicdo para com
0 nosso laboratério, para com os dados e futuros projetos do laboratério e, com o

amadurecimento dos novos dados, para com a literatura cientifica.
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Canselho Regional de Biomedcina 1% Regido, CREM-1, Brasil,

2015 - 2015 Bxtens®o Lniversitésia em Medical Aspects of Chamical Weapons, (Carga horana: 1h),
Universidade de 530 Paulo, USP, Brasil,

2014 - 2014 Extensio universitana em ldentificagdo da Maldna Pumanar Grave: EMM, (Carga hovaria:
1h).
Universidade ge S3o Paulo, USP, Brasll,

2014 - 2014 Exters®o universitisia em Métodos Inavadores de Ensino de Graduagho. (Carga hardna:
2h).
Universidade de 53 Paulo, US?, Braal,

2014 - 2014 Extensdo universitra em Thomson Reuters Integrity. (Carga hordria: th).
Universidade de S8 Paulo, USP, Bramil,

2012 - 2012 Extensdo universitina 2m Neuroinflamagies e Doengas Neurcdegenerativas. (Carga
hordria: 1h),
Universidade de 530 Paulo, LUSP, Brasi,

2011 - 2011 Eaxtensso unlverutdsa &m Logistica de Medicamentas. (Carga hosdria: th).
Universidade de S30 Paulo, USP, Brasil,

2011 - 2011 Extensdo Lnivessitara am Descartes Laboratorlels. (Carga hordrla; 3n),
Universidade de 530 Paulo, USP, Brasll,

2011 - 2011 Extens30 universitina em Sistema de Imagem em Alto Conteldo. (Carga hordda: 3n).
Molecutar Devices do Srasil, MD, Brast,

2011 - 2011 Extens®o universitana em AplicagBo de Nanoparticulas na Area Farmaciutica. (Carga
hordria; Zh),
Universidada ge 530 Paulo, USP, Brasll,

2011 - 2011 Extens3o univessitana em ApoClll, & nek facter for Diabetes, (Carga hordrial Lh),
Universidade de 530 Pauo, USP, 8rasil,

2011 - 2011 Extensdo universitina am Toll Like Receptor, (Carga hordria: Lh).
Universidade de 530 Paulo, USP, Brasil.

2010 - 2010 Extensdo universitara em Primeros Socoros/Acdentes no Lar. (Carga hordna: 1h),
Fundiagdo Sio Paulo - Hosprtal Santa Lucinda, HSL, Brasil,

2010 - 2010 Extensdo universitara em Manutencdo do equip, COBAS B 221, (Carga hordria; Sh),
AIMARA - Coméroio & Represertagdes LTDA,, AIMARA, Brast.

2009 - 2009 Treinamento Técnico Comercial 2009, (Carga hardrfa: 30n),
Butécnica [ndustria e Comércio, BIOTECNICA, Brasil,

2009 - 2009 VI Sernana de Estudos. (Carga hordsia; 16h),
Centro Universiténo Nossa Senhara do Patrecinio, CEUNSP, Brasil,

2009 - 2009 Qnd & como discutir casos de medicina maolecular, (Carga hardna: 1h),
Total Laboratéeios / Senico de Apoio a Laboratdrics, SAL, Brasl

2008 - 2008 Gerenciamento e Conservagdo do Sangue. (Carga hordria: 6h),
Centro Universitanio Nossa Senhora do Patrocinio, CEUNSP, Brasil,

2008 - 2008 O Lab. Cin, no diag. das doengas asto-munes. (Carga hordna: 3h),
Sodledade Braslieira de Patologia Clinica/Medicna Laboritorial, SBAC/ML, Brasil.

2008 - 2008 V Semana de Estudes. (Carpa hordria: 12h).
Centro Universitdno Nossa Senhara do Patrocinic, CEINSP, Brasll,

2007 - 2007 [V Sermana de Estudos. (Carga hardna: 400).
Centro Universitdno Nossa Senhara do Patrocinio, CEUNSP, Brasil,

2008 - 2006 [11 Semana de Estucos. (Carga horaria: 12h),

Atuacao Profissional

Centro Universitdrio Nossa Senhora do Patrocinio, CEUNS®, Brasil,

Associaciéo Brasileira de Blomedicina, ABBM, Brasil,
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Vinculo institucional
2016 - Atual Vinculo: Cormessao de Toxicologia, Enquadramento Funconal; Cormiss8o de Toxicolegia

Conselho Regional de Blomedicina 17 Regiio, CRBM-1, Brasil.

Vinculo institucional

2017 - Atual Vinculo: Delegado, Enguadramento Funcional: Delegado

Vinculo institucional

2015 - Atual Vinculo: Consefheiro Hororario, Enquadramento Funcional: Consefheiro Honaridro
Outras informagbes Conselhelro Honorério do Conselno Regonal ae Blomedicna 19 Regido (CREM-1).
Vinculo institucional

2015 - Atual Wnculo: Membro de Comiss3o Toxxcologia, Enguadramento Funcional: Membro de

Cormigsio

Universidade de Sorocaba, UNISO, Brasil.

Vinculo institucional
2017 - Atual Viheulo: | Enquadramento Funcional; Professor & Coordenador, Carga herdria: 40
Outras informagdes Professor Assistente [I - RE Coordenadar oo curso de gracuagdo em Blomediona

Universidade Nove de Julho, UNINOVE, Brasil.
Vinculo institucional
2017 - 2017 Vincula! , Enquadramento Funcional: Professor da Diretoria de Salde 11, Carga hordna: 24

Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.

Vinculo institucional

2013 - Atual Vincula: Aluno de Doutorade, Enquadraments Funcional; Bolsista, Carga horaria: 40,
Regime: Dedagdo exchusiva,

Vinculo institucional

2015 - 2016 Vinculo: CEUAJFCF/USP, Enguadramenta Funclonal: Representante discente

Outras informacdes Representante decente na Convssio de Etica no Uso &2 Animes da FCF/USP/SP

Vinculo institucional

2011 - 2013 Vincuio: Aluno de Mastrads, Enquadramento Funcional; Boldsta, Carga hordsia: 40,
Regime: Dedicaghio exciusiva,

Vinculo institucional

2011 - 2012 Whculo: ComissBo de Pés GraduagBo, Enquadraments Funtonal: Representante dscente

Vinculo institucional

2011 - 2012 Vincuio: Comesslio de Etica em Pesquisy, Enquadraments Funcional: Represantante
discente

Associncio Paulista de Blomedicina, APBM, Brasil,

Vinculo institucional
2017 - Atual Vinculo: Diretoria e conseho fiscal, Enquadramento Funcional: Diretoria e corsaiho fiscal

Sociedade Brasileira de Toxicologia, SETOx, Brasil,

Vinculo institucional

2015 - Atual Vinculo: Membvo do Conselha Fiscal, Enquadramento Funciona: Membro oo Censelho
Fiscal

Vinculo institucional

2015 - Atual Vinculo: Coordenagdo INFOTOX, Enquadraments Funconal: Coordenador geral

Associacho Policial de Assistencia & Saude - Labormed, APAS - LABORMED, Brusil,

Vinculo institucional
2010 - 2010 Wincuio: Celaborador, Enquadraments Funcional: Biemédico, Carga hardnia: 40
Outras informacdes Bomedico responsével peld Laboratdrio do Hospital Santa Lucinda.

RCL - Comercial, RCL, Brasil.

Vinculo institucional
2009 - 2010 Vinculo: Cotaborador, Enquadiamento Fundional: Assessor Cientifico, Carga hordria: 40

Colégio Atos, ATOS, Brasil.
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Vinculo institucional
2009 - 2010 Winculo: Colaborador, Enquadraments Funcional: Professar, Carga hordnia: 8

Colagio CENEP, CENEP, Brasil,

Vinculo institucional
2008 - 2010 Vinculo: Colaborador, Enquadraments Funcional: Professor, Carga hordria: 8

Calégio Archimedes, ARCHIMEDES, Brasil.

