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Resumo

Estudos epidemiolégicos e estudos em animais reportam o aumento do risco de doencgas
cardiovasculares, de doengas psiquiatricas, de disturbios metabdlicos e de disfungdes
neuroenddcrinas durante a vida, apds exposigcao a glucocorticéides sintéticos e mediagao
pelo eixo hipotalamo-hipdfise-suprarrenal. Em casos de risco de parto prematuro sao
administrados as gestantes glucocorticéides sintéticos durante a gravidez, com o intuito
de promover a maturagdo fetal pulmonar e reduzir o risco de morte neonatal. Os
glucocorticoides sintéticos usados sdo a dexametasona e a betametasona,
diastereoisémeros epimeros. De facto, trabalhos anteriores do nosso grupo demonstram
que a administragdo pré-natal de dexametasona desencadeia um fenoétipo do tipo ansioso

nos ratos, correlacionado com altera¢des nas células da microglia.

As células da microglia, células imunes do sistema nervoso central, tém um papel crucial
nestas fases precoces do neurodesenvolvimento, sendo responsaveis pela construgdo de
uma rede neuronal saudavel devido as suas capacidades de libertacao de citocinas e de
fagocitose de elementos celulares. De facto, o sistema imune tem sido correlacionado
com alteracdes psiquiatricas, incluindo o desenvolvimento da depressao, o que evidencia
ainda mais o papel destas células nas alteracdes mediadas pelo eixo hipotalamo-
hipofise-suprarrenal apos exposigao a glucocorticoides sintéticos.

O principal objetivo deste trabalho consiste em avaliar as fungdes fisiologicas das células
da microglia tendo em conta a diferenga estereoquimica entre os dois farmacos,
dexametasona e betametasona. Pretende-se também identificar se as alteragdes
produzidas pelos farmacos sdo mediadas pelo recetor glucocorticéide, sendo que estes
farmacos sao agonistas deste recetor.

Durante todo o trabalho foi usada uma linhagem de células da microglia, as BV-2. Estas
foram incubadas com dexametasona e betametasona durante 6 e 24 horas, com o intuito
de avaliar as células da microglia apdés uma curta e uma longa exposicdo aos
glucocorticoides, respetivamente. De um modo geral, quer os marcadores de reatividade
glial, quer os marcadores inflamatérios aumentam apds incubagdo com os farmacos. No
entanto, a capacidade fagocitica mantém-se inalterada. Por sua vez, a densidade do
recetor da fratalquina apenas ¢ afetada ap6s uma exposicao de 6 horas a dexametasona.
De facto, podemos concluir que as células da microglia estdo num estado de ativagao e
sdo polarizadas num fendétipo M1, pré-inflamatério, apds exposi¢cido a ambos os farmacos.
No entanto, a comunicagdo microglia-neurénios, através do recetor da fratalquina,
apenas € afetada pela dexametasona. Nem todos os efeitos provocados por estes
farmacos sdo mediados pelo recetor glucocorticéide. De facto, apenas o aumento na

expressdo da molécula adaptadora de ligagdo ao calcio ionizado 1 (IBA-1), do complexo

XXXi



Resumo

principal de histocompatibilidade, classe Il (MHC-II) e do recetor Aza da adenosina (A2aR)
provocado pela betametasona e também o aumento na expressao do fator de necrose
tumoral (TNF) provocado por ambos os glucocorticdides sintéticos € mediado por este
recetor. Estes resultados levantam a hipotese de as alteragbes observadas serem
mediadas pelo outro recetor corticosteréide, o recetor mineralocorticéide.

Mais estudos de investigagdo sdo necessarios a fim de perceber as consequéncias dos
efeitos provocados pela dexametasona e pela betametasona na microglia apds exposigao
pré-natal, bem como a sua relagdo com o aumento da suscetibilidade a doencgas
psiquiatricas. E relevante também fazer mais estudos de estrutura-atividade entre estes
dois diastereoisomeros epimeros a fim de perceber a importdncia da alteragéo
estereoquimica entre os dois. Uma vez que a maioria das altera¢cdes nas células da
microglia ndo sdo mediadas pelo recetor glucocorticoide, € pertinente identificar os

mecanismos pelos quais acontecem estas alteragoes.

Palavras-chave: microglia, dexametasona, betametasona, recetor glucocorticoide,
fenotipo M1 da microglia.
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Abstract

The exposure to synthetic glucocorticoids was described as a risk factor for the genesis of
cardiovascular diseases, psychiatric disorders, metabolic disorders and neuroimmune
disorders, mediated by the hypothalamic—pituitary—adrenal axis. Pregnant women at risk
of preterm delivery are treated with synthetic glucocorticoids to promote the fetal lung
maturation, decreasing neonatal mortality. The synthetic glucocorticoids commonly used
are dexamethasone and betamethasone, which are epimer diastereomers. Our group
previously described that the prenatal exposure to dexamethasone is anxiogenic in Wistar

rats, also promoting a morphological remodeling of microglia.

Microglia, immune cells of the central nervous system, possess an essential
developmental role concerning their abilities to produce and release cytokines and to
prune the developing synapses. The immune system has been associated with psychiatric
disorders, as depression, reinforcing the involvement of microglia in the hypothalamic—

pituitary—adrenal axis-induced abnormalities after exposure to synthetic glucocorticoids.

The main objective of this study is to evaluate the physiological roles of microglia in the
presence of both drugs, dexamethasone and betamethasone. We also aim to identify the
alterations promoted by the effect of these drugs in the glucocorticoid receptor, since both

drugs are agonists of this receptor.

To evaluate microglial responses to the short- and long-term exposure to dexamethasone
and betamethasone, a microglial cell line, BV-2, was incubated with these drugs for 6 and
24 hours, respectively. In general, both glial reactivity markers and inflammatory markers
increased after the incubation, without changing the phagocytic ability. On the other hand,
the fractalkine receptor density was affected only after 6 hours of exposure to
dexamethasone. Thus, we concluded that microglia is in an activated polarized M1
phenotype, proinflammatory, after exposure to both drugs. However, microglia-neurons
communication, through the fractalkine receptor, was only affected by dexamethasone,
but the effects of this drug are not only mediated by the glucocorticoid receptor. In fact,
only the increased expression of lonized calcium binding adaptor molecule 1 (IBA-1),
major histocompatibility complex, class Il (MHC-II) and adenosine A2A receptor (A2aR)
was triggered by dexamethasone and the increase in the tumor necrosis factor (TNF)
expression triggered by both drugs was mediated by this receptor. This raises the
hypothesis of the involvement of the other corticosteroid receptor, the mineralocorticoid

receptor.

More studies are necessary to better understand the consequences of the prenatal
exposure to dexamethasone and betamethasone on microglia and its association with the

increased susceptibility to develop neuropsychiatric disorders. Structure-activity studies
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are necessary to disclose the differences of these drugs regarding their stereochemistry
alterations. Since some changes in microglia are not mediated by the glucocorticoid

receptor, this is of major importance to identify the action mechanisms of these drugs.

Keywords: microglia, dexamethasone, betamethasone, glucocorticoid receptor, microglial
M1 phenotype.
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Resumo Grafico

Resumo grafico ilustrando os principais resultados apresentados nesta dissertagao: as

consequéncias de uma exposi¢ado de curto e longo prazo aos glucocorticoides sintéticos e

diastereoisbmeros epimeros, dexametasona e betametasona, na microglia. Todas as

experiéncias foram realizadas com a linha celular microglial BV-2.
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Introducéao

1.1. Eixo hipotalamo-hipéfise-suprarrenal, glucocorticéides e
homeostase

1.1.1. Eixo hipotalamo-hipéfise-suprarrenal: do stress a homeostasia

O organismo humano possui diversos mecanismos de autorregulagdo. Para controlar o
stress, o corpo humano dispde de mecanismos com multiplos componentes
comportamentais e fisiolégicos. Estes mecanismos de autorregulagdo, denominados de
processos alostaticos, tém como principal objetivo fazer o sistema retornar de uma
situacao de stress e garantir a sua sobrevivéncia. Nos mamiferos, a resposta ao stress
melhor estudada é a ativagado do eixo hipotalamo-hipofise-suprarrenal (HPA) (Stephens &
Wand, 2012).

Os glucocorticoides (GC) (cortisol em humanos e corticosterona em ratos), produto final
do eixo HPA, sdo hormonas esteroides fisiologicamente importantes para manter a
homeostase (Waffarn & Davis, 2012). Nos humanos, esta cascata de eventos comega
nos neurdnios do nucleo paraventricular do hipotalamo com a libertagdo de duas
neurohormonas, a hormona libertadora de corticotrofina (CRH) e a arginina vasopressina
(AVP), conectando o hipotalamo e a hipdfise. Na hipdfise anterior, ambas as hormonas
estimulam a produgdo e a secregdo da hormona adrenocorticotrofica (ACTH) na
circulagéo geral. Uma vez em circulagdo, a ACTH atinge o rim e estimula a biossintese e
a libertagao de cortisol pela zona fasciculada do cortex da glandula suprarrenal (Stephens
& Wand, 2012; Waffarn & Davis, 2012; Bellavance & Rivest, 2014). Esta cascata de
eventos, que culmina com a libertagcdo de GC, envolve uma complexa interagdo de
multiplos sistemas centrais e periféricos de resposta ao stress (Figura 1) (Waffarm &
Davis, 2012).

Para proteger dos efeitos prejudiciais de uma atividade prolongada da cascata, e
consequente exposigao cronica a niveis elevados de GC, o eixo HPA é cuidadosamente
modulado por meio de um circuito de feedback negativo. Neste circuito, o cortisol liga-se
a recetores na hipdfise, hipotalamo, hipocampo e cértex pré-frontal, inibindo a resposta
do eixo HPA, o que garante a homeostase, uma vez que mantém os niveis hormonais
dentro dos limites fisioldgicos. Assim, o feedback negativo exercido pelo cortisol controla,
em parte, a secre¢cdo da CRF, AVP e ACTH no hipotdlamo e na hipdfise (Figura 1)
(Stephens & Wand, 2012; Waffarn & Davis, 2012).
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Figura 1| Eixo HPA e mecanismos de feedback negativos e positivos do cortisol. Adaptado
de (Chivers-Wilson, 2006).

1.1.2. Recetores mineralocorticéide e glucocorticéide

Existem dois tipos de recetores de corticosterdides: o recetor mineralocorticoide (RM)
(tipo 1) e o recetor glucocorticoide (RG) (tipo Il). Enquanto a expressdo do RM é confinada
principalmente as estruturas limbicas, o0 RG é difusamente distribuido, com niveis mais
elevados no sistema limbico, como por exemplo, no hipocampo, no nucleo
paraventricular hipotaldmico, no cortex cerebral e na hipdéfise. O cortisol liga-se com
maior afinidade ao RM do que ao RG e, por isso, em concentragbes basais, o RM

encontra-se ocupado, ao contrario do RG (Matthews et al, 2002).

Como referido anteriormente, para manter a homeostase e, consequentemente, os niveis
hormonais, o eixo HPA é cuidadosamente modulado através da secrecdo controlada da
CRF, AVP e ACTH e através de feedback negativo, protegendo assim contra uma

possivel atividade prolongada. Devido as suas caracteristicas, os recetores referidos



Introducéao

acima participam neste feedback negativo de duas maneiras distintas. Devido as
diferencas existentes na afinidade da ligagdo do cortisol aos recetores, durante o ritmo
circadiano normal, o RM ajuda a manter os niveis sanguineos de cortisol relativamente
baixos, enquanto que, durante uma situagdo de stress, em que as concentragbes de
cortisol aumentam, este liga-se ao RG, resultando na sua ativagcdo e culminando na
resposta ao stress. Aquando da ativacdo do RG, este induz um sinal de feedback
negativo com o intuito de reduzir a atividade do eixo HPA (Stephens & Wand, 2012).
Existem varios mecanismos com potencial de regular esta inibigdo por via de feedback
negativo: (i) expressao e fungdo do RG; (ii) disponibilidade do cortisol no cérebro, ja que
a sua entrada pela barreira hematoencefalica (BHE) é limitada por transportadores, como
a glicoproteina-P; e (iii) efeitos ambientais, tais como trauma precoce, levando a
alteragbes na fungdo RG diretamente, por mecanismos epigenéticos ou indiretamente,
via mecanismos inflamatérios (Pariante & Lightman, 2008).

Esta inibigdo por feedback € um mecanismo homeostatico importante porque a secregao
de ACTH e de cortisol deve estar dentro de uma margem de concentragdes relativamente
estreita, uma vez que a exposigdo excessiva ou insuficiente ao cortisol pode ter

consequéncias adversas para a saude e para o bem-estar (Stephens & Wand, 2012).

1.1.3. Recetor glucocorticéide e sua sinalizagao celular

Depois de se ligarem ao recetor, os corticosteréides produzem o seu principal efeito ao
silenciarem multiplos genes ativados durante os processos inflamatérios. Outros efeitos
adicionais dos corticosterdides passam pela sintese de proteinas anti-inflamatérias e

também por efeitos pds-gendmicos (Barnes, 2006).

Este recetor intracelular s6 € ativado quando ocorre a sua ligagdo ao ligando, sendo que,
quando nao ha ligacao, o recetor se encontra sequestrado no citosol como um complexo
inativo ligado a proteinas, conhecidas como chaperonas moleculares, nomeadamente:
proteinas de choque térmico (hsp) 90, hsp70, hsp56, hsp40, uma proteina de baixo peso
molecular (p23) e varias imunofilinas (Smoak & Cidlowski, 2004; Barnes, 2006). Estas
proteinas ocupam locais no recetor indispensaveis para o transporte para o nucleo,
através da membrana nuclear (Wu et al, 2004).

Os corticosterdides difundem-se rapidamente através da membrana plasmatica por
difusdo passiva e, no citoplasma, ligam-se ao RG. A difusdo passiva é possivel, uma vez
que estas hormonas sdo moléculas lipofilicas (Smoak & Cidlowski, 2004; Barnes, 2006).

Apods a ligagdo, ocorrem mudangas conformacionais na estrutura do recetor, que
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resultam na sua dissociagdo do complexo proteico, na exposi¢éo de locais de sinalizacao
nuclear e na rapida translocagédo para o nucleo (Necela & Cidlowski, 2004; Smoak &
Cidlowski, 2004; Barnes, 2006). No nucleo, o homodimero formado apés a dimerizagao
de dois RG acoplados ao ligando pode regular na expressdo de genes através de trés
modos de acgao (Necela & Cidlowski, 2004). Dois modos de agido necessitam que o
homodimero se ligue diretamente ao acido desoxirribonucleico (ADN) em sequéncias
especificas na regido promotora dos elementos de resposta aos glucocorticéides,
podendo estimular a expressado genética (transativagado) se estes se ligarem a elementos
de resposta aos glucocorticdides (GRE), ou pode inibir a expressdo genética
(transrepressao), se se ligar a elementos negativos da resposta aos glucocorticoides
(nGRE) (Necela & Cidlowski, 2004; Smoak & Cidlowski, 2004; Barnes, 2006; Moraitis et
al, 2017). Também é possivel que a regulagao ocorra por meio de interagdes fisicas entre
o homodimero e fatores de transcrigdo e interagbes proteina-proteina (mecanismo

independente da ligagao direta a um GRE) (Figura 2) (Necela & Cidlowski, 2004).

Niveis proteicos
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Figura 2| Representacdo dos mecanismos basicos de agdao do RG. Ja no nicleo, o RG
regula a expressao de genes através de trés vias diferentes: A- RG liga-se aos GRE; B- RG
liga-se aos nGRE; C- interacdo fisica entre o homodimero e fatores de transcrigcdo ou
interacoes entre proteina-proteina. Adaptado de (Necela & Cidlowski, 2004).
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1.1.4. O antagonista do recetor glucocorticéide

A mifepristona (MIF), também conhecida como RU-486 (Figura 3), € um esteroide
sintético com atividade anti-GC; trata-se de um antagonista nao seletivo do RG (Clark,
2008) e que se liga a este com uma afinidade trés a quatro vezes maior que agonistas
sintéticos do recetor (Carmichael & Fleseriu, 2013). Este composto foi descoberto pela
empresa farmacéutica francesa Roussel-Uclaf no inicio de 1980 (Gallagher & Young,
2006).

