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RESUMO 



RESUMO 

 

Souja-Junior, F. J. C. Avaliação das consequências comportamentais da administração de 

um inibidor da via do TLR4 no córtex pré-frontal medial após exposição ao estresse e 

possível envolvimento do sistema endocanabinoide. 2023. 126 f. Dissertação (Mestrado) – 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2023. 

 

O estresse é definido como qualquer estímulo que apresente um desequilíbrio à homeostasia, 

sendo uma ameaça real ou percebida ao bem-estar de um organismo. Disfunções do sistema 

imunológico podem ser desencadeadas devido à exposição ao estresse, tendo a participação de 

diversos mediadores inflamatórios, incluindo enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS), o 

fator nuclear kappa B (NFҡB), e o receptor do tipo toll-4 (TLR4), em áreas encefálicas, como o 

córtex pré-frontal medial (CPFm). O receptor TLR4, presente em células do sistema imune inato, 

como macrófagos e micróglia, parece estar envolvido no fenótipo pró-inflamatório após estresse, 

particularmente no CPF. Entretanto, seu envolvimento local no CPFm para modulação da 

resposta comportamental frente ao estresse ainda precisa ser elucidado. Além disso, outro sistema 

que sofre influência do estresse, presente tanto no sistema nervoso central quanto em células do 

sistema imune, é o sistema endocanabinoide (eCB). Tendo em vista os mecanismos 

fisiopatológicos ocasionados pelo estresse, o objetivo do projeto é avaliar o envolvimento da via 

do receptor TLR4 no CPFm nas consequências comportamentais do estresse agudo e a possível 

participação da sinalização endocanabinoide. Para isso, avaliamos as respostas comportamentais 

de animais submetidos ao estresse de restrição agudo, com cânulas-guia direcionadas ao CPFm. 

Sete dias após a recuperação da cirurgia, os animas foram submetidos ao Teste do Campo Aberto 

(TCA), para avaliar possíveis alterações motoras ocasionadas pelo estresse da cirurgia ou durante 

o período de recuperação. Vinte e quatro horas após a avaliação do comportamental basal, os 

animais receberam injeção local do veículo (DMSO 100%) ou do inibidor de TLR4 (TAK-242), 

10 minutos antes de serem submetidos ao protocolo de estresse de restrição (ER). Depois da 

sessão de estresse, os ratos foram alocados individualmente em caixas-moradia, assim como o 

grupo naive. Após 24 horas os animais foram submetidos aos testes LCE e TNF, e ao final da 

avaliação comportamental foram coletadas amostras de sangue e tecidos cerebrais. Em nossos 

achados o ER aumentou o tempo de imobilidade TNF, aumentou os níveis plasmáticos de 

corticosterona e induziu a expressão gênica de TLR4 no CPFm. Além disso, a modulação 

farmacológica com TAK-242 em diferentes doses preveniu os efeitos do ER. Em suma, os dados 

sugerem que uma única exposição ao ER é capaz de promover alterações no sistema 

neuroimunológico no CPFm por meio da ativação da via do TLR4, desencadeando mudanças no 

fenótipo comportamental, que também podem ter sido influenciadas pelo aumento da 

corticosterona plasmática.  

 

Palavras-chave:  TLR4, Estresse, Sistema endocanabinoide, Antidepressivo, Ansiolítico, 

TAK-242, Neuroimune.  

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 



ABSTRACT 

 

Souza-Junior, F. J. C. Evaluation of the behavioral consequences of administering a TLR4 

pathway inhibitor in the medial prefrontal cortex after exposure to stress and possible 

involvement of the endocannabinoid system. 2023. 126 p. Dissertation (Master's) - Faculty of 

Medicine of Ribeirão Preto, University of São Paulo, Ribeirão Preto, 2023. 

Stress is defined as any stimulus that disrupts homeostasis, posing a real or perceived threat to 

the well-being of an organism. Dysfunctions of the immune system can be triggered by exposure 

to stress, involving various inflammatory mediators, including the inducible nitric oxide synthase 

enzyme (iNOS), nuclear factor kappa B (NFҡB), and toll-like receptor 4 (TLR4) in brain areas 

such as the medial prefrontal cortex (mPFC). The TLR4 receptor, present in cells of the innate 

immune system such as macrophages and microglia, appears to be involved in the pro-

inflammatory phenotype following stress, particularly in the mPFC. However, its local 

involvement in the mPFC for the modulation of behavioral responses to stress still needs to be 

elucidated. Additionally, another system influenced by stress, present in both the central nervous 

system and immune cells, is the endocannabinoid system (eCB). Considering the 

pathophysiological mechanisms caused by stress, the objective of the project is to evaluate the 

involvement of the TLR4 receptor pathway in the mPFC in the behavioral consequences of acute 

stress and the possible participation of endocannabinoid signaling. To do this, we evaluated the 

behavioral responses of animals subjected to acute restraint stress, with guide cannulas directed 

at the mPFC. Seven days after surgery recovery, the animals underwent the Open Field Test 

(OFT) to assess possible motor alterations caused by the surgery stress or during the recovery 

period. Twenty-four hours after the assessment of baseline behavior, the animals received a local 

injection of vehicle (DMSO 100%) or the TLR4 inhibitor (TAK-242), 10 minutes before the 

restraint stress (RS) protocol. After the stress session, all rats, including the naïve, were 

individually housed. After 24 hours, the animals were exposed to the EPM and FST tests. At the 

end of the behavioral assessment, blood samples and brain tissues were collected. In our findings, 

RS increased immobility time in the FST, increased corticosterone plasma levels and increased 

TLR4 gene expression in the mPFC. Additionally, pharmacological modulation with TAK-242 

at different doses prevented the effects of RS. In summary, the data suggest that a single exposure 

to RS can promote changes in the neuroimmune system in the mPFC through the activation of 

the TLR4 pathway, triggering changes in the behavioral phenotype, which may have also been 

influenced by the increase in plasma corticosterone levels. 

 

 

Keywords: TLR4, Stress, Endocannabinoid system, Antidepressant, Anxiolytic, TAK-242, 

Neuroimmune. 
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1. INTRODUÇÃO    

A resposta fisiológica ao estresse é um processo adaptativo que prepara o organismo 

para lidar com estressores internos ou externos. No entanto, a exposição prolongada, intensa ou 

repetida a estressores pode resultar em uma resposta desadaptativa que pode prejudicar funções 

previstas na fisiologia saudável do organismo. Essa resposta desadaptativa pode ser um fator 

desencadeante ou agravante de uma série de doenças no sistema nervoso central (SNC) e 

periférico (SNP), incluindo depressão, ansiedade, comprometimento cognitivo e doenças 

cardíacas (Calcia et al., 2016; Ketchesin et al., 2017).   

A exposição aguda ou crônica a diversos estressores psicossociais em modelos animais, 

por exemplo, pode promover alterações morfológicas e neuroplásticas no cérebro, 

principalmente em áreas límbicas (Castrén and Hen, 2013; Radley et al., 2015) profunda 

remodelação da arquitetura neuronal, particularmente na amígdala, hipocampo e córtex pré-

frontal (CPF). Dentre essas regiões cerebrais, o córtex pré-frontal medial (CPFm) possui 

responsividade aumentada ao estresse e tem demonstrado sofrer alterações significativas em 

sua morfologia e função após estresse agudo (Treccani et al., 2014) e crônico (Mcewen, 2000; 

Radley et al., 2006).  

Além disso, diversos estudos demonstram que a exposição ao estresse agudo intenso ou 

crônico induz a ativação de processos pró-inflamatórios pela micróglia, célula de defesa do 

SNC, em diversas áreas cerebrais, como no hipocampo e CPF (Walker, Frederick Rohan et al., 

2013; Sun et al., 2016; Catale et al., 2020; Frank et al., 2020). Estas células são responsivas 

tanto a estímulos não patogênicos quanto patogênicos, portanto, suas ações variam desde a 

manutenção da homeostasia até quadros de neuroinflamação, dependendo do tipo, intensidade 

e duração do estímulo (Wake and Fields, 2011; Arcuri et al., 2017). Como sensores do ambiente 

circundante, a micróglia é altamente responsiva às perturbações locais, e essas perturbações 

podem conduzir a diferentes estados reativos por meio de mudanças morfológicas e funcionais 

(Catale et al., 2020).  

A exposição ao estresse também induz alterações em outras moléculas associadas à resposta 

imune no cérebro, particularmente no CPF, como o aumento da expressão das enzimas iNOS  

e COX-2 (ciclooxigenase 2), o fator de transcrição NFҡB  e receptores do tipo Toll (TLRs), 

como o TLR4 (Gárate, Garcia-Bueno B Fau - Madrigal, et al.; Gárate, Iciar et al., 2013; Liu et 

al., 2014; Mouihate and Mehdawi, 2016; Li et al., 2021). O TLR4 é um receptor de 

reconhecimento de padrões (PRR) expresso na membrana, principalmente por células imunes 
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inatas, como na micróglia no cérebro (Li et al., 2021). Como um PRR, o TLR4 pode detectar 

padrões moleculares associados a patógenos (PAMPS), como lipopolissacarídeo (LPS) e 

padrões moleculares associados a danos (DAMPS), como proteínas de choque térmico (HSP) 

e proteína do grupo 1 de mobilidade alta (HMGB1) (Franklin et al., 2018).  

A ativação do TLR4 depende do correceptor MD-2 (fator de diferenciação mieloide 2) 

e do recrutamento de proteínas adaptadoras, como o fator de diferenciação mieloide 88 

(MyD88). Esse processo desencadeia a ativação da via intracelular canônica do NFҡB, que 

culmina na fosforilação pelo complexo multi-subunidade IκB quinase (IKK) de IҡB (p65), 

promovendo a sua degradação via proteossoma e permitindo a translocação de NFҡB 

(dímeros:p50/RelA ou p50/c-Rel) para o núcleo. Esse fator de transcrição, ao se ligar na região 

promotora, promove a expressão de diversos genes pró-inflamatórios, como COX-2, iNOS, IL-

1β (interleucina 1β), IL-6 (interleucina 6), e TNF-α (fator de necrose tumoral α) (García Bueno 

et al., 2016).  

Além do seu papel fisiológico na imunidade inata, os receptores TLRs podem promover 

efeitos deletérios. A superativação de TLRs expressos em diferentes tipos de células do sistema 

imune pode levar à interrupção da homeostase imunológica e, assim, aumentar o risco de 

doenças inflamatórias e distúrbios autoimunes (El-Zayat et al., 2019), incluindo processos 

neurodegenerativos envolvendo TLR4 (García Bueno et al., 2016). Além disso, evidências 

sugerem o envolvimento desse receptor em transtornos psiquiátricos, como por exemplo, o 

aumento da expressão de TLR4 foi observado no CPF dorsolateral de indivíduos depressivos 

que cometeram suicídio (Pandey et al., 2014). Já a inibição farmacológica da via TLR4 pela 

administração sistêmica de TAK-242 demonstrou reduzir a neuroinflamação no CPF de ratos 

expostos ao estresse de restrição agudo (Gárate et al., 2014).  

No entanto, o possível envolvimento de receptores TLR4 no CPF como mediadores 

diretos das consequências comportamentais do estresse ainda não havia sido investigado.Além 

dos receptores TLR4, diversos estudos demonstram que o sistema endocanabinoide (eCB) 

também sofre influência do estresse (Hill and Gorzalka, 2004; Viveros et al., 2005). Evidências 

apontam que a ativação de TLRs, como TLR4 e TLR2 em modelos in vivo e in vitro por desafio 

com LPS, aumenta os níveis de eCBs, principalmente o 2-araquidonilglicerol (2-AG), 

possivelmente para atenuar a resposta inflamatória e reduzir danos subsequentes. Considerando 

que essa molécula  se comporta como um quimioatraente, os níveis localmente aumentados 

podem recrutar células imunes para o local e mitigar mais danos nos tecidos (Mccoy, 2016).
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O estresse induz a liberação de glutamato, que por meio de receptores NMDA aumenta 

a atividade neuronial. A ativação de NMDA e de receptores metabotrópicos do tipo mGlu5 pelo 

glutamato resultam em aumento de cálcio intracelular no terminal pós-sináptico, culminando 

com ativação de enzimas de síntese de eCBs, levando a sua produção e liberação pelo terminal 

pós-sináptico na fenda sináptica (Lisboa et al., 2017). Os receptores canabinoides (CB1 e CB2) 

são os principais receptores para os eCBs, enquanto a anandamida (AEA) e o 2-AG são os dois 

principais eCBs (Matsuda et al., 1990; Herkenham et al., 1991; Devane et al., 1992; Sugiura et 

al., 1995). Os eCBs são considerados neurotransmissores atípicos, pois são sintetizados sob 

demanda e não são armazenados em vesículas. Eles agem de forma retrógrada, controlando a 

liberação de vários neurotransmissores, como GABA e glutamato (Zou and Kumar, 2018; 

Lisboa et al., 2019). 