Vinculo institucional
2008 - 2008 Vincule: Colaborader, Enquadramento Funcional: Professor, Carga horlrie: 4

Lab. Clin. Trianalises, TRIANALISES, Brasil.

Vinculo institucional
2006 - 2008 Vincul: Coiaborador, Enquadeamento Funcional: Flantorista, Carga hordra: 36

Vidigua Comércio o Distribuidora de Aguas Minerais LTDA, VIDAGUA, Brasil.
Vinculo institucional
2005 - 2006 Vinculs: Regido peles normeas da CLT, Enquadeamento Funaanal: Vendedor, Carga
horaria: 40

Instituto de Pesquisa e Educacao em Saude de S3o Paulo, IPESSP, Brasil.

Vinculo institucional
2017 - Atual Vinculo: Professor Vistants, Enquadramento Funcional: Professar de pés-graduagdo ¢
coorcenagdo

Centra Universitirio Herminio Ometto de Araras, UNIARARAS, Brasil.

Vinculo institucional
2017 - Atual Vinculo: Professor Vistante, Enquacramento Funconal: Professor de pés-graduacio

Universidade Anhambi Morumbi, UAM, Brasil,

Vinculo institucional

2017 - Atual Vinauk: Professor Vistarte, Enquacramenta Funcional; Professor de pds-graduagio
Projetos de pesquisa

2017 - Atual ESTUDOQ SOBRE A PREVALENCIA, CRENGAS E ATITUDES RELACIONADAS AO USQ DE

NARGUILE EM JOVENS DE UMA ESCOLA PUBLICA DE SOROCABA - SP:

Descrigan: O abuso de arogas por adolescentes tem sida cada ver mais frequente, @ estas
drogas, sejam licitas (lcool, cigarro, etc) ou ilicitas (crack, maconha, cocaine, &tt.), sBo
utilizadas para impressionar, fugll de frustragles (bulling, desentendimento familiar,
woliclio), acabmar, amencar casos de ansedade, depressdo e/ou baixa sutoestima, Assm,
cepois do &cocol, 0 Abaco € a segunda droga psicoativa mals consumica par adolescentes,
&4 utilizagho Co tabaco evniuiu € detkou de s&r representaco apenas peta utilizacio de
cigaro radiaonal, hemo de corda e cigarmo de use caseiro. Atualmente, entre as novas
formas estd ¢ 150 do nasguid. Maitn comum no Onents, o nanguilé tem chamada stengdo
dos jvens ocidentals e, apesar da sminuigdo do use de tabaco por meio do uso de
ogarros tradiclonats, o w0 de Narguld, principalments entre lovens e familias Ineiras do
Qaidente, tem crescido exporenaalmente. Ademais, a toxcidade o Narguié, comparada
a0 cigarTo tradiciona, & demasiadaments Mas Intensa, € isto contribul para o surgimeanto
precoce de doengas ordnichs e/ou infecciosas, ASHm, visto que o narguilé, além de ser
muito mass oo que o cigarmo tradicional, tem sido tratado como uma forma sequra para
us0 de tabaco; tem srakio jovers e adultos do Ocidents, & tal mecanismo de atracho 54
chegou & Ocases brasileiras, difundndo-se em bares e entre as rodas de amigos, o
presente trabaiho tem por objetivo (dentificsr 0 perfil de utiizagdo e o conhedimento sobre
nargullé entre jovens do ensing médio de uma escola plblica da Sorocata ? SP. Para
1arto, este projeto de pesquiss serd desenvolvido por amastragem, com aproximagaments
100 estugantes do ensno médo, Serdo entrevistados homens e mulheres de ambos os -
sexps. Este estudo ird reallzar uma varredura nas escolas, buscando anafisar a utiizagdo,
05 conhecimentos sobre 0 S0 de nargulle, & investigando suas muthplas dmensdes. Serdo
levantadas informagbes sobve toxiodade, Lo de tabaco e essdnoas, & o riso de doengas



2017 - Atual

2013 - Atual

2011 - 2013

INFECTionas MSOCAtAS 20 150 de PReiras COMPArtinacas, A coleta de dacos serd realizada
a parur de Lm gquestiondrio semi-estruturado, Indwdual e fechado, elaborada e aplicado
Pelon autores, cujas questdes entificario a percencho dos sujeitns emoividos, buscando
dados relacionados 8 pribicas que envolvam 0 manusel deste dispositive. Por fim,
destacamos que para entender a dimensao do problema entre 0s javens, 580 necessinos
levantamentos nacionals, que infefzmente nlio possuimes. Assim, para contribuir com &
Weratura pentifica nacional, estudas regianals que visem identificar 3 real situagdo com
relagh0 80 corhecmento & uso de narguilé entre jovens sio extremarments necessdnos ¢
padem nonear 6rg30s @ politicas plblicas, Ademais, nossa Intengdo ndo & apenas
wertificar o probiema, may cridr 05es nas escolos, & contribuir para uma possivel
mudanga de candrio..

Situagda: Em andamento; Natureza: Pesquisa.

Alinos envolvidos: Graduagdo: (2) .

Integrantes: Enc Diego Banan - Coordenador / Ana Elisa Rutinato Cavatheiro - Integrante
/ Dane Crstina da Silva Pereira Nunes -

AVALIAGAD DO RISCO DE INTOXICAGOES POR DOMISSANITARIOS NA PORLAGAO DO
BAIRRO PARQUE SAQ CAMILO EM [TU - 52

Descricho: Com o créscimento da industria & avango da tecnologie, viras substinoas de
utilidade doméstica, capazes de provocar intoxicagles, surgiiam e est3o facllmente
dispanivess em produtos quimicos, tas coma o5 damissaniténos, As intoucagies por
domissanitaios compeeendem um grave probiema de sadde piblica, e o nimero de casos
de iIntoxicagdo por domissantanos aumenta da apds die. Anda, & populaglo carece de
nformagfes sotive cuidados basicos oa salde em £asos de ntoxicagdo, desconhece 3
impartdnca e as informagies conticas em rdtulos & embalagens de produtos
domissaniténos, e nio considera pangoso produtas domissanitanos Prowemos a cnangas e
ammais domésticos, Assim, 0 abietive do presente projeto serd avakar & compreender 2
percepsdo do riscn de intoxcagies por domissantdncs na populagio do baima Parque SSo
Camilo da odade de Itu ? SP, & determenar COmMO 06 MO¢300res compreendem e vivencam
as Intuocagdes, como obtém Informagdies sobre ¢5 produtos saneantes & de gue manera
rE30EM & estes casos. Este projeto de pesquisa serd desenvalvido por amostragem com
apraarmadamente 100 moraderes do bairo Parque Sie Camilo da cidade de Ttu ? 5P
Sero entrevistados homens e mulheres, moradores do bairro, com idade igual ou superior
8 30 aros. Este estudo ird resizar uma visrredura neste bairro, buscando analisar a
manipuiacaa e uhlizacda de produtos domissanitanos e investigando suas mistiplas
dmersdes, Serdo chservadas informaghes sobre rotuiagem, estocagem & aplicagio de
produtos de himpeza em uma localidade predominantementa de baia renda, A coleta de
Gagdos serd realizada a partle de um questiondrio semiestruturado, individual e fechado,
claborada ¢ spiicado pelos autares, cujas as questdes wentificario a percepcia dos
suj@ites envolvidos, buscando dados reladionades s praticas Que envalvam o manuseo de
substancias quimicas habtuaimente utdzadas nas residéncias. Por fim, esperamos Gue 03
resultados nos tragam Informacbes importantes sobre como @ populagao reage em cascs
de Intoxicagho por domissantdrios. Além disso, entender o conhecimento da populachc
sobre o risco 40 usO & armazenaments inadequado de domissanitdnos, como obtém
informagies 8 respeitn destes produtos, & as experiéncias toxicolbgices envolvendo
domissanitanos que |& presenciaram..

Situag2o: Em endamento; Natureza: Pesquisa,

Alunos envolvidos: Graduagdo: (1) .

