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RESUMO

Souja-Junior, F. J. C. Avaliacdo das consequéncias comportamentais da administracdo de
um inibidor da via do TLR4 no cortex pré-frontal medial ap6s exposicdo ao estresse e
possivel envolvimento do sistema endocanabinoide. 2023. 126 f. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeiréo Preto, 2023.

O estresse € definido como qualquer estimulo que apresente um desequilibrio & homeostasia,
sendo uma ameagca real ou percebida ao bem-estar de um organismo. DisfuncGes do sistema
imunoldgico podem ser desencadeadas devido a exposicdo ao estresse, tendo a participacédo de
diversos mediadores inflamatdrios, incluindo enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), o
fator nuclear kappa B (NFxB), e o receptor do tipo toll-4 (TLR4), em areas encefélicas, como o
cortex pré-frontal medial (CPFm). O receptor TLR4, presente em células do sistema imune inato,
como macrofagos e microglia, parece estar envolvido no fendtipo pro-inflamatorio apos estresse,
particularmente no CPF. Entretanto, seu envolvimento local no CPFm para modulacdo da
resposta comportamental frente ao estresse ainda precisa ser elucidado. Além disso, outro sistema
que sofre influéncia do estresse, presente tanto no sistema nervoso central quanto em células do
sistema imune, é o sistema endocanabinoide (eCB). Tendo em vista 0s mecanismos
fisiopatolégicos ocasionados pelo estresse, 0 objetivo do projeto é avaliar o envolvimento da via
do receptor TLR4 no CPFm nas consequéncias comportamentais do estresse agudo e a possivel
participacdo da sinalizacdo endocanabinoide. Para isso, avaliamos as respostas comportamentais
de animais submetidos ao estresse de restricdo agudo, com canulas-guia direcionadas ao CPFm.
Sete dias ap6s a recuperacao da cirurgia, 0os animas foram submetidos ao Teste do Campo Aberto
(TCA), para avaliar possiveis alteracbes motoras ocasionadas pelo estresse da cirurgia ou durante
0 periodo de recuperacdo. Vinte e quatro horas apds a avaliacdo do comportamental basal, os
animais receberam injecdo local do veiculo (DMSO 100%) ou do inibidor de TLR4 (TAK-242),
10 minutos antes de serem submetidos ao protocolo de estresse de restricdo (ER). Depois da
sessdo de estresse, os ratos foram alocados individualmente em caixas-moradia, assim como o
grupo naive. ApGs 24 horas os animais foram submetidos aos testes LCE e TNF, e ao final da
avaliacdo comportamental foram coletadas amostras de sangue e tecidos cerebrais. Em nossos
achados 0 ER aumentou o tempo de imobilidade TNF, aumentou os niveis plasmaticos de
corticosterona e induziu a expressdo génica de TLR4 no CPFm. Além disso, a modulagao
farmacologica com TAK-242 em diferentes doses preveniu os efeitos do ER. Em suma, os dados
sugerem que uma unica exposicdo ao ER é capaz de promover alteracbes no sistema
neuroimunologico no CPFm por meio da ativagéo da via do TLR4, desencadeando mudancas no
fenotipo comportamental, que também podem ter sido influenciadas pelo aumento da
corticosterona plasmatica.

Palavras-chave: TLR4, Estresse, Sistema endocanabinoide, Antidepressivo, Ansiolitico,
TAK-242, Neuroimune.
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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 Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Ribeiréo 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 (NFxB), 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 naive, 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. INTRODUCAO

A resposta fisioldgica ao estresse € um processo adaptativo que prepara 0 organismo
para lidar com estressores internos ou externos. No entanto, a exposic¢ao prolongada, intensa ou
repetida a estressores pode resultar em uma resposta desadaptativa que pode prejudicar fungoes
previstas na fisiologia saudavel do organismo. Essa resposta desadaptativa pode ser um fator
desencadeante ou agravante de uma serie de doencas no sistema nervoso central (SNC) e
periférico (SNP), incluindo depressdo, ansiedade, comprometimento cognitivo e doencas
cardiacas (Calcia et al., 2016; Ketchesin et al., 2017).