Vários trabalhos, inclusive do nosso grupo de pesquisa, demonstraram que a via 

sinalização eCB no CPFm tem importante papel na regulação das respostas relacionadas ao 

estresse e ansiedade através do controle do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA) (Lisboa 

et al., 2017). (Hill et al., 2010). A presença de receptores CB1 em circuitos corticolímbicos que 

regulam o eixo HPA, as propriedades antiestresse do uso de cannabis e várias outras evidências, 

inclusive de modelos animais, apoiam o envolvimento da sinalização eCB na inibição da 

resposta ao estresse (Hill and Mcewen, 2010; Lisboa et al., 2018). Além disso, a presença do 

sistema eCB, principalmente os receptores CB2, nas células imunes, especialmente nas células 

da micróglia, e o envolvimento deste sistema na modulação neuroimune fortalecem a ideia de 

que os efeitos dos eCBs na modulação de respostas comportamentais poderiam envolver a 

modulação dos mecanismos neuroimunes (Lisboa et al., 2016; Mecha et al., 2016).  

De fato, a ativação do sistema eCB modula respostas inflamatórias desencadeadas pelo 

estresse. O tratamento com agonista do receptor CB1 e CB2 atenuou neuroinflamação no CPF 

induzida pelo estresse repetido em camundongos (Zoppi et al., 2011; Zoppi et al., 2014). Ainda, 

um estudo do nosso grupo mostrou que administração de um agonista CB1/CB2 reduziu a 

ativação da resposta neuroimune e as consequências comportamentais, redução da ansiedade e 

do medo condicionado tardio, em animais submetido ao estresse de derrota social (Lisboa et 

al., 2018). 

A neuroinflamação tem sido implicada na neurobiologia dos distúrbios 

neuropsiquiátricos (Dunn et al., 2020). Vários alvos estão envolvidos nas respostas 

neuroinflamatórias, incluindo alguns induzidos pela exposição ao estresse, como TLR4 e a 

sinalização eCB. No entanto, poucos estudos avaliaram a interação entre esses sistemas na 
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regulação da neuroinflamação e mudanças de comportamento após o estresse (Wang, Y. et al., 

2018; Zhang et al., 2022). Considerando que a resposta induzida pelo estresse é altamente 

coordenada, com liberação de mediadores que a favorecem e de outros que facilitam a resolução 

do processo, o desequilíbrio nesta resposta fina pode resultar em favorecimento de um ou outro 

sistema. Enquanto a redução da sinalização eCB frente a situações de estresse poderia facilitar 

os efeitos inflamatórios do estresse, a inibição dos efeitos inflamatórios poderia facilitar a 

adaptação ao estresse, por favorecer a sinalização eCB.  

Desta forma, os possíveis efeitos benéficos da inibição da sinalização TLR4 no estresse 

poderiam ser, em parte, por facilitação da sinalização eCB. Com isso, o presente trabalho teve 

como segundo objetivo investigar se a possível participação da via de sinalização do TLR4 no 

CPF nas consequências comportamentais e neuroinflamatórias induzidas pelo estresse tem 

envolvimento do sistema eCB. 
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2. REFERÊNCIAL TEÓRICO  

2.1 Estresse, uma resposta fisiológica essencial do organismo 

O estresse é uma resposta fisiológica do organismo a qualquer desafio externo ou 

interno que apresente como um fator adverso a sua homeostasia. A resposta ao estresse é 

adaptativa, tendo como por característica funcional preparar o corpo para lidar com os estímulos 

apresentados por um estressor, seja interno ou externo (ambiental). Por exemplo, as respostas 

fisiológicas do corpo ao trauma e à cirurgia invasiva servem para atenuar mais danos nos 

tecidos. Esta resposta ao estresse é mediada por uma interação complexa de mecanismos 

nervosos, endócrinos e imunológicos, que envolvem a ativação de sistemas como o eixo 

simpático-adrenomedular (SAM), o eixo hipotálamo hipófise adrenal (HPA) e o sistema 

imunológico (Mifsud and Reul, 2018). 

Entretanto, a exposição a um estressor intenso e agudo ou de forma repetitiva, ou a um 

estressor prolongado (estresse crônico), pode tornar a resposta ao estresse desadaptativa e 

prejudicial à homeostasia corporal, principalmente ao cérebro. Entre as alterações observadas, 

pode-se incluir a remodelação de conexões sinápticas, resultando em menor controle de regiões 

envolvidas com tarefas de ordem superior, particularmente o CPF, e uma compensação pela 

maior atividade nas partes primitivas do cérebro focadas na sobrevivência, como a amígdala 

(Pan et al., 2014; Liu et al., 2020) 

Portanto, no cérebro, as ações do estresse dependem de diferentes redes neuronais, as 

quais são envolvidas com diferentes tipos de estressores, embora se sobreponham em alguns 

pontos. Estressores físicos, como infecções e hemorragias, induzem a ativação de regiões 

cerebrais como o núcleo paraventricular do hipotálamo (PVN), o núcleo do trato solitário (NTS) 

e o locus coeruleus (LC) (Godoy et al., 2018). Estressores psicológicos, como exposição a 

estímulos aversivos e sinais relacionados a predadores, envolvem componentes do sistema 

límbico, incluindo o CPF, amígdala, hipocampo, área tegmental ventral (VTA) e núcleo 

accumbens (NAc). Essas conexões límbicas-PVN são retransmitidas especialmente por 

neurônios que possuem o GABA como principal neurotransmissor (neurônios GABAérgicos). 

O estresse crônico afeta esse circuito, resultando em maior excitabilidade do PVN e, 

considerando que os neurônios que produzem o hormônio liberador de corticotropina (CRH) 

são expressos no PVN, isso pode resultar na ativação do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal 

(HPA) (Herman, 2012).  
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Vários sistemas de neurotransmissores, como os sistemas noradrenérgico, 

glutamatérgico, serotoninérgico, nitrérgico e canabinoide, desempenham papeis críticos nos 

processos de neuroplasticidade após a exposição ao estresse. Além disso, mudanças na 

organização estrutural da amígdala, hipocampo e CPF também estão envolvidas na resposta ao 

estresse. É válido ressaltar, que, o CPF medial possui um grau de suscetibilidade aumentado 

em situações estressoras, sofrendo alterações significativas em sua morfologia e função após a 

exposição ao estresse crônico (Mcewen et al., 2016; Woo et al., 2021).  

Em situações de estresse agudo em modelo animal ocorre o aumento da liberação de 

corticosterona, que medeia o aumento da liberação de glutamato na região do CPF, 

influenciando, assim, em alguns aspectos do comportamento cognitivo e emocional (Koole, 

2009; Popoli et al., 2011; Langer et al., 2021). É bem estabelecido que a disfunção 

glutamatérgica uma característica importante em desordens relacionadas ao estresse (Treccani 

et al., 2014). Dessa forma, esses dados sugerem que o CPF medial está diretamente envolvido 

nos efeitos disfuncionais do estresse, bem como no início e progressão de doenças de doenças 

psiquiátricas relacionadas, como transtornos de ansiedade e depressão (Treccani et al., 2014; 

Musazzi et al., 2019; Martini et al., 2023). 

2.2 Desordens neuropsiquiátricas e estresse  

A relação entre exposição a eventos estressores o desenvolvimento de transtornos 

neuropsiquiátricos, como depressão, ansiedade e transtorno de estresse pós-traumático (TEPT), 

é bem estabelecida (Kessler et al., 2002; Mcewen, 2008). Além do tipo de estresse, as 

consequências desse estímulo no SNC podem se distinguir em decorrência de exposição única 

e intensa, como aquelas relacionadas a traumas, ou ainda de exposições crônicas e remitentes, 

como o estresse enfrentado em situações cotidianas, mas também alguns traumas. 

Portanto, diferentes modelos animais têm contribuído para elucidar as singularidades e 

similaridades de mecanismos fisiopatológicos envolvidos na resposta a diferentes condições 

estressoras (Yuen et al., 2009; Chu et al., 2016; Tang et al., 2022; Yamanishi et al., 2022). 

Por exemplo, frente a um estresse agudo é observado o aumento da neurotransmissão 

glutamatérgica no CPF (Yuen et al., 2009), da inflamação sistêmica mediado por interações 

neuroimunes (Tang et al., 2022; Yamanishi et al., 2022) e de alterações monoaminérgicas no 

CPFm, núcleo accumbens (NAc), e hipocampo (Wilkinson et al., 2023). Em conjunto, essas 

alterações promovem um fenótipo comportamental tipo-depressivo/ansioso que pode perdurar 

durante longos períodos através de modificações plásticas (Chu et al., 2016). 
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Quando os períodos de estresse são longos e remitentes, como no estresse moderado 

crônico imprevisível (CUMS), é observado um aumento do comportamento tipo-depressivo 

com traços de anedonia, comportamento ansioso e déficits de memória de curto prazo. Essas 

alterações podem ser mimetizadas com a injeção de corticosterona ou seus análogos, 

demonstrando a importância da desregulação do eixo HPA nesse fenótipo (Nandam et al., 

2019).  

Em relação as alterações no SNC, é observado a redução de receptores 5-HT1A do 

hipocampo, regulação positiva dos β-adrenoceptores corticais, regulação negativa do GR do 

hipocampo, regulação positiva dos receptores CB1 canabinoides corticais pré-frontais, reduções 

no fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) frontocortical e hipocampal, e reduções na 

sinalização AC-PKA (Belleau et al., 2019). Essas alterações em conjunto promovem a perda 

de conectividade estrutural e o comprometimento da organização e atividade fisiológica das 

redes neurais, promovendo alterações de comportamento e das estratégias de enfrentamento do 

estresse(Belleau et al., 2019). 

O estresse agudo, como o estresse de restrição ou o choque nas patas em animais, tem 

consequências significativas no cérebro, especialmente em regiões importantes como o CPF 

(Yuen et al., 2009; Musazzi et al., 2019; Dorofeikova et al., 2023). Estudos demonstraram que 

a exposição aguda ao estresse pode levar a alterações na liberação de neurotransmissores, 

incluindo o glutamato, nas sinapses dessa região cerebral. Essas mudanças podem afetar 

negativamente a plasticidade sináptica, a comunicação neuronal e a função executiva do CPF 

(Yuen et al., 2009; Treccani et al., 2014).  

Além disso, o estresse agudo também pode desencadear respostas inflamatórias e 

neuroendócrinas, com aumentos significativos de IL-1β, IL-1RA e IL-6 e TNF-α, que podem 

impactar outras áreas cerebrais relacionadas à regulação emocional e ao processamento 

cognitivo, estando associadas a aumentos de humor negativo e ansiedade (Maydych, 2019). A 

influência dessas alterações no CPF e em outras áreas cerebrais pode estar associada ao 

desenvolvimento de transtornos psiquiátricos, como depressão, ansiedade e transtornos de 

estresse pós-traumático (Maydych, 2019). 