[ntegrances: Enc Diego Barione - Coordenador / Talita Formeira do Nasamento - Integrante.
INTERFERENCIA DO TSPO SOBRE AS VIAS DE ATIVAGAQ DE ADIPOCITOS DA LINHAGEM
3131

Projeto certificado pelo(a) coordenador{a) Sandra Helena Poliselll Farsky em 11/12/2014,
Descric@o: A obesicade ¢ assotiada a uma inflamagio crinica de balka intensidade ¢
representa Lm dos f3tores de (5Co para o deservolwmento de uma sérle de oo-
mortiidades, tais como a resisténca & nsuine e o desevolviments do diabetes mellitus do
tpo 2. Os recaptores TSPO (transiocator protesn 18kDa) estdo envolvidos em inGmeras
fungdes celulares, melundy brossintese e transporte de estertades, transpucte de
porfirinas, apoptose, biossintese do heme, transparte de ions, respiragio coluler,
processos axidativos € imunomosuiacdo. No entanto, a presenca e 3 fungio o2 raceptores
TSPO na cbesidade anda ndo estdo estabelecidas. Neste sertido, nosso grups de pesqusa
Ve cesenyoivenco trabalhos com o objetivo e asdarecer o papel imunomodulador de
receptores TSPO e, desta forma, no presente projeto serdo avaliadas a expressdo e fungdo
de receptores TSPO em céluias adiposas da knhagem 3T3-L1, bem como a agdo do TSPO
na polarizagio de macrdfagos Raw 264,7.

Situagdo: Em andamento; Natwe2a: Pesquisa,

Alunos envolvdas: Doatorado: (1) .

Inmegrantes: Enic Diege Barons - [ntagrante [ Sandra Helena Palizalll Farsky - Coordenador.
CARACTERIZAGAO DAS ACOES DO EXTRATO DA INFLORESCENCIA DA Achyroctine
satureoides SOBRE A FUNCAC DE NEUTROFILOS NA INFLAMAGAD.
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Membro de corpo editorial

Descncho: Desde o antiguidade, as plantas medicnas vém sendo utilizadas pard o
tratamento de dversas doengas e, gradativamente, 0 use destes medicamentos naturas
tem aumentado, porém, Nd MAIOria das Ve2es, © EMprego do medicamento popular é
reafizado som critérios adequades, ou sejs, sem o fundamentsgdo necessiria na Iteratura
PAIA 0 LSO, 0 QuE &M 3lguMas vezes, poderd resultar em efeitos indeseSvais & thxcos.
Achyrocline satureoides (Lam) D.C., popularmente conhecida como marcela, marcela do
campo, macelinnha, macela ou camomila-nacanal & muto utikzaca popularments para
tratar males do estomago e do intesting, problemsas respiratérios, anemias, inflamagies,
Infecgiias virats, diabetes & doengas de pedstata, Nosso grupo de Pesgiisa vem
desznvelvendo trabaihos com o abjetiva de esclarecer o5 mecanismos antinflamatanos
¢as inflorescéncias ¢a Marcefa. No presenta projeto serdo Investigadas 35 agdes do extrato
cas infloregcéncias da Achyrodine saturecdes sobre a3 fungdes de newtrdfilos,.

Situago: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Akiios envotvidos; Mestrado acatémica: (1) .

Int=grantes; Eric Diego Banon - Intagrante / Sandra Helena Paliselll Farsky - Coordenador,

FAnancladar(es): Fundagio de Amparo & Pesquisa do Estato de S3o Paulo - Bolsa,

2015 - Atual

Periddico: INFOTOX

Membro de comité de assessoramento

2016 - Atual Agéncia da fomanto; Associagdo Brasiieira de Blomedxing

2015 - Atual Agéncia de famento: Conseto Regional de Mlomedicina 19 Regilio

2015 - Atual Agencia de famento; Conselho Regicnal de Biomedicina 18 Regifo

2015 - Atual Agéncia de fomento; Facuidade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S50 Paulo
2011 - 2012 Agéncia de fomento; Facuidade de Ciéncias Fanmacéuticas da Universidade de S30 Pauio
2011 - 2012 Agencia de fomento; Facuidade de Cigncias Farmacdutcas da Universidade de S50 Pauto
Revisor de periddico

2017 - Atual Periddico: Journal of Herbal Medicine

2017 - Atual Perddice: FITOTERAPIA

2017 - Atual Periddico: LATIN AMERICAN JOURNAL OF PHARMACY

Areas de atuago
1

2.

Idiomas
Inglés
Espanhol
Portugués

Prémios e titulos

Grande drea: Cldncias da Sadde | Acea: Medicina / Subarea: Anatamia Patoldgca e
Patologia Clinka/Especalidade; Patoiagia Clinica,

Grande drea: Cidncias da Sadde / Arear Farmacia | Subdrea: Avallago e anaises
toxicodgicas,

Compreende Bem, Fi¥a Razcaveiments, L& Bern, Escreve Bem.
Compreerde Bem, Fala Razoaveimente, LA Bem, Escreve Razoaveimente,
Compreerdo Bem, Foly Bem, L& Bem, Escreve Bem.

2017

2017

2016
2016

2013

2012

MengBo Honrosa para o TCC da estudante Camila Anacieto Pedro 8om {melhor trabalho),
Centro Universitano Herminio Ometta,

Delegado Tituler do Conselhio Reganal de Blomedicna 17 Regido na cidade de Sorocaba -
<P e regido metropalitana., Consedho Regonal de Blomediona 10 Regido (CREM-1).
Tieulo de Especighista em Towcologia, Assocacio Brasilera de Blomedicna (ABSM),
Honaradle Mention dunng the <8th Branlian Congress of Pharmacolegy and Experimental
Therapeutics, Sooedade Brasieira de Farmacalogia e Terapéutca Experimental (SBFTE).
Yotos ge Congratulagles pelo dia do Bomédico, Cimara dos Vereadores de Sarocaba.
Censelheiro Honordno do Conseho Regonal de Biomedicna 12 Regilo, Conselho Regional
de Biomedicana 1 Regido,

Mestre em Toxicologa, Faculdade ge Téncias Farmacduticas da Unversidacs de Sio
Paulo.

2° lugar no prémio Jwem Centista Prof. Dr. Mario Marleno, Faculdaos de Medicna
Vetennana ¢ Zootenia da Universidade ce SSo Paulo.
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2009 Bacharefato em Bomedicing, Centro Universiting Nossa Senhors do Patrocinio (CEUNS?),
Producbes
Producao bibliografica

Artigos completos publicados em periddicos

Ordenar por
[Wm(:mlbp‘u ']
1. GOES, S, ; BARIONI, E. D, ; IGNACIO, A | ALBUQUERQUE, ). ; CAMARA, N. O.S. ; PAVANL C, ; VITORETTL L. 8, |

DAMAZO, A.S. ; FARSKY, S, M. P. ; Lino-dos-Santos-Franco A | Benafical effects of Red Light-Emitting Diode traatment in
exparimental medel of acute king injury induced by sepsis, Scentific Reports XX, v, 7, p. 1412, 2017,
Citagtes: SCUPUS 2
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POLISELLY . Role of Transiocator 18 KDa Ligands in the Actwvation of Leukotnione 34 Activated G-Protein Coupled Receptor
and Toll Uke Receptor-4 Pathways in Neutrophils, Frontiers (n Pharmacaiogy X, v. 8, p, 1-14, 2017,
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2016,
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Phototiomodulaton Therapy Decreases Oxidative Stress i the Lung Tissue after Formaldenyde Expesure: Role of
Owidant/Antioxddant Enzyrmes, Mediators of Inflammation (Print) e, v, 2016, p. 1-9, 2016,

Citaghes: SCTPUS 3
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SANDRA HELENA ; LINO-DOS-SANTOS-FRANCO, ADRIANA | Formaidetyde inhalation during pregnancy sbodshes the
development of acute innate inflammatan in offspring. Toxicology Letters som, v, 235, p. 147-154, 2015,

Citaghes: win orsomwx - 7 | SCGPUS S
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HYDROALCOHOLIC EXTRACT INMIBITS NEUTROPHIL FUNCTIONS RELATED TO INNATE HOST DEFENSE. Evidence-based
Complementary and Alternative Medicine Joa, v, 2013, p. 1 767916-12, 2013,

Citaghes: wis or vz~ 7 | SCOPUS 11

Textos em jornais de noticias/revistas

BARIONI, ERIC DIEGO. Fora ra Toxicologa, Revista do Biomédica, p, D1 - 24, 01 abr. 2017,

BARION], ERIC DIEGO, Sessdio sulene em Sorocaba homenagels Biomédicos, Conselho Federal de Blomedicing (CFBM),
Notioas do site, 04 jan. 2017.