A sua atividade anti-GC permite reduzir a produgdo excessiva de cortisol através do
bloqueio da agdo deste ao nivel do seu recetor (Carmichael & Fleseriu, 2013). O
mecanismo subjacente ao bloqueio da agdo dos GC passa pela ligacdo da MIF ao
recetor; no entanto, esta ligagdo ndo permite que o recetor assuma a conformacgéo
necessaria para se poder ligar aos seus alvos, no nucleo (Clark, 2008; Carmichael &
Fleseriu, 2013). Esta conformacéo é reversivel (Carmichael & Fleseriu, 2013).

Figura 3| Representagdo da molécula de MIF.

1.1.5. Desregulacao do eixo hipotalamo-hipéfise-suprarrenal: impacto no
desenvolvimento

Na década de 1950, com o inicio das investigagcbes de Levine e colaboradores, foi
descoberto que o ambiente intrauterino tem o potencial de exercer efeitos duradouros
sobre o funcionamento do eixo HPA (Levine, 1957). A gravidez, com exposi¢cdo a GC
exoégenos, influencia diretamente o desenvolvimento do eixo HPA fetal, com
consequéncias a longo prazo (Waffarn & Davis, 2012). Estes efeitos no desenvolvimento
apos administragdo pré-natal de GC sintéticos sdo plausiveis de ser mediados pelo RG,
uma vez que estes farmacos se ligam predominantemente a este recetor (Matthews et al,
2002).
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Dependendo do momento da exposi¢do, o impacto da exposi¢do ao GC sintéticos no
cérebro depende da expressao dos RG E RM (Matthews et al, 2002). Em fetos humanos,
os RG foram ja identificados as seis semanas de gestagdo em muiltiplos tecidos (Condon
et al, 1998).

As alteragdes no eixo HPA fetal, apds exposi¢cdo a GC exdgenos, deve-se ao facto de os
analogos sintéticos dos GC atravessarem a BHE (Myers et al, 2014).

1.2. Glucocorticdides sintéticos

Esta classe de farmacos, os GC, tem um amplo espectro de agdo porque modulam
variados processos bioldgicos: regulam as fungbes cardiovascular, neurobiologica e
imunologica e influenciam o metabolismo de lipidos, proteinas, e hidratos de carbono,
com o objetivo de manter a homeostase e mediar a adaptagéo a situagdes de stress
(Sapolsky, 2000). Devido ao importante papel dos GC enddgenos na regulagdo da
maioria dos sistemas biolégicos, os seus analogos sintéticos sdo amplamente usados na

pratica clinica para uma grande variedade de condig¢des clinicas (Tegethoff et al, 2009).

Durante o desenvolvimento, os GC sintéticos sdo maioritariamente administrados a
mulheres gravidas em risco de parto prematuro, a fim de aumentar as trocas gasosas € a
maturagdo fetal pulmonar devido ao desenvolvimento morfolégico acelerado de
pneumdcitos tipo 1 e 2 (Noorlander et al, 2014; Haram et al, 2017). Entre as
complicacdes graves associadas ao parto prematuro estdo morbilidades como a
sindrome do desconforto respiratério (SDR), consequéncia do desenvolvimento pulmonar
imaturo, sendo a principal causa de morte neonatal prematura e contribuindo
significativamente para os riscos de incapacidades neuroldégicas e para os altos custos
dos cuidados intensivos neonatais (Haram et al, 2017; Franga et al, 2016). Por estas
razdes, a corticoterapia pré-natal € usada para reduzir as complicagdes relacionadas com
a prematuridade e é prescrita a mulheres em risco de parto prematuro (Peffer et al,
2015). O nascimento prematuro, ou nascimento com menos de 37 semanas completas
de gestacdo, € um fator determinante para o desenvolvimento de morbilidades e para
mortalidade pds-natal e a longo prazo (Saigal & Doyle, 2008).

Estes farmacos também podem ser usados durante a gravidez para inUmeras outras

condigbes da mae e do bebé, nomeadamente alergias (Tegethoff et al, 2009).
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1.2.1. Uma visao geral

No final de 1960, a terapéutica com GC foi testada em fetos de ovelha pela primeira vez.
No entanto, s6 se tornou parte da pratica clinica depois de 1972, quando Liggins e Howie,
apos realizarem o primeiro ensaio clinico randomizado com betametasona (BET) em
humanos para a prevengado da SDR, propuseram a introdugdo dos corticosteréides pré-
natais a fim de acelerar a maturagao fetal pulmonar na clinica (Liggins, 1969; Liggins &
Howie, 1972). Como referido anteriormente, a prevengado da SDR e, consequentemente,
a maturagdo pulmonar fetal ¢ fundamental antes do nascimento, pois esta doenca
pulmonar é uma complicac¢édo grave do trabalho de parto prematuro e a principal causa de
morte neonatal precoce (Jobe & Soll, 2004; Roberts, Sr, Roberts, & Dalziel, 2013). Com
os GC sintéticos, a mortalidade neonatal e morbilidade em prematuros nascidos antes
das 34 semanas de gestagdo demonstrou redugbes significativas (Waffarn & Davis,
2012).

Em 1994, o Consensus Developmental Conference do Instituto nacional de Saude
Americana (NIH) sobre os resultados perinatais dos efeitos dos corticosterdides na
maturacgao fetal, determinou que seriam candidatos a corticoterapia pré-natal todos os
fetos em risco de parto prematuro, entre as 24 e as 34 semanas de gravidez (Effect of

Corticosteroids for Fetal Maturation on Perinatal Outcomes, 1994).

Historicamente, apenas dois compostos pertencentes a classe dos GC sintéticos tém sido
usados para administragdo pré-natal: a dexametasona (DEX) e a BET (Peffer et al, 2015).

1.2.2. Dexametasona e Betametasona

A DEX e a BET tém uma estrutura semelhante, ja que estas moléculas sao
diastereoisémeros epimeros, que variam apenas na orientagdo do grupo 16-metil: a DEX
tem este grupo em orientagéo a, enquanto que a BET tem o mesmo grupo em orientacéo
B (Figura 4, A e B). Por este motivo tém a mesma férmula molecular, C22H29FOs, e massa
molecular, 392,46 g/mol (Li, 2012; Peffer et al, 2015). Em termos de estrutura quimica,
comparando os equivalentes endégenos cortisol e corticosterona com a DEX e a BET,
pode referir-se que estas Ultimas possuem uma ligagao dupla, um atomo 9-fluor e um
grupo 16-metil a mais, sendo que este grupo 16-metil € responsavel pela diferenca entre
os dois analogos exogenos (Figura 4) (Diederich et al, 2002).
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A - Dexametasona B - Betametasona

Figura 4| A - Representacdo da molécula de DEX; B - Representacido da molécula de BET; C
- Representacao da molécula de cortisol; D - Representacdo da molécula de cortisona. A
DEX e a BET possuem uma ligacao dupla adicional nos primeiros anéis e nos grupos 9-

fluor e 16-metil, quando comparados com o cortisol.

Estes farmacos sintéticos, agonistas do RG, possuem uma atividade reduzida no RM,
contrastando com uma maior afinidade para o RG (Grossmann et al, 2004). Varios
estudos indicam que estes GC sintéticos se ligam com uma afinidade vinte e cinco vezes
maior do que o cortisol ao RG (Tegethoff et al, 2009).

Ligam-se ao RG na regiao referida como dominio de ligagdo do ligando (LBD) (Figura 5,
A). Esta regido estd situada na extremidade do terminal C do recetor, entre os
aminoacidos 521 e 777 (Bledsoe et al, 2004). O grupo 16-metil, a Unica diferenga
estereoquimica entre a DEX e a BET, esta implicado na ligag&do ao recetor, uma vez que
este grupo estabelece interagdes hidrofébicas com o aminoacido glutamina 643 e o
aminoacido tirosina 735, no caso da DEX (Figura 5, B) (Bledsoe et al, 2002).

10
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Peptide

Figura 5| A - Perspetiva lateral da estrutura cristalina de RG LBD no complexo com DEX; B -
Interagoes entre a DEX e o RG (representagao esquematica). Adaptado de A - (Bledsoe et al,
2004) e B - (Bledsoe et al, 2002).

Enquanto a DEX é administrada as gestantes em risco de parto prematuro como fosfato
de DEX (Jobe et al, 2009), a BET é administrada como uma combinacgao de fosfato de
soédio de BET e acetato de BET (Falah & Haas, 2014). Devido a preparagdao quimica
especifica, os farmacos variam entre si nas suas propriedades farmacocinéticas e
farmacodinamicas (Tegethoff et al, 2009) e, por isso, ttm uma farmacocinética complexa
(Haram et al, 2017), embora a farmacocinética da BET seja mais complexa devido a
mistura de dois sais de biodisponibilidades diferentes (Falah & Haas, 2014).

Os fosfatos de DEX e BET sao rapidamente absorvidos e desfosforilados, enquanto que
0 acetato de BET ¢ absorvido e desacetilado mais lentamente, provocando um efeito
prolongado. A BET apresenta um tempo de meia-vida mais elevado do que a DEX, entre
6,5 e 9 horas e entre 4 e 4,6 horas, respetivamente (Samtani, 2005; Tegethoff et al, 2009;
Haram et al, 2017)

Sao também administrados em doses e intervalos posolégicos diferentes. A DEX é
administrada por via intramuscular materna, sendo administrados 6 mg em intervalos de
12 horas, num total de 4 administragcbes e a BET, igualmente administrada por via
intramuscular materna numa dose de 12 mg em intervalos de 24 horas, num total de duas
doses (Lee et al, 2006). Estas doses e intervalos de tempo amplamente utilizados foram
determinados empiricamente e recomendados na conferéncia do NIH em 1994 (Effect of
Corticosteroids for Fetal Maturation on Perinatal Outcomes, 1994).

Todas estas variagdes resultam em farmacocinéticas diferentes e talvez levem a
alteragdes na duragio e concentragdo de GC a qual o feto é exposto. Isto é clinicamente

pertinente porque a farmacocinética e a farmacodindmica determinam a exposi¢do do

11
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feto. Em mulheres gravidas, estes processos regulam a ligagéo as proteinas e a extensao
da absorgao dos farmacos, a sua distribuicdo através dos fluidos e dos tecidos, o seu
metabolismo e a sua eliminagdo, enquanto que, na unidade feto-placentaria, regulam a
quantidade de farmaco que atravessa a placenta, o seu metabolismo, a sua distribuigédo e
a sua eliminagao (Tegethoff et al, 2009).

Estudos em animais e em humanos sugerem que a saude e o desenvolvimento podem
ser afetados na descendéncia devido a exposig¢ao intrauterina a estes agonistas dos GC,

causando preocupacdes sobre a seguranga desta terapia (Tegethoff et al, 2009).

1.2.3. Glucocorticéides sintéticos na placenta
Os GC sintéticos atravessam a placenta e chegam ao cérebro fetal onde, por
mecanismos de feedback, regulam negativamente o eixo HPA fetal e tém um efeito direto

na neurogénese, sinaptogénese e mielinizagdo (McCabe et al, 2001).

De facto, o cortisol e a corticosterona, corticosteréides endégenos nao sao transferidos
da circulagdo materna para a circulagdo fetal, devido a existéncia da enzima 11[-
hidroxiesterdide desidrogenase (118-HSD) (Chapman et al, 2013). Esta desidrogenase
tem duas isoformas diferentes: 113-HSD-1 e 11B-HSD-2. No organismo humano, estas
tém distribuicbes e fungdes distintas. A 113-HSD-1 € amplamente expressa em tecidos
metabdlicos-chave como o figado, tecido adiposo e sistema nervoso central (SNC); ja a
expressdo da 11B3-HSD-2 é altamente especifica em tecidos como a placenta, o rim e o
pulmao. Em termos de fungdes, a primeira possui atividade de desidrogenase (conversao
de cortisol a cortisona) e redutase (conversdo de cortisona a cortisol) enquanto que a
segunda possui apenas atividade de desidrogenase. Esta ultima possui uma maior
afinidade para os GC e, na placenta, converte o cortisol materno em cortisona inativa,

criando um gradiente efetivo entre mae e filho (Figura 6) (Moisiadis & Matthews, 2014).

12



Introducéo

Mae Placenta Feto
Cortisol Cortisal Cortisol
Cortisona HiB-Hishz
GE sintético P-gp == GL sintético GO sintético
G sintético <«

Figura 6| Barreiras placentarias aos GC enddgenos e sintéticos durante a gravidez.
Adaptado de (Moisiadis & Matthews, 2014).

No entanto, durante a fase final da gravidez, em muitas espécies, os niveis placentarios
de 11B-HSD-2 diminuem e permitem um aumento da transferéncia de GC ativos entre as
partes (Challis et al, 2000).

A isoforma placentaria tem baixa afinidade pelos GC sintéticos €, por isso, ndo cria uma
barreira efetiva entre mae e feto (Figura 6). No entanto, evidéncias na literatura indicam
que a transferéncia de GC sintéticos da mae para o feto pode diminuir devido ao
envolvimento placentario (Sun et al, 2006; Igbal et al, 2012). Este mecanismo envolve um
membro da familia de transportadores ABC, a glicoproteina P, expressa em altos niveis
na camada de sinciciotrofoblastos da placenta de mamiferos (Sun et al, 2006; Igbal et al,
2012). A glicoproteina-P é responsavel pelo transporte de substratos especificos, tais
como produtos xenobiodticos, medicamentos e certas hormonas, para além de ser um
transportador particularmente efetivo de GC sintéticos (Yates et al, 2003). No entanto, no
ultimo periodo da gestagao, os niveis placentarios da glicoproteina P diminuem (Sun et
al, 2006; Igbal et al, 2011). Estas alteragdes durante a gestagdo nos niveis placentarios
de 11B-HSD-2 e de glicoproteina P terdo efeitos significativos nas concentragdes de GC
endogenos e sintéticos que sao transferidos da mae para o feto e, por isso, em diferentes
periodos da gestagao, os GC enddgenos e sintéticos sofrem uma modulagéo placentaria
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que pode ter efeitos diferentes no feto. Além disso, os GC influenciam indiretamente o
desenvolvimento fetal, uma vez que podem exibir agbes diretas sobre a fungao
placentaria. Na placenta humana, tanto os GC sintéticos quanto os GC enddégenos
aumentam a produgao e a libertagdo de CRH na placenta, o que pode ativar o eixo HPA
fetal e materno (Torricelli et al, 2011).

1.3. Microglia

1.3.1. Descoberta da microglia

Em 1956, Virchow descreveu pela primeira vez a neuroglia como uma entidade distinta
dos elementos neuronais, com propriedades adesivas e de conexao entre os neurdnios
(revisdo por: Tremblay et al, 2015). Trinta e nove anos depois, em 1895, Lenhossek
introduziu o termo “astrocito” para designar o elemento celular da neuroglia (revisao por:
Sierra et al, 2016).

Dois anos depois, foi publicado o primeiro trabalho inteiramente dedicado a neuroglia por
Ramon y Cajal. Neste trabalho, o cientista especula que este tipo de células pode
preservar circuitos neuronais e evitar contactos inapropriados e, também neste trabalho,
reconhece mais tipos de células, além dos neurdnios e dos astrécitos (revisdo por:
Tremblay et al, 2015). No ano seguinte, Nissl descobriu um tipo de células conhecido
como células bastonetes, atribuindo-lhes a natureza de neuroglia. Nissl também sugere
que estas células adotam fungbes similares aos macréfagos no cérebro e hipotetiza a
capacidade de fagocitarem neurénios “danificados” (revisdo por: Tremblay et al, 2015).
Em 1913, Ramon y Cajal identificou o “terceiro elemento” do SNC, distinto do “primeiro
elemento” (neurdnios) e do “segundo elemento” (astrocitos). Esta classe de células gliais
tinha uma origem mesodérmica e era uma célula dendritica e apolar da matéria branca,

com localizagao perineuronal e perivascular (revisao por: Tremblay et al, 2015).

Pela primeira vez, em 1919, a microglia foi visualizada e identificada por Pio Del Rio-
Hortega. Esta clara identificacdo foi possivel devido a introducéo e desenvolvimento de
novas técnicas de coloragdo, como o método de carbonato de prata amoniacal. Com esta
descoberta, Rio-Hortega foi capaz de distinguir o “terceiro elemento” em dois tipos de
células individuais: a microglia e a glia interfascicular (mais tarde denominado de

oligodendracitos) (revisdes por: Tremblay et al, 2015; Sierra et al, 2016).
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1.3.2. Origem e desenvolvimento da microglia

A origem da microglia tem sido um assunto em debate; no entanto, hoje em dia, ja se
sabe que a microglia é originaria de um conjunto de macréfagos primitivos de
hematopoiese, no saco vitelino (Reemst et al, 2016; Wolf et al, 2017). Estas células
imunes sao encontradas no cérebro de ratos em desenvolvimento no dia embrionario 8,5.
Ja em humanos, células semelhantes a microglia sdo detetadas na 132 semana de
gestagao, enquanto a microglia ramificada é detetada na 212 semana (Wolf et al, 2017).
Esta microglia embrionaria permanece em grande maioria na idade adulta (Reemst et al,
2016).