Portanto, como exposto anteriormente, mudanças induzidas pelo estresse nos circuitos 

neurais envolvidos no processamento e regulação emocional podem levar a respostas mal 

adaptativas e contribuir para o desenvolvimento de diversos outros transtornos psiquiátricos 

(Mclaughlin et al., 2014). Assim, um maior entendimento a respeito dos mecanismos 

moleculares envolvidos na resposta a estressores pelo organismo é fundamental para 

possibilitar a modulação e a redução do impacto de consequências deletérias provenientes.  
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2.3 Alterações neuroimunes ocasionadas pelo estresse 

Experiências estressantes podem induzir a ativação de muitos aspectos da imunidade 

periférica e processos neuroimunes centrais, contribuindo para várias formas de defesa do 

hospedeiro, recuperação do estresse e, finalmente, suscetibilidade a doenças. Existe uma 

comunicação bidirecional entre o cérebro e o sistema imunológico, que envolve vias eferentes 

e aferentes, por meio das quais o cérebro e a periferia trocam informações sobre o estado 

homeostático do corpo. Este processo é um elemento essencial da resposta a fatores ambientais, 

fisiológicos e psicológicos que afetam a homeostasia de um organismo (Deak et al., 2015; 

Antonelli et al., 2018).  

O estresse causa alterações neuroimunes e fisiológicas que contribuem para o 

desenvolvimento de distúrbios neuropsiquiátricos, inclusive através da interferência com 

sistemas de neurotransmissores como serotonina, dopamina e norepinefrina (Krishnan and 

Nestler, 2008). Parte das alterações neuroquímicas no cérebro decorrentes do estresse e da 

inflamação podem resultar da ativação da via das quinureninas pela hiper-regulação da enzima 

IDO, que afeta o metabolismo do triptofano e os níveis de serotonina, redução da produção do 

fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF), entre outras (Kiank et al., 2010; Liu et al., 

2017; Martín-Hernández et al., 2019). Essas alterações estão associadas principalmente a 

transtornos do humor, como ansiedade e depressão, mas importante frisar que nem todos os 

pacientes com transtornos do humor apresentam sinais de ativação imune (Becking et al., 2013; 

Hodes et al., 2016). 

Os sinais neuroendócrinos podem modular a função imunológica e induzir alterações na micróglia. 

As micróglias são sensores do ambiente e, portanto, altamente responsivas a distúrbios locais, 

que podem levar a diferentes estados reativos (Herman et al., 2016; Wang, F. et al., 2018; Haj-

Mirzaian et al., 2021). As células da micróglia são vulneráveis a estímulos infecciosos e 

estéreis, como estresse psicológico, de modo que suas ações variam desde a manutenção da 

homeostase até a neuroinflamação induzida, dependendo do tipo, intensidade e duração do 

estímulo (Walker, F. R. et al., 2013; Arcuri et al., 2017).  

Vários estudos demonstraram que a exposição ao estresse agudo ou crônico além de 

induzir alterações comportamentais (Mcewen et al., 2016; Woo et al., 2021), induz a expansão 

dos processos microgliais em muitas áreas cerebrais, incluindo o hipocampo e o CPF (Catale et 

al., 2020). O conjunto de receptores expressos nas micróglias permite que essas células 

detectem e respondam a sinais de estresse deflagrados pelos sistemas neuroendócrino, 
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imunológico e nervoso (Wolf et al., 2017; Frank et al., 2019). A ativação microglial tem uma 

classificação complexa, mas é designada de forma genérica como ativação microglial M1 ou 

pró-inflamatória, e microglial M2 ou anti-inflamatória (Walker, F. R. et al., 2013).  

Microglia exibe funções amplamente diferentes dependendo do estágio da vida, da 

região do SNC e do contexto de saúde ou doença. Diferenças no número microglial, morfologia 

e expressão gênica também foram relatadas entre os sexos (Hanamsagar et al , 2017 ; 

Krasemann et al , 2017). Funções microgliais adequadas são cruciais para a plasticidade e 

adaptação comportamental ao ambiente (Salter & Stevens, 2017 ; Tay et al , 2017a ). Ao longo 

da vida, a microglia contribui para a neurogênese, formação do circuito neuronal, formação e 

remodelação vascular e manutenção da homeostase (Tay et al , 2017c ). Durante o 

envelhecimento e em doenças, essas células podem tornar-se reativas ou prejudicadas em sua 

vigilância e fagocitose (Streit, 2002 ; Koellhoffer et al , 2017 ; Spittau, 2017).  

A contribuição microglial para doenças está associada a papéis fisiológicos 

comprometidos por exemplo, na manutenção sináptica e plasticidade (Tay et al , 2017a ) e 

processos que são adaptativos no cérebro saudável, mas que levam à morte celular e danos aos 

tecidos em ambientes patológicos por exemplo, excitotoxicidade, estresse oxidativo e 

inflamação; (Weil et al , 2008 ). A reação microglial pode ser desencadeada por qualquer tipo 

de insulto ou distúrbio do SNC. A reação microglial persistente, frequentemente associada à 

proliferação, está envolvida em condições patológicas que vão desde distúrbios do 

neurodesenvolvimento, lesões traumáticas, doenças infecciosas, tumores e distúrbios 

psiquiátricos, até doenças neurodegenerativas. 

A ativação microglial é uma característica observada em quadros de neuroinflamação e 

que tem sido implicada na patogênese de vários distúrbios neuropsiquiátricos, incluindo TDM 

e ansiedade (Won and Kim, 2020; Troubat et al., 2021). A resposta neuroinflamatória ao 

estresse é complexa e envolve múltiplas vias de sinalização. Uma das principais vias é a 

sinalização do NF-κB, que regula a expressão de citocinas pró-inflamatórias e outros genes 

relacionados ao sistema imunológico (Felger and Lotrich, 2013). O estresse pode ativar a 

sinalização de NF-κB particularmente na micróglia no cérebro, levando à produção de citocinas 

e quimiocinas pró-inflamatórias. Por exemplo, a ativação da micróglia induzida pelo estresse 

está associada a um aumento na expressão interleucina-1β (IL-1β) e o fator de necrose tumoral-

α (TNF-α) (Felger and Lotrich, 2013). Essas citocinas podem estimular ainda mais a micróglia 
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e contribuir para promover a neuroinflamação, uma vez que têm a capacidade de induzir e 

propagar reações inflamatórias em todo o cérebro.  

Além disso, o estresse também pode induzir a liberação de padrões moleculares 

associados ao perigo (DAMPs), como ATP e HMGB1, que podem ativar o sistema imunológico 

inato e desencadear uma resposta inflamatória. DAMPs podem ser liberados de células 

danificadas e sua presença no cérebro pode sinalizar perigo e ativar a micróglia (Pan et al., 

2014; Wang, Y. L. et al., 2018). Uma via envolvida nestas respostas e que é induzida pelo 

estresse é a do inflamassoma de NLRP3, um complexo multiproteico que pode ativar a caspase-

1 e promover a secreção de IL-1β e outras citocinas. O inflamassoma de NLRP3 tem sido 

implicado na patogênese de várias doenças neurodegenerativas, incluindo a doença de 

Alzheimer e a doença de Parkinson (Kelley, Nathan et al., 2019). A exposição ao estresse 

também induz alterações em outras moléculas associadas à resposta imune no cérebro, 

particularmente no CPF, como o aumento da expressão da iNOS e COX-2, o NFκB e receptores 

semelhantes a Toll (TLRs), como o TLR4 (Gárate, Iciar et al., 2013; Liu et al., 2014; Mouihate 

and Mehdawi, 2016).  

Portanto, a exposição ao estresse agudo ou crônico pode ter várias consequências 

imunológicas, como aumento dos níveis de cortisol, ativação da micróglia, aumento de 

citocinas/quimiocinas pró-inflamatórias circulantes (IL-6 e TNF-α), ativação da via das 

quinureninas, liberação de DAMPs e prostaglandinas, entre outras moléculas, como citado 

acima. Alguns desses mediadores podem ser encontrados no cérebro, onde podem mediar a 

neuroinflamação e estar envolvidos em várias alterações comportamentais (Ménard et al., 2017; 

Franklin et al., 2018).  

2.4 Ativação do TLR4  

O TLR4 é membro da família de receptores do tipo “Toll”, que desempenha um papel 

importante no sistema imunológico inato. A sinalização do receptor de TLR4 é mediada tanto 

por PAMPs, como LPS, quanto DAMPs, como HMGB1, HSPs e fibrinogênio, e pode ser 

ativada por duas via: a via dependente de MyD88 ou a via independente de MyD88 (Fig. 01) 

(Kawai and Akira, 2007; Kawasaki, Takumi and Kawai, Taro, 2014), conforme descrito a 

seguir. 

Após a ativação do TLR4 pode haver o recrutamento da proteína adaptadora MyD88, e 

ativação das proteínas quinase associada ao receptor IL-1 (IRAK) e fator 6 associado ao 
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receptor TNF (TRAF6), que ativam o fator de crescimento transformador quinase 1 ativado por 

beta [TAK1, também conhecida como proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK) quinase 

quinase 7 (MKK7)]. Essa molécula leva à ativação das vias MAPK, promovendo a translocação 

nuclear da proteína ativadora 1 (AP-1). TAK1 também pode ativar o complexo IkB-quinase 

(IKK) [formado pelo modulador essencial do NFκB (NEMO), IKKα e IKKβ], que fosforila a 

proteína inibidora do complexo NFκB (subunidades p65 e p50) e o IkBα. IkBα fosforilado (p-

IkBα) é degradado pelo proteassoma, que então libera NFκB para translocar para o núcleo, onde 

promoverá a transcrição de vários genes pró-inflamatórios, incluindo aqueles necessários para 

o inflamassoma NLRP3 (Weber et al., 2013; Kawasaki, T. and Kawai, T., 2014; Iwata et al., 

2016). 

Além da via dependente de MyD88, a ativação do TLR4 também pode ativar uma via 

de sinalização independente de MyD88, conhecida como via TRIF (TIR-domain-containing 

adapter-inducing interferon-β). Essa via é ativada principalmente por ligantes como LPS, 

derivados de bactérias gram-negativas. A ativação do TLR4 recruta uma proteína adaptadora 

chamada TRIF, que sinaliza através de várias moléculas, incluindo TRAF3 (fator de necrose 

tumoral relacionado ao receptor 3) e TRAF6. Essa via culmina na ativação dos fatores de 

transcrição IRF3 (fator regulador interferon 3) e NF-κB, resultando na produção de interferons 

tipo I e outras citocinas pró-inflamatórias (Kawasaki, Takumi and Kawai, Taro, 2014) 

A ativação do receptor TLR4 por DAMPs e PAMPs pode desencadear tanto via 

dependente quanto independente de MyD88, levando à ativação do NF-κB, IRF3 e a produção 

de citocinas pró-inflamatórias e interferons tipo I. Esses processos desempenham um papel 

crítico na resposta imunológica do organismo a danos celulares e infecções (Kawasaki, T. and 

Kawai, T., 2014). 
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Figura  01: Via de sinalização do TLR4. Adaptado Souza-Junior, 2023. Ativação microglial, 

via TLR4 por PAMPs, como LPS, ou DAMPs, como HSPs, HMGB1 e fibrinogênio, levando a 

um aumento na citocinas pró-inflamatórias, como IL-1β e TNF-α, enzimas que medeiam 

respostas imunes/inflamatórias, como iNOS, COX-2 e PGE2 e transcrição de componentes da 

via do inflamassoma NLRP3 (pró-IL-1β, pró-IL-18, pró-caspase-1, e NLRP3).  

2.5 Envolvimento do TLR4 na resposta ao estresse e neuroinflamação  

Diferentes abordagens, incluindo genéticas, químicas e farmacológicas, são empregadas 

para investigar o papel do envolvimento do receptor TLR4 na resposta ao estresse e no 

comportamento. Estudos recentes têm investigado o papel do receptor 4 do tipo Toll-like 

(TLR4) na ativação de respostas inflamatórias no SNC e sua associação com distúrbios 

psiquiátricos (Liu et al., 2014; Bruno et al., 2018; Guo et al., 2019). Embora o TLR4 seja 

conhecido principalmente por seu papel na resposta imune periférica, evidências emergentes 

sugerem sua expressão e atividade no SNC, incluindo regiões cerebrais envolvidas no 

processamento emocional (Gárate, Garcia-Bueno B Fau - Madrigal, et al.). Estudos pré-clínicos 

e clínicos demonstraram o envolvimento do TLR4 na modulação da neuroinflamação e na 
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patogênese de distúrbios neuropsiquiátricos (Cheng et al., 2016; García-Bueno et al., 2016; 

Pandey et al., 2019). 