BARIONI, ERIC DIEGO; LOICKA, R. A . Os afeitos dy Macels sobre a5 furgdes newtrofiicas ligadas & inflamegao,
Conseiho Federal de Blomedicina, Site, 02 fav. 2016,

BARIONI, ERIC DIEGO; LINO-DOS-SANTOS-FRANCO, ADRTANA . Fatoterapia & doencas pulmonarss crineas; uma nova
Iz no tm do tinel, Revista do Blomédco, o, 03 - 23, 17 dez. 2015.
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Apresentacdes de Trabalho

BARIONI, ERIC DIEGO. Os desafics da taxicologla sodal: novas drogas de abuso, tolerincia e sindrame de abstnéncia,
2017, (Aprasentacia de Trabaiho/Conferéncia ou palestra).

BARIONI, ERIC DIEGO, O Blomédicy para & tewcolagie versus a toxicalogia pira o biomédica: careira, desafios &
opartunidades, 2017, (Apresentagio de Trabatho/Confaréncia ou palestra),

BARIONI, ERIC DIEGO, Fisiopatologus da dor & inflamagio, 2017, (Apresentaca de Trabaho/Conferénaa ou palestra),
BARIONI, ERIC DIEGO. A Slomedicina para os desafios da Toxcologia: carera e opartunidades. 2017, (Apresentaga de
Trabaho/Conferéneia ou palestra),

BARIONI, ERIC DIEGO. A Toxicologa para o Bomeédico vs O Biomédica para a Toxcologia: carara, desafios =
oportunidades,, 2017, (Apresentacdo de Trabalha/Conferéncia cu peestra).

MACEDO, R. ; GOMES, F. ; LEAL, M, ; BARIONI, ERIC DIEGO ; BRAGA, T, ; CAMARA, N, 0. §. | POLISELLI FARSKY,
SANDRA MELENA ; FRANCO, A L. S, , Low Level Laser Treéatment Reduces Onadative Stress Induced by Formaldehyde
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13

16.
17.
19,
20.
21.

22.

31,

3

41,

42,

44,

47,

Exposure by the Motulation of Gene Expression of Owidant and Antioxidant Enzymes in the Lung, 2016, (Apresentaco de
Trabaho/Congresso),

BARIONI, ERIC DIEGO, Atuaizachio em Toxicologia. 2016, (Apresentagho da Trabalho/Conferéncia ou paestra).
BARIONL, ERIC DIEGO, Atuaizagio em Toxkologia, 2016, (Apresentagiio de Trabalho/Conferéncia ou palestra).
BARIONI, ERIC DIEGO. Atuaizagio em Toodcalogla, 2016, (Apresentacio de Trabalho/Conferéncia ou palestya).
BARIONI, ERIC DIEGO, Drogas de Abuso, 2016 (Apresentagio de Trabollio/Conferéncia ou palestra),

BARIONI, ERIC DIEGO, Farmaccioga dos Anti-nflamatdrios & Analgdscas, 2013, {Apresertacio de Trabalho/Canferdnclz

ou palestra),

BARIONL, ERIC DIEGO. Farmaccioga dos Anti-nfiamatdrios = Analgéscas, 2015, (Agresentaco de Trabalhn/Conferdncia

Ou paiestra),

BARIONI, ERIC DIEGO. Atuaizagdo em Toxdcologia, 2016. (Apresentagdo de Trabalho/Confaréncla ou palestra).
BARIONI, €RIC DIEGO, Farmacologia dos Antimicrotranas, 2016, {Apresentacho de Trabalho/Conferdncin ou palestra),
BARIONI, ERIC DIEGO. Atuaizacio em Toxicologla. 2016, (Apresentacio de Trabalho/Conferéncla ou patestra).
BARIONI, ERIC DIEGO, Doengas sutaimunes, endacrinas 2 cancer: 0 impacto negativa de xerahidtices ro
desenvolvimento da resposta mane nata. 2016, (Apresentacdo de Trabalho/Conferénca ou palestra),

BARIONI, ERIC DIEGO. Atuaizagao em Towdcalogla, 2016, (Apresentagdo de Trabalho/Conferénciz ou paiestra).
BARIONY, ERIC DIEGO, A Toxicologia para 0 Bomeédico vs O Biomédica para a Towcolegia: cameira, desafios e
opartunidades,. 2016. (Apresentag3o de Trabalha/Conferéncia ou paiestra),

BARION], ERIC DIEGO, Farmacocinétice e Famacodindmica, 2016, {Apresentagho de Trabalho/Conferfnoa ou paktstra).
BARIONI, ERIC DIEGO. Drogas vasoativas, sedagio, anaigesia e cortiooldes em terapa intensiva. 2016. (Apresentagio
de Trabalho/ Conferéncis ou palestra).

BARIONJ, ERIC DIEGO. O Blomédico para 2 Towcologla: um horzonte de novos desafios. 2016, (Apresentagao de
Trabaho/Conferéncia ou palestra),

BARIONI, ERIC DIEGO. A Toxicologa para o BOmADco vs © Blamecco para a Toxciogia: carreira, cesalias e
opartunidades, 2016, {Aprasentagio de Trabaiho/Conferéncia ou palestra).

BARIONI, ERIC DIEGO, Apresertagdo do profissonal Bomédico. 2016, {Apresentaco de Trabalho/Conferéncia ou
palestra).

BARIONI, ERIC DIEGO. Apresentagio do profissonal Bomédico. 2016, (Apresentagio de Trabalho/Conferéncly ou
palestra),

BARIONI, ERIC DIEGO. A Toxiccloga para 0 Bomédico vs ¢ Blomédicn para a Toxicologia: carreira, desafios «
oportunidades, 2016, (Apresentagso de Trabahn/Conferdncia ou palestia),

BARIONL, E. D.; ROTHA, G, H. Q. ; OLIVEIRA, E. M, ; CAMPA, A. ; FARSKY, SANDRA HELENA POLISELLY , Transkacator
Protewn 18kDa (TSPO)! A New Promisng Target for Mata-Inflammation, 2016, (Apresentagao de Trabaiho/Congresso).
BARIONL, E. D,. Farmacalogle dos antrmicrotsanas, 2016. (Apresentagdo de Trabalho/Conferéncia oy palestra),
BARIONI, ERIC DIEGO. IMUNOTOXICOLGIA. 2016, (Aprasentacdo de Trabano/Conferdnoa ou palestra),

BARIONI, ERIC DIEGO, TOXICOLOGIA E BIOMEDICINA; 62 qus maneira o profissional biomédico poderd contribule
pasitivaments & qual a importinca da toxicologia no cendno tiomédico atual?. 2016, (Apresentacio de
Trabaho/Conferénca ou palestra),

BARIONI, ERIC DIEGO, Touicologia. 2016, (Apresentagiio de Trabaiho/Conterénga ou palestra),

BARIONI, ERIC DIEGO, Biomadico: um horizonte de pessiblidades & novos d2safios. 2016, (Aprasentacso o=
Trabaho/Conferéncia ou palestra).