A exposigéo aguda ou cronica a diversos estressores psicossociais em modelos animais,
por exemplo, pode promover alteragbes morfologicas e neuroplasticas no cérebro,
principalmente em &reas limbicas (Castrén and Hen, 2013; Radley et al., 2015) profunda
remodelacdo da arquitetura neuronal, particularmente na amigdala, hipocampo e cortex pre-
frontal (CPF). Dentre essas regides cerebrais, o cortex pré-frontal medial (CPFm) possui
responsividade aumentada ao estresse e tem demonstrado sofrer alteracGes significativas em
sua morfologia e funcdo apds estresse agudo (Treccani et al., 2014) e crénico (Mcewen, 2000;
Radley et al., 2006).

Além disso, diversos estudos demonstram que a exposicao ao estresse agudo intenso ou
cronico induz a ativacdo de processos pro-inflamatérios pela micréglia, célula de defesa do
SNC, em diversas areas 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 sdo responsivas
tanto a estimulos ndo patogénicos quanto patogénicos, portanto, suas a¢fes variam desde a
manutencdo da homeostasia até quadros de neuroinflamacéo, dependendo do tipo, intensidade
e duracdo do estimulo (Wake and Fields, 2011; Arcuri et al., 2017). Como sensores do ambiente
circundante, a micrdglia é altamente responsiva as perturbacoes locais, e essas perturbagdes
podem conduzir a diferentes estados reativos por meio de mudancgas morfoldgicas e funcionais
(Catale et al., 2020).

A exposicdo ao estresse também induz alteracGes em outras moléculas associadas a resposta
imune no cérebro, particularmente no CPF, como o0 aumento da expressao das enzimas iNOS
e COX-2 (ciclooxigenase 2), o fator de transcricdo NFxB e receptores do tipo Toll (TLRS),
como o TLR4 (Gérate, Garcia-Bueno B Fau - Madrigal, et al.; Garate, Iciar et al., 2013; Liu et
al., 2014; Mouihate and Mehdawi, 2016; Li et al., 2021). O TLR4 é um receptor de

reconhecimento de padrdes (PRR) expresso na membrana, principalmente por células imunes
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inatas, como na micréglia no cérebro (Li et al., 2021). Como um PRR, o0 TLR4 pode detectar
padrGes moleculares associados a patégenos (PAMPS), como lipopolissacarideo (LPS) e
padrdes moleculares associados a danos (DAMPS), como proteinas de choque térmico (HSP)
e proteina do grupo 1 de mobilidade alta (HMGB1) (Franklin et al., 2018).

A ativacdo do TLR4 depende do correceptor MD-2 (fator de diferenciacdo mieloide 2)
e do recrutamento de proteinas adaptadoras, como o fator de diferenciacdo mieloide 88
(MyD88). Esse processo desencadeia a ativacdo da via intracelular canénica do NFxB, que
culmina na fosforilagcdo pelo complexo multi-subunidade IkB quinase (IKK) de IxkB (p65),
promovendo a sua degradacdo via proteossoma e permitindo a translocacdo de NFxB
(dimeros:p50/RelA ou p50/c-Rel) para o ncleo. Esse fator de transcrigdo, ao se ligar na regiao
promotora, promove a expressdo de diversos genes pro-inflamatoérios, como COX-2, iNOS, IL-
1B (interleucina 1), IL-6 (interleucina 6), e TNF-a (fator de necrose tumoral o) (Garcia Bueno
etal., 2016).