Modelos empregando o LPS para avaliar comportamento doentio, déficits cognitivos e 

comportamentos do tipo depressivo em animais são amplamente empregados para correlacionar 

alterações comportamentais e imunológicas mediante a ativação do TLR4 (Yang et al., 2019; 

Lasselin et al., 2020). Além disso, modelos genéticos também são utilizados, como 

camundongos knockout (KO) para TLR4 e camundongos C3H/HeJ; no último, o TLR4 tem 

uma resposta defeituosa ao LPS (Gárate, I. et al., 2013).  Vários estudos mostram que TLR4 

KO é resistente ao efeito comportamental do estresse e tem níveis mais baixos de 

neuroinflamação (para revisão, ver (Souza-Junior et al., 2022).  Os camundongos TLR4 KO 

demonstram resistência ao comportamento depressivo no paradigma do desamparo aprendido 

e exibem uma resposta de citocinas atenuada ao estresse, caracterizada por níveis mais baixos 

de TNF-α, IL-6 e IL-1β no hipocampo em comparação com camundongos do tipo selvagem 

(Cheng et al., 2016). Além disso, esses camundongos apresentam um fenótipo protetor após 

serem submetidos a estresse de restrição homotípica repetida ou CUMS (Caso et al., 2008; Xu 

et al., 2020). Ainda aspectos da interação social em camundongos TLR4 KO e camundongos 

TLR2/TLR4 KO duplos, submetidos a estresse de derrota social repetido são reduzidos, e esse 

efeito está relacionado aos receptores TLR2/TLR4 presentes especificamente na micróglia 

CPFm. Esses receptores também desempenham um papel na atividade neuronal reduzida, na 

ativação microglial e na atrofia dendrítica no CPFm após o estresse (Nie et al., 2018). 

Como já discutido brevemente, a exposição ao estresse pode aumentar citocinas, 

espécies reativas de oxigênio e enzimas pró-inflamatórias no cérebro, especialmente no 

hipocampo e no CPF, e diminuir os fatores neurotróficos e as monoaminas nas mesmas regiões 

cerebrais (Walker, Frederick Rohan et al., 2013; Cheng et al., 2016; Hemmati et al., 2019; Xu 

et al., 2020; Woo et al., 2021) e parte destas alterações podem ser mediadas pela ativação do 

TLR4. 

Além disso, estresse agudo, ou estressores homotípicos repetidos, caracterizados por 

serem o mesmo tipo de estressor, aumentam a expressão de componentes da via TLR4 no 

cérebro, incluindo TLR4, MyD88 e NFκB (Gárate, García-Bueno B Fau - Madrigal, et al.; 

Okun et al., 2012; Gárate, I. et al., 2013; Yang et al., 2019; Zhang et al., 2019). Um dos 

principais DAMPs responsáveis por desencadear a resposta do TLR4 é o HMGB1(Lian et al., 

2017; Zhang et al., 2019). Vários estudos mostraram que o estresse severo aumenta os níveis 
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de HMGB1 no cérebro, contribuindo para a neuroinflamação (Frank et al., 2015). Considerando 

que HMGB1 se liga à TLR4 e seu co-receptor CD14, resultando na liberação de diversas 

citocinas, e considerando que as mudanças comportamentais após o estresse envolvem a 

liberação de HMGB1, esse DAMP pode ser responsável também pelas consequências 

comportamentais da ativação do TLR4 após a exposição ao estresse (Wang, B. et al., 2018). 

Como comentado anteriormente, estudos mostram que o estresse aumenta a expressão 

na micróglia de componentes da via do inflamassoma NLRP3 no cérebro  (Weber et al., 2013; 

Iwata et al., 2016; Feng, Xiujing et al., 2019; Kelley, N. et al., 2019), o que em grande parte 

depende da via do TLR4 (Weber et al., 2013). A via clássica de ativação do NLRP3 acontece 

em duas etapas: a iniciação e a ativação. Na etapa da iniciação, há a síntese de precursores pró-

inflamatórios mediada pela ativação de TLR4 e translocação de NF-κB para o núcleo, 

promovendo a expressão de NLRP3 e da pró-IL-1β, o precursor da IL-1β. Já na etapa de 

ativação, ocorre a mudança conformacional do inflamassoma NLRP3 mediado por um segundo 

sinal de estresse, que pode ser aumento de ATP, que ativa receptores como o receptor 

purinérgico 2 do tipo X7 (P2X7), induzindo a oligomerização do NLRP3 após o efluxo de 

potássio. O NLRP3 interage com a proteína adaptadora ASC (apoptosis-associated speck-like 

protein containing a CARD domain), que recruta a pró-caspase-1, ativando o inflamassoma de 

NLRP3. Em sequência, a pró-caspase é clivada em caspase-1, que é responsável por ativar a 

pró-IL-1β em IL-1β (Iwata et al., 2016), que é então liberada pela micróglia. 

Em relação as abordagens farmacológicas, há o E-5531, eritoran e TAK-242 

(resatorvid), que foram desenvolvidos como inibidores da via de sinalização do TLR4, 

inicialmente para o tratamento da sepse (Wittebole et al., 2010; Savva and Roger, 2013; Tam 

et al., 2021). No entanto, esses medicamentos se mostraram ineficazes neste contexto (Rice et 

al., 2010; Zhang et al., 2022). Como o mecanismo principal desses compostos visa bloquear a 

ativação da via do TLR4 por DAMPs e por PAMPs, como podem inibir a indução de uma 

resposta inflamatória crônica estéril, que pode estar envolvida em doenças neuropsiquiátricas 

(Zaffaroni and Peri, 2018; Shirayama et al., 2022), esses fármacos têm sido usado como 

ferramentas experimentais neste contexto. 

Foi demonstrada que a inibição da via do TLR4 por TAK-242 atenuou a 

neuroinflamação induzida por LPS por estresse agudo de restrição (Gárate et al., 2014). O TAK-

242 se liga seletivamente ao resíduo de cisteína do TLR4, interrompendo assim sua interação 

com as moléculas adaptadoras TIRAP e TRAM. Em outro estudo foi evidenciado um efeito 
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antidepressivo do TAK-242 em um modelo de desamparo aprendido após administração aguda 

pela via intracerebroventricular (Shirayama et al., 2022). Curiosamente, o efeito foi atenuado 

pela administração local de NBQX, um antagonista dos receptores AMPA do glutamato, ou por 

ANA-12, um inibidor da sinalização do receptor TrkB do BDNF, destacando o envolvimento 

desses receptores em promover o efeito tipo-antidepressivo. Outro fármaco desenvolvido com 

a finalidade de modular a via do TLR4, o Eritoran, é um análogo sintético da porção lipídica A 

do LPS, portanto compete com o LPS pela ligação à porção MD-2 do complexo receptor TLR4 

(Barochia et al., 2011).  

Em um estudo conduzido por (Aboul-Fotouh et al., 2018), essa droga reduziu, de forma 

dependente da dose, os comportamentos depressivos e as alterações neuroquímicas induzidas 

pelo estresse crônico de restrição. É importante evidenciar que o papel preciso do TLR4 nas 

respostas comportamentais ao estresse ainda requer uma melhor compreensão. O efeito 

observado em camundongos TLR4 KO pode estar relacionado, por exemplo, à ausência desses 

receptores durante o desenvolvimento cerebral. É necessário investigar mais a fundo para 

esclarecer totalmente a contribuição do TLR4 nesses contextos comportamentais sob estresse. 

2.6 Sistema endocanabinoide, neuroinflamação e a via do TLR4  

Como descrito anteriormente a neuroinflamação tem sido discutida como capaz de 

desempenhar um papel central na neurobiologia dos distúrbios neuropsiquiátricos (Dunn et al., 

2020). Além de vários alvos envolvidos nas respostas neuroinflamatórias, particularmente a 

sinalização TLR4 discutida acima, temos também o sistema eCB. O sistema eCB além de 

modular muitas funções no SNC, como neuroplasticidade, homeostase celular e 

comportamento, também apresenta importante papel na regulação da resposta neuroimune, 

como controle da resposta de células da micróglia (Lisboa et al., 2017).  

A presença de sinalização eCB em núcleos sensíveis ao estresse, como as 

estruturas hipotalâmicas e límbicas (amígdala, hipocampo e CPF), sugere que ele exerce 

uma função essencial na regulação dos efeitos neuroendócrinos e comportamentais do 

estresse (Hill et al., 2010). A amígdala, por exemplo, é uma das principais estruturas 

límbicas envolvidas na ativação do eixo HPA em resposta a estímulos estressantes(Hill 

et al., 2010). Portanto, uma sinalização adequada do eCB no sistema límbico é 

fundamental para mitigar as consequências de situações estressantes aversivas, como 

amplamente relatado (Lisboa et al., 2017). 
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O sistema eCB compreende mensageiros/neurotransmissores lipídicos endógenos (os 

eCBs), receptores e enzimas anabólicas e catabólicas (Cristino et al., 2020). Os eCBs mais bem 

compreendidos são AEA e 2-AG. A Fosfolipase D específica da N-acil-fosfatidiletanolamina 

(NAPE-PLD) e a amida hidrolase de ácido graxo (FAAH) são responsáveis pela biossíntese e 

hidrólise de AEA, respectivamente. A diacilglicerol lipase α (DAGLα)/DAGLβ, e a 

monoacilglicerol lipase (MAGL) e o domínio 6 da α/β-hidrolase (ABHD6) são responsáveis 

pela síntese e degradação do 2-AG, respectivamente. eCBs interagem com CB1Rs e CB2Rs, 

mas podem interagir com outros alvos, como o receptor de potencial transitório vaniloide tipo 

1 (TRPV1) e os receptores α (PPARα) ou γ (PPARγ) ativados por proliferadores de 

peroxissoma (Cristino et al., 2020).  

Existem outros eCBs, como a N-palmitoiletanolamida (PEA) (Petrosino and Di Marzo, 

2017), que possui várias propriedades anti-inflamatórias e neuroprotetoras (Mattace Raso et al., 

2014; D'aloia et al., 2021). Seus efeitos podem ser mediados, por exemplo, pela ativação de 

CB2, TRPV1 e PPARα (Lutz et al., 2015; Cristino et al., 2020). Os eCBs são sintetizados por 

várias células e atuam em diferentes células cerebrais, incluindo neurônios e micróglia. 

Portanto, a ampla localização das moléculas do sistema eCB e suas ações multialvo permitem 

o controle de muitas funções, desde a modulação de vias celulares locais até grandes circuitos 

envolvidos no comportamento (Lisboa et al., 2019).   

CB1Rs são expressos na periferia, mas principalmente no SNC; eles são encontrados 

em regiões telencefálicas e cerebelares, principalmente em neurônios, mas também em células 

gliais. Eles são os receptores acoplados à proteína G mais expressos no cérebro (Kano et al., 

2009; Kasatkina et al., 2021). A expressão neuronal de CB1 geralmente está localizada em 

elementos pré-sinápticos, onde eles são acoplados à proteína Gi. Portanto, a ativação neuronal 

do CB1 geralmente inibe a liberação de neurotransmissores (Kano et al., 2009; Busquets-Garcia 

et al., 2018). No corpo estriado, CB1R é expresso por interneurônios positivos para 

parvalbumina, enquanto no córtex cerebral, hipocampo e amígdala eles são 

predominantemente, mas não exclusivamente, expressos por interneurônios positivos para 

colecistoquinina (CCK); eles também podem ser expressos por neurônios glutamatérgicos (Hill 

et al., 2007; Kano et al., 2009). 