No cérebro de ratos adultos, a densidade da microglia varia entre 5% e 12%, com um
maior numero de células microgliais na substancia cinzenta (Mittelbronn et al, 2001). As
areas mais populadas sdo o hipocampo, o telencéfalo olfatério, os nicleos da base e a
substancia nigra, enquanto que as areas menos povoadas sdo o cerebelo, as fibras
nervosas e grande parte do tronco cerebral; por sua vez, o cortex cerebral, o tdlamo e o
hipotalamo possuem densidades celulares médias (Lawson et al, 1990).

1.3.3. Diferentes fenétipos de microglia durante a vida

Desde que surge no cérebro, no feto, até ao adulto, a microglia apresenta diferentes
morfologias. No hipocampo pré- e pos-natal de ratos existem dois tipos principais de
células microgliais: as células microgliais amebdides, caraterizadas por uma notavel
diversidade de formas e tamanhos e sem processos definidos e a microglia ramificada,
caracterizada por um numero flexivel de processos celulares de diversos comprimentos e

espessuras (Dalmau et al, 1998).

Durante o desenvolvimento pré-natal do rato, a microglia pode assumir quatro subtipos
distintos no hipocampo: microglia amebdide tipos 1, 2 e 3 e microglia ramificada primitiva
(Dalmau et al, 1997). No hipocampo do rato pds-natal, € possivel encontrar cinco
subtipos diferentes de células microgliais: microglia amebodide tipos 2 e 3, microglia
ramificada primitiva, microglia em repouso e microglia do tipo reativo (Dalmau et al,
1998). As principais carateristicas morfolégicas dos diferentes subtipos de células da

microglia estdo resumidas na Tabela 1.
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Tabela 1| Caracteristicas dos diferentes subtipos de células da microglia presentes no
hipocampo de ratos ao longo da vida [DE (dia embrionario); DPN (dia pés-natal)]. Adaptado

de (Dalmau et al, 1997, 1998).

Processos Existéncia no Morfologia
Tipo de célula Diametro
celulares cérebro celular
Microglia Arredondada e
amebdide tipo por vezes Nenhum 15-40 um Desde DE14 i‘ f/‘ j 4
1 lobular -
Desde DE19 até
Microglia Nenhum, _
DPN9, T
amebdide tipo Redonda ocasionalmente 15-20 pm -
raramente a
2 filopodia
DPN12
Microglia Desde DE14 até o
Filopodia e/ou g. ~
amebdide tipo Pleomoérfica 15-50 um DPN9, alguns a |-
Pseudopddia "
3 DPN15
Processos Desde DE19 até
3
Microglia Oval a escassamente DPN12, alguns e ‘:\;;ﬁ"
N [
primitiva ligeiramente desenvolvidos, 50-75/85 um aDPN15e /;,g e
ramificada alongada mostrando uma raramente a _'
forma frisada DPN18
Processos Alguns a DPN12,
Microglia em Oval a
totalmente 85-100 um DPN15 até
“repouso” arredondada
desenvolvidos DPN18
Grande e
Processos Principalmente
Microglia do condensada,
atrofiados e 40/50-80 um desde DPN9 até
tipo reativo desde redonda
retraidos DPN18
aoval

1.3.4. A microglia e as suas fungdes no sistema nervoso central

Desde a sua descoberta, as células da microglia foram reconhecidas apenas pelo seu
envolvimento na reparagao tecidular (libertagdo de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatérias) em condigdes patoldgicas, tendo-se desprezado os seus papéis
fisiologicos. No entanto, em 2005, com a publicagdo de dois artigos, este paradigma foi
alterado. Nimmerjahn e colaboradores, e também Davalos e colaboradores
demonstraram o papel da microglia no cérebro saudavel. Observaram que 0s processos
da microglia sdo dindmicos e vigilantes durante o estado de “repouso”, mas durante uma
lesdo traumatica, respondem, dirigindo-se para o local (Nimmerjahn et al, 2005; Davalos
et al, 2005).
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No cérebro, a microglia € amplamente distribuida, exercendo uma série de fungdes com
dois objetivos principais: defesa imunoldgica e manutengcdo do SNC (Ginhoux et al,
2013).

No sistema imunitario, a microglia exerce geralmente uma resposta secundaria, alterando
a sua morfologia e o seu padrao de expressao de citocinas, a fim de responder a uma
ameagca inicial. Este processo pode ser denominado por “ativagdo” (Miyamoto et al,
2013). No SNC a “microglia ativada” €& heterogénea e caracterizada em dois tipos
diferentes: o fendtipo M1 e o fendtipo M2 (Tang & Le, 2016). Dependo do estimulo pelo
qual é ativada, a microglia M1 é caraterizada por um estado de ativagdo classico,
enquanto a microglia M2 é caraterizada por um estado de ativac&o alternativo ou por um
estado de ativagdo adquirido. A microglia M2 liberta varios compostos anti-inflamatérios e

antagoniza as respostas pro-inflamatérias M1 (Tang & Le, 2016).

Ao supervisionar o microambiente no SNC, a microglia é responsavel pela fagocitose de
células mortas e sinapses, um processo critico para uma conetividade sinaptica precisa;
pela promogao da sobrevivéncia, proliferagdo e/ou diferenciagao celular e, também, pela
regulagdo da maturagdo, plasticidade e fungdo das sinapses no cérebro saudavel
(Schafer & Stevens, 2015). Estas fungdes podem ser implicadas na regulagdo do
comportamento, incluindo disturbios neuropsiquiatricos como o autismo, transtorno
obsessivo-compulsivo e esquizofrenia, ja que existe ativagdo da microglia e alteragédo da
conetividade sinaptica nestes doentes (Schafer & Stevens, 2015). Modelos animais
destas doencas neuropsiquidtricas também evidenciam o papel da microglia no
desenvolvimento e/ou progressdo de fenodtipos comportamentais (Schafer & Stevens,
2015).

1.3.5. Microglia e Neurénios

Os circuitos neuronais podem ser influenciados pela microglia porque, como ja referido,
estas células imunes tém a capacidade de formar e eliminar sinapses gragas a sua
capacidade de secretar varios fatores com propriedades transmissoras, troficas ou
neuroprotetoras e da sua capacidade de fagocitar elementos subcelulares (Figura 7)
(Kettenmann et al, 2013).

Lim e colaboradores demonstraram que a microglia induz a formagédo de sinapses em
neurénios do hipocampo através da libertagdo da citocina anti-inflamatoéria interleucina 10
(IL-10) (Lim et al, 2013). A libertagdo do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF)

também promove a formagao de sinapses relacionadas com a aprendizagem (Parkhurst
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et al, 2013). Um estudo do nosso grupo demonstra também a capacidade da microglia
ativada em promover a formagao de sinapses em neuronios hipocampais (Cristovao et al,
2014).

Como referido acima, uma das fungbées da microglia no cérebro é a fagocitose. Esta
capacidade das células microgliais permite eliminar células inteiras ou substruturas
celulares, nomeadamente conexdes inapropriadas de sinapses e axonios (Figura 7)
(Reemst et al, 2016; Wolf et al, 2017). Durante o neurodesenvolvimento, esta fungéo
também denominada de pruning sinaptico € fundamental para estabelecer e refinar os
circuitos neuronais (Miyamoto et al, 2013). Estudos na literatura relatam que um pruning
sinaptico deficiente resulta em sinapses imaturas através de um aumento de espinhas
dendriticas, sendo este aumento carateristico de um circuito cerebral imaturo (Paolicelli et
al, 2011).

Um mecanismo capaz de eliminar o excesso de conexdes sinapticas envolve as
proteinas do sistema do complemento, C3, e o recetor do complemento 3 (CR3); mais
especificamente: o recetor expresso na superficie da microglia interage com a C3
presente nos compartimentos sinapticos, mediando o pruning de elementos sinapticos
(Stephan et al, 2012).

Dendrite

Espinhas
dendriticas

Figura 7| llustracdo do pruning sinaptico nas dendrites dos neurénios por células
microgliais. Durante o pruning sinaptico, a microglia digere as espinhas dendriticas,

diminuindo assim o seu niumero. Adaptado de (Miyamoto et al, 2013).

1.3.6. Sinalizagao recetor da fratalquinal/fratalquina
Existe um tipo de comunicagao/sinalizagdo entre a microglia e os neurénios altamente

especifica, uma vez que o recetor de sinalizagdo € expresso unicamente na microglia,
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enquanto o ligando é expresso unicamente pelos neurénios (Wolf et al, 2013; Paolicelli et
al, 2014).

A fratalquina, também denominada de CX3CL1 e o seu recetor CX3CR1, tém papeis
importantes no desenvolvimento cerebral normal. A sua interagdo promove o
recrutamento microglial para junto dos neurdnios, com o objetivo de desempenhar um
papel critico na regulagdo de um amplo espetro de propriedades que visam
essencialmente promover a regulagdo da neurogénese, da transmissao e da plasticidade
sinaptica, da maturacdo e eliminagdo de sinapses e também, na regulacdo do
desenvolvimento e da plasticidade dos neurdnios (Paolicelli et al, 2014).

Deficiéncias na comunicagéo entre a microglia e os neurénios diminuem a migragao e a
motilidade da microglia (Liang et al, 2009) e resultam também numa microglia
hiperativada, que pode ser prejudicial ou benéfica ao ambiente, dependendo da situagao
especifica (Wolf et al, 2013). Podem também ocorrer alteragdes na conetividade e
plasticidade cerebral correlacionadas com défices de interagdo social, na auséncia desta
via (Paolicelli et al, 2011, 2014; Zhan et al, 2014).

1.4. Origem de doengas neuropsiquiatricas no desenvolvimento:
a funcdao do eixo hipotalamo-hipéfise-suprarrenal, do recetor

glucocorticéide e da microglia

Os efeitos dos GC sintéticos mediados pelo RG, no momento da exposi¢do, sio
dependentes do estado de maturagdo e da expressdo do RG no eixo HPA fetal e das
regides envolvidas nesta regulagdo, como € o caso do hipocampo (de Kloet et al, 1998;
Herman et al, 2005; Tegethoff et al, 2009). O RG esta presente no cérebro fetal desde
cedo (Condon et al, 1998), o que sugere que a fungéo do eixo HPA fetal e infantil pode
ser aguda ou cronicamente comprometida (Bertram, 2002).

O estudo dos efeitos da exposicdo a analogos exdgenos no eixo HPA fetal e infantil &
muito importante, pois o ambiente intrauterino e os sistemas de o6rgdos fetais sado
altamente sensiveis a alteragbes estruturais e funcionais. Estas mudangas podem
persistir ao longo da vida, influenciando o desenvolvimento e a saude (Seckl & Meaney,
2004).

Nos animais, ja é conhecido que o eixo HPA é suscetivel a alteragbes ocorridas no
ambiente intrauterino, e que os GC desempenham um papel crucial (Phillips, 2007;
Tegethoff et al, 2009). Em humanos, estes estudos podem ser clinicamente relevantes,
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uma vez que os GC sintéticos sao geralmente usados em medicina neonatal e a
disfuncao da atividade do eixo HPA tem sido correlacionada com varios efeitos adversos
na saude (Charmandari et al, 2003). Estudos epidemioldégicos e estudos com animais
demonstram que, exposigdes pré-natais a altas concentragées de GC mediadas pelo eixo
HPA, aumentam o risco de doengas cardiovasculares, de doengas psiquiatricas, de
disturbios metabdlicos e de disfungdes neuroenddcrinas durante a vida (Seckl & Meaney,
2004; Cottrell & Seckl, 2009; Harris & Seckl, 2011) .

Em humanos, uma revisdo cientifica sobre os efeitos psiquiatricos dos corticosteroides
pediatricos reporta que exposi¢cdes pré- e neonatais a DEX levam ao aumento de
disfungdes neuropsiquiatricas (Drozdowicz & Bostwick, 2014). A mesma revisao levanta a
hipotese de a BET ser uma melhor opgao terapéutica (Drozdowicz & Bostwick, 2014). De
facto, ensaios clinicos demonstram que o uso de BET em gravidas em risco de parto
prematuro apresenta efeitos secundarios menos graves e menos recorrentes do que o
uso de DEX, diminuindo o atraso no desenvolvimento, problemas de audigao e o risco de
morte neonatal aquando do uso de DEX (Raybum et al, 1997; Lee et al, 2006, 2008). Em
animais, a administracdo de DEX ja foi correlacionada com suscetibilidade ao
comportamento do tipo ansioso. Oliveira e colaboradores demonstraram que a exposi¢ao
intrauterina a DEX desencadeia um fendtipo hiper-ansioso em ratos adultos (Oliveira et
al, 2006, 2012). Este fenotipo hiper-ansioso pode predispor ao desenvolvimento de
depressao, sendo que, o comprometimento do feedback do eixo HPA pelos GC também

ja foi correlacionado com disturbios da ansiedade (Reul, 2002; Stréhle & Holsboer, 2003).

Evidéncias na literatura correlacionam a desregulagdo do sistema imune com o
desenvolvimento da depressdo (Slusarczyk et al, 2015). Varias hipoteses,
nomeadamente alteragbes no eixo HPA e no sistema imunoldgico, tém sido apontadas
como explicagdo da correlagdo entre vias neurobiologicas e adversidades infantis que
levam ao desenvolvimento de doengas mentais em adultos (Calcia et al, 2016). De facto,
o sistema imune da descendéncia encontra-se alterado e é influenciado apés stress pré-
natal materno (O’Connor et al, 2013). A microglia, células imunes do SNC, pode ter um
papel relevante neste processo.

O RG é expresso nas células da microglia (Tanaka et al, 1997). A sua presenga pode
afetar o desenvolvimento normal da microglia, implicando estas células nos efeitos dos
GC no cérebro (Sierra et al, 2008; Caetano et al, 2017). Por outro lado, os GC podem
induzir a modulacao da microglia, alterando o padrao normal de libertagdo de citoquinas
(Frank et al, 2010).
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As células microgliais e também as doencgas psiquiatricas podem estar correlacionadas
com a disfuncdo da atividade do eixo HPA na vida intrauterina.

De facto, a DEX influencia a diferenciagdo morfolégica da microglia na descendéncia em
fungdo do género. Quando ratas gravidas sdo expostas a este farmaco, ocorre esta
diferenciagdo na descendéncia e que é correlacionada com modulagbes no
comportamento, uma vez que estes animais apresentam um comportamento do tipo
ansioso quando avaliados no labirinto em cruz elevado (Caetano et al, 2017). Outros
estudos em animais, usando um modelo fisiolégico de stress pré-natal, demostraram
ativacdo das células da microglia, aumento da expressdo de marcadores pro-
inflamatorios, de quimiocinas e dos respetivos recetores, na descendéncia (Diz-Chaves et
al, 2012, 2013; Slusarczyk et al, 2015).

A regulagao do eixo HPA e os GC estdo envolvidos em varios transtornos psiquiatricos,
dos quais fazem parte a depressdo. Por outro lado, evidéncias na literatura realgam o
papel da microglia na fisiopatologia e no tratamento de disturbios neuropsiquiatricos (Kato
et al, 2013b), nomeadamente esquizofrenia (Moniji et al, 2009; Kato et al, 2011; Moniji et
al, 2013). Por sua vez, os GC e a CRH também modulam as células da microglia no
SNC, ativando a libertagdo de fatores pré-inflamatorios por este tipo de células, os quais
podem resultar em sintomas de ansiedade e depressao. Estas evidéncias sugerem uma
forte ligagao entre os disturbios psiquiatricos, os GC, o eixo HPA e as células da microglia
(Figura 8) (Kato et al, 2013a).
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Figura 8/ A fung¢do do eixo HPA, do RG e da microglia na origem de doencas
neuropsiquiatricas. A CRH e os GC, através do eixo HPA, afetam a microglia. Adaptado de
(Kato et al, 2013a).
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Objetivo

Os GC sintéticos mais utilizados na pratica clinica sdo a DEX e a BET. Estas moléculas
apresentam uma estrutura semelhante, j4 que sdo diastereocisbmeros epimeros, que

variam entre si apenas na orientagdo do grupo 16-metil (Li, 2012; Peffer et al, 2015).