BARIONI, ERIC DIEGO, O Biomédico para 2 todcokigla vs a toxicologla para o biomédico: carmetra, dasafios &
opartunidadas, 2016, (Apresentacio de Trabatho/Conferéncia ou palestra).

BARIONI, ERIC DIEGO, Fitcterapia: 35pectos toxicoldgros versus possibiidades terapéuticas. 2015, (Apresentagso de
Trabaho/Conferénoa ou palestra),

BARIONL, E. D.. Linhas de Pesquisa do Laboratdrio de Toxicalogia Experimental. 2015, (Apresentago da
Trabaho/Conferéngia ou palestra),

BARIONL, E. D.; LOIOLA, . A, ; OLIVEIRA, E. M. ; CAMPA A ; FARSKY, S. H. P, . TSPO GENE EXPRESSION ON 3T13-11
DIFFERENTIATION 1S MODULATED 8Y DIAZEPAM TREATMENT AND LPS. 2015, (Apresentacao de Trabaiho/Congresso),
PANTALEAD, L. N. ; LOIOLA, R, A. ; BARIONL, E. D. ; PERRETTL, M, ; SOLITO, E. ; FARSKY, S. H. P. . ANNEXIN A1
MODULATES THE LPS INDUCED TSPO EXPRESSION IN BV2 CELLS, 2015 (Agresentacdo de Trabalho/Cangressa),
BARIONI, ERIC DIEGO, Fitcterapia: Aspectos Toncolégicos versus Possibiidades Terapduticas, 2015, (Apresentaciio de
Trabaho/Conferdnela pu palestra),

BARIONY, ERIC DIEGO, Fitaterdpicos na prevensdo oo envesheciments cutines precoce. 2015, (Apresentagdo de
Trabaho/Conferéncia ou palestra).

PANTALEAD, L. ; LOIOLA, R. & ; BARIONT, ERIC DIEGO ; FARSKY, S. H. P. . Diszepam reduces taxicity in microglia
urder inflammatory conditions. 2015. (Apresentagdo de Trabaino/Congresso).

BARIONI, ERIC DIEGO, Fisiopatnkigia do sistemna cardiovascuar, 2015, (Aprassrtagdo de Tradaiho/Conferéncia ou
palestra),

BARIONI, ERIC DIEGO. irteraghes Medicamentosas: QUanco nEo ndicar ou recomendas um ou mais floterapicos?. 2015,

(Apresertagic de Trabalho/Conferéntia oo palestra).

BARIONI, E. D.. C tecido adiposo & as doengas cardovasculares & metabdlicas assodiacas § obasidade, 2014.
(Azresentagdo de Trabalho/Conferéncia ou palestra).

BARIONI, E. D.. INFLAMACAD. 2014. (Apresentacao de Trabalo/Conferénaa ou palestra),

BARIONL, E. D.. Alteragies Imunotoxicolégicas & 05 Fundamentos Bdsicos da imunidade Inata e Adguirida, 2014,
(Apresentagdo de Trabalho/Canferéncia cu palesta).

BARIONI, E. D.. Plantas Medionas: Aspectos Farmacoldgicos & Toxocologicos. 2014, (Apresentaco de
Trabaho/Conferénaa ou palestra),

BARIONL, E, D.. Imunotoxicelogia: O3 Aspectos Cefulares da Imunidade Inata e Adquirida & as Aleraclies Indunidas por
Xenobudticos, 2014, {Apresentagdo de Trabalho/Conferéncia ou palestra).

IBRAHIM, B. 5. ; BARIONI, E. D. ; LIMA, W. T_ ; FARSKY, §. M. P. ; FRANCO, A. L. 5. . Exposur2 ta Formaldahyoe During
Pregnancy Lung Infecton n Offspang. 2014, (Apresertagdo de Trabalho/Simpésio),
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48, BARIONI, E. D,. 4 IMPORTANCIA DA PESQUISA BIOMEDICA E 05 BENEFICIOS DO USO RACIONAL DE FITOTERAPICOS.
2014, (Apresentacdo de Trabaiho/Coogresso),

49, Rodigues, S. ; BARIONT, ERIC DIEGO , Microscopa Intranvital, 2014, (Apresentagio de Trabalho/Canferéncia ou
palestra).

50. BARIONI, E. D.. Abuso de drngas, sindrome de abstingncia  telerdnoa. 2013, (Apresentacdo de Trabalho/Conferéncia ou
palestra),

51, BARIONL, E. D,. Atuacda co Eomédico em Pesquisa. 2013, (Apresentacsy de Trabaiho/Conferéinca ou palesra),

52. ¥ BARIONI, E. D.; Santin, J. R, ; Shemada, A. L ; Redrigues, S. ; Machads, 1. ; Ferraz-de-Paula, V. | Niero, R, ; Andrade,
S, F. ; FARSKY, 5. H, P, . O TRATAMENTO ORAL COM Achyrecline saturecides (Lam,} D.C., PREVINE A MIGRACAQ DOS
NEUTROFILOS NO MODELD DE BOLSA DE AR. 2012, (Apresentagso g2 Trabaiho/Simpdaio),

53, BARIONL E. D.; Santin, ), I, ; Shimada, A. L | Rodngues, S, ; Machado, L ; Ferraz-de-Pauia, V. ; Niero, R, ; Andrade, S,
F, ; FARSKY, S. M. P, , ORAL ADMINISTRATION OF Achyrodine saturecides EXTRACT PREVENTS IN VIVO NEUTROPHIL
MIGRATION INDUCED BY LPS, 2012. (Apresartagio de Trabalho/Simpésio),

54, BARIONI, E. D,; Santin, 1. R, ; Shimada, A, L ; Rodngues, S, ; Machado, 1, ; Ferraz-ge-Paua, V, ; Niero, R, ; Andrade, S.
F. ; FARSKY, S. M. P. . Achyrodiine saturepides (LAM) D.C. EXTRACT TREATMENT PREVENTS NEUTROPHIL MIGRATION IN
AIR POUCH MODEL. 2012. (Apresentagat de Trabalho/Congressa).

55, BARIONI, E. D,. Atividade Bioldgica dos Produtos Naturais, 2012, (Apresentasdo de Trabalho/Conferéncia ou palestry).
56. BARIONL, E. D,; DREWES, C. C. ; SIMONS, S, M, | TAVASSI, A, M, C, ; FARSKY, S. H. P, . Study of the Action of the Serine
Protease inhibitar Ambiyamin.X on Propesties Adhesves and Migration of Cancer Cells Uneage SK-MEL-28. 2011,

(Acresentacdo de Trabalho/Simpdsio).
Outras producdes bibliograficas

OLIVEIRA, D. . ; BARTONI, ERIC DIEGO ; ALMEIDA, R. M, ; DORTA, D. ), . INFOTOX (r® 06). S3o Pauo: Sociedade
Brasilera de Toxicologia (SETon), 2017 {Boletsm),

2, OLIVEIRA, D. P. ; BARIONI, E, D, ; ALMEIDA, R, M. ; DORTA, D. 3. . INFOTOX (n® 07). SBo Paulo; SBTox, 2017 (Baletmn),

3. OLIVEIRA, D. 9. ; BARIONI, ERIC DIEGO ; ALMEIDA, R M, ; DORTA, . ), . INFOTOX {n® 03), S3o Pau: Sociedade
Brinilera de Toxkologia, 7016 (Boletm),

4. OLIVEIRA, D. P, ; BARIONI, ERIC DIEGO ; ALMEIDA, R. M. ; DORTA, . ), . INFOTOX {n® 04). S3o Paul: SBToy, 2016
(Boletim).

OLIVEIRA, D. 7. ; BARIONI, ERIC DIEGO ; ALMEIDA, R. M. ; DORTA, 0., . INFOTCX {n® 05). S3c Pauto - SP: Sooedade
Branlleisa de Taxkcologla (S8Tox), 2016 (Boletim),
DORTA, D. ), ; BARIONL, ERIC DIEGO ; ALMEIDA, R M. ; OLIVEIRA, D, P, , INFOTOX (r* 01). S30 Paulo: Socedads
Brasilera de Taxicologla, 2015 (Boletm),

7. DORTA, D, ), ; BARIONI, ERIC DIEGO ; ALMEIDA, R, M, ; OLIVEIRA, D, P. . INFOTOX (n® 02), So Pau: Sociedade
Brasilera de Toxkologia (SETox), 2015 (Sofetim).