Os CB2Rs são expressos principalmente por células imunes na periferia, mas também 

por micróglia no cérebro (Onaivi et al., 2006; Lisboa et al., 2016; Mecha et al., 2016). No 

entanto, há evidências de expressão neuronal nos neurônios pós-sinápticos, onde sua ativação 

poderia hiperpolarizar as células e inibir a transmissão do sinal (Zhang et al., 2014; Stempel et 
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al., 2016) A sua expressão é muito inferior à do CB1 e pode ser aumentada por vários estímulos, 

incluindo infecções e doenças autoimune (Onaivi et al., 2006; Zhang et al., 2014; Stempel et 

al., 2016; Ishiguro et al., 2022). A sinalização disfuncional do eCB em situações estressantes 

pode contribuir para aumentar a excitabilidade neuronal e facilitar os efeitos inflamatórios do 

estresse nos circuitos neuronais.  

A relação entre eCB, estresse e sistema inflamatório tem sido extensamente 

estudada na área neuroimune. Vários estudos sustentam que os eCBs têm efeitos 

antiestresse em modelos animais, possivelmente devido às suas propriedades anti-

inflamatórias (Kasatkina et al., 2021). Por exemplo, o estresse subcrônico em 

camundongos levou a um aumento do perfil pró-inflamatório no córtex frontal, mas essa 

resposta foi atenuada pela ativação farmacológica ou superexpressão de receptores CB1 

ou CB2. Além disso, a superativação de células microgliais após a estimulação de LPS, 

juntamente com respostas ansiogênicas e condicionamento do medo sensibilizado após 

exposição repetida ao estresse em camundongos, foram reduzidas ou evitadas por um 

agonista CB1/CB2 não seletivo durante o estresse(Lisboa et al., 2018). Assim, os eCBs 

parecem atuar como um sistema tampão contra estressores, atenuando respostas 

comportamentais em situações estressantes e limitando a resposta inflamatória a 

diferentes estímulos (Lisboa et al., 2016). 

Há também evidências que apoiam uma interação entre os receptores 

canabinoides e a via TLR4 (para revisão, ver (Souza-Junior et al., 2022). Por exemplo, 

estudos mostram que a ativação de CB2 por 2-AG pode diminuir a sinalização de TLR4, 

sugerindo um mecanismo de proteção (Xiang et al., 2018). Além disso, a ativação de 

receptores canabinoides tem sido relatada em estudos in vitro para atenuar os efeitos 

inflamatórios da ativação de TLR4 (Lou et al., 2018; Espinosa-Riquer et al., 2019).  

3. HIPÓTESE  

As informações apresentadas anteriormente sugerem que durante a resposta a um 

estresse agudo, a ativação da via do receptor TLR4 no CPF resultaria na liberação de várias 

citocinas pró-inflamatórias, estando envolvida na gênese para alterações comportamentais 

ocasionadas pelo estresse. Ainda, que esse aumento da ativação do TLR4 poderia influenciar 

em componentes do sistema endocanbinoide. Dessa forma, neste trabalho testamos a hipótese 
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de que a inibição farmacológica da sinalização TLR4 com TAK-242 diretamente no CPFm de 

ratos submetidos a um estresse agudo atenuaria as consequências comportamentais e 

moleculares do estresse. Ainda, que tais efeitos poderiam ser, em parte, envolver a sinalização 

endocanabinoide.  
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4. Objetivos  

4.1 Objetivo geral 

Avaliar o envolvimento da via do receptor TLR4 no CPFm nas consequências comportamentais 

do estresse agudo e a possível participação da sinalização endocanabinoide local. 

4.2 Objetivos específicos  

• Avaliar as respostas comportamentais sugestivas de ansiedade e depressão em modelo 

animal ocasionadas pelo estresse agudo de restrição. 

• Avaliar se a inibição local da via do TLR4 no CPFm atenua os efeitos comportamentais do 

estresse, bem com alterações moleculares, na expressão de genes como TLR4, HMGB1, 

MYD88, IL-1β, CB-1, CB-2, FAAH, NAPE-PLD, MAGL, DAGL, PPARg. 

• Avaliar a expressão dos receptores TLR4 e canabinoides e moléculas envolvidas nessas 

vias de sinalização no CPF após exposição a estresse. 
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5. MATERIAIS E MÉTODOS  

5.1  Animais de experimentação 

Foram usados Ratos machos Wistar Hannover (adquiridos com 6-7 semanas de vida). 

Os animais foram alojados e divididos em três por gaiola e mantidos em biotério uma 

temperatura constante de 24 ± 2 ° C e um ciclo claro-escuro de 12 horas (6:00-18:00). Todos 

os animais tiveram comida e água ad libitum. Após chegarem, os animais passaram por um 

período de pelo menos uma semana de habituação no biotério do laboratório antes de iniciarem 

os procedimentos experimentais, quando os animais estavam entre 8-9 semanas de vida. Os 

procedimentos experimentais foram aprovados pelo comitê de ética da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas, sob número 21.1.539.60.3. 

5.2 Soluções e drogas  

Foi utilizada o (6R) -6- [N- (2-cloro-4-fluorofenil) sulfamoil] ciclohex-1-eno-1-

carboxilato de etil), Resatorvid (TAK-242, MedChemExpress), um inibidor seletivo de TLR4 

que funciona bloqueando seu domínio intracelular TIR (Toll / Receptor IL-1) sem afetar o 

docking extracelular com seu principal ligante, o lipopolissacarideo (LPS). Assim, o TAK-242 

inibe a sinalização intracelular do TLR4, impedindo a ligação às suas moléculas adaptadoras 

(Takashima et al., 2009). Foram utilizadas três doses de TAK-242 com base em dados da 

literatura (0,3, 3, 9 µg/0,2 µl) para administração bilateralmente no CPFm  PL (Tramullas et 

al., 2014; Hua et al., 2015; Wang et al., 2020). TAK-242 foi dissolvido em 100% DMSO. 

5.3  Cirurgia estereotáxica 

Os animais foram submetidos à cirurgia estereotaxia para implantação bilateral de 

cânulas no CPFm, porção prelímbica (PL), conforme previamente descrito por nosso grupo 

(Vila-Verde et al., 2016). Sete dias antes do início do experimento (sessão de estresse), os ratos 

foram anestesiados com ketamina+xilazina (80 e 7mg/kg, respectivamente), 

intraperitonealmente (i.p.) e após perderem o reflexo e tônus postural, foram fixados ao 

aparelho estereotáxico. Cada animal recebeu uma injeção intramuscular do antibiótico (0,27 

g/kg; Pentabiótico; Fort Dodge Brasil) e um anti-inflamatório não esteroidal (0,025 g/kg via 

Ip.; Banamine; Schering Plough, Brasil). Após anestesia local no couro cabeludo com lidocaína 

a 3%, no crânio foi feita uma incisão de aproximadamente 1 cm, a calota foi exposta e limpa 

para localização das coordenadas em que foram introduzidas as cânulas. Foram feitos dois furos 

com auxílio de uma broca na calota nas coordenadas da região de interesse, bem como um 

terceiro furo para colocar um parafuso que ajuda na fixação do capacete. As cânulas-guia de 
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aço inoxidável (9 mm) foram implantadas bilateralmente na porção PL do CPFm, usando o 

aparelho estereotáxico (Stoelting, Illinois, EUA). As coordenadas estereotáxicas para 

implantação da cânula no CPFm PL foram escolhidas com base no atlas do cérebro de rato 

Paxinos e Watson, (AP:+ 3,3 mm de Bregma, L: 1,9 mm; profundidade: 2,8 mm; ângulo: 22°) 

e de acordo com resultados prévios do nosso grupo de pesquisa. A posição da barra incisiva foi 

fixada em -2,5 mm. As cânulas foram fixadas ao crânio com cimento dentário e um parafuso 

de metal. 

Ao final da cirurgia, os animais foram acondicionados em uma gaiola com aquecimento, 

onde permaneceram sob observação por 30 minutos. Após esse período, os animais retornaram 

às suas gaiolas. Posteriormente, os animais foram submetidos ao protocolo experimental. A 

injeção intra-CPFm foi feita com auxílio de agulhas introduzidas bilateralmente através da 

cânula guia. Foi injetado volume fixo de 0,2 µl/lado, durante 20 segundos, usando micro-

seringa por uma bomba de infusão. 

5.4 Análise histológica dos sítios de administração de drogas 

Ao término dos experimentos comportamentais, os animais foram anestesiados e logo 

em seguidas submetidos a coleta de sangue e posterior perfusão, durante o processo de 

dissecação encefálica, foi realizado um corte coronal na região do CPF próximo as cânulas-

guias, para todos os animais foram feitas fotografias em alta resolução. Além disso, durante a 

padronização do processo cirúrgico, com auxílio de uma agulha dentária foi inserido 

bilateralmente na cânula guia de alguns animais 0,2 µl/lado o corante azul de metileno, e 

posteriormente esses animais foram perfundidos com salina isotônica, seguida por uma solução 

de formalina 10%. Os encéfalos foram removidos e imersos em uma solução de formalina 10%, 

a fim de serem seccionados em criostato (Cryocut 1800, -18°C) em espessura de 40 µm.  

5.5 Protocolo de estresse por restrição (ER) 

Inicialmente os animais foram submetidos ao protocolo de estresse de restrição (ER) em 

tubos metálicos (6,3 × 19,3 cm), com teto ajustável ventilado por orifícios, durante 3h em 

temperatura ambiente, de acordo com procedimento padronizado em nosso grupo de pesquisa 

(Vila-Verde et al., 2016). Considerando que o alojamento pós-estresse pode interferir nas 

mudanças comportamentais tardias do ER (Andrade and Guimarães, 2003), os animais 

permaneceram isolados após o estresse até o momento dos testes. Os animais naives também 

foram mantidos isolados, mimetizando a condição dos estressados. 
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5.6 Análise Comportamental  

5.6.1 Testes do campo aberto (TCA) 

O teste do campo aberto, foi realizado um dia antes do ER para avaliar a atividade 

locomotora basal dos animais e detectar possíveis diferenças pré-existentes, o que permite à 

randomização dos animais de acordo com os grupos experimentais. O aparato consiste em um 

cilindro de acrílico com formato redondo (diâmetro: 97 cm) circundado por parede acrílica 42 

cm de altura. Os animais foram colocados individualmente no centro do aparato através do qual 

o seu comportamento é gravado para posterior análise da distância total percorrida através do 

software ANYMAZE. 

5.6.2 Labirinto em cruz elevado (LCE) 

O labirinto em cruz elevado foi utilizado para avaliar o comportamento relacionado a 

ansiedade, na manhã seguinte após o término do protocolo de estresse. O LCE consiste em dois 

braços abertos opostos (34×6.5 cm) interceptados perpendicularmente por dois braços fechados 

(paredes de 15 cm de altura), de iguais dimensões às dos braços abertos. O labirinto é elevado 

50 cm do chão. Os ratos foram colocados individualmente no centro do labirinto, com a face 

voltada para um dos braços abertos, para livre exploração durante 5 min. O comportamento foi 

filmado e posteriormente avaliado com software Any-Maze (V. 4.5, Stoelting, IL, USA). Nesse 

teste, os seguintes parâmetros foram avaliados: a percentagem de entrada, tempo nos braços 

abertos, e o número de entradas nos braços fechados, como índice da atividade locomotora, 

índice de ansiedade e tempo no centro. A redução da exploração dos braços abertos sem 

alteração no número de entradas nos braços fechados e índice de atividade locomotora indica 

um comportamento do tipo ansiogênico (Komada et al., 2008). 

5.6.3 Teste do nado forçado (TNF) 

Foi realizado imediatamente após o término do LCE para avaliar a estratégia de 

enfrentamento (passiva ou ativa) dos animais durante a situação inescapável do nado, de forma 

similar ao que padronizamos recentemente no laboratório em animais Hannover (teste do 

campo aberto seguido do TNF). Após o teste no LCE, os animais foram colocados por 5 minutos 

em um tubo cilíndrico transparente (medidas: 30cm de diâmetro e 40cm de altura, com 30cm 

de água a temperatura controlada 23-25º C). A água do cilindro foi trocada entre cada animal 

para evitar que possíveis pistas olfativas interferissem na resposta comportamental exibida no 

teste. O comportamento foi gravado para análise posterior do tempo de imobilidade, natação e 
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escaladas (Can et al., 2012). Os comportamentos foram avaliados manualmente, mas com 

auxílio para registro do software Scoring, desenvolvido na Universidade de Aarhus, Dinamarca, 

de modo “cego” e randomizado.  