Aquando de risco de parto prematuro (entre as 24 e as 34 semanas de gestagado), estes
farmacos podem ser administrados a gestantes, com o objetivo de reduzir as
morbilidades mais comuns encontradas nestes bebés, nomeadamente as doencas
pulmonares e a mortalidade neonatal. Esta exposigdo aos GC exdgenos pode influenciar
o eixo HPA fetal, com consequéncias a longo prazo ao nivel da resposta ao stress
(Waffarn & Davis, 2012).

De facto, alguns estudos da literatura demonstram que o desenvolvimento da
descendéncia pode ser afetado pela exposicao intrauterina a estes agonistas do RG, o
que causa preocupagbes acerca da seguranga desta terapia (Tegethoff et al, 2009).
Varios resultados do nosso grupo, em animais de experimentagdo, corroboram esta
teoria. Em estudos realizados in vivo, 0 nosso grupo demonstrou que uma administragédo
de DEX em ratas gravidas foi suficiente para alterar a morfologia da microglia na
descendéncia em diferentes idades, dias pds-natal 0, 7 e 90. No dia pos-natal 90, as
alteragdes da morfologia da microglia em ambos os sexos sdo correlacionadas com
mudangas no comportamento do tipo ansioso destes animais (Caetano et al, 2017). Além
disso, também ao dia pds-natal 90, a DEX provoca hipertrofia neuronal nas dendrites
basais e apicais dos neurénios piramidais CA1, no hipocampo da descendéncia
(Pinheiro, 2017). Por sua vez, em estudos in vitro, a DEX mostra tendéncias para alterar
as densidades dos diferentes tipos de espinhas dendriticas apicais e basais de fatias
organotipicas de hipocampo de ratos com 6 dias de idade (Pinheiro, 2017). Por outro
lado, culturas primarias de neurénios hipocampais de fetos em dia gestacional 18,
tratadas com DEX, sofreram um efeito contrario em dendrites e axonios; nas primeiras

ocorreu uma atrofia e nos segundos uma hipertrofia (Pinheiro et al, 2018).

Como demonstrado pelos nossos trabalhos, os neurénios e a microglia sofrem alteragbes
relevantes provocadas por estes farmacos sintéticos. Estas alteragdes podem afetar o
neurodesenvolvimento e a microglia devido a fungdo destas células na formagao e
eliminagado de sinapses (Paolicelli et al, 2011), um papel apoiado pela capacidade destas
células libertarem mediadores inflamatérios (Parkhurst et al, 2013; Lim et al, 2013) e de

fagocitarem sinapses recém-formadas (Paolicelli et al, 2011).

Na clinica, ambos os GC sintéticos sao utilizados; por isso, € necessario estabelecer se
os dois diastereoisémeros epimeros tém o mesmo efeito sobre as células da microglia e

avaliar se um deles possui menos efeitos prejudiciais.
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Objetivo

O objetivo principal desta dissertagao foi:

- comparar os efeitos da DEX e da BET na fisiologia de uma linha celular de microglia
(BV-2), o que podera refletir a importancia de uma alteragéo estereoquimica entre os GC

sintéticos.

Para este propdsito foi necessario:

1. identificar os efeitos da DEX e da BET nas células da microglia;

2. verificar se a exposi¢cao a curto e longo prazo altera a resposta da linha celular
usada;

3. identificar diferengas nas principais fungdes da microglia envolvidas no

neurodesenvolvimento e na regulacdo do numero e no estado das sinapses recém-

formadas;

4. identificar se os efeitos promovidos pela incubagdo de DEX ou BET na linha
celular BV-2 sdo modulados pelo RG. Para isso, € necessario bloquear este recetor

usando um antagonista.
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Meétodos

3.1. Cultura de células da microglia

A linha celular usada nos estudos realizados in vitro foi a linha celular de microglia de
ratinho imortalizada, BV-2. As células BV-2 foram mantidas em meio de cultura RPMI-
1640 (Roswell Park Memorial Institute), suplementado com 10% soro bovino fetal (FBS) e
1% penicilina-estreptomicina (PENSTREP) numa incubadora a 37°C com uma atmosfera
himida de 5% CO; (diéxido de carbono) e 95% ar. Para o ensaio de brometo de 3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio (MTT), as células BV-2 foram mantidas numa
placa com 24 pogos, na densidade de 2x10* células/pogo. Para os ensaios de Western
Blot (WB) e de reagdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-PCR), as
células foram mantidas numa placa com 6 pogos, na densidade de 6x10* células/pogo.
Para o ensaio de avaliacdo da capacidade fagocitica, as células da microglia foram
plagueadas em lamelas de vidro (16 mm) numa placa de 12 pogos, na densidade de
4x10* células/pogo. Em todos os ensaios as células cresceram até uma confluéncia de
80-90%.

3.2. Tratamento farmacolégico celular

Antes de qualquer tratamento farmacoldgico e depois do seu plaqueamento, as células
estabilizaram durante 24 horas. Os farmacos DEX, BET e MIF foram usados na
concentracdo de 1 pM. A MIF, antagonista do RG, foi adicionada imediatamente antes da
incubagdo com DEX ou BET. Neste trabalho, foram avaliados dois tempos de exposigéo:
6 e 24 horas apos a adigao de DEX ou BET (Figura 9).

A concentragdo de DEX (Caetano, 2014) e de MIF (Pinheiro et al, 2018) e os tempos de
exposicao (Caetano, 2014) escolhidos no tratamento farmacolégico celular foram
suportados por resultados anteriores do nosso grupo de investigagdo. A BET foi usada na
mesma concentragdo do outro diasterecisdmero epimero a fim de comparar os efeitos

fisiolégicos provocados por ambos e estabelecer uma relagéo estrutura-atividade.
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Figura 9| Representacdo esquematica do tratamento farmacolégico da linha celular BV-2 com
DEX, BET e MIF. As células BV-2 foram plaqueadas e, apds 24 horas de estabilizagcdo, as células
foram tratadas com 1 yM de DEX, BET e MIF durante 6 ou 24 horas. Em seguida, as células foram

recolhidas para realizar os diversos ensaios.

3.3. Avaliacao da viabilidade celular

Para avaliagdo da viabilidade celular foi escolhido o ensaio colorimétrico com o sal
tetrazolio, MTT (Mosmann, 1983). Este ensaio metabdlico baseia-se na conversdo do
MTT (amarelo) a formazan (purpura) pelas células vivas, uma vez que o MTT apenas
penetra as células eucaridticas viaveis (Mosmann, 1983). Esta conversao celular do MTT
€ uma redugdo metabdlica que ocorre principalmente no citoplasma por agédo do
dinucleodtido de nicotinamida e adenina, NADH (e em menor quantidade pelo fosfato de
dinucleodtido de nicotinamida e adenina, NADPH) e pelas desidrogenases associadas ao
reticulo endoplasmatico (ER) (Berridge et al, 1996, 2005), vesiculas de
endossomas/lisossomas (Bernas & Dobrucki, 2002) e membrana plasmatica (Bernas &
Dobrucki, 2000). O produto da biorredugdo, o formazan, acumula-se como um precipitado
insoluvel no interior e a superficie das células e no meio de cultura. Depois, 0 composto
pode ser solubilizado com acidificagdo do meio, usando acido cloridrico dissolvido em
isopropanol. A quantidade de formazan (diretamente proporcional a quantidade de
células viaveis) é medida através da absorvancia da solugdo, a 570 nm, utilizando um
espectrofotémetro de leitura em placas e o ensaio de imunoabsorgao enzimatica (ELISA).
O comprimento de onda de referéncia usado para subtrair o background foi 620 nm (Riss
et al, 2004; Stockert et al, 2012)
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As células BV-2 foram incubadas com 100 yL MTT (5 mg/ml) diretamente dissolvidos no
meio de cultura durante 2 horas apés 6 ou 24 horas de incubagdo com os farmacos. Apos
este tempo, o meio foi descartado e 1 ml isopropanol/acido cloridrico (HCL) foi
adicionado, a fim de dissolver os cristais formados apés a incubagdo com MTT. Para o
ensaio de ELISA, foram colocados 200 uL desta solugéo acida em placas de 96 pogos.

3.3.1. Analise dos dados
Os resultados do ensaio MTT foram expressos como percentagem do controlo (células

BV-2 sem qualquer tratamento farmacoldgico).

3.4. Avaliacao da densidade do recetor glucocorticéide e do
recetor da fratalquina

3.4.1. Protocolo de extracao e quantificagao proteica

Ap6s 6 ou 24 horas de tratamento farmacolodgico, as células BV-2 foram lisadas e foi
calculada a concentragdo de proteina total. Para isso, foram mantidas em ambiente
gelado e lavadas 2x com solugdo de tampéo fosfato-salino (PBS) a 37°C. Em seguida,
foram lisadas e homogeneizadas em tampao RIPA (ensaio de radioimunoprecipitagéo)
[(150 mM cloreto de sddio (NaCl), 50 mM trisaminometano (Tris), 5 mM acido tetracético
de etilenoglicol, 1% Triton X-100, 0,5% Desoxicolato (DOC), 0,1% Dodecil sulfato de
sodio (SDS)] suplementado com 1 mM ditiotreitol (DTT) e com uma pastilha de inibidores
de proteases. Os homogeneizados resultantes foram sonicados em banho de ultrassons
durante 1 min e centrifugados a 4°C durante 10 min a 16100 x g. Finalmente, os
sobrenadantes foram recolhidos para novos microtubos e armazenados a -80°C até a
quantificagdo da proteina.

A quantificagdo proteica das amostras foi realizada pelo ensaio colorimétrico do acido
bicinconinico (BCA). Descrito pela primeira vez por Smith e seus colegas, este método
colorimétrico de determinagao de proteinas baseia-se na presenga de Cu?*, no reagente
BCA e nas proteinas das amostras (Brenner & Harris, 1995; Walker, 1994).

A reacgdo do reagente de biureto (fonte de Cu?*) resulta da conversdo de Cu?* em Cu*
pelas ligacdes peptidicas, sob condi¢gdes alcalinas e dependente da temperatura
(Wiechelman et al, 1988; Walker, 1994). O produto Cu* forma um complexo com o BCA,
de cor purpura intensa e uma absorvancia na regido visivel, maximo a 562 nm (Smith et

al, 1985). Através da comparagado com uma proteina padrao conhecida, albumina do soro
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bovino (BSA), é possivel determinar a quantidade de proteina das amostras
espectrofotometricamente (Walker, 1994).

Para este ensaio foi necessario preparar uma curva padrao de concentragdo de BSA (2
mg/ml) com varias diluigdes sucessivas, em agua (H20) miliQ. Depois, a curva padrao de
BSA e as amostras foram colocadas, em duplicado, em placas de 96 pogos, onde foram
diluidas: a curva padrao foi diluida 1:1 em tampao RIPA e as amostras foram diluidas 1:1
em H>O miliQ 1:1. Seguiu-se a incubagédo de 200 yL de reagente BCA nos diferentes
pocos, durante 30 min a 37°C e protegido da luz. A absorvancia das amostras foi medida
em ELISA, a 570 nm.

3.4.2. Protocolo de fracionamento celular e quantificagao proteica

Este protocolo de extragdo difere do usado em 3.4.1. uma vez que este permite separar
as proteinas localizadas no citoplasma das proteinas localizadas no nucleo e, assim,
avaliar a localizagdo do RG a diferentes tempos de exposigdo. Para isso, e a fim de
desencadear a translocagdo do RG do citoplasma para o nucleo, a linha celular foi
tratada com 1 uM DEX ou BET durante 15, 30, 45 e 60 min, apds o plagueamento e
estabilizagdo durante 24 horas.

Apos este periodo, as células foram lavadas duas vezes com meio RPMI-1640 quente e
foram adicionados 250 pL de tampéo A [composto por: 10 nM acido 2-[4-(2-hidroxietil)-
piperazin-1-il]-etanossulféonico (HEPES), pH=7,9; 10 mM KCI, 0,1 mM acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA); inibidores de protease; 1 mM DTT e 0,4% nonil
fenoxipolietoxietanol (NP-40)] diretamente em cada pogo e, em seguida, destacou-se as
células, de modo a evitar os aglomerados celulares. A mistura de tampéo e células foi
deixada em gelo durante 30 min (vortex a cada 10 min) e centrifugada a 4°C durante 5
min a 16 x 100 g. O sobrenadante, fragao citoplasmatica, foi recolhido e armazenado a -
80°C. O precipitado que se formou durante a centrifugagdo foi vigorosamente
ressuspenso com 100 ul de tampao B (composto por: 20 mM HEPES, pH=7,9; 400 mM
NaCl, 1 mM EDTA suplementada com 1mM DTT e 10% glicerol). A nova mistura foi
deixada em gelo durante 60 min (vortex a cada 20 min), sonicada 1 s num total de 3x e
centrifugada a 4°C durante 5 min a 16 x 100 g. O novo sobrenadante, fragdo nuclear, foi

recolhido e armazenado a -80°C.

A quantificacdo proteica das fragdes nuclear e citoplasmatica foi medida pelo ensaio
BCA, como descrito em 3.4.1.. No entanto, os tampdes usados para fazer a curva padrao
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no ensaio BCA foram: tamp&o A, para a curva padrao da fragao citoplasmatica e tampao
B, para a curva padrao da fragédo nuclear.

3.4.3. Desnaturagao

As amostras de ambos os protocolos de extragdo foram desnaturadas com tampéo de
amostra 6x concentrado (0,5 M Tris-HCI, 30% glicerol, 10% SDS, 0,6 M DTT, 0,02% azul
de bromofenol, pH=6,8) a 95°C, durante 5 min. Cada amostra foi desnaturada com um

volume de tampé&o igual a um quinto do volume de cada amostra.

3.4.4. Western Blot

O WB é uma técnica que permite separar e identificar proteinas especificas de extratos
celulares com uma mistura complexa de proteinas. Nesta técnica, as proteinas sao
separadas com base no seu peso, usando trés etapas basicas: separagao por tamanho
num gel de poliacrilamida, transferéncia para uma membrana (suporte sélido) e detecao
da proteina usando um anticorpo primario e um anticorpo secundario conjugado com uma
enzima (Yang & Mahmood, 2012).

No gel de poliacrilamida, as proteinas sao separadas por uma eletroforese, migrando em
direcdo ao elétrodo positivo, uma vez que todas tém carga negativa. Esta migragéo é
possivel porque a poliacrilamida forma um gel poroso; as proteinas mais pequenas
deslocam-se mais facilmente e mais rapidamente que as proteinas maiores. Quanto
maior a quantidade de acrilamida, menor o tamanho do poro, resultando numa melhor

separagao das proteinas (Yang & Mahmood, 2012).

Apos a eletroforese, o conteudo do gel é transferido para uma membrana de fluoreto de
polivinilideno (PVDF). Esta transferéncia eletroforética usa corrente elétrica para
translocar as proteinas do gel para a membrana de PVDF, uma vez que esta € colocada
entre a superficie do gel e o elétrodo positivo e assim as proteinas carregadas
negativamente podem migrar do gel para a membrana de PVDF. Segue-se o bloqueio da
membrana, um passo muito importante para garantir que os anticorpos se liguem a esta

especificamente (Yang & Mahmood, 2012).

Como referido anteriormente, para detetar a proteina de interesse é essencial ter um
anticorpo primario e um secundario. O anticorpo primario liga-se a proteina de interesse
na superficie da membrana. Uma vez que este anticorpo ndo é marcado, é utilizado um
anticorpo secundario marcado (acoplado a uma enzima) dirigido contra as
imunoglobulinas da espécie animal onde foi produzido o anticorpo primario. O anticorpo

secundario serve também como um mecanismo de amplificagdo do sinal porque,
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teoricamente, varios anticorpos secundarios podem ligar-se simultaneamente ao mesmo
anticorpo primario. As duas enzimas mais utilizadas s&o a fosfatase alcalina e a
peroxidase de rabanete. A fosfatase alcalina catalisa a reagao do substrato fluorogénico,
gerando um fluoréforo estavel (550-570 nm) numa reagdo chamada quimiofluorescéncia
(ECF). Por outro lado, a peroxidase de rabanete catalisa a reagdo de um reagente de
detegcdo de perdxido e luminol num produto que emite luz a 428 nm numa reagao

chamada quimiluminescéncia (ECL) (GE Healthcare, 2011).