Producao técnica

Amodaemulm
OLIVEIRA, D. C. ; OZAWA, E. ; BARIONI, ERIC DIEGO . Video am hamenagem aa dia do Blomadico, 2016,

Trabalhos técnicos
1. BARIONI, ERIC DIEGO. Parecerata para o Guka do Estudante da Edrtora Abril. 2017,

Entrevistas, mesas redondas, programas e comentarios na midia
1. BARIONI, E. D.,; GONCALVES, E. M, ; VARANDA, P. C. . A IMPORTANCIA DA PESQUISA BIOMEDICA E 05 BENEFICIOS DO
USO RACIONAL DE FITOTERAPICOS. 2014, (Programa de radio ou TV/Mesa redonda).

Demals tipos de producho técnica

YABIKU, F. M, ; BARIONI, ERIC DIEGO . Projeto ¢ Lai que institul © dia do Biomédico em Scrocaba. 2016, (Parecsr
técnico),

BARIONL, E. D,. Paracer técnico sobre a Resclucdo CONTRAN n. 450, 2054, (Parecer téenico),

BARIONI, E, D.. Atuacio Frofissional emn Pesquisa. 2011, (Curso de curta duragdo ministrada/Extensdo),

BARIONI, E. D,. Trenamenta do Anaisador Automatico Mitachi 911, 2010, (Curse de curta duraglo Ministraco /Extensdo).

run =

Bancas

Participacao om bancas de trabalhos de conclusia

Monografias de cursos de aperfeicoamento/especializacdo



GENARI, M. C.; BOMFIM, F. R, C.; BARIONI, ERIC DIEGO. Participacio &m tanca de Grazielli Sgarbiero Montanha
Marchiorl. A insergio do profizsional farmacéubica nas préticas integrativas & complementares. 2017, Morografia
(Aperfegoamento/Especalizagio em Farmacologia Clinca & Atengse Farmaciutica) - Cantra Univassitiéio Herminio Ometto
de Araras,

ALVES, A, A PAGANOTTE, D, M.; BARIONI, ERIC DIEGO. Participacso em banca de Neuza Masa Mirando dos Santos. A
dieta detox destoxifica? Aspectos toxicolégicos de um nova modismo alimentar, 2017, Monografia
(Aperfeioarmentn/Especalizagdo em Especalizagido em Tuxicologa) - Centro Unnversitario Herminio Cmetto de Araras,
GENARI, M. C.; CHIARDTTO, G, 8.; BARIONI, ERIC DIEGO, Participacio em banca de Daniela Ferraz Meneres, O uso de
en5aios de penatowcdade para avaliago da seguranga de compostos, 2017, Monografia (Aparfeicoamentn/Especiaizacdo
em Especializagio em Toxicologia) - Centro Unversitdnio Herminio Omesto de Araras,

ALVES, A. A; BCOMFIM, F. R. C.; BARIONI, ERIC DIEGO. Participagdo em banca de Cleiton Peraira de Souza. Avatiagio da
fitotoacidade das vinhagas de cana-de-aqucar & laranjs por Meio de tedtes de germinacho e creacimento de raiz am
sementes de alface (Lactuca sativa). 2017. Monografia (Aperfeigoamento/Espacalizacdo em Especializagio am Tewcologia)
- Centro Uiniversitang Herminia Ometto ds Araras.

mbalhol de conclusao de curso de graduagao

BARIONI, ERIC DIEGO; SMELAN, J, C,; ALONSO, H, R., Particpagdo em banca o= Carohne Vieira, Estudo da infertlidade
fernining com © wso do medicing wmw chipesa. 2015, Trabalho de Conclusdo de Curso (Gradusglo em Bomedicing) -
Centro Universitdrio Nossa Senhara do Patrocinio.

BARIONI, ERIC DIEGO; SMELAN, J. C,; FICRAVANTI, M, T,. Participicio em banca de Bruna Valenting Farla Pion & Ana
Carclina e Carvaho Lopes, Hemogiobina glicada no menitoramento de padente com diabetes meffitus. 2015. Trabalho de
Conclusio de Curso (Graduagio em Biomedicina) - Centro Universtidno Nossa Senhoca do Fatrocinio.

BARIONI, ERIC DIEGO; MENEGATI, 5. F. P.; PALIMENG, A. C. 5. Participacdo em banca de Jenifer Santos Teixeira &
Welder Ressiel Importancia 63 interpretacio dos métodos de Lriagem laboratariais para dagnéstico das sindromes
hematolégicas. 2015, Trabalho de Conclusdo e Curso (Graduagdo em Bomedicina) - Centra Universitdno Nossa Senhara do
Patrocinio.

BARIONI, ERIC DIEGO; SMELAN, J, C,; FICRAVANTL, M, T,. Participaciio em banca de Cleonice Veira da Silva e Aparecida
Loureiro Caggegi A evolugdo em andiises clinicas, 2015, Trabaho de Conciusio de Curso (Graduagse em Blamedana) -
Centro Unsversitario Nossa Senhora do Patrocinie,

Eventos

Participacio em eventos, congressos, exposicies & feiras

L

y

New & W

o

16,
172,

112 Congresso Cientifico FHO UNIARARAS | £° Cangresso Intemnadional | 10° Congresso de Inioagdo Gentifica P18IC -
CNPg. Doengas autormunes, enddannas e cancer: o impacto negativo de xenobidticos no desenvoivinents da resposta
Imune nata, 2016, (Congressa).

36th Annual Conference of the American Scciety for Laser Medicine and Surgery, LOW LEVEL LASER TREATMENT REDUCES
OXIDATIVE STRESS INDUCED BY FORMALDEHYDE EXPOSURE BY THE MODULATION OF GENE EXPRESSION OF OXIDANT
AND ANTIOXIDANT ENZYMES IN THE LUNG, 2016. (Congresso).

43¢ Congresso Brasilero de Andises Clinicas. Representando a Assonacio Brasielra ge Momediona (ABBM). 2016,
(Congresso).

48th Brazhan Congress of Pharmacology and Experimental Therapeutics and 21th Latin American Congress of Farmacology
(LATINFARMA) A. Translocator Protein 18kDa (TSPO): A New Promising Target for Meta-Inflammiation. 2016, (Congresso),
Feira Brasiielra de Céncias e Engenharia (FEBRACE). Partidpagdo na Comissao oe Avaliagdo. 2016, (Feira).

Feira Brasileira de Cidncias & Engentaria (FEBRACE). Participacio na Comissdo e Pré-avadacdo, 7016, (Feira).

11 International Symposium on Pathoptysiology and Toxkology and VIL Simpdsio de Pas-Graduacdo em Andiises Cinicas
{SIMPAC), Investigation of the immunatoxic mechanisms of PCE-126 pratein-coupled receptars actvation, 2016, (Simpdsia),
11 Intematicna Symposium on Pathophysiclogy and Toxiology and VI Simpdsio de Pds-Graduagdo em Analises Oinicas
(SIMPAC),Participate as svaluator of Paster Sesaan, 2018, (Simpssio).

XV Congressa Brasieiro de Blomedicina e (11 Congresse intermaciona de Bomedicing. Yoxicologla € Blomediana: De que
maneira ¢ profissions! Biomédico paderd contribulr pasitvamente & qual 8 Importancia da toxicologia para o cendno
blonédico atua?, 2016, (Cangresso),

12th Workt Congress on Infammation, TSPO GENE EXPRESSION ON 3T3-L1 DIFFERENTIATION IS MODULATED BY
DIAZEPAM TREATMENT AND LPS, 2015, (Congresso).

3° Congresso Erasieirc de Bomedicing Estética. Interagfes medicamentosas. 2015, (Congresso).