Além do seu papel fisioldgico na imunidade inata, os receptores TLRs podem promover
efeitos deletérios. A superativacdo de TLRs expressos em diferentes tipos de células do sistema
imune pode levar a interrupcdo da homeostase imunolégica e, assim, aumentar o risco de
doencas inflamatorias e distarbios autoimunes (El-Zayat et al., 2019), incluindo processos
neurodegenerativos envolvendo TLR4 (Garcia Bueno et al., 2016). Além disso, evidéncias
sugerem o envolvimento desse receptor em transtornos psiquiatricos, como por exemplo, o
aumento da expressdo de TLR4 foi observado no CPF dorsolateral de individuos depressivos
gue cometeram suicidio (Pandey et al., 2014). Ja a inibicdo farmacoldgica da via TLR4 pela
administracdo sistémica de TAK-242 demonstrou reduzir a neuroinflamacéo no CPF de ratos

expostos ao estresse de restricdo agudo (Garate et al., 2014).

No entanto, o possivel envolvimento de receptores TLR4 no CPF como mediadores
diretos das consequéncias comportamentais do estresse ainda ndo havia sido investigado.Além
dos receptores TLR4, diversos estudos demonstram que o sistema endocanabinoide (eCB)
também sofre influéncia do estresse (Hill and Gorzalka, 2004; Viveros et al., 2005). Evidéncias
apontam que a ativagédo de TLRs, como TLR4 e TLR2 em modelos in vivo e in vitro por desafio
com LPS, aumenta os niveis de eCBs, principalmente o 2-araquidonilglicerol (2-AG),
possivelmente para atenuar a resposta inflamatoria e reduzir danos subsequentes. Considerando
que essa molécula se comporta como um quimioatraente, os niveis 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 liberagdo de glutamato, que por meio de receptores NMDA aumenta
a atividade neuronial. A ativacdo de NMDA e de receptores metabotropicos do tipo mGlu5 pelo
glutamato resultam em aumento de calcio intracelular no terminal pos-sinaptico, culminando
com ativacdo de enzimas de sintese de eCBs, levando a sua producéo e liberacéo pelo terminal
pos-sinaptico na fenda sinéptica (Lisboa et al., 2017). Os receptores canabinoides (CB1 e CB2)
s8o 0s principais receptores para 0s eCBs, enquanto a anandamida (AEA) e o 2-AG s&o os dois
principais eCBs (Matsuda et al., 1990; Herkenham et al., 1991; Devane et al., 1992; Sugiura et
al., 1995). Os eCBs sdo considerados neurotransmissores atipicos, pois sao sintetizados sob
demanda e ndo sdo armazenados em vesiculas. Eles agem de forma retrdgrada, controlando a
liberacdo de varios neurotransmissores, como GABA e glutamato (Zou and Kumar, 2018;
Lisboa et al., 2019).

Vaérios trabalhos, inclusive do nosso grupo de pesquisa, demonstraram que a Vvia
sinalizagdo eCB no CPFm tem importante papel na regulagéo das respostas relacionadas ao
estresse e ansiedade através do controle do eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA) (Lisboa
etal., 2017). (Hill et al., 2010). A presenca de receptores CB1 em circuitos corticolimbicos que
regulam o eixo HPA, as propriedades antiestresse do uso de cannabis e vérias outras evidéncias,
inclusive de modelos animais, apoiam o envolvimento da sinalizacdo eCB na inibicdo da
resposta ao estresse (Hill and Mcewen, 2010; Lisboa et al., 2018). Além disso, a presenca do
sistema eCB, principalmente os receptores CB2, nas células imunes, especialmente nas células
da microglia, e o envolvimento deste sistema na modulagdo neuroimune fortalecem a ideia de
que os efeitos dos eCBs na modulacdo de respostas comportamentais poderiam envolver a

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

De fato, a ativacdo do sistema eCB modula respostas inflamatorias desencadeadas pelo
estresse. O tratamento com agonista do receptor CB1 e CB2 atenuou neuroinflamacéo no CPF
induzida pelo estresse repetido em camundongos (Zoppi et al., 2011; Zoppi et al., 2014). Ainda,
um estudo do nosso grupo mostrou que administracdo de um agonista CB1/CB2 reduziu a
ativacdo da resposta neuroimune e as consequéncias comportamentais, reducao da ansiedade e
do medo condicionado tardio, em animais submetido ao estresse de derrota social (Lisboa et
al., 2018).