Os resultados obtidos com este método sdo considerados semi-quantitativos, uma vez
que nao fazem uma medida absoluta da quantidade, mas sim uma comparagao relativa

do nivel proteico (Yang & Mahmood, 2012).

Apds quantificagédo proteica pelo ensaio de BCA e desnaturagéo, quantidades iguais de
proteina, 25 ug, foram carregadas no gel de corrida de poliacrilamida a 8% [8%
bisacrilamida, Tris-HCI (1,5 M, pH=8,8), 10% SDS, 10% de persulfato de aménio (APS),
1% tetrametiletiienodiamina (TEMED)] com o gel de empilhamento a 4% [4%
bisacrilamida, Tris-HCI (0,5 M, pH=6,8), 10% SDS, 10% APS, 2% TEMED]. Para a
separagdo de proteinas, as amostras correram no gel concentrador a 70 V durante 10
min e no gel de corrida a 120 V durante 1 hora com uma solugdo tampéao de bicina (25
mM Tris, 25 mM bicina, 0,1% SDS, pH=8,3). Em seguida, as proteinas foram transferidas
eletroforeticamente do gel para as membranas de PVDF (6x9 cm, Millipore) a 750 mA de
corrente durante 1 hora e 30 min, usando a solugdo tampdo de CAPS, acido [3-
(ciclohexilamino)-1-propanossulfénico] com metanol (10 mM CAPS, 10% metanal,
pH=11,0). As membranas foram bloqueadas durante 1 hora a temperatura ambiente
numa solugédo salina tamponada com Tris (137 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI, pH=7,6)
contendo 0,1% polissorbato-20, solugdo tampao de Tris suplementado com polissorbato
20 (TBS-T) e 5% leite. Em seguida, as membranas foram incubadas com o anticorpo
primario diluido num 1% leite em TBS-T, durante a noite, a 4°C. No dia seguinte, apés 1
hora de incubagdo do anticorpo primario a temperatura ambiente, as membranas foram
lavadas (3 x 15 min em TBS-T) e incubadas durante 1 hora € 30 min com o anticorpo
secundario respetivo acoplado a peroxidase de rabanete e diluido num 1% leite em TBS-
T, a temperatura ambiente. Apds a lavagem (3 x 15 min em TBS-T), as bandas foram
visualizadas com o kit do método de detegédo por ECL. Para verificar se os géis estavam
carregados com quantidades semelhantes de proteina, as membranas foram re-
incubadas com o anticorpo primario, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH),

diluido num 1% leite em TBS-T durante 1 hora, a temperatura ambiente. Apds esta nova
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incubacgéo e lavagem (3 x 15 min em TBS-T), as membranas foram incubadas durante 1
hora com o respetivo anticorpo secundario conjugado com fosfatase alcalina, a
temperatura ambiente. Antes da revelagdo da segunda incubagcdo com o método de
detegdo de ECF, as membranas foram lavadas (3 x 15 min em TBS-T). A quantificagédo
manual das intensidades das bandas foi feita utilizando o software Quantity One (Bio-
Rad).

Foram usados como anticorpos primarios e secundarios os anticorpos listados na

seguinte tabela:

Tabela 2| Lista de anticorpos primarios e secundarios e respetivos substratos usados no
WB.

Anticorpo Tampao de Diluigao Proteina Peso Referéncia  Anticorpo  Diluigdo Substrato

primario desnaturagao (ng) molecular (catn®) secundario
(kDa)

Anti-RG Tampao de 1:200 25 90/95 Sc-1004 Anti-coelho  1:10000
amostra 6x
Anti-CX3CR1R Tampao de 1:5000 25 50 Ab8021 Anti-coelho  1:10000 ECL
amostra 6x
Anti-GAPDH - 1:10000 - 37 Ab0049 Anti-cabra 1:10000 ECF

3.4.5. Analise dos dados

Os resultados do WB foram expressos como percentagem do controlo (células BV-2 sem
qualquer tratamento farmacolégico). Para cada amostra foi necessario subtrair o
background do sinal e dividir pelo valor de GAPDH. Esta proteina funcionou como
controlo positivo, garantindo que possiveis diferengas entre as condi¢cbes se deviam ao

tratamento farmacolégico e nao a diferentes quantidades de proteina carregadas no gel.

3.5. Avaliagao da expressao de marcadores de reatividade glial e

de mediadores inflamatorios

Esta técnica foi inventada em 1983 por Kary Mullis e, atualmente, € o método mais
preciso, sensivel e rapido para analisar a expressao genética através da quantificagédo
das sequéncias de acidos nucleicos (Brookman-Amissah ef al, 2011; Eurogentec).

Primeiro, o acido ribonucleico (ARN) tem de ser isolado das amostras recorrendo a
métodos de extracdo organica, como por exemplo, 0 método que usa o reagente Trizol
(Brookman-Amissah et al, 2011). Este passo € o mais importante do ensaio porque a
qualidade da extragdo influenciara a qualidade da detegdo e da quantificacdo
(Eurogentec). Neste método, € também importante que as amostras tenham quantidade e
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qualidade de ARN semelhantes. A quantidade de ARN pode ser medida usando a técnica
de Nanodrop, sendo que, este instrumento mede a concentragdo de ARN em ng/ul. Por
sua vez, a qualidade do ARN pode ser avaliada através de duas abordagens diferentes:
fazendo outra precipitagdo de ARN (apds a primeira precipitagdo) para eliminar possiveis
contaminagdes de ADN, usando como reagente uma endonuclease que cliva o ADN e/ou
através da razdo da absorvancia a 260/280 nm obtida com o Nanodrop (uma razido de
1,8 indica que o ARN apresenta uma qualidade elevada) (Brookman-Amissah et al,
2011).

Apods o isolamento, purificagdo e quantificagdo do ARN é necessario converté-lo para
ADN complementar (cCADN) porque a técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
usa polimerases dependentes do ARN. Esta reagéo, denominada reagao de transcriptase
reversa (RT), necessita do ARN que vai ser convertido, dos dNTPs que fornecem os
nucleotideos para a sintese de cADN, dos primers, do tampao, do DTT para estabilizar as
enzimas, do inibidor de ARN para prevenir a degradacao de ARN e de uma enzima RT
(Brookman-Amissah et al, 2011).

Para o RT-PCR quantitativo, o SYBR Green, que funciona como uma sonda fluorescente
especifica para a sequéncia, é usada para a detegdo quimica, permitindo a quantificagéo
do produto amplificado (Eurogentec). Esta sonda tem um aumento significativo na
emissao de fluorescéncia quando se intercala com ADN de cadeia dupla (Brookman-
Amissah et al, 2011), sendo que esta intercalacido €& conjugada com primers para
amplificar o gene alvo (Eurogentec). A quantidade de sonda incorporada € proporcional a
quantidade do gene alvo e a detecao é feita usando fluorescéncia porque, como referido,
a fluorescéncia que a sonda emite a 520 nm é correlacionada com a quantidade do gene

alvo (Eurogentec).

3.5.1. Extragao de ARN

Apds 6 ou 24 horas de tratamento farmacoldgico, as células BV-2 foram lisadas. Para
este proposito, as células foram lavadas com PBS autoclavado gelado e depois lisadas,
utilizando 1 mL de reagente Trizol. Em seguida, as células foram destacadas usando uma
ponta de pipeta p1000, congeladas em gelo seco e mantidas a -80°C até aos passos
seguintes. Brevemente, as amostras foram descongeladas em gelo e adicionou-se 200
ML cloroférmio. Depois, os microtubos das amostras foram agitados suavemente para
homogeneizar a mistura e permaneceram em gelo durante 5 min. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 7°C durante 15 min a 12000 x g para garantir a
distribuicdo das fases. A fase aquosa superior foi recolhida para um novo microtubo e o
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ARN foi precipitado com 400 pL isopropanol e 20 ug glicogénio, adicionado como
transportador (carrier) para facilitar a precipitagdo de ARN. Depois, as amostras foram
mantidas a -20°C durante a noite e, no dia seguinte, centrifugadas a 4°C durante 30 min a
12.000 x g, levando a formagao de um precipitado (ARN). Os precipitados foram lavados
duas vezes com etanol a 75% e, novamente, centrifugados a 4°C durante 5 min a 7500 x
g. Apods centrifugacdo, o ARN das células foi ressuspenso em H.O sem ribonuclease
(RNase). Para determinagéo da concentragéo e pureza das amostras de ARN, utilizou-se
o espectrofotometro NanoDrop. Apos a medigcdo com o NanoDrop, foram eliminadas
possiveis contaminagbes por ADN, tratando as amostras de ARN com
desoxirribonuclease | (DNase |, Life technologies). O tratamento com DNase | requer
outra precipitacdo de ARN e a realizagdo dos processos anteriores, adicionar isopropanol
e glicogénio durante 1 hora a -20°C, centrifugar a 4°C durante 15 min a 10000 rpm, lavar
duas vezes com etanol a 75% e depois, centrifugar novamente a 4°C durante 5 min a
7500 x g. Seguiu-se outra ressuspensdo em H.O sem RNase e uma nova medida no
espectrofotémetro NanoDrop.

3.5.2. Sintese de cADN

O cADN de cadeia simples foi sintetizado a partir das amostras de ARN através da
reagcdo de TP e utilizando o Kit NZY para sintese de cADN de cadeia simples (Nzytech,
Portugal). A reacao comega apds a mistura de 1 ug de amostra de ARN com 10 L
NZYRT 2x Master Mix e 2uL NZYRT Enzyme Mix a 25°C durante 10 min e, logo de
seguida, a 50°C durante 30 min. Um ultimo passo a 85°C durante 5 min foi realizado para
inativar a reagédo. Para remover os hibridos de ARN-ADN remanescentes, as amostras
foram tratadas com 1 yL RNAse H (E. coli) a 37°C durante 20 min. As amostras de cADN
foram diluidas numa proporgdo de 1:2 com tampao Tris-EDTA (TE) e mantidas a -20°C
até a realizagdo do PCR quantitativo em tempo real.

3.5.3. Reagdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real

As amostras foram carregadas em duplicado numa placa de RT-PCR com 96 pogos
numa mistura de 2 pl de amostra de cADN diluida 1:2 e 18 pl de uma mistura
denominada supermix (7,6 yL H»O autoclavada, 10 yL Syber Green, 0,4 uL de mistura
dos primers (200 nM)). Os produtos de amplificagao foram detetados usando a sonda
SYBR Green. O RT-PCR foi realizado utilizando um sistema de PCR em tempo real,
StepOnePlus (Applied Biosystems, EUA), onde a placa foi submetida ao seguinte
protocolo:
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Figura 10| Representagdo esquematica do protocolo RT-PCR utilizado, incluindo o perfil

dos ciclos de temperatura em diferentes etapas.

O RT-PCR foi realizado para avaliar a expressao proteica dos seguintes primers. Todos

os primers foram primeiramente otimizados.
Tabela 3| Lista das sequéncias dos primers usados no RT-PCR (temperatura de annealing:

temperatura na qual ocorre o annealing dos primers com cada uma das amostras de ADN

de fita simples [Iba-1 (molécula adaptadora de ligagao ao calcio ionizado 1); TSPO (proteina
da adenosina); MHC-l (complexo principal de

translocadora); AzaR (Recetor A:a
histocompatibilidade, classe Il); TNF (fator de necrose tumoral); INOS (6xido nitrico sintase

indutivel); TREM-2 (Recetor desencadeador expresso nas células mieldides tipo 2); Hrpt

(Hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase)].

Temperature de Annealing

Genede interesse Sequénciado primer
(Forward/Reverse) (°C)
Iba-1 TCTGCCATCTTGAGAATGA 60
TGACATCCACCTCCAATC
TSPO AGAAACCCTCTTGGCATCCG 58
ACTATGTAGGAGCCATACCCCA
Ajp TCCTGCTAATACACTACTCTC 56
TCCTCACATTGTTATCTTCTTG
MHC-II GATGCATCTGCTCACGAGGTC 60
ACGCCATCCATGGAGTTCTTA
TNF ATGGCCTCCCTCTCATCAGT 58
TGCTTTGCTACGACGTGGG
IL-10 CTTTGCTATGGTGTCCTTTCA 58
TCTCCCTGGTTTCTCTTCC
iNOS TCCTGGACATTACGACCCCT 58
ACTCTGAGGGCTGACACAAG
TREM-2 ACAGCACCTCCAGGAATCAAG 60
AACTTGCTCAGGAGAACGCA
GAPDH CGACTTCAACAGCAACTC 60
TGTAGCCGTATTCATTGTCATA
Hrpt TCCATTCCTATGACTGTA 55
CATCTCCACCAATAACTT
Ywhaz CAGCAAGCATACCAAGAAG 60
TCGTAATAGAACACAGAGAAGT
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3.5.4. Analise dos dados

A quantificacdo relativa da expressdo de ARN mensageiro (mMARN) foi calculada pelo
método do ciclo threshold (Ct) comparativo apds a subtracdo do gene housekeeping ao
gene alvo, para cada amostra. O Ct é o numero do ciclo no qual o grafico de amplificagdo
cruza o limite (nivel de fluorescéncia acima da linha de base, ponto em que o sinal pode
ser considerado como nao sendo background (Eurogentec)) (Brookman-Amissah et al,
2011).

O gene mais estavel, de expressao constante em todas as amostras independentemente
do tratamento, foi usado como gene housekeeping. Foram testados trés genes
candidatos a housekeeping, Ywhaz, Hprt e GAPDH e o gene mais estavel entre as
amostras foi escolhido, usando uma ferramenta do Excel, o NormFinder Software
(Andersen et al, 2004). Esta ferramenta selecionou o gene Ywhaz como o mais estavel

em todas as condi¢cdes experimentais.

A diferenca de expressao genética entre as amostras tratadas foi calculada da seguinte

forma:
Expressio relativa = 272A¢t
Onde, AACt:

AACt = (Ct gene interesse — Ct Ywhaz)amostra tratada)

— (Ct gene interesse — Ct Ywhaz)amostra controlo

Com este método, todos os resultados foram normalizados para o controlo (células BV-2

sem qualquer tratamento farmacoldgico).

3.6. Avaliacao da capacidade fagocitica

As células microgliais BV-2 foram incubadas com esferas de latex verde fluorescente
0,00025% (1 pm de diametro), dissolvidas diretamente no meio de cultura durante 1 hora

apods 5 ou 23 horas de incubagédo com o tratamento farmacologico.

Ap6s 1 hora, as células presentes nas lamelas séo lavadas duas vezes com PBS a 37°C,
e seguidamente, fixadas com 4% paraformaldeido (PFA)/sacarose durante 10 min. A
seguir a uma nova lavagem, incubaram-se as sondas faloidina (1: 500) e 2-(4-
amidinofenil)-1H -indol-6-carboxamidina (DAPI) (1: 2000), para visualizagao das células
BV-2, ja que a faloidina se liga a F-actina e o DAPI ao nucleo. As sondas permanecem

durante 40 min nas células e depois disso € feita a Ultima lavagem. Para ser visualizada e
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adquirida no Microscopio de Fluorescéncia, cada lamela foi montada numa lamina
contendo meio de montagem, DAKO Glycergel Mounting Medium. Para cada condi¢édo

foram adquiridas 5 imagens por lamela e o ensaio foi realizado em duplicado.

3.6.1. Analise dos dados

A capacidade fagocitica foi expressa em percentagem da eficiéncia fagocitica e também
na razao entre o nimero de células fagociticas e o nimero total de células em cada
imagem. A eficiéncia fagocitica, previamente descrita por Pan e colaboradores, é

calculada através da férmula,

(IXx1+2Xx2+ ---+nxxn)

X 100%

Eficiéncia fagocitica (%) =
f f g (A)) ne total de células

onde xn representa o numero de células contendo n esferas; n=1, 2... até um maximo de
n=6 para mais que 5 esferas incorporadas pelas células. Este célculo intermediario é
dividido pelo nimero total de células em cada imagem e o resultado final apresentado
sob a forma de percentagem (Pan et al, 2011).
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4.1. A exposigao a dexametasona e a betametasona desencadeia

a translocagao do recetor glucocorticéide para o nucleo

Antes de realizar os estudos funcionais comegou-se por verificar se ocorria translocagao
do RG do citoplasma para o nucleo apds a sua ativagdo com a incubagao/ligagdo dos
agonistas, por WB. Apds a incubacao, as células foram lisadas, desnaturadas e, através
de WB foram marcadas para o anticorpo RG. As células foram expostas a 1 yM DEX ou
BET em diferentes tempos de exposigao: 15, 30, 45 e 60 min e, em seguida, foi avaliada
a densidade do RG nas fragbes citoplasmatica e nuclear. Devido ao seu mecanismo de
acdo (Necela & Cidlowski, 2004; Smoak & Cidlowski, 2004; Barnes, 2006), ambos os
agonistas do RG induzem a translocagado do recetor citoplasmatico para o ndcleo, uma
vez que a densidade deste aumenta no nucleo e diminui no citoplasma, apds exposi¢ao

aos agonistas.