5.7 Coleta de material e análises 

5.7.1 Coleta de sangue  

Cerca de 20 minutos após o término das avaliações comportamentais (TCA; LCE; TNF), 

os animais receberam anestesia profunda para coleta do sangue da aorta abdominal. Em seguida, 

o sangue foi adicionado em tubos com EDTA para obtenção do plasma por centrifugação a 

2.500 rpm por 15 minutos. Posteriormente o plasma foi congelado para a determinação de níveis 

de corticosterona (CORT).  

5.7.2 Eutanásia e obtenção dos tecidos  

Concomitante a coleta de sangue, foi realizado o método de exsanguinação por punção 

cardíaca, que garantiu a morte do animal. Através de um cateter na crossa aórtica, os animais 

foram perfundidos sem fixação de tecido com 100 ml com PBS (tampão fosfato salino) 1X 

gelado. Após a perfusão, os encéfalos foram removidos da calota craniana, foi feito um corte 

coronal com auxílio de uma lâmina para verificar as posições das cânulas e dos sítios de 

injeções. Em seguida, o CPFm e o HIP foram dissecados, foram imediatamente congeladas em 

nitrogênio líquido e armazenados à -80ºC para análises posteriores (Western blotting e PCR em 

tempo real). 

5.8 Análises moleculares  

5.8.1 ELISA 

Os níveis de CORT plasmáticos foram avaliados usando um kit comercial 

(Corticosterona EIA ADI-901-097, Enzo Inc.) seguindo as instruções do fabricante. Os 

ensaios foram realizados em duplicata. As amostras foram descongeladas imediatamente antes 

do uso e mantidas em gelo. O fator de diluição utilizado foi de 1:40. 

5.8.2  PCR quantitativo em tempo real (qPCR) 

O RNA das amostras de CPF foi isolado através do método de Trizol, para avaliar a 

expressão de genes de interesse (TLR4, HMGB1, MYD88, IL-1β, CB-1, CB-2, FAAH, NAPE-

PLD, MAGL, DAGL, PPARg). A fita complementar de DNA (cDNA) foi sintetizada a partir 

de transcrição reversa utilizando kit High Capacity RT PCR (ThermoFisher) com 2 µg de RNA. 

As alterações nos níveis de mRNA foram determinadas pelo sistema de PCR em tempo real 

(Step One; ThermoFisher), usando o ensaio da expressão gênica qPCRBIO probe mix Hi-Rox 
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(Cat. N° PB20.22-05) e 50 ng de cDNA, de acordo com as instruções do fabricante. A 

quantificação relativa da expressão dos genes foi realizada empregando o método 2-∆∆CT, 

sendo representado como fold induction em relação aos animais controle.  

As sondas utilizadas foram: TLR4 (Rn00569848_m1), HMGB-1 (Rn02377062_g1), 

MYD88 (Rn01640049_m1), IL1-B (Rn00580432), CB-1 (Rn00562880_m1), CB-2 

(Rn01637601_m1), FAAH (Rn00577086_m1), NAPE-PLD (Rn01786262_m1), PPARg 

(Rn00440945_m1). MAGL (Rn00593287_m1) DAGL (Rn01454303_m1). 

5.9 Análise estatística 

Os parâmetros comportamentais considerados nas análises estatísticas foram: 

percentuais de entrada e tempo nos braços abertos, número de entradas nos braços fechados, 

distância total percorrida (LCE), tempo de imobilidade, natação e escalada (TNF). Outras 

variáveis analisadas foram alterações em parâmetros bioquímicos (corticosterona) e na 

expressão de genes (qPCR). Os grupos naive-veículo e estresse-veículo foram comparados por 

teste t de Student e, posteriormente, os grupos estressados foram comparados entre si (condição, 

tratamento), e analisados por One-way ANOVA, pós test Dunnett’s. O nível de significância 

assumido foi de p< 0,05. Todas as análises estatísticas foram realizadas usando GraphPad Prism 

9.00 for Windows (GraphPad Software, La Jolla, CA).  

5.10 Procedimentos experimentais  

5.10.1 Experimento 1.1: Avaliação das respostas comportamentais e moleculares 

após bloqueio de receptores TLR4 no CPFm de animais submetidos ao 

estresse de restrição agudo  

Neste experimento foram avaliadas as consequências da administração do TAK-242 e 

veículo no CPFm de animais submetidos ao estresse agudo. Sete dias após a cirurgia para 

implante de cânulas-guia, os animais foram submetidos ao TCA para avaliar possíveis 

diferenças na locomoção basal, através da distância total percorrida. No dia posterior um grupo 

de animais foi submetido ao estresse de restrição, conforme descrito na metodologia, enquanto 

os animais naives foram mantidos em suas caixas-moradia e apenas manipulados.  

Os animais receberam injeção local do inibidor de TLR4 (TAK-242) ou veículo (0,2 

μL) 10 minutos antes de serem submetidos ao estresse. O comportamento foi avaliado no dia 

seguinte no LCE, seguido do TNF, conforme descrito anteriormente. Logo após o término da 

avaliação comportamental, os animais ficaram 15 min em repouso e em seguida foram 
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anestesiados para a coleta de sangue. Após, os animais foram eutanasiados, os encéfalos 

coletados para visualização dos sítios de injeção no CPFm e, a seguir o CPF foi coletado, 

conforme descrito na metodologia. De acordo com a percentagem de erros na cirurgia, 

experimentos adicionais foram realizados para completar o tamanho amostral. 

Tabela 1: Grupos experimentais.  

 Experimento  Nº total de animais  

Tratamento NAIVE Veículo  13 

ESTRESSE Veículo  13 

ESTRESSE TAK-242 0,3 13 

ESTRESSE TAK-242 3,0 13 

ESTRESSE TAK-242 9,0 13 

 

 

Figura 2: Imagem representativa do delineamento experimental. Criado com auxílio da 

ferramenta BioRender.co 
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6. RESULTADOS  

6.1 Localização dos sítios de injeção 

No presente estudo, os sítios de injeção foram analisados com o auxílio do Atlas de 

Paxinos e Watson (2005) (fig. 3A) e identificados a partir de fotografias (fig. 3B). Incialmente, 

foi realizada a padronização da cirurgia para ajustes das coordenadas utilizadas. Os dados dos 

animais cujos sítios de injeção estavam corretamente posicionados no CPFm PL estão 

representados pelos pontos vermelhos; pontos em preto representam as injeções fora CPFm PL 

e estes dados foram excluídos das análises estatísticas.  

 

Figura 3: Figura-atlas da região de microinjeção no CPFm na porção pré-limbica, para verificar 

o alcance da agulha, com base no atlas Paxinos e Watson (2005). Para todos os animais foram 

feitas as fotografias da região.  
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6.2 Avaliação das respostas comportamentais e moleculares de animais submetidos ao 

estresse de restrição agudo após implantação de cânulas-guia direcionadas ao 

CPFm. 

Sete dias após a cirurgia para implante de cânulas-guia, todos animais foram submetidos 

ao TCA para avaliar possíveis diferenças na locomoção basal. Para avaliar a deambulação dos 

animais foi considerado somente à distância total percorrida de cada animal no teste. 

Inicialmente todos os animais foram considerados naives divididos em cinco grupos (fig. 4A). 

Ao analisar a distância total percorrida dos animais operados, não foram identificadas alterações 

na locomoção. Esses dados evidenciam a ausência de possíveis alterações na locomoção 

ocasionadas pela cirurgia.  

 

Figura 4: Animais submetidos ao TCA 24h antes do protocolo de ER para avaliar possíveis 

alterações na locomoção ocasionadas pelo processo cirúrgico. (A) Animais naives divididos em 

5 grupos pós cirúrgicos, considerando o média da distância total percorrida entre os grupos, e 

comparados entre si. (B) Reorganização dos grupos experimentais considerando animais de alta 

deambulação e baixa deambulação em todos os grupos experimentais (nesse momento ainda 

não há nenhum tratamento farmacológico).  
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Ao identificar a média da distância total percorrida de cada grupo e comparar as médias 

entre os grupos, e verificar que os valores estavam próximos (fig. 4A), foi possível identificar 

os animais que estavam abaixo da média, considerados de baixa deambulação e animais acima 

da média, considerados de alta deambulação, sendo possível reorganizá-los nos grupos 

experimentais que posteriormente receberiam as drogas (fig. 4B). Com isso, foi possível 

redistribuir os animais entre os grupos (naive-veículo, estresse-veículo, estresse-droga), 

reduzindo o viés de alteração na locomoção e, portanto, tornando os grupos experimentais mais 

homogêneos possíveis. 

6.2.1 Efeitos do ER e da modulação farmacológica na via do TLR4 CPFm-PL nos 

comportamentos avaliados no labirinto em cruz elevado . 

No LCE foram avaliados o percentual de entradas (%entrada) e tempo (%tempo) de 

permanência nos braços abertos (fig. 5A, B), número de entradas nos braços fechados (fig. 5C) 

e a distância total percorrida (fig. 5D). Inicialmente foi feita a comparação entre os grupos 

naive-veículo e estresse-veículo e não foram observadas diferenças significativas (teste t de 

Student, p>0,05). Quando avaliada a influência da administração das diferentes doses do TAK-

242 nos parâmetros mensurados no LCE também não foram observadas diferenças entre os 

grupos (%entradas e %tempo p>0,05). Não houve alteração no número de entradas nos braços 

fechados e distância total percorrida (p>0,05).  
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Figura 5: Avaliação dos efeitos do estresse de restrição (3 horas) em ratos machos Wistar 

Hannover submetidos ao tratamento na intra-porção pré-límbica do CPF com veículo ou 

TAK242 (inibidor da via do TLR4) e após 24 horas, testados no LCE. (A, B) Efeitos do estresse 

na % de tempo e entradas nos braços abertos, (C) Número de entradas nos braços fechados (D) 

Distância total percorrida. Os resultados foram expressos com a média ± EPM. N = 8-13 

animais/grupo. 

6.2.2 Efeitos do ER e da modulação farmacológica na via do TLR4 CPFm-PL nos 

comportamentos avaliados no teste do nado forçado. 

No TNF (fig. 6), foram avaliados o tempo de imobilidade (A), escalada (B) e nado (C). 

O grupo estresse apresentou aumento no tempo de imobilidade (t=2.854, df=16, p= 0.0115 teste 

t de Student; fig. 6A), diminuição no tempo de escalada (t= t=2.195, df=16, p= 0.0433 teste t 

de Student; fig. 6B) e natação (t=2.426, df=15, p= 0.0283 teste t de Student; fig. 6C) quando 

comparado ao grupo naíve.  

O tratamento com o TAK-242 nas doses 0,3 e 9,0 µg/0,2 µl diretamente CPFm PL foi 

capaz de prevenir o aumento do tempo de imobilidade induzido pela exposição ao estresse (F 

(3, 32) = 3.521, p=0.0446, p=0.0271 p<0,05 Dunnett’s). No parâmetro de escalada (fig. 6B), 

foi possível observar o efeito da droga, prevenindo a redução induzida pelo estresse (F (3, 30) 

= 2.253, p=0,0459 dose 9 µg/0,2 µl Dunnett’s). No tempo de nado houve uma tendência ao 

efeito das diferentes doses de TAK-242 em atenuar a redução induzida pelo estresse (p>0,05). 
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Figura 6: Avaliação dos efeitos do estresse de restrição (3 horas) em ratos machos wistar 

hannover submetidos ao tratamento intra-porção pré-límbica do CPF com veículo ou TAK242 

(inibidor da via do TLR4) após 24 horas, testados no TNF. A) Tempo de imobilidade. B) Tempo 

de escalada e C) Tempo de natação. *p<0,05 em relação ao respectivo controle (naïve vs 

estresse veículo: teste t de Student; Estresse veículo vs TAK242: pós-teste Dunnett’s). Os 

resultados foram expressos com a média ± EPM. N = 8-13 animais/grupo. 
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6.2.3 Efeitos do estresse agudo de restrição e da modulação farmacológica pelo TAK-

242 na ativação da via de sinalização do TLR4 no CPF. 