A neuroinflamacdo tem sido implicada na neurobiologia dos disturbios
neuropsiquiatricos (Dunn et al., 2020). Varios alvos estdo envolvidos nas respostas
neuroinflamatdrias, incluindo alguns induzidos pela exposicdo ao estresse, como TLR4 e a

sinalizacdo eCB. No entanto, poucos estudos avaliaram a interacdo entre esses sistemas na
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regulacdo da neuroinflamacdo e mudancas de comportamento apés o estresse (Wang, Y. et al.,
2018; Zhang et al., 2022). Considerando que a resposta induzida pelo estresse é altamente
coordenada, com liberacao de mediadores que a favorecem e de outros que facilitam a resolucéo
do processo, o desequilibrio nesta resposta fina pode resultar em favorecimento de um ou outro
sistema. Enquanto a reducdo da sinalizagéo eCB frente a situa¢oes de estresse poderia facilitar
os efeitos inflamatorios do estresse, a inibigdo dos efeitos inflamatdrios poderia facilitar a

adaptacdo ao estresse, por favorecer a sinalizacdo eCB.

Desta forma, os possiveis efeitos benéficos da inibicao da sinalizacdo TLR4 no estresse
poderiam ser, em parte, por facilitacdo da sinalizacdo eCB. Com isso, 0 presente trabalho teve
como segundo objetivo investigar se a possivel participacdo da via de sinalizacdo do TLR4 no
CPF nas consequéncias comportamentais e neuroinflamatorias induzidas pelo estresse tem

envolvimento do sistema eCB.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Estresse, uma resposta fisioldgica essencial do organismo

O estresse € uma resposta fisioldégica 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 caracteristica funcional preparar o corpo para lidar com os estimulos
apresentados por um estressor, seja interno ou externo (ambiental). Por exemplo, as respostas
fisioldgicas do corpo ao trauma e a cirurgia invasiva servem para atenuar mais danos nos
tecidos. Esta resposta ao estresse € mediada por uma interagdo complexa de mecanismos
nervosos, enddcrinos e imunoldgicos, que envolvem a ativacdo de sistemas como 0 eixo
simpatico-adrenomedular (SAM), o eixo hipotalamo hipéfise adrenal (HPA) e o sistema
imunologico (Mifsud and Reul, 2018).

Entretanto, a exposicdo a um estressor intenso e agudo ou de forma repetitiva, ou a um
estressor prolongado (estresse cronico), pode tornar a resposta ao estresse desadaptativa e
prejudicial a homeostasia corporal, principalmente ao cérebro. Entre as alteracdes observadas,
pode-se incluir a remodelacdo de conexdes sinapticas, resultando em menor controle de regifes
envolvidas com tarefas de ordem superior, particularmente o CPF, e uma compensacdo pela
maior atividade nas partes primitivas do cérebro focadas na sobrevivéncia, como a amigdala
(Pan et al., 2014; Liu et al., 2020)