A

DEX

Citoplasma Nicleo

DT B e Bl e | T B0 4y 30 g NS

05KDa - e 0 IS S e
B

BET

Citoplasma Nicleo

NTED: B0 45 30 IS NTIS NGO B 45 8 I NI
O5kDa
DKo M- — - —

Figura 11| Efeito dos diferentes tempos de exposicao a DEX (A) e a BET (B) na translocagao
do RG do citoplasma para o nicleo na linha celular microglial. E visivel o aumento da
densidade do recetor no nticleo e consequente diminui¢gdao no citoplasma, apés 30 min de
incubagdo com os GC sintéticos. As células BV-2 foram tratadas com 1 yM DEX ou BET
durante 60, 45, 30 e 15 min. A seguir, as células foram lisadas e as fragdes subcelulares
(citoplasma e nucleo) foram separadas por fracionamento manual e, através de WB foram

marcadas para o anticorpo RG. A figura mostra o WB representativo.
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4.2. A viabilidade da microglia ndo é afetada ap6s exposi¢cado a
dexametasona e a betametasona

Para verificar o efeito da DEX; BET e MIF na viabilidade das células BV-2 foi feito o
ensaio metabdlico do MTT. Este ensaio baseia-se na redugdo do MTT (amarelo) a
formazan (purpura) por células viaveis e posterior quantificagdo do formazan por ensaio
ELISA, a 570 nm (Mosmann, 1983). As células foram tratadas com 1 yM DEX; BET; MIF
e com a combinagao de 1 yM DEX + 1 yM MIF e 1 uM BET + 1 uM MIF durante 6 ou 24
horas. O tratamento com os farmacos e com a combinagdo dos farmacos nao afetou a
capacidade das células em converter o MTT e, por esse motivo, ndo afetou a viabilidade
celular em nenhum dos dois momentos da exposi¢éo [6h (A): (DEX: 104.45 + 5.94; BET:
99.79 + 4.85; MIF: 103.11 £ 3.77; DEX+MIF: 100.56 + 5.72; BET+MIF: 93.83 * 3.86), 24h
(B): (DEX: 105.85 + 5.12; BET: 99.66 + 3.40; MIF: 104.83 + 4.72; DEX+MIF: 103.33 +
4.68; BET+MIF: 96.33 * 3.02), % do NT (células controlo; sem tratamento
farmacologico)).
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Figura 12| Efeito da DEX, BET, MIF e da combinagido dos farmacos na viabilidade da linha
celular microglial apés 6 (A) ou 24 horas (B) de exposigdo. As células BV-2 foram tratadas
com 1 yM DEX; BET ou MIF e 1 yM DEX + 1 yM MIF e 1 yM BET + 1 yM MIF durante 6 ou 24
horas e, em seguida, o ensaio metabdlico do MTT foi realizado a fim de avaliar a conversdo do
MTT a formazan por células viaveis. Qualquer um dos farmacos, nos tempos de concentragéo e
exposicao utilizados, ndo afetou a viabilidade das células. (A) Redugédo do MTT apds 6 horas de
exposicdo aos farmacos. (B) Redugédo do MTT apds 24 horas de exposicao aos farmacos. Os
resultados sdo apresentados como percentagem das células NT. Cada barra representa a média +
EPM (erro padrao da média); n=7 por condi¢éo. (A), (B) O teste Wilcoxon Signed Rank Test foi
usado para comparar os resultados obtidos com as células NT.
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4.3. A dexametasona e a betametasona diminuem a densidade do

recetor glucocorticéide em extratos totais de células microgliais

Para verificar o impacto da exposigado a GC sintéticos no RG, foi avaliada a densidade do
recetor por WB. Apos a incubagéo, as células foram lisadas, desnaturadas e, através de
WB foram marcadas para o anticorpo RG. As células BV-2 foram tratadas com 1 yM DEX
e BET; durante 6 ou 24 horas. Estes GC sintéticos diminuem a densidade do seu recetor
em cerca de 40% as 6 horas e em 50% as 24 horas, mecanismo adaptativo ao aumento
da concentragao de ligando disponivel (Burnstein et al, 1994). Ao diminuir a densidade do
recetor as células diminuem a sensibilidade do recetor e evitam a super-estimulagéo do
mesmo (Wallace & Cidlowski, 2001) [6h: (DEX: 59.62 + 10.05; BET: 59.20 + 3.65), 24h:
(DEX: 48.73 £ 4.50; BET: 50.54 + 7.84), % do NT].

DEX NI BET DEX NT BET
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Imunoreatividade do RG
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6h 24h

Figura 13| Efeito da DEX e BET na densidade do RG em células da microglia. As células BV-2
foram incubadas com agonista do RG, 1 yM de DEX ou BET, durante 6 ou 24 horas. As células
foram lisadas, desnaturadas e, através de WB foram marcadas para o anticorpo RG. As 6 e 24
horas, o tratamento com GC sintéticos diminui a densidade do recetor em, aproximadamente,
50%. (A) WB representativo, 6 horas. (B) WB representativo, 24 horas. Os resultados sao
apresentados como percentagem das células NT. Cada barra representa a média + EPM; n=6-7
por condigdo. (C) O teste Mann-Whitney foi usado para comparar duas médias independentes e o
teste Wilcoxon Signed Rank Test foi usado para comparar os resultados com as células NT: DEX
vs NT p< 0.05 (*), BET vs NT p< 0.05 (*).
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Apos avaliagdo da viabilidade celular e da densidade do RG na microglia e, uma vez que
os farmacos foram incorporados pelas células sem interferir com a sua sobrevivéncia,

procedeu-se aos estudos funcionais, avaliando os marcadores de reatividade glial.

4.4. A dexametasona e a betametasona aumentam a expressao

dos marcadores de reatividade da microglia

A fim de avaliar a ativagdo das células da microglia, demostrada em outros estudos
usando um modelo fisiolégico de stress pré-natal (Diz-Chaves et al, 2012, 2013;
Slusarczyk et al, 2015), foi avaliada por RT-PCR a expresséo de diferentes marcadores
de reatividade glial: IBA-1; MHC-II; TSPO. A expressao do A2aR também foi avaliada uma
vez que ha evidéncias do envolvimento deste recetor em alteragdes na microglia apos
exposicdo a DEX (Caetano et al, 2017). Este ensaio quantitativo avaliou o mARN
expresso nas células através do isolamento das amostras com Trizol. As células foram
tratadas com 1 uM DEX ou BET durante 6 ou 24 horas. As 6 horas observou-se um
aumento na expresséo do A2aR no caso da DEX e um aumento na expresséo do IBA-1,
MHC-Il e A2aR no caso da BET. As 24 horas observou-se um aumento na expressao do
IBA-1, MHC-Il e A2aR no caso da DEX e um aumento na expressdo do IBA-1 e A2aR no
caso da BET. No entanto, n&o existiram diferencas estatisticamente significativas na
expressao dos marcadores de reatividade da microglia entre os dois GC sintéticos [6h:
(A): (DEX: 1.147 £ 0.087; BET: 1.173 £ 0.036); (B): (DEX: 1.216 + 0.093; BET: 1.121 +
0.038); (C): (DEX: 0.901 + 0.047; BET: 0.974 £ 0.025); (D): (DEX: 1.209 %= 0.061; BET:
1.371 + 0.099); 24h: (A): (DEX: 2.063 + 0.200; BET: 2.129 + 0.111); (B): (DEX: 1.273 #
0.090; BET: 1.219 £ 0.059); (C): (DEX: 0.978 + 0.054; BET: 0.975 + 0.050); (D): (DEX:
1.435 1 0.097; BET: 1.485 £ 0.073); normalizado para o NT].
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Figura 14| Efeito da exposicdo a DEX e BET na expressao do IBA-1, MHC-Il, TSPO e do AzaR.
As células BV-2 foram incubadas com 1 yM DEX ou BET durante 6 ou 24 horas. O ARN das
células foi extraido com trizol, convertido em cADN e a expressdo do mARN dos marcadores de
reatividade da microglia foi quantificada por RT-PCR. Em geral, a expressdo dos marcadores
aumenta com a concentragdo e com os tempos de exposigdo utilizados. Os resultados
apresentados estdo normalizados pelas células NT. Cada barra representa a média + EPM; n=6
por condigdo. (A), (B), (C), (D) O teste Mann-Whitney foi usado para comparar duas médias
independentes e o teste Wilcoxon Signed Rank Test foi usado para comparar os resultados com
as células NT: DEX vs NT p< 0.05 (*), BET vs NT p< 0.05 (#).

Com o objetivo de confirmar se estas alteragbes sdao mediadas pela ligagdo dos GC
sintéticos ao RG, realizaram-se ensaios com o antagonista nao seletivo do RG, a MIF.
Para isso, 1 yM MIF foi adicionado imediatamente antes da incubagdo com 1 yM DEX ou
BET e, em seguida, foram realizados os mesmos procedimentos. As 6 horas, apenas o
aumento na expresséo de MHC-II é prevenido pela MIF apds a incubagéo com a BET. As
24 horas, a incubacao de MIF + BET, previne a expressao do mARN de IBA-1 e AxR.
Todas as outras alteragbes sdo ndo mediadas pelo RG [6h: (A): (MIF: 1.063 + 0.094;
DEX+MIF: 1.249 + 0.089; BET+MIF: 1.178 + 0.110); (B): (MIF: 0.988 + 0.080; DEX+MIF:
1.136 £ 0.101; BET+MIF: 1.002 + 0.132); (C): (MIF: 0.941 £ 0.060; DEX+MIF: 1.039 +
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0.057; BET+MIF: 0.923 £ 0.054); (D): (MIF: 1.173 + 0.043; DEX+MIF: 1.448 + 0.098;
BET+MIF: 1.350 + 0.074); 24h: (A): (MIF: 1.258 + 0.057; DEX+MIF: 1.600 + 0.066;
BET+MIF: 1.517 + 0.089); (B): (MIF: 0.901 + 0.096; DEX+MIF: 1.159 + 0.073; BET+MIF:
0.977 £+ 0.062); (C): (MIF: 0.837 + 0.054; DEX+MIF: 0.899 + 0.039; BET+MIF: 0.846 +
0.049); (D): (MIF: 1.049 + 0.112; DEX+MIF: 1.276 + 0.080; BET+MIF: 1.236 + 0.047);
normalizado para o NT].
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Figura 15| Efeito do bloqueio do RG pela MIF antes da exposi¢do a DEX e BET na expressao
de IBA-1, MHC-II, TSPO e do AzaR. As células BV-2 foram incubadas com 1 yM MIF + 1 yM DEX
ou 1 yM MIF + 1 yM BET durante 6 ou 24 horas. O ARN das células foi extraido com trizol,
convertido em cADN e a expressdo de mARN dos marcadores de reatividade da microglia foi
quantificada por RT-PCR. A incubagcdo com MIF apenas reverte o aumento da expressdo do
MARN dos marcadores de reatividade com a BET e exclusivamente para o MHC-II, as 6 horas e
também para o IBA-1 e 0 AxaR, as 24 horas. Os resultados apresentados estdo normalizados
pelas células NT. Cada barra representa a média + EPM; n=6 por condi¢éo. (A), (B), (C), (D) O
teste Mann-Whitney foi usado para comparar duas médias independentes: DEX vs DEX+MIF p<
0.05 (*), BET vs BET+MIF p< 0.05 (#), e o teste Wilcoxon Signed Rank Test foi usado para
comparar os resultados com as células NT: MIF vs NT p< 0.05 (§).

4.5. A dexametasona e a betametasona aumentam a expressao de

mediadores inflamatorios

Durante o neurodesenvolvimento, as células da microglia secretam mediadores
responsaveis pelo seu envolvimento na formagao e eliminacdo de sinapses (Kettenmann
et al, 2013). O objetivo deste conjunto de experiéncias foi avaliar a influéncia do mediador
anti-inflamatério envolvido nesta fungdo, a IL-10 (Lim et al, 2013). No entanto, foram
também avaliados os mediadores pro-inflamatérios TNF e iNOS, uma vez que estudos
em animais usando um modelo de stress pré-natal demonstram uma microglia em estado
pré-inflamatério, com aumento da expressdo de TNF e iNOS (Slusarczyk et al, 2015). As
células foram tratadas com 1 yM DEX ou BET durante 6 ou 24 horas. Ambos os farmacos
aumentam as citocinas anti-inflamatéria e proé-inflamatérias nos dois momentos de
exposicao avaliados, sendo que, as 6 horas, a DEX e a BET aumentam a expresséo de
TNF e IL-10 e, as 24 horas, a DEX aumenta a expressado da iNOS e a BET aumenta a
expressdo de TNF e IL-10 [6h: (A): (DEX: 1.362 £ 0.045; BET: 1.437 + 0.147); (C): (DEX:
2.060 + 0.273; BET: 1.485 £ 0.084)); 24h: (A): (DEX: 1.224 + 0.101; BET: 1.319 + 0.078);
(B): (DEX: 1.667 + 0.187; BET: 1.226 + 0.116); (C): (DEX: 1.899 + 0.380; BET: 1.464 +
0.110); normalizado para o NT]. Devido a problemas de sensibilidade do método, néo foi

possivel obter expressdo de mARN da iNOS as 6 horas.
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Figura 16| Efeito da exposicdo a DEX e BET na expressdo de TNF, iNOS e IL-10. As células
BV-2 foram incubadas com 1 yM DEX ou BET durante 6 ou 24 horas. O ARN das células foi
extraido com trizol, convertido em cADN e a expressdo de mARN de mediadores pro e anti-
inflamatodrios foi quantificada por RT-PCR. Nos tempos de concentragdo e exposicao utilizados, o
tratamento com os dois farmacos desencadeia uma resposta idéntica na produgéo de citocinas
inflamatdrias. Os resultados apresentados estdo normalizados pelas células NT. Cada barra
representa a média + EPM; n=6 por condicéo. (A), (B), (C) O teste Mann-Whitney foi usado para
comparar duas médias independentes e o teste Wilcoxon Signed Rank Test foi usado para
comparar os resultados com as células NT: DEX vs NT p< 0.05 (*), BET vs NT p< 0.05 (#).

A fim de confirmar se o aumento na expressdo de mediadores inflamatérios se deve a
ligagdo dos GC sintéticos ao RG, incubou-se as células com um antagonista nao seletivo,
a MIF. Para isso, 1 yM MIF foi adicionado imediatamente antes da incubagédo com 1 pM
DEX ou BET e, em seguida, foram realizados os mesmos procedimentos. Apenas o
aumento da expressao do mediador pro-inflamatorio TNF € mediado pelo RG, uma vez
que a expressao & normalizada apods incubagdes com a MIF e os farmacos DEX e BET
nos dois tempos de exposigao [6h: (A): (MIF: 0.975 + 0.069; DEX+MIF: 0.968 + 0.041;
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BET+MIF: 1.002 + 0.045); (C): (MIF: 1.324 £ 0.149; DEX+MIF: 1.404 £ 0.167; BET+MIF:
1.186 + 0.110); 24h: (A): (MIF: 0.817 + 0.033; DEX+MIF: 0.864 + 0.048; BET+MIF: 0.823
+ 0.048); (B): (MIF: 0.806 + 0.151; DEX+MIF: 1.671 £ 0.247; BET+MIF: 1.103 £ 0.160);
(C): (MIF: 1.028 %+ 0.079; DEX+MIF: 1.068 + 0.052; BET+MIF: 1.248 + 0.178);
normalizado para o NT].
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Figura 17| Efeito do bloqueio do RG pela MIF antes da exposi¢do a DEX e BET na expressao
de TNF, iNOS e IL-10. As células BV-2 foram incubadas com 1 yM MIF + 1 yM DEX ou 1 yM MIF
+ 1 uM BET durante 6 ou 24 horas. O ARN das células foi extraido com trizol, convertido em cADN

e a expressdo de mARN dos marcadores de reatividade da microglia foi quantificada por RT-PCR.
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O RG foi responsavel pelo aumento da expressdo do mARN do TNF com ambos os farmacos e
nos dois tempos de exposi¢do avaliados. Os resultados apresentados estdo normalizados pelas
células NT. Cada barra representa a média + EPM; n=6 por condig¢éo. (A), (B), (C), O teste Mann-
Whitney foi usado para comparar duas médias independentes: DEX vs DEX+MIF p< 0.05 (*), BET
vs BET+MIF p< 0.05 (#), e o teste Wilcoxon Signed Rank Test foi usado para comparar os
resultados com as células NT: MIF vs NT p< 0.05 (§).