A fim de elucidar elementos da via de sinalização do TLR4, foi analisada a expressão 

dos seguintes genes: TLR4, MyD88, HMGB-1, IL1β . O ER foi capaz de aumentar de forma 

significativa os níveis da expressão gênica de TLR4 (fig. 7A) no CPF (t=2.653, df=17 p= 

0.0167). No entanto, não observamos diferenças significativas na expressão dos outros genes 

avaliados (fig. 7B, C, D; teste t de Student, p>0,05). Em relação ao efeito do TAK-242, foi 

possível observar uma prevenção do aumento na expressão de TLR4 induzida pelo estresse (fig. 

7A) nas doses de 0,3 e 3,0 µg/0,2 µl (F (3, 34) = 3.417, p= 0.0323, p=0.0197 p<0,05 Dunnett’s) 

quando comparado ao grupo estresse veículo, e uma tendência estatística na dose 9,0 µg/0,2 µl 

(p=0.0734). Além disso, o TAK-242 diminuiu a expressão de IL1β (fig. 7D) na dose de 0,3 

µg/0,2 µl (F (3,33) = 3.881, p=0.0220 p<0,05 Dunnett’s), quando comparada ao grupo estresse-

veículo. Não houve diferenças nos demais componentes da via do TLR4 (Myd88, HMGB-1) 

com as doses de TAK-242 utilizadas (p>0,05).  

 

 

Figura 7: Efeitos do estresse agudo de restrição e do TAK-242 (0,3; 3,0; 9,0 µg/0,2 µl) 

administrado no córtex pré-frontal de ratos na ativação da via de sinalização do receptor tool-

like 4 (TLR4). A) Expressão dos genes de TLR4, B) Expressão dos genes Myd88, C) Expressão 

dos genes HMGB-1, D) Expressão dos genes DA IL1-B. *p<0,05 em relação ao respectivo 

controle (naïve vs estresse veículo: teste t de Student; Estresse veículo vs TAK242: pós-teste 

Dunnett’s). Os resultados foram expressos com a média ± EPM. N = 8-11 animais/grupo. 

6.2.4 Efeitos do estresse agudo de restrição e da modulação farmacológica pelo TAK-

242 em componentes do sistema endocanabinoide. 
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Adicionalmente, foi avaliada a expressão gênica de componentes do sistema 

endocanabinoide, CB1, CB2, FAAH, NAPE-PLD, MAGL, DAGL, PPARg. Inicialmente foi 

feita a comparação entre os grupos naive-veículo e estresse-veículo e não observamos 

diferenças significativas (teste t de Student, p>0,05) na expressão dos genes avaliados (fig. 8). 

A seguir avaliamos a influência da administração das diferentes doses do TAK-242  e também 

não foram observadas diferenças significativas. 
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Figura 8: Efeitos do estresse agudo de restrição ou do TAK-242 (0,3; 3,0; 9,0 µg/0,2 µl) 

administrado no córtex pré-frontal medial-PL de ratos na expressão de componentes do sistema 

endocanabinoide. A) Expressão dos genes de CB-1 B) Expressão dos genes de CB-2. C) 

Expressão dos genes de PPARg D) Expressão dos genes FAAH, E) Expressão dos genes de 

NAPE-PLD F) Expressão dos genes DAGL, G) Expressão dos genes de MAGL. *p<0,05 em 

relação ao respectivo controle (naïve vs estresse veículo: teste t de Student; Estresse veículo vs 
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TAK242: pós-teste Dunnett’s). Os resultados foram expressos com a média ± EPM. N = 8-13 

animais/grupo. 

 

6.2.5 Efeitos do estresse agudo de restrição e da modulação farmacológica pelo TAK-

242 nos níveis plasmáticos de corticosterona. 

O ER foi capaz de aumentar os níveis plasmáticos de corticosterona (t=2.276, df=17 

p=0.0360), comparando grupo naive-veículo com estresse veículo (teste t de Student, p>0,05). 

A administração do TAK-242 (0,3; 3,0; 9,0 µg/0,2 µl) foi capaz de prevenir o aumento dos 

níveis de corticosterona induzido pelo estresse (F (3, 34) = 3.714, p=0.0171, p=0.0310, 

p=0.0325 p<0,05 Dunnett’s). 

 

Figura 9: O ER levou a um aumento significativo de corticosterona plasmática, o que não 

observado ns grupos que receberam diferentes doses do TAK-242. Os resultados foram 

expressos com a média ± EPM. N = 8-11/grupo. *p<0,05. 
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7. DISCUSSÃO 

O presente estudo investigou o possível envolvimento da sinalização TLR4 no CPFm, 

porção pré-límbica, na resposta ao estresse em ratos Wistar Hannover, incluindo mudanças 

comportamentais relacionadas a transtornos psiquiátricos, e se poderiam envolver a modulação 

do sistema eCB local. Em nossos achados, o estresse de restrição (ER) agudo foi capaz de 

promover alterações comportamentais significativas no TNF, com aumento no tempo de 

imobilidade, diminuição no tempo de escalada e natação. Curiosamente, não observamos 

alterações nas respostas comportamentais desses animais quando submetidos ao LCE, o que 

difere dos aspectos comportamentais ansiogênicos descritos anteriormente por nosso grupo em 

ratos Wistar submetidos ao mesmo protocolo de estresse (Vila-Verde et al., 2016).  

Uma possível explicação para ausência de modulação comportamental no LCE 

ocasionadas pelo ER pode estar relacionada a linhagem animal empregada, em que o protocolo 

de ER empregado não foi um estressor suficientemente intenso para induzir alterações 

comportamentais ansiogênicas no paradigma do LCE nos Wistar Hannover, contrastando com 

a resposta em Wistar (Padovan and Guimarães, 2000; Walf and Frye, 2007; Vila-Verde et al., 

2016; Figueiredo Cerqueira et al., 2023). Várias linhagens de ratos mostram diferenças 

marcantes em testes de emocionalidade, o que pode afetar os resultados do teste (Liebsch et al., 

1998; Bonuti and Morato, 2022).  

Por exemplo, algumas linhagens podem ser mais propensas a demonstrar 

comportamentos de ansiedade ou depressão em determinadas situações, enquanto outras podem 

apresentar respostas diferentes (Liebsch et al., 1998). Além disso, existem vários outros fatores 

que podem modular a resposta de ansiedade em animais, como hormônios, neurotransmissores 

e fatores ambientais. Pode ser que a interação desses fatores com o estresse de restrição de 3 

horas de duração, com efeitos avaliados 24 horas depois, tenha influenciado a resposta 

comportamental, resultando na ausência de um efeito ansiogênico observável em decorrência 

de uma resposta adaptativa (Figueiredo Cerqueira et al., 2023). 

As alterações observadas no TNF são corroboradas pelo descrito na literatura, que ratos 

submetidos ao TNF normalmente possuem imobilidade maior após sessões de estresse agudo 

de restrição em ratos Wistar (Bernal-Morales et al., 2009; Suvrathan et al., 2010). É interessante 

destacar que a pesquisa em modelos animais desempenha um papel crucial no avanço da 

compreensão dos mecanismos e hipóteses subjacentes ao TDM e o desenvolvimento de 
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métodos confiáveis para avaliar comportamentos depressivos são de extrema importância na 

pesquisa translacional.  

Neste sentido, o TNF é amplamente utilizado para avaliar comportamentos do tipo-

depressivo em animais, apresentando uma boa validade preditiva, sendo considerado um dos 

principais paradigmas comportamentais nesse campo (Porsolt et al., 1977; Cryan and Holmes, 

2005; Slattery and Cryan, 2012), embora existam críticas em relação à interpretação do 

comportamento avaliado (Commons et al., 2017). Sendo assim, é possível inferir que o ER, 

desencadeou alterações nas respostas fisiológicas e comportamentais da linhagem de animais 

utilizada, evidenciado pelo aumento na imobilidade, bem como redução nos comportamentos 

ativos de natação e escalada, no TNF. Essas alterações possivelmente são influenciadas pela 

alteração no eixo HPA ocasionado pelo estresse agudo, podendo ser explicadas como 

desadaptativas, em decorrência da aversividade ocasionada pelo TNF (Bogdanova et al., 2013; 

De Kloet and Molendijk, 2016).  

O eixo HPA desempenha um papel central na resposta ao estresse, envolvendo a 

liberação de hormônios do estresse, como o cortisol em humanos e corticosterona em animais. 

Vale salientar, que os estressores agudos ativam estruturas límbicas no tronco cerebral e/ou 

prosencéfalo. Dessa forma, o tronco cerebral é capaz de desencadear respostas rápidas do eixo 

HPA e SNA por meio de projeções diretas para neurônios hipofisiotróficos no PVN ou para 

neurônios autonômicos pré-ganglionares (responsáveis pela resposta ao estresse) (Ulrich-Lai 

and Herman, 2009). Em condições normais, o eixo HPA regula e modula o equilíbrio 

imunológico através dos glicocorticoides. No entanto, eventos estressantes podem levar à 

hiperatividade do eixo HPA e desencadear aumento da resposta imunológica central e periférica 

(para revisão ver (Souza-Junior et al., 2022). 

Evidências indicam que o estresse agudo, como 3 h de restrição, pode induzir um 

aumento na corticosterona, resultando em aumento da neurogênese no giro denteado de ratos 

(Kirby et al., 2013). Vale ressaltar que durante a neurogênese no giro denteado, a corticosterona 

induzida pelo estresse ativa a micróglia para manter a homeostase da neurogênese no 

hipocampo, ao modularem a proliferação e sobrevivência neuronial (Aarum et al., 2003). A 

ativação de receptores de glicocorticoides no hipocampo medeia a ativação microglial, 

resultando em neuroinflamação do hipocampo e comportamentos do tipo depressivo em ratos 

(Feng, X. et al., 2019). 
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Estudos utilizando modelos animais têm demonstrado que a ativação microglial está 

associada a comportamentos do tipo depressivo, como a redução da atividade locomotora, 

anedonia e desamparo aprendido, frente a estressores agudos (Wang, Y.-L. et al., 2018; Afridi 

and Suk, 2023). Evidências mostram que a exposição a estressores agudos em animais de 

laboratório induzem a expressão de moléculas da via TLR4 em áreas cerebrais relacionadas a 

distúrbios neuropsiquiátricos, particularmente no CPFm, apoiando um papel essencial para 

TLR4 em transtornos do humor (Gárate, Garcia-Bueno B Fau - Madrigal, et al.). Dessa forma, 

podemos sugerir, que as alterações comportamentais ocasionadas pelo ER no TNF também 

podem estar associadas em partes ao aumento da expressão e ativação dos receptores TLR4 no 

CPF, mediada pela ligação de DAMPs, moléculas endógenas descritas como “alarminas”, como 

HMBG-1 e/ou proteínas de choque térmico, liberadas em durante a situação de estresse (Antón 

et al., 2017; Quave et al., 2021; Shirayama et al., 2022).  

Além disso, o aumento nos níveis plasmáticos de corticosterona observados nos animais 

submetidos ao ER também pode estar envolvido nas alterações comportamentais observadas, 

uma vez que a ativação da sinalização do TLR4 é capaz de estimular o eixo HPA (Báez and 

Volosin, 1994; Vargas-López et al., 2015). Como evidenciado, a interrupção da função normal 

do eixo HPA é descrita em diversos transtornos neuropsiquiátricos. Normalmente o estresse 

agudo promove respostas neurocomportamentais necessárias que melhoram as chances de 

sobrevivência em ambientes desafiadores (De Kloet and Molendijk, 2016). No entanto, o 

comprometimento nas respostas normais e adaptativas ao estresse indicam falha subjacentes no 

sistema neuroendócrino, que regula o processo de reatividade ao estresse (De Kloet and 

Molendijk, 2016). Além do aumento de corticosterona, uma única exposição ao ER também é 

capaz de alterar a homeostase do glutamato, aumentando a concentração extracelular desse 

aminoácido excitatório em diversas estruturas límbicas, inclusive no CPF (Moghaddam, 1993; 

Amat et al., 2005). Durante situações de aumento da sinalização neuroimune esse processo 

também é alterado, desencadeando neurotoxicidade do glutamato e subsequente morte neuronal 

(Varodayan et al., 2018).  