Portanto, no cérebro, as acBes do estresse dependem de diferentes redes neuronais, as
quais sao envolvidas com diferentes tipos de estressores, embora se sobreponham em alguns
pontos. Estressores fisicos, como infeccGes e hemorragias, induzem a ativacdo de regides
cerebrais como o ndcleo paraventricular do hipotdlamo (PVN), o nacleo do trato solitario (NTS)
e o locus coeruleus (LC) (Godoy et al., 2018). Estressores psicologicos, como exposi¢do a
estimulos aversivos e sinais relacionados a predadores, envolvem componentes do sistema
limbico, incluindo o CPF, amigdala, hipocampo, area tegmental ventral (VTA) e nlcleo
accumbens (NAc). Essas conexdes limbicas-PVN séo retransmitidas especialmente por
neurdnios que possuem o GABA como principal neurotransmissor (neurdnios GABAErgicos).
O estresse cronico afeta esse circuito, resultando em maior excitabilidade do PVN e,
considerando que os neurdnios que produzem o hormonio liberador de corticotropina (CRH)
sdo expressos no PVN, isso pode resultar na ativacdo do eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal
(HPA) (Herman, 2012).
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Vérios sistemas de neurotransmissores, como 0s sistemas noradrenérgico,
glutamatérgico, serotoninérgico, nitrérgico e canabinoide, desempenham papeis criticos nos
processos de neuroplasticidade ap6s a exposicdo ao estresse. Além disso, mudancas na
organizacéo estrutural da amigdala, hipocampo e CPF também estédo envolvidas na resposta ao
estresse. E valido ressaltar, que, o CPF medial possui um grau de suscetibilidade aumentado
em situacdes estressoras, sofrendo alteracoes significativas em sua morfologia e fungéo apos a

exposicdo ao estresse cronico (Mcewen et al., 2016; Woo et al., 2021).

Em situacdes de estresse agudo em modelo animal ocorre 0 aumento da liberagéo de
corticosterona, que medeia 0 aumento da liberacdo de glutamato na regido do CPF,
influenciando, assim, em alguns aspectos do comportamento cognitivo e emocional (Koole,
2009; Popoli et al., 2011; Langer et al., 2021). E bem estabelecido que a disfuncgéo
glutamatérgica uma caracteristica importante em desordens relacionadas ao estresse (Treccani
et al., 2014). Dessa forma, esses dados sugerem que o CPF medial esta diretamente envolvido
nos efeitos disfuncionais do estresse, bem como no inicio e progressdo de doencas de doencas
psiquiatricas relacionadas, como transtornos de ansiedade e depressdo (Treccani et al., 2014;
Musazzi et al., 2019; Martini et al., 2023).

2.2 Desordens neuropsiquiatricas e estresse

A relacdo entre exposicdo a eventos estressores o desenvolvimento de transtornos
neuropsiquiatricos, como depressdo, ansiedade e transtorno de estresse pos-traumatico (TEPT),
é bem estabelecida (Kessler et al., 2002; Mcewen, 2008). Além do tipo de estresse, as
consequéncias desse estimulo no SNC podem se distinguir em decorréncia de exposi¢do Unica
e intensa, como aquelas relacionadas a traumas, ou ainda de exposi¢fes cronicas e remitentes,
como o estresse enfrentado em situacgOes cotidianas, mas também alguns traumas.

Portanto, diferentes modelos animais tém contribuido para elucidar as singularidades e
similaridades de mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na resposta a diferentes condigdes
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 neurotransmissao
glutamatérgica no CPF (Yuen et al., 2009), da inflamacéo sistémica mediado por interacdes
neuroimunes (Tang et al., 2022; Yamanishi et al., 2022) e de alteracbes monoaminérgicas no
CPFm, nucleo accumbens (NAc), e hipocampo (Wilkinson et al., 2023). Em conjunto, essas
alteraces promovem um fenotipo comportamental tipo-depressivo/ansioso que pode perdurar

durante longos periodos através de modificacdes plasticas (Chu et al., 2016).
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Quando os periodos de estresse sdo longos e remitentes, como no estresse moderado
cronico imprevisivel (CUMS), é observado um aumento do comportamento tipo-depressivo
com tracos de anedonia, comportamento ansioso e déficits de memoria de curto prazo. Essas
alteracbes podem ser mimetizadas com a injecdo de corticosterona ou seus analogos,
demonstrando a importancia da desregulacdo do eixo HPA nesse fendtipo (Nandam et al.,
2019).