9th Congress of Toxkology In Developing Countries (CTDRCY) / XIX Congresso Braslisro de Toxicologia (CBTox). Avallagao
de pdsteres durante o Congresso, 2015. (Congrasso).

oth Congress of Toaxicology in Developing Countrigs {CTDCS) / XIX Congresso Brasiieiro o2 Taxlcologia (TBTox). 2015,
(Congresso).

9th Congrass af Toxicology in Developing Countrigs {(CTDCI) / XTX Congresso Brasiisiro ce Toxicologia (CBTox). Diazepam
reduces toxicty in microgha under nflammatary condtions, 2015, (Congresso),

Feita Bresileira de Ciéncias & Engenharia (FEBRACE). Avaliagso de trabathos de jovens estudantes pré-universitirios & seus
professores de 27 captats brasileiras., 2015, {Fora).

Debate técnico sobre 3 Resolugso CONTRAN n. 460, Debate téonico sobre 3 Resohigda CONTRAN n, 460, 2014, (Encontra).
X1V Congresso Brasileiro de Biomediina e 11 Congresso Internacional de Biomedicina, A IMPORTANCIA DA PESQUISA
BIOMEDICA E OS BENEFICI0S DO USO RACIONAL DE FITOTERAPICOS, 2014, (Cangresso).
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18,

19,
20.

.

22,
23,

24.
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#4° Congresso Brasilero de Farmacologia & Terapéutica Expenimental. Achyrocine saturecides (LAM) D.C. EXTRACT
TREATMENT PREVENTS NEUTROPHIL MIGRATION IN AIR POUCH MODEL 2012. (Congressa).

Semana de Estudos do Curso da Blomedicina Atividade Bioldgica dos Produtes Naturais, 2012, (Smpésio),

XLVI1 Sermana Ursversitinia Paulsta de Farmicia ¢ Bioquimca ORAL ADMINISTRATION OF Achyrociine satursoides
EXTRACT PREVENTS IN VIVO NEUTROPHIL MIGRATION INDUCED 8Y LPS. 2012, (Simpdsio).

X1 Semana Clentifica Berjamin Eunco Malucelll.O TRATAMENTD ORAL COM Achyrochine saturedides {Lam.) D.C., PREVINE
A MIGRAGAD DOS NEUTROFILOS NO MODELD DE BOLSA DE AR. 2012 (Simgdsio),

VIII Sermana de Estudos do Curso de Biormedicing Atuagio Profissional em Pesquisa, 2011. (Simposio).

XLVI Semana Universitiria Paulists 02 Farmécia & Boquinica.Study of the Action of the Serine Protease Inhitvor
Amblyomin-X on Properties Adhesives and Migration of Cancer Cells Linsage SK-MEL-28, 2011, (Simpdso).

XLVI Semana Universidriz Paulista 02 Farmdcia & Bioquimica.Estudo da agdo do inibidor de serino prateasa Amblyomin-X
fobre & propriedades adesivas € mugratdring de odiulas cancerosas da linhapem SK-MEL-28, 2011. (Simpdsio).

43* Congresso Brasileiro de Patologia Cfinica - Medicina Laberatonal, 2009, (Congresso).

47° Congresso Brasileiro de Patniogia Oinica - Medicing Laboratonial, 2008, (Congresso),

Organizacao de eventos, congressos, axposicoes e feiras

10.

11,

12,

BARIONI, ERIC DIEGO. Ciio ce Capackagdo e Aprimoramento para Blomédyos do Corseho Regianal de Bomedicina -
19 Regido, 2016. (Outro),

BARIONI, ERIC DIEGO, Ckio de Capactagio e Aprnmoramento para Slomédicos do Conseho Reginal de Bomedicina -
19 Regido. 2016. (Outro).

BARIONI, ERIC DIEGO, Ciio te Capactacho & Aprimoraments para Blomédios do Consenio Regonal de Bomedicing -
10 Hegido, 2016, (Outro).

COLASS0, ©. ; BARTONI, ERIC DIEGO . Armas Quimicas: o mau uso da todicolegia. 2016, (Outro).

YABIKU, F. M, ; BARIONI, ERIC DIEGO . Sessdo Sotene na Camara dos Vereadores de Soracaba em homanagem ac dia
do Biomédico, 2016, (Outre).

SANTOS, A. €. A, ; HASTREITER, A. ; OLIVEIRA, D, C. ; BARTONI, ERIC DIEGO ; TESSARC, F. ; SILVA, G. 8 ; BELTRAN,
2.5, 0. ; MENDES, L. ; AYALA, T. S, ; SANTOS, . S, ; BONEZL, V. ; BRANQUINMO, M. 5 F. ; ALMEIDA, S, R, ; MASA.
ENGLER, S. 5. . 11 International Symposium on Pathophysiology and Toxicalogy and V1L Simpdsio de Pos-Graduagdo em
Andlises Clinicas. 2015, (Congresso),

ALVES, M, £, M. ; BARTONI, ERIC DIEGO . Métodos & Témicas em Biologia Molecular, 2016, (Qutro),

BARIONI, ERIC DIEGO, Cidlo ca Capacitagdo e Aprimoramento para Biomédicas do Consaeta Regional de Bomedicing -
12 Regido, 2016, (Outre),

BARIONI, ERIC DIEGO; SANTUS, A. C. A. ; OLIVEIRA, A, A, F. ; HASTREITER, A, ; DIAS, C. C. ; OLIVEIRA, D. C, ; SILVA,
G. B, ; BELTRAN, 1. 5. G, ; OLIVEIRA, 5. C. W, S, E F. ; BONEZL, V. ; SOARES, L 5. ; ALMEIDA, S, R. . VI Simpdsio & Pds-
Graduagio em Andises Clincas & 1 Internabiona! Symposium on Pathophysiology and Toxscology. 2015. (Cangresso),
LOUREIRD, A. P, M, ; DREWES, C. C. ; ELLER, S. C,'W. S, ; BARIONI, E. D, ; OLIVEIRA, A. A F, ; DURAD, A. C. C. 5. ;
RIBEIRO, A, L. 7, ; TORRES, L. H. L. ; OLIVEIRA, T, F. . 111 Escola de Inverna em Toxcologia (111 EITex), 2014, {Outro).
BARIONI, E. D,. VI Semana de Estudos da Facuidade de Saie e Géncias 43 Vida do Centro Universténio Nossa Senhoca
do Patrocinio. 2009. (Outra),

BARIONI, E. D, TV Samana oe Estudas da Faculdade oe Cifncas Siomeédicas do Centro Unwersitino Noasa Senhora do
Patroginio, 2007, (Cutro),

BARIONI, E, D, III Semana de Estudes ca Facuidade de Clénclas Bomédicas do Cantro Universitano Nossa Senhora do
Patrodinio, 2006, (Cutro),

Orientagdes

Orientacoes » supervisbes em andamento

Monognﬁas de conclusdo de curso de aperfeicoamento/

lizacao
Rafasla Persirs Padiihe, ACOMPANHAMENTO FARMACOTERAPEUTICO EM PACIENTES HIPERTENSOS: UMA REVISAD DA
LITERATURA.. Initio: 2017, Monografia (Aperfeicoamento/Especializacdo em Farmacoioga Clinica e Atengo Farmacéunaa) -
Centro Universitario Herminio Dmetto de Araras, (Onentador).

Trabalho de conclusdo de curso de graduagdo

Dalane Cristing da Silve Parexra Nunes. ESTLDO SOBRE A FREVALENCIA, CRENGAS E ATITUDES RELACIONADAS AO USO
DE NARGUILE EM JOVENS DE UMA ESCOLA PUBLICA DE SORCCARA - SP., Infcio: 2017, Trabalhe de Contluslo de Curso
(Graduagsa em Bamedicing) - Centro Universitanio Nossa Senhara do Patrecinio. (Orientador).