Outros achados de nosso estudo evidenciaram aumento na expressão gênica de TLR4 

neste protocolo de estresse. Estes dados vão de acordo com dados da literatura que mostram 

que 2 horas de exposição ao ER já é capaz de aumentar a expressão gênica de TLR4 (Gárate et 

al., 2014). O antagonismo com TAK-242, nas doses de 0,3 e 3,0 µg/0,2 µl, também promoveu 

redução na expressão gênica dos níveis de TLR4 no CPF, evidenciando a participação do TLR4 

como importante fator regulador na resposta fisiológica ao estresse. Embora em nosso estudo 
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não tenha sido observado um aumento significativo nos níveis do mRNA de HMGB-1 24h após 

o ER, as respostas inflamatórias do estresse provavelmente já estavam sendo mediadas pela 

ativação do NF-κb e síntese de citocinas inflamatórias (Wang, B. et al., 2018). 

A modulação farmacológica da via TLR4 pela administração de TAK-242 (0,3 e 9,0 

µg/0,2 µl) no mPFC-PL foi capaz de prevenir as alterações comportamentais observadas no 

TNF 24h após o ER. Além disso, a maior dose também aumentou de forma significativa o 

tempo de escalada, evidenciando uma modulação na resposta de comportamento ativo durante 

o TNF. Interessantemente, o tratamento com antidepressivos que interferem com a 

neurotransmissão da norepinefrina aumenta seletivamente a escalada no TNF, enquanto drogas 

que influenciam a neurotransmissão da serotonina melhoram o comportamento de natação 

(Detke et al., 1995; Du et al., 2020). Esses achados podem dar indícios sobre vias de 

neurotransmissores que são influenciadas pela inibição do TLR4 no CPFm-PL. 

Outros efeitos descritos do TAK-242 em modelos comportamentais de depressão 

também já foram associados a moléculas envolvidas com a resposta ao estresse e efeitos 

antidepressivos. Por exemplo, a infusão aguda de TAK-242 na dose de 10 µg/0,2 µl no 

ventrículo cerebral induziu efeito do tipo-antidepressivo no modelo de desamparo aprendido 

em ratos. Neste trabalho, os efeitos antidepressivos do antagonista TAK-242 envolvem a 

sinalização BDNF-TrkB e a ativação do receptor AMPA (Shirayama et al., 2022). 

Em estudos utilizando o modelo de estresse crônico imprevisível (CUMS), o TAK-242 

administrado de forma aguda de forma intraperitoneal restaurou a preferência por sacarose e 

melhorou comportamentos relacionados à depressão (Fu et al., 2019). Além disso, o tratamento 

com TAK-242 reduziu comportamentos de desamparo e a expressão de TNF-α no hipocampo 

em resposta ao estresse de derrota social crônica (CSDS) (Fu et al., 2019; Shirayama et al., 

2022). O tratamento crônico com TAK-242 também reverteu o comportamento do tipo 

depressivo induzido por CUMS em camundongos C57bl/6 e ob/ob (camundongo mutante para 

o gene da leptina), revertendo o aumento de TNF-α, IL-6 e IL-1β no hipocampo e no córtex 

frontal (Wang, Yihe et al., 2018). Além disso, o TAK-242 também preveniu mediadores 

inflamatórios e oxidativos induzidos por estresse de restrição aguda (NF-κB, COX-2, IL-1β) no 

córtex frontal do cérebro de ratos (Gárate et al., 2014). O bloqueio do TLR4 pelo TAK-242, e 

nocaute do TLR4, respectivamente, reduziram o tempo de imobilidade dos camundongos no 

teste de natação forçada, mas não o comportamento de esquiva social ou ansiedade induzido 

por estresse crônico de derrota social (Zhang et al., 2020). Por fim, além dos modelos de 
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estresse, o TAK-242 também reverteu alterações comportamentais e o aumento de TNF-α no 

hipocampo após a administração intracerebroventricular das formas reduzidas de HMGB 

(dissulfeto HMGB1 - ds-HMGB1 - e HMGB1 totalmente reduzido - fr-HMGB1) (Lian et al., 

2017). Esses resultados sugerem que a modulação do receptor TLR4 com o TAK-242 pode ter 

efeitos antidepressivos através da modulação de mediadores inflamatórios. 

O aumento de citocinas pro-inflamatórias em decorrência de um estimulo agudo no CPF 

está relacionada ao aumento da atividade do HPA e à produção elevada de corticosterona. Por 

outro lado, a redução da inflamação no CPF, seja por meio de intervenções farmacológicas ou 

modificações no ambiente, tem mostrado a capacidade de normalizar a atividade do HPA e 

reduzir a produção de corticosterona. Esses achados sugerem que a inflamação no PFC 

desempenha um papel importante na regulação do eixo HPA e na produção de corticosterona, 

fornecendo insights sobre as interações entre inflamação, estresse e regulação hormonal no 

cérebro (Herman et al., 2016; Liu et al., 2017). Em nosso estudo todas as doses do TAK-242, 

foram capazes de prevenir o aumento de corticosterona plasmática frente a situação de estresse. 

Esses dados sugerem que níveis elevados de corticosterona, produzidos pela exposição ao 

estresse, podem sensibilizar o microambiente neuroimune pela suprarregulação da expressão 

de TLR4 em células imunes inatas do SNC (Weber et al., 2013; Frank et al., 2016).  

Interessantemente, a dose de 0,3 µg/0,2 do TAK-242 foi capaz de diminuir os níveis do 

RNAm da IL1-β. Tal redução pode ser porque ao bloquear TLR4, há menor ativação de NF-kb 

e, consequentemente, de produção do RNAm da pro-Il-1β, ou pela ação da corticosterona 

plasmática induzida pelo estresse, que é capaz de induzir a transcrição de NLRP3 através da 

atividade em TLR4 via 'alarminas' endógenas, como HMGB-1. (Busillo et al., 2011; Frank et 

al., 2016). De modo geral, o desencadeamento da cascata de sinalização intracelular da via do 

TLR4 leva à produção de citocinas pró-inflamatórias, incluindo IL-1β, IL-6 e TNF-α. Essas 

citocinas podem desempenhar um papel crucial na disfunção neuronal e na regulação dos 

processos neurobiológicos associados à depressão e à ansiedade. Além disso, estudos têm 

sugerido a interação entre o TLR4 e outras vias neurobiológicas, como o sistema serotonérgico 

e o eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA), que podem contribuir para a interconexão entre a 

inflamação e os distúrbios psiquiátricos (Liu et al., 2014). 

Além disso, nem o estresse nem a modulação farmacológica com TAK-242 afetou a 

expressão de MyD88, o que pode ser em decorrência da ativação de outras vias de transdução 

de sinal independentes de TLR-4/MyD88, como a via dependente de TRIF, que também possam 
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ser ativadas por estresse (Woo et al., 2012; Muralidharan and Mandrekar, 2013; Muralidharan 

et al., 2018). Finalmente, uma interpretação plausível é que as vias TLR4 podem ter sido 

preparadas para ativação, mas não são realmente ativas nessas condições (Gárate et al., 2014; 

Kawasaki, Takumi and Kawai, Taro, 2014). 

A presença de sinalização eCB em núcleos sensíveis ao estresse, como estruturas 

hipotalâmicas e límbicas (amígdala, hipocampo e CPF) sugere que ela desempenha um papel 

essencial na regulação dos efeitos neuroendócrinos e comportamentais do estresse. A amígdala 

é uma das principais estruturas límbicas envolvidas na ativação do eixo HPA em resposta a 

estímulos estressantes. Em contraste, o hipocampo e o CPF foram identificados como inibidores 

do eixo HPA e também estão envolvidos no feedback negativo mediado por 

glicocorticoides. Consequentemente, a sinalização adequada do eCB no sistema límbico é 

essencial para mitigar as consequências de situações estressantes aversivas, conforme 

amplamente relatado (Lisboa et al., 2017). 

A exposição ao estresse afeta o sistema eCB no cérebro. Por exemplo, o estresse agudo 

ou homotípico crônico ativo a FAAH e reduz os níveis de AEA; em contraste, os níveis de 2-

AG são aumentados. O estresse homotípico repetido potencializa esses efeitos nos níveis de 

eCB e reduz a expressão de CB1 na maioria das áreas do cérebro, como hipocampo e amígdala, 

enquanto aumenta no CPF (Patel and Hillard, 2008). 

Apesar da ausência de diferença estatística na expressão gênica de componentes do 

sistema eCB, a exposição ao estresse é capaz de afetar esse sistema em regiões encefálicas. 

Como descrito, há uma interação entre os receptores canabinoides e a via TLR4. Em que, 

a ativação de CB2 por 2-AG pode diminuir a sinalização de TLR4, sugerindo um 

mecanismo de proteção (Xiang et al., 2018), assim como estressores agudos ou crônicos 

que são capazes de reduzir níveis de AEA e aumentar os 2-AG (Deroon-Cassini et al., 2020). 

Além disso, a ativação de receptores canabinoides tem sido relatada em estudos in vitro 

para atenuar os efeitos inflamatórios da ativação de TLR4 (Lou et al., 2018; Espinosa-

Riquer et al., 2019). Essas evidências, demostram que sinalização disfuncional dos eCB em 

situações estressantes e pode contribuir para aumentar a excitabilidade neuronal e facilitar os 

efeitos inflamatórios do estresse nos circuitos neuronais.  
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Ademais, a elucidação dos mecanismos pelos quais os DAMPs liberados em situações 

de estresse agudo, que podem ativar a via de sinalização do TLR4 no SNC, precisa ser melhor 

investigada, assim como o envolvimento do sistema endocanabinoide nesse processo 

Vale salientar, que dados prévios do nosso grupo de pesquisa, concomitante com dados 

disponíveis na literatura acadêmica evidenciam que os efeitos do DMSO em altas concentrações 

diretamente no cérebro, não são capazes de ocasionar alterações comportamentais (Blevins et 

al., 2002). É importante destacar que, apesar das alterações ocasionadas pelo estresse e dos 

efeitos do TAK-242, algumas limitações do estudo precisam ser destacadas, como padronização 

de um único ponto de corticosterona, sendo que, evidências que aumento nos níveis de 

corticosterona plasmática também pode ocorrer após exposição a uma única sessão no TNF 

(Bogdanova et al., 2013). Com isso, estudos adicionais precisam ser realizados para melhor 

elucidar esses efeitos.  

.  
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8. CONCLUSÃO  

Em suma, os dados sugerem que uma única exposição ao ER é capaz de promover 

alterações no sistema neuroimunológico no CPFm por meio da ativação da via do TLR4, 

desencadeando mudanças no fenótipo comportamental, que também podem ter sido 

influenciadas pelo aumento da corticosterona plasmática e pelo aumento da expressão de 

mRNA de TLR4 no CPF de ratos. O uso de TAK-242, que interfere na via de sinalização TLR-

4, evidenciou que a modulação farmacológica desta via no CPFm PL é capaz de prevenir as 

alterações comportamentais ocasionadas pelo estresse, assim como a diminuição dos níveis de 

corticosterona plasmática, expressão de mRNA de TLR4 e IL1-B. Portanto, a modulação do 

TLR4 é um alvo interessante para entender as doenças neuropsiquiátricas caracterizadas por 

um processo neuroinflamatório. Apesar da ausência de efeitos significativos na expressão de 

genes de componentes do sistema endocanabinoide, estudos adicionais precisam ser realizados 

para melhor elucidar envolvimento desse sistema nesse processo. 
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