Em relacdo as alteracbes no SNC, é observado a reducdo de receptores 5-HTia do
hipocampo, regulacdo positiva dos B-adrenoceptores corticais, regulacdo negativa do GR do
hipocampo, regulagdo positiva dos receptores CB1 canabinoides corticais pré-frontais, reducoes
no fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) frontocortical e hipocampal, e reducdes na
sinalizacdo AC-PKA (Belleau et al., 2019). Essas alteragdes em conjunto promovem a perda
de conectividade estrutural e o comprometimento da organizacédo e atividade fisioldgica das
redes neurais, promovendo alteracdes de comportamento e das estratégias de enfrentamento do
estresse(Belleau et al., 2019).

O estresse agudo, como o estresse de restricdo ou 0 chogue nas patas em animais, tem
consequéncias significativas no cérebro, especialmente em regides importantes como o CPF
(Yuen et al., 2009; Musazzi et al., 2019; Dorofeikova et al., 2023). Estudos demonstraram que
a exposicdo aguda ao estresse pode levar a alteragcdes na liberagcdo de neurotransmissores,
incluindo o glutamato, nas sinapses dessa regido cerebral. Essas mudancas podem afetar
negativamente a plasticidade sinaptica, a comunicacao neuronal e a funcdo executiva do CPF
(Yuen et al., 2009; Treccani et al., 2014).

Além disso, 0 estresse agudo também pode desencadear respostas inflamatorias e
neuroendocrinas, com aumentos significativos de IL-1B, IL-1RA e IL-6 e TNF-a, que podem
impactar outras areas cerebrais relacionadas a regulagdo emocional e ao processamento
cognitivo, estando associadas a aumentos de humor negativo e ansiedade (Maydych, 2019). A
influéncia dessas alteragdes no CPF e em outras areas cerebrais pode estar associada ao
desenvolvimento de transtornos psiquiatricos, como depressdo, ansiedade e transtornos de
estresse pos-traumatico (Maydych, 2019).

Portanto, como exposto anteriormente, mudancas induzidas pelo estresse nos circuitos
neurais envolvidos no processamento e regulacdo emocional podem levar a respostas mal
adaptativas e contribuir para o desenvolvimento de diversos outros transtornos psiquiatricos
(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 modulacdo e a reducdo do impacto de consequéncias deletérias provenientes.

29

( ]
0 )



2.3 Alteragdes neuroimunes ocasionadas pelo estresse

Experiéncias estressantes podem induzir a ativagdo de muitos aspectos da imunidade
periférica e processos neuroimunes centrais, contribuindo para vérias formas de defesa do
hospedeiro, recuperacdo do estresse e, finalmente, suscetibilidade a doencas. Existe uma
comunicacdo bidirecional entre o cérebro e o sistema imunolégico, que envolve vias eferentes
e aferentes, por meio das quais o cérebro e a periferia trocam informagdes sobre o estado
homeostatico do corpo. Este processo é um elemento essencial da resposta a fatores ambientais,
fisiologicos e psicolégicos que afetam a homeostasia de um organismo (Deak et al., 2015;
Antonelli et al., 2018).

O estresse causa alteracBes neuroimunes e fisioldgicas que contribuem para o
desenvolvimento de disturbios neuropsiquiatricos, inclusive através da interferéncia com
sistemas de neurotransmissores como serotonina, dopamina e norepinefrina (Krishnan and
Nestler, 2008). Parte das alteracdes neuroquimicas no cérebro decorrentes do estresse e da
inflamacédo podem resultar da ativacdo da via das quinureninas pela hiper-regulacdo da enzima
IDO, que afeta 0 metabolismo do triptofano e os niveis de serotonina, reduc¢éo da producéo do
fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), entre outras (Kiank et al., 2010; Liu et al.,
2017; Martin-Hernandez et al., 2019). Essas alteracGes estdo associadas principalmente a
transtornos do humor, como ansiedade e depressdo, mas importante frisar que nem todos os
pacientes com transtornos do humor apresentam sinais de ativagdo imune (Becking et al., 2013;
Hodes et al., 2016).