4.6. A dexametasona e a betametasona nao alteram a capacidade
fagocitica

Outra fungao crucial no desenvolvimento do cérebro é o pruning sinaptico realizado pela
microglia nos neurénios (Reemst et al, 2016; Wolf et al, 2017). Esta capacidade
intrinseca das células microgliais foi avaliada recorrendo a duas técnicas diferentes:
incubacdes com esferas de latex e RT-PCR. O ensaio com esferas de latex avalia a
capacidade das células BV-2 incorporarem componentes esféricos. As células foram
tratadas com 1 yM DEX ou BET durante 6 ou 24 horas e, 1 hora antes do término da
incubagdo, as esferas de latex 0,00025% (1 um de diametro) foram incubadas. Os
resultados sdo apresentados de duas formas distintas: a eficiéncia fagocitica (calculada
de acordo com a férmula referida em 3.6.1.) e a razdo entre as células fagociticas e o
numero total de células. Nem a eficiéncia fagocitica nem a relagdo entre as células
fagociticas € o numero total de células foram alteradas com a exposi¢do aos GC
sintéticos [6h: (C): (NT: 4.044 + 0.442; DEX: 3.528 + 0.433; BET: 4.288 + 0.562); (D): (NT:
0.037 + 0.003; DEX: 0.034 + 0.004; BET: 0.038 + 0.004); 24h: (E): (NT: 4.049 + 0.312;
DEX: 3.699 + 0.434; BET: 4.360 + 0.485); (F): (NT: 0.039 + 0.005; DEX: 0.038 + 0.005;
BET: 0.039 £ 0.005)].
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Figura 18| Efeito da exposicdo a DEX e BET na eficiéncia fagocitica e na razdo entre células
fagociticas e namero total de células. As células BV-2 foram incubadas com 1 yM DEX ou BET
durante 6 ou 24 horas. A fagocitose foi avaliada usando esferas de latex fluorescentes e através
do Microscépio de Fluorescéncia. Ndo ha alteragbes na capacidade fagocitica destas células em

ambas as andlises. (A) Imagens representativas de células BV-2 coradas com faloidina
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(vermelho), DAPI (azul) e com esferas de latex incorporadas (verde), as 6 horas. (B) Imagens
representativas de células BV-2 as 24 horas. Cada barra representa a média + EPM; n=6-8 por
condicéo. (C), (D), O teste Unpaired T Test e (E), (F) o teste Mann-Whitney foram usados para

comparar duas medias independentes.

Recorrendo a técnica de RT-PCR avaliou-se a expressao do mARN do TREM-2 (Recetor
desencadeador expresso nas células mieldides tipo 2). Este recetor esta presente nas
células da microglia e ja foi reportado na literatura o seu envolvimento na capacidade
fagocitica (Hickman & El Khoury, 2014; Kawabori et al, 2015). As células foram tratadas
com 1 yM DEX ou BET durante 6 ou 24 horas e avaliadas por RT-PCR. O tratamento
com GC sintéticos ndo afetou a expressdo do mARN do TREM-2, corroborando os
resultados anteriores [6h: (DEX: 0.903 + 0.052; BET: 0.961 + 0.056), 24h: (DEX: 1.031
0.022; BET: 1.046 £ 0.116), normalizado para o NT].

2.5r
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Expressio do mARN do TREM-2
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Figura 19| Efeito da exposi¢cao a DEX e BET na expressdo do TREM-2. As células BV-2 foram
incubadas com 1 yM DEX ou BET durante 6 ou 24 horas. O ARN das células foi extraido com
trizol, convertido em cADN e a expressdao de mARN do TREM-2 foi quantificada por RT-PCR. A
expressao do mARN do TREM-2 nao sofre qualquer alteracdo apdés incubagdo com os dois
farmacos e nos dois tempos de exposicdo avaliados. Os resultados apresentados estédo
normalizados pelas células NT. Cada barra representa a média + EPM; n=6 por condi¢ao. (A), (B),
(C) O teste Mann-Whitney foi usado para comparar duas meédias independentes e o teste

Wilcoxon Signed Rank Test foi usado para comparar os resultados com as células NT.

4.7. Apenas a dexametasona aumenta a densidade do recetor da

fratalquina

O CX3CR1, é um mediador importante na comunicagéo entre a microglia e os neurénios
através da sinalizagdo CX3CR1/CX3CL1 uma vez que no SNC a microglia é a Unica

célula que expressa este recetor, € 0os neurénios sdo a unica célula que expressa e
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liberta esta molécula, a CX3CL1 (Wolf et al, 2013; Paolicelli et al, 2014). Para averiguar
esta via, a densidade de CX3CR1 foi avaliada por WB. Apds a incubagédo, as células
foram lisadas, desnaturadas e, através de WB foram marcadas para o anticorpo
CX3CR1. As células BV-2 foram tratadas com 1 yM DEX ou BET durante 6 ou 24 horas.
O tratamento com DEX aumenta a densidade do CX3CR1. Este aumento é transitorio,
uma vez que ocorre apenas depois de 6 horas de incubagio, exposi¢do a curto prazo, e
nao foi observado as 24 horas de exposi¢gao a DEX, exposig¢do a longo prazo. A BET nao
interferiu com a densidade do recetor em qualquer um dos momentos de exposigcao
avaliados [6h: (DEX: 173.90 + 35.88; BET: 103.60 + 19.03), 24h: (DEX: 92.68 + 12.56;
BET: 126.30 £ 23.24), % do NT].

DEX NT BET DEXNT BET
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Figura 20| Efeito de DEX e BET na densidade do CX3CR1 em células da microglia. As células
BV-2 foram incubadas com agonista do RG, 1 yM DEX ou BET, durante 6 ou 24 horas. As células
foram lisadas, desnaturadas e, através de WB foram marcadas para o anticorpo CX3CR1. As 6
horas, o tratamento com DEX aumenta a densidade do recetor em, mais ou menos, 75%. (A) WB
representativo, 6 horas. (B) WB representativo, 24 horas. Os resultados sdo apresentados como
percentagem das células NT. Cada barra representa a média + EPM; n=8-9 por condigdo. (C) O
teste Mann-Whitney foi usado para comparar duas médias independentes: DEX vs BET p< 0.05
($) e o teste Wilcoxon Signed Rank Test foi usado para comparar os resultados com as células
NT: DEX vs NT p< 0.05 (*).
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A seguir, realizaram-se ensaios com o antagonista ndo seletivo do RG, a MIF. Esta
experiéncia permitiu confirmar se o aumento na densidade de CX3CR1 pela DEX era
devido a ligacdo do GC sintético ao seu recetor. Para isso, 1 yM MIF foi adicionado
imediatamente antes da incubagdo com 1 yM DEX ou BET nas células BV-2 e, em
seguida, foram feitos os mesmos procedimentos. O aumento observado na densidade de
CX3CR1 com DEX apos exposigdo a curto prazo nao foi mediado pelo RG [6h: (MIF:
116.71 £ 19.78; DEX+MIF: 110.48 + 24.81; BET+MIF: 111.59 + 37.13), 24h: (MIF: 71.17
9.41; DEX+MIF: 88.94 + 13.89; BET+MIF: 80.56 + 23.13), % do NT].
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Figura 21| Efeito do bloqueio do RG pela MIF antes da exposicao a DEX e BET na densidade
do CX3CR1 em células da microglia. As células BV-2 foram incubadas com agonista do RG, 1
puM DEX ou BET, durante 6 ou 24 horas. As células foram lisadas, desnaturadas e, através de WB
foram marcadas para o anticorpo CX3CR1. O RG nado é o responsavel pelo aumento da
densidade do CX3CR1 apés 6 horas de exposicdo com DEX. (A) WB representativo, 6 horas. (B)
WB representativo, 24 horas. Os resultados sdo apresentados como percentagem das células NT.
Cada barra representa a média + EPM; n=6-7 por condigdo. (C); (D) O teste Mann-Whitney foi
usado para comparar duas médias independentes e o teste Wilcoxon Signed Rank Test foi usado
para comparar os resultados com as células NT: MIF vs NT p< 0.05 (§).
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Introduzido inicialmente por Liggins e Howie, em 1972, o uso de corticosterdides pré-
natais DEX e BET, nas gestantes em risco de parto prematuro, foi proposto com o intuito
de melhorar a maturagdo pulmonar do feto e, consequentemente, reduzir
significativamente a mortalidade e a morbilidade neonatal (Liggins & Howie, 1972).
Posteriormente, em 1994, o Consensus Developmental Conference NIH declarou o uso
desta terapia em gestantes com parto prematuro iminente, em idades gestacionais entre
as 24 e as 34 semanas (Effect of Corticosteroids for Fetal Maturation on Perinatal
Outcomes, 1994).

No entanto, nos ultimos anos, alguns ensaios clinicos (Rayburn et al, 1997; Lee et al,
2006, 2008) revelaram que os dois GC com estrutura semelhante (diasterecisdmeros
epimeros que variam apenas na orientagdo do grupo 16-metil: orientacdo a no caso da
DEX e orientagédo B no caso da BET (Li, 2012)) diferem nos efeitos colaterais causados.
Estudos em humanos sugerem que a BET possa ser uma melhor op¢ao, uma vez que
ambos os farmacos aumentam a maturagdo pulmonar fetal, mas a DEX apresenta efeitos
secundarios mais graves e mais recorrentes, nomeadamente, atraso no desenvolvimento,
problemas de audigcdo e o risco de morte neonatal (Rayburn et al, 1997; Lee et al, 2006,
2008). Uma revisao cientifica evidencia o aumento de disfungdes neuropsiquiatricas em
criangas e adultos depois de exposicao pré- e/ou neonatal a DEX (Drozdowicz &
Bostwick, 2014). Por outro lado, estudos em animais e revisdes cientificas
correlacionaram a administragdo pré-natal de DEX com efeitos psiquiatricos adversos,
nomeadamente com ansiedade (Oliveira et al, 2012; Caetano et al, 2017) e

comportamento do tipo depressivo (Roque et al, 2011).

De facto, trabalhos anteriores do nosso grupo, usando o modelo de administragao pré-
natal de DEX a ratas gravidas, mostraram alteragdes no neurodesenvolvimento e no
comportamento mediados pela microglia, as células imunes do SNC (Caetano et al,
2017).

Neste trabalho, estabeleceu-se como objetivo esclarecer se a DEX e a BET interagem da
mesma forma com as células da microglia, percebendo melhor a importancia de uma
alteracdo estereoquimica entre os diastereoisémeros epimeros. Para tal, utilizou-se uma
linha celular microglial, BV-2, e avaliou-se as principais fungbes destas células:
reatividade, libertagdo de mediadores inflamatérios, fagocitose, densidade de recetores
importantes na comunicagdo com os neuroénios € viabilidade, apds a exposigdo a GC

sintéticos.
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A resposta celular do RG é dependente da expresséao, da translocagdo para o nucleo e
da degradacao do préprio recetor (Moraitis et al, 2017).

Como referido na introdugdo, o RG esta presente nas células da microglia (Tanaka et al,
1997) e também na linha celular BV-2 (Chantong et al, 2012). Também descrito na
introdugdo, apds a ligagdo dos agonistas DEX e BET ao seu recetor, o recetor forma um
homodimero e ocorre uma rapida translocacdo do homodimero do citoplasma para o
nacleo. No nucleo, pode ligar-se ao ADN para promover a transativagdo ou
transrepressao da expressdo genética e/ou atuar por um mecanismo independente da
ligacdo direta ao ADN (Necela & Cidlowski, 2004; Smoak & Cidlowski, 2004; Barnes,
2006; Moraitis et al, 2017). Neste trabalho, apés 30 min de exposicdao a DEX e a BET, é
visivel um aumento da densidade do RG no nucleo das células da microglia. E visivel
também uma diminuicdo da densidade do recetor no citoplasma, principalmente apds 45
min de incubagdo com os agonistas. Estas alteragdes na localizagdo do RG na microglia
podem ser correlacionadas com a literatura (Necela & Cidlowski, 2004; Smoak &
Cidlowski, 2004; Barnes, 2006; Moraitis et al, 2017), sugerindo que o complexo GC

sintético-recetor é translocado para o nucleo, atingindo o ADN e outras proteinas.

Antes de prosseguir o trabalho, avaliou-se a integridade celular para garantir que, se
existirem alteragdes nos parametros funcionais avaliados, estas se devem ao efeito dos
GC sintéticos e ndo ao efeito citotoxico destes. Nem apds 6, nem apos 24 horas de
exposicao a viabilidade da linha celular foi afetada. Estes resultados estdo de acordo com
os dados da literatura, uma vez que Liu e colaboradores ndo reportaram alteragdes na
viabilidade das BV-2 apés 6 horas de exposicdo a 10 yM de DEX (Liu et al, 2016) e
Caetano, na sua dissertagdo de mestrado, mostrou que 24 horas de exposi¢do a 0.1, 1 e
10 uM DEX né&o altera a viabilidade das células da microglia N9 (Caetano, 2014). Outro
estudo, desta vez realizado em células da microglia N13, avaliando duas concentragbes
de DEX, 10 e 100 yM, também né&o reportou altera¢des na viabilidade apds 48 horas de
incubagéo (Yao & Johnson, 1997). Relativamente a MIF, Wong, na sua dissertacéo de
mestrado, demonstrou que este antagonista ndo afeta a viabilidade da linha BV-2 apés
uma exposigao de 24 horas a 10 uM do farmaco (Wong, 2013). Apods estas validagdes, é
de esperar que a incubagdo com agonista/antagonista ndo cause alteragbes na
viabilidade celular. Ndo foram encontrados dados na literatura referentes a influéncia da

BET na viabilidade das células da microglia.

Demonstrado pela primeira vez em 1981 por Cidlowski e seus colegas, e também por
Svec e seus colegas, o RG pode regular o seu proprio metabolismo (Cidlowski &

Cidlowski, 1981; Svec & Rudis, 1981) através de um mecanismo que ocorre em culturas
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celulares e animais, incluindo os humanos, apds uma exposi¢éo aos ligandos (Burnstein
et al, 1994). O mecanismo por tras da regulagdo do recetor reside na via ubiquitina-
proteassoma, mediado por enzimas ativadoras de ubiquitina (E1), enzimas conjugadoras
de ubiquitina (E2) e enzimas ligases de ubiquitina (E3) (Moraitis et al, 2017), nos
microARNs, nomeadamente no miR-124 (Vreugdenhil et al, 2009; Clayton et al, 2018) e
também num mecanismo autorregulatério de repressdo (Ramamoorthy & Cidlowski,
2013). A diminui¢cdo da regulagido do recetor é importante para garantir que uma super-
estimulagdo do mesmo nao ocorre na presencga de elevados niveis de agonista (Wallace
& Cidlowski, 2001) e permite também diminuir a sensibilidade do recetor. Os resultados
desta tese estdo de acordo com a literatura pois, apés uma incubagao com DEX e BET
durante 6 e 24 horas, a densidade do recetor em extratos totais de células diminui em 40

e 50%, respetivamente, quando comparados com NT.

Todas estas provas de conceito demonstram que os farmacos estao a ser incorporados
pelas células e atingem o nucleo, sem comprometer a integridade das mesmas. Assim,
foi possivel continuar o estudo funcional das células da microglia, avaliando
caracteristicas funcionais das mesmas (marcadores de reatividade glial, libertagdo de

mediadores inflamatdrios, fagocitose e comunicagido com os neurénios).

A DEX e a BET desencadeiam a mesma resposta celular ao nivel dos marcadores de
reatividade glial, na libertagdo de mediadores inflamatérios e na capacidade fagocitica
das células nos dois tempos de exposigao avaliados. No entanto, apenas a DEX alterou a
densidade do CX3CR1 as 6 horas. E importante realcar que este recetor esta envolvido
na comunicacdo da microglia com os neurdnios, sendo um mediador-chave neste

processo.

Como marcadores de reatividade glial foram avaliados o IBA-1, o MHC-II, a TSPO, e o
AxR.