Ana Eisa Rubinato Cavalheiro, ESTUDO SOBRE A PREVALENCIA, CRENGAS E ATITUDES RELACIONADAS A0 USO DE
NARGUILE EM JOVENS DE UMA ESCOLA PUBLICA DE SORCCABA - 59, Infcio: 2017, Trabalho de Conclusia de Curso
(Graduscda em Bomedicina) - Cantro Universitdrio Nossa Senhara do Patrocinio. (Orientadar).

Taiita Farreira do Nascimento, AVALIAGAD DO RISCO DE INTOXICAGOES POR DOMISSANITARIOS NA POPULAGAD DO
BAIRRO PARQUE SAO CAMILO EM ITU - SP. Inicio: 2017. Trabalhe oe Cenclus®o 82 Curso (Graduagio em Bomedicing) -
Centro Universitario Nossa Serhora do Patrocing, (Onentador).



Jessia Soura R Gomes, DROGAS FACILITADORAS DE CRIME. Inicio: 2017, Trabaiho de Condusio de Curso (Graduagho em
Blomediona) - Universdade Nove de Jutho. (Onientadar).

5, Elisangsa Pinheiro Cunha, ALTERAGOES ORGANICAS PROVOCADAS PELD USO DA MACONHA E O [MPACTD DESTE USC KO
DESENVOLVIMENTO ESCOLAR/SOCIAL D€ JOVENS E ADOLESCENTES, Initio: 2017. Trabaho de Concluslio de Curso
(Graduacaa em Bamedicina) - Universidade Nove de Julho. (Orientador).

6. Gabriela Doany Santana de Aimeida Fernera. LEVANTAMENTO DE ESTUDOS SOERE A TOXICIDADE OE NANOMATERIAIS
PRESENTES EM FILTRO SOLAR. Inica: 2017, Trabaino de Conclusdo de Curso (Graduagso em Blomedicing) - Universidade
Nowve de Julho. (Orientador),

7. Luana Cardozo de Araujo, MECANISMOS FISTOPATOLOGICOS INDUTORES DA DEPENDENCIA AO ETANCL. Inicie: 217,
Trabaho de Conclusio de Curso (Graduagdo em Biormedcina) - Universidade Nove de Julhe, (Orertador),

Orientacdes & supervisbes concluidas

Monograﬁa de conclusdo de curso de aperfeicoamento/especializagao
Camia Anacieto Pecro Bom. A assistinga farmaclutica no manajo de pacientes portadores de Diabetes Mellitus 1 uma

revizao da iteratura.. 2017, Monografia, (Aperfeicoamento/Especializagdo em Farmacoiagia Clinica e Atenglo Farmaclutica)
~ Centro Universtdno Hermink Ometto de Araras. Orientador; Eric Diego Banoni,

Educacdo e Popularizagdgo de C& T

Apresentagies de Trabalho
1. BARIONL, E. D.. Atividade Bioldgica dos Produtos Naturals, 2012, (Apresentagio de Trabalho/Conferéncla ou palestra).

Outras informagbes relevantes

Eric Diego Barioni ol tesourelro Oa III £scola de Inverno es Toxicologia (2014), do VI Simpdsio de Pés-
Graduacda om Analises Clinicas (SIMPAC) o I International Sywposium on Pathaphysiology and Taxicology
(2€15), ¢ atoalmente & tesoureiro do VII Simpdsio de Pos-Graduacde em Analises Clinfcas (SIMPAC) e TI
International Symposium on Pathophysiology and Towicology (2018).

Pigna gerada pelo Sistema Curriculo Lattes em 30/10/2057 ds 22:12:312

ImEnmt carnnuls

114



115

ANEXO 3 - FICHA DO ALUNO ATUALIZADA

oo T

Janus - sstema Administrativo da Pos-Graduagdo

Universidade de Sdo Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO
9141 - 774962072 - Eric Diego Barioni
Email: ebarioni@usp br
Data de Nascimento: 05/08/1986
Cédula de identidade: RG - 33.953 965-3 - SP
Local de Nascimento: Estado de Sio Paulo
Nacionalidade: Brasdeira
Graduagao: Bacharel em Biomedicina - Cantro Universitdric Nossa Senhora do Patrocinio - S8o
Paulo - Brasil - 2010
Mestrado: Mestre em Cidncias - Area: Toxicologia e Andlises Taxicoldgicas - Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas - Universidade de S&c Paulo - S8o Paulo - Brasd - 2013

Curso: Deutorade

Programa: Toxicologia @ Analises Toxicoldgicas

Data de Matricula: 03072013

Inicio da Contagem de Prazo: 0307/2013

Data Limite para o Depésito; 31102017

Orientador: Profia) Dr{a} Sandra Helena Polselll Farsky - 03/07/2013 até o presente. Email:
sfarsky@usp be

Proficiéncia em Linguas: Inglés, Aprovado em 03/07/2013

Prorrogacao({es): 120 dias
Periodo de D3/07/2017 até 3110/2017

Data de Aprovagao no Exame de

Qualificagso: Aprovado em 22/08/2015

Data do Depésito do Trabalho:

Thtulo do Trabalho:

Data Méxima para Aprovacio da

Banca:

Data de Aprovagao da Banca:

Data Maxima para Defesa:

Data da Defesa:

Resultado da Defesa:

Histérico de Ocorréncias: Primeira Matricula em 03/07/2013
Prorrogagao em 28/06/2017

Aluno matricutado no Regimento da Pos-Graduacdo USP (Resolucdo n® 5473 em vigor ¢e 18/08/2008 até 19/04/2013)
Uttima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 17/07/2017
Impresso em: 30/10/2017 21.59.46
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Fanus - Sistema Administrativo da Pds-Graduagio

oe
%E Universidade de Sio Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial
FICHA DO ALUNO
9141 . 77496202 - Eric Diego Barioni
Carga

Sigla Nome da Disciplina Inicic Término Cred, Freq. Conc, Exc. Situagio

Horaria

FBCS745- Comprometimento do Sistema Imuncidgico nas
an Imoxicaghes 05082013 15082013 120 8 100 A N Concluida

aMchmﬂ h?mabgu Instituto de

aras & 8 |

Citncias Bioméadicas - Universidade de S80 040972013 06M1/2013 80 8 <0 A N Concluida
Pauia)

Participou da Etapas de Estagio Superwsionado
om Docéncia do Programa de igoamento
Abvdm de Ensino junic & Discipina F! -
Fisicloga do Swstema Hematopoético, 01022014  30/D62014 ) 3 R ) ) R
Sroareme mnistrada aos alunos de graduagao do cwrso
'00 de Farméca e Biogquimica da Faculdade de
Cigncias Farmaciuticas da Universidade de

S&o Paule (1)
Fsczgn Controle Hommonal ds Resposta Inflamatéria 020092014 22002014 60 4 8 A N Concluida
Crédites minimos exigidos Créditos obtidos
Para exame de quuhhcag&olvara deposito de tese
Disciplinas: 10 20 21
Estagios:
otal: 10 20 21

Créditos Atribuidos a Tese: 167

Observacdes:
1) Créditos atnibuidos ¢e acorde com o disposto na Portana GR-3588 e GR-4391 - PAE, de 31.08.09 e eprovados pela Comissio
de Pés-Graduag8o em Sessdo de 02/10/2014.

Conceito a partir de 02/01/1997:
A - Excelente, com difeito a créd®to; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito, R - Reprovado, T -
Transferéncia

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programadsa.

Ultima ocorréncia; Matricula de Acompanhamento em 17/07/2017
Impresso em: 30/10/2017 21:58 46
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FJanus - sstema Administrativo da Pés-Graduagio

;"". % Universidade de Sdo Paulo
o 100 Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
: ' Documento sem validade oficial
FICHA DO ALUNO
9141 - 7749620/2 - Eric Diego Barioni
1 oA ' s Lt | It )

NUSE Nome Vineul FUNCAC
1618543 Mauricio Yonamine FCF-USP Presidente

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 17/07/2017
Impresso em: 20/10/2017 21.59 46