Os sinais neuroenddcrinos podem modular a funcdo imunolégica e induzir alteragdes na micrdglia.
As microglias sdo sensores do ambiente e, portanto, altamente responsivas a disturbios 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 microglia sdo vulneraveis a estimulos infecciosos e
estéreis, como estresse psicolégico, de modo que suas a¢bes variam desde a manutencdo da
homeostase até a neuroinflamacgdo induzida, dependendo do tipo, intensidade e duracdo do
estimulo (Walker, F. R. et al., 2013; Arcuri et al., 2017).

Vaérios estudos demonstraram que a exposicao ao estresse agudo ou cronico além de
induzir alteracdes comportamentais (Mcewen et al., 2016; Woo et al., 2021), induz a expanséao
dos processos microgliais em muitas areas cerebrais, incluindo o hipocampo e o CPF (Catale et
al., 2020). O conjunto de receptores expressos nas microglias permite que essas células
detectem e respondam a sinais de estresse deflagrados pelos sistemas neuroendécrino,
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imunolégico e nervoso (Wolf et al., 2017; Frank et al., 2019). A ativacdo microglial tem uma
classificagcdo complexa, mas é designada de forma genérica como ativacdo microglial M1 ou

pré-inflamatoria, e microglial M2 ou anti-inflamatéria (Walker, F. R. et al., 2013).

Microglia exibe funcGes amplamente diferentes dependendo do estagio da vida, da
regido do SNC e do contexto de sadde ou doenca. Diferencas no numero microglial, morfologia
e expressdo génica também foram relatadas entre os sexos (Hanamsagaret al, 2017 ;
Krasemann et al , 2017). Fun¢des microgliais adequadas séo cruciais para a plasticidade e
adaptacdo comportamental ao ambiente (Salter & Stevens, 2017 ; Tay etal , 2017a ). Ao longo
da vida, a microglia contribui para a neurogénese, formacéo do circuito neuronal, formacédo e
remodelacdo vascular e manutencdo da homeostase (Tayet al,2017c). Durante o
envelhecimento e em doencas, essas células podem tornar-se reativas ou prejudicadas em sua
vigilancia e fagocitose (Streit, 2002 ; Koellhoffer et al , 2017 ; Spittau, 2017).

A contribuicdo microglial para doengas estd associada a papéis fisiologicos
comprometidos por exemplo, na manutencdo sinaptica e plasticidade (Tay et al , 2017a) e
processos que sdo adaptativos no cérebro saudavel, mas que levam a morte celular e danos aos
tecidos em ambientes patoldgicos por exemplo, excitotoxicidade, estresse oxidativo e
inflamacéo; (Weil et al , 2008 ). A reacdo microglial pode ser desencadeada por qualquer tipo
de insulto ou disturbio do SNC. A reacdo microglial persistente, frequentemente associada a
proliferacdo, estd envolvida em condi¢Ges patoldgicas que vdo desde distarbios do
neurodesenvolvimento, lesbes traumaticas, doencas infecciosas, tumores e distdrbios

psiquiatricos, até doencas neurodegenerativas.