A proteina IBA-1 € um membro do grupo de proteinas de ligagdo ao calcio e é importante
na reorganizagao do citoesqueleto (Korzhevskii & Kirik, 2016). Na literatura, um aumento
na expressao deste marcador esta relacionado com um estado de ativagdo das células
da microglia (Bosco et al, 2011; Norden et al, 2016). Nesta tese, apds 24 horas de
incubagdo com DEX e BET, houve um aumento na expressdo do mARN deste marcador
nas BV-2.

Por sua vez, o MHC-Il é primariamente expresso por células apresentadoras de
antigénios, € importante no desencadeamento de respostas imunes (Neefjes et al, 2011)

e, na literatura, varios autores corelacionam o aumento da sua expressdo com microglia
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ativada (Chew et al, 2013; Cherry et al, 2014; Pang et al, 2016). Os GC sintéticos
incubados nas células da microglia desencadeiam a mesma resposta na expressao do
MARN do MHC-II apds 6 e 24 horas de incubagio; no entanto, este aumento é apenas
significativo apds 6 horas de incubagdo com BET e de 24 horas de incubagao com DEX.
A TSPO é uma proteina hélice transmembranar com 5 dominios, que esta localizada
principalmente na membrada mitocondrial externa (Papadopoulos et al, 2006). Embora
possa ser considerada um marcador de reatividade glial, uma vez que pode estar
aumentada na microglia depois de uma ativagédo destas células (Airas et al, 2018), relatos
na literatura sugerem que a sua expressao nao aumenta na microglia humana primaria
apos ativagao pro-inflamatéria (Owen et al, 2017) e 500 nM de DEX também nao alteram
a sua expressao apos 24 horas de incubagdo em macrofagos (Narayan et al, 2017). Os
resultados obtidos corroboram estes dois artigos uma vez que, apos a incubagéo dos GC,
a expressdao do mARN deste marcador de reatividade ndo apresenta alteragcdes em
nenhum dos dois farmacos utilizados em nenhum dos dois momentos avaliados.

Por fim, o A2aR é um dos quatro subtipos de recetores da adenosina existentes no
organismo estando acoplado a uma proteina G estimulatéria (de Lera Ruiz et al, 2014).
Na literatura, o aumento deste recetor tem sido relacionado com a ativagdo da microglia
(Li et al, 2013; Gyoneva et al, 2014) e também com a retragdo dos processos destas
células (Li et al, 2013; Santiago et al, 2014). Neste estudo, a expressdo do mARN do
AoaR estd aumentada em ambos os tempos de exposicdo e também em ambos os
farmacos avaliados, corroborando assim a literatura e sugerindo o envolvimento deste
recetor nas alteragbes provocadas pelos farmacos na microglia, como demonstrado em
trabalhos anteriores do nosso grupo (Caetano et al, 2017).

Assim, com estas evidéncias é possivel concluir que a DEX e a BET ativam a linha
celular microglial BV-2.

Esta classe de farmacos, os GC sintéticos, & caracterizada por um efeito anti-inflamatoério
e, por causa desta propriedade é também caracterizada por aumentar a expressao da IL-
10, uma citocina com propriedades anti-inflamatdérias (Saraiva & O’Garra, 2010). Durante
o desenvolvimento, esta interleucina é também importante devido a sua capacidade de
induzir a formagao de sinapses (Lim et al, 2013). Neste estudo, o aumento do mARN da
IL-10 apds a incubagdo com os dois GC vai de encontro ao publicado na literatura uma
vez que estes farmacos anti-inflamatérios aumentam a sua expressdo (Saraiva &
O’'Garra, 2010).

No entanto, também foi avaliada a expressao de uma citocina pré-inflamatoria, TNF, e de

uma enzima proé-inflamatéria, INOS, uma vez que a incubagdo das células microgliais
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com DEX e BET ativa estas células e, quando estas se encontram ativadas sdo uma
fonte de TNF (Bae et al, 2014) e iNOS (Spencer et al, 2012). Os resultados do estudo
corroboram a literatura pois a DEX e a BET ativam as células da microglia (resultados
obtidos previamente com o aumento da expressao dos marcadores de reatividade glial) e
também aumentam a expressao do mARN do TNF e da iNOS.

Analisando juntamente os resultados dos marcadores de reatividade e dos mediadores
pro-inflamatérios da microglia, estes sugerem que a DEX e a BET ativam a microglia e
polarizam estas células num fendétipo M1, fendtipo pro-inflamatoério. Este fenétipo é
caracterizado por um aumento do MHC-II (Pang et al, 2016), da iNOS (Cherry et al, 2014;
Pang et al, 2016) e do TNF (Bae et al, 2014; Cherry et al, 2014). Os ultimos resultados do
nosso grupo também sugerem que uma exposi¢do intrauterina a DEX, modelo
farmacoldgico de stress pré-natal, pode alterar a morfologia das células da microglia da
descendéncia em diferentes idades e, estas alteragbes da morfologia em ambos os
géneros sao correlacionadas com alteragdes no comportamento do tipo ansioso (Caetano
et al, 2017). A disfungdo da microglia provocada pelos corticosterdides pode fomentar o
desenvolvimento de depressao (Nakatani et al, 2012).

De facto, em 2010, usando um modelo fisico de stress pré-natal, foi relatado pela
primeira vez alteracdes no desenvolvimento e na distribuigdo da microglia, reduzindo o
numero de células da microglia imaturas, em algumas regides cerebrais (Gomez-
Gonzalez & Escobar, 2010). Mais tarde, o mesmo tipo de stress pré-natal foi
correlacionado com alteragdes no fendtipo das células da microglia nomeadamente, no
aumento da IBA-1, do MHC-II, do TNF, da iNOS e da IL-1B, ou seja, caracteristicas de
um microglia ativada e num estado pré-inflamatério (Diz-Chaves et al, 2012, 2013;
Slusarczyk et al, 2015).

Ja existem evidéncias na literatura sugerindo que a exposi¢gdo a GC podera ter efeitos
pro-inflamatérios no SNC (Sorrells & Sapolsky, 2007; Sorrells et al, 2009; Busillo &
Cidlowski, 2013). De facto, o stress agudo pode ativar mediadores inflamatérios no SNC.
No cortex cerebral, a expressao da iNOS (Madrigal et al, 2001), do TNF (Madrigal et al,
2002), da prostaglandina E, e os niveis da COX-2 (Madrigal et al, 2003) estdo
aumentados apds stress agudo. E importante realgar que alguns destes efeitos s&o
mediados pelo RG (Garcia-Bueno et al, 2008; Sorrells et al, 2009). Os efeitos pro-
inflamatoérios dos GC também dependem da regido do cérebro (Sorrells & Sapolsky,
2007) e do tipo de células, uma vez que podem ter efeitos contrarios, dependendo do tipo
de célula em questao (Sorrells et al, 2009). Na periferia, em mondcitos humanos, a DEX
pode aumentar a expressdo de citocinas pré-inflamatoérias (como o recetor do TNF),
quimiocinas e proteinas do complemento (Galon et al, 2002).
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A microglia atua no SNC como um fagoécito profissional, uma fungao crucial na
homeostase neuronal, na resposta a lesdes (Spencer et al, 2012) e no desenvolvimento
dos neurdnios e do proprio SNC (Miyamoto et al, 2013). Esta caracteristica é responsavel
pela formagao dos circuitos neuronais maduros através do pruning de sinapses recém-
formadas nos neurénios durante os estadios iniciais (Wolf et al, 2017; Reemst et al,
2016). Na ativagao da microglia ha um aumento na fagocitose provocado por este estado
(Smith, 2001; Chew et al, 2013; Fu et al, 2014). No entanto, os resultados obtidos neste
estudo ndo corroboram a literatura, uma vez que ndao ha aumento na capacidade
fagocitica destas células apos avaliagdo da eficiéncia fagocitica, da razdo entre o nimero
de células fagociticas € o numero total de células e também da expressdo do mARN do
TREM-2. O TREM-2 é um recetor presente na superficie da membrana celular da

microglia e é responsavel pela fagocitose de células apoptoticas (Fu et al, 2014).

Por fim, a comunicagdo entre a microglia e os neurénios foi avaliada através da
densidade do CX3CR1 na microglia. De facto, a densidade do CX3CR1 é diferente apds
a exposigdo a GC sintéticos, ja que esta apenas aumenta apds 6 horas de exposigao a
DEX. Nao se observam alteragdes na densidade do mesmo apds 6 horas de exposi¢ao
com BET nem com 24 horas de exposigdo com ambos os farmacos. Até a data, na
literatura, ndo se encontra mencionado que a DEX aumente a expressao deste recetor.
No entanto, um modelo fisico de stress pré-natal, através do uso de culturas primarias de
microglia, ja relatou o aumento da libertagdo de outras quimiocinas, CCL2 e CXCL12, e
também a alteragdo da expressao dos seus recetores, CCR2 e CXCR4, respetivamente
(Slusarczyk et al, 2015). Assim, é importante perceber o significado deste resultado uma
vez que este mecanismo esta envolvido em muitos processos tais como: sobrevivéncia
de neurénios recém-formados, maturagdo e eliminagdo de sinapses, regulagdo da
transmissdo sinaptica, plasticidade sinaptica a logo prazo, neurogénese no hipocampo
adulto, conetividade cerebral, aprendizagem, memodria e desempenho comportamental
(Paolicelli et al, 2014). Em estudos anteriores, o nosso grupo demonstrou que a DEX
também pode modular os neurénios em diferentes condigdes. Ao dia pos-natal 90, apds
exposigdo intrauterina a DEX, os neurdnios piramidais da zona CA1 do hipocampo da
descendéncia sofreram uma hipertrofia nas dendrites basais e apicais; por outro lado, um
estudo in vitro com fatias organotipicas de hipocampo de ratos com 6 dias de idade,
mostrou uma tendéncia para a DEX alterar a densidade dos diferentes tipos de espinhas

dendriticas nas regides apicais e basais (Pinheiro, 2017). Também no hipocampo, ao dia
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gestacional 18, uma cultura primaria de neurénios expostos a DEX sofre uma atrofia
dendritica e também uma hipertrofia axonal (Pinheiro et al, 2018). E essencial perceber

se estas alteragdes nos neuronios sdo mediadas pela microglia e também pelo CX3CR1.

E importante ter em consideragdo todas as alteragdes que a exposicdo aos dois GC
sintéticos pode provocar na microglia. Estas alteragdes podem modificar outros
processos no neurodesenvolvimento alterando, por exemplo, a constituicdo do
microambiente molecular e/ou desencadeando alteragdes inflamatérias (Gomez-
Gonzalez & Escobar, 2010) e, podem também afetar o desenvolvimento e atividade dos
astrocitos e neurénios (Diz-Chaves et al, 2013). De facto, esta excessiva ativagcao da
microglia, o aumento do mARN de citocinas pro-inflamatérias e o aumento da densidade
do CX3CR1 podem contribuir para desencadear processos que levem ao surgimento de

doencas psiquiatricas, ao longo da vida.

Em relagdo a MIF, os resultados sugerem que a inibigdo por parte deste antagonista
apenas medeia o aumento na expressao de IBA-1, de MHC-Il e de A2aR provocado pela
BET e também o aumento na expressado de TNF provocado por ambos os GC sintéticos.
Pode-se concluir que os pardmetros avaliados que nao apresentam diferenga
estatisticamente significativa quando incubados com a MIF e comparados com os GC
sintéticos, ndo sdo mediados pelo RG. A resposta das células é a mesma quando
incubada com o antagonista do RG, o que leva a crer que a resposta possa ser mediada
pelo outro recetor corticosterdide: o RM.

Este recetor, o RM esta presente nas células da microglia (Tanaka et al, 1997) e também
nas células BV-2 (Nakatani et al, 2012). Os GC sintéticos DEX e BET tém afinidade e
capacidade de se ligar a este recetor (Lan et al, 1982). Uma vez que a MIF é um
antagonista potente dos GC e da progesterona e ndo se liga ao RM (Cadepond et al,
1997) pode-se especular que quando os GC nao exercem a sua fungao no RG exercem
no RM. Alguns relatos na literatura mostram também que os RG e RM compartilham
alguns GRE e podem até ligar-se aos mesmos elementos nos genes-alvo da regido
promotora (Fuller et al, 2000; Brookes et al, 2012; Gomez-Sanchez & Gomez-Sanchez,
2014). No entanto, é necessario realizar estudos usando um antagonista do RM
(espironolactona e eplerenona) a fim de validar esta hipotese.
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Concluséo

A DEX e a BET, agonistas do RG, sdo GC sintéticos com estrutura bastante semelhante
(diastereoisémeros epimeros que variam apenas na orientagdo do grupo 16-metil:
orientacao a no caso da DEX e orientagao 8 no caso da BET) (Li, 2012). Estes farmacos
podem ser administrados a gestantes em risco de parto prematuro a fim de promover a
maturagéo pulmonar fetal, reduzindo assim o risco de morbilidade e mortalidade neonatal
(Feldman et al, 2007; Noorlander et al, 2014; Haram et al, 2017). No entanto, estudos em
animais e humanos sugerem que a saude e o desenvolvimento podem ser afetados na
descendéncia apds exposigao intrauterina a estes agonistas, aumentando deste modo as
preocupagdes acerca da seguranga desta terapia, nomeadamente com a DEX (Tegethoff
et al, 2009; Drozdowicz & Bostwick, 2014). Portanto, € importante entender os efeitos

adversos destes farmacos, principalmente no SNC.

Assim, o objetivo principal do presente estudo visou comparar os efeitos da DEX e da
BET nas células imunes do SNC, a microglia, e entender melhor a importancia de uma

alteragao estereoquimica entre os dois GC sintéticos.

Os resultados sugerem que estes farmacos desencadeiam respostas fisiologicas
semelhantes em relacdo aos marcadores de reatividade da microglia, mediadores
inflamatorios e fagocitose. Ambos ativam as células microgliais BV-2 e polarizam-nas
num fenotipo M1. Por outro lado, a comunicagao entre a microglia e os neurénios, através
da avaliagdo da densidade de CX3CR1 é diferentemente afetada, uma vez que apenas

uma exposigao de curta duragdo com DEX altera a densidade deste recetor.

Estas diferenga na atividade dos dois diastereoisdmeros epimeros pode dever-se a
diferenca estereoquimica entre eles, ja que foi o Unico parametro diferente entre as duas
experiéncias. Pode também ser a responsavel pela existéncia dos efeitos colaterais
diferentes entre os dois farmacos e que tornam a DEX mais prejudicial ao organismo
através do aparecimento de doengas psiquiatricas, nomeadamente ansiedade (Rayburn
et al, 1997; Lee et al, 2006, 2008; Roque et al, 2011; Oliveira et al, 2012; Caetano et al,
2017; Drozdowicz & Bostwick, 2014). No entanto, estudos adicionais e mais elucidativos

Sa0 necessarios.

A maioria das alteragbes provocadas pela DEX e pela BET nas células microgliais BV-2
nao sdo mediadas pelo RG, uma vez que o bloqueio deste recetor ndo previne as
alteragbes. Evidéncias na literatura sugerem que o RM possa estar implicado neste

processo, ja que os GC sintéticos também se ligam a este recetor (Lan et al, 1982).
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Perspetivas Futuras

Apods a conclusdo desta dissertacdo e compilagcao dos resultados obtidos com trabalhos
previamente realizados pelo grupo, surgem varias questdes que poderao ser respondidas
em trabalhos posteriores. Assim, é necessario continuar a investigar o efeito destes GC

no cérebro e nomeadamente avaliar:

- as consequéncias a longo prazo da ativacdo microglial e da libertacdo de
mediadores inflamatdrios provocadas pela exposigdo aos farmacos;

- as consequéncias do aumento da densidade do CX3CR1 apods curta exposi¢céo a
DEX;

- se o pruning sinaptico é afetado e, consequentemente, se a formacao de circuitos

neuronais durante o desenvolvimento se encontra comprometida;

- se a BET também modula a morfologia da microglia, in vivo, e se esta hipotética

modulagao é correlacionada com mudangas de comportamento, em diferentes idades;

- através de estudos realizados in vitro e in vivo, se a BET também tem capacidade
de alterar a normal composi¢do morfolégica das dendrites e também a morfologia dos

axonios, nos neuronios;

- se a DEX e a BET também interferem com as condigdes fisioldgicas de outras

células pertencentes ao SNC;

- 0S mecanismos subjacentes as alteragdes provocadas pela DEX e pela BET, uma
vez que algumas delas ndo sdo mediadas pelo RG.
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