A ativagdo microglial ¢ uma caracteristica observada em quadros de neuroinflamagé&o e
que tem sido implicada na patogénese de varios disturbios neuropsiquiatricos, incluindo TDM
e ansiedade (Won and Kim, 2020; Troubat et al., 2021). A resposta neuroinflamatéria ao
estresse é complexa e envolve mdaltiplas vias de sinalizacdo. Uma das principais vias é a
sinalizacdo do NF-«B, que regula a expressdo de citocinas pro-inflamatdrias e outros genes
relacionados ao sistema imunoldgico (Felger and Lotrich, 2013). O estresse pode ativar a
sinalizacdo de NF-«B particularmente na micréglia no cérebro, levando a producéo de citocinas
e quimiocinas pré-inflamatorias. Por exemplo, a ativacdo da microglia induzida pelo estresse
esta associada a um aumento na expressao interleucina-1p (IL-1pB) e o fator de necrose tumoral-

a (TNF-a) (Felger and Lotrich, 2013). Essas citocinas podem estimular ainda mais a micrdglia
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e contribuir para promover a neuroinflamagdo, uma vez que tém a capacidade de induzir e

propagar reacdes inflamatdrias em todo o cérebro.

Além disso, 0 estresse também pode induzir a liberacdo de padrdes moleculares
associados ao perigo (DAMPs), como ATP e HMGBL1, que podem ativar o sistema imunoldgico
inato e desencadear uma resposta inflamatéria. DAMPs podem ser liberados de células
danificadas e sua presenca no cérebro pode sinalizar perigo e ativar a microglia (Pan et al.,
2014; Wang, Y. L. et al., 2018). Uma via envolvida nestas respostas e que é induzida pelo
estresse € a do inflamassoma de NLRP3, um complexo multiproteico que pode ativar a caspase-
1 e promover a secre¢do de IL-1B e outras citocinas. O inflamassoma de NLRP3 tem sido
implicado na patogénese de vérias doencas neurodegenerativas, incluindo a doenca de
Alzheimer e a doenca de Parkinson (Kelley, Nathan et al., 2019). A exposi¢do ao estresse
também induz alteracbes em outras moléculas associadas a resposta imune no cérebro,
particularmente no CPF, como o aumento da expressdo da iNOS e COX-2, o NF«kB e receptores
semelhantes a Toll (TLRs), como o TLR4 (Gérate, Iciar et al., 2013; Liu et al., 2014; Mouihate
and Mehdawi, 2016).

Portanto, a exposicdo ao estresse agudo ou crénico pode ter varias consequéncias
imunolégicas, como aumento dos niveis de cortisol, ativagdo da microglia, aumento de
citocinas/quimiocinas pro-inflamatorias circulantes (IL-6 e TNF-a), ativacdo da via das
quinureninas, liberacdo de DAMPs e prostaglandinas, entre outras moléculas, como citado
acima. Alguns desses mediadores podem ser encontrados no cérebro, onde podem mediar a
neuroinflamacao e estar envolvidos em varias alteracbes comportamentais (Ménard et al., 2017;
Franklin et al., 2018).

2.4 Ativagéo do TLR4

O TLR4 é membro da familia de receptores do tipo “Toll”, que desempenha um papel
importante no sistema imunoldgico inato. A sinalizagéo do receptor de TLR4 é mediada tanto
por PAMPs, como LPS, quanto DAMPs, como HMGB1, HSPs e fibrinogénio, 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

sequir.

Ap0s a ativacdo do TLR4 pode haver o recrutamento da proteina adaptadora MyD88, e

ativacdo das proteinas 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 proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) quinase
quinase 7 (MKK?7)]. Essa molécula leva a ativacao das vias MAPK, promovendo a translocagédo
nuclear da proteina ativadora 1 (AP-1). TAK1 também pode ativar o complexo IkB-quinase
(IKK) [formado pelo modulador essencial do NFkB (NEMO), IKKa e IKKp], que fosforila a
proteina inibidora do complexo NF«B (subunidades p65 e p50) e o IkBa. IkBa fosforilado (p-
IkBa) ¢ degradado pelo proteassoma, que entdo libera NFxB para translocar para o nacleo, onde
promovera a transcricdo de varios genes pro-inflamatorios, incluindo aqueles necessarios para
o inflamassoma NLRP3 (Weber et al., 2013; Kawasaki, T. and Kawali, T., 2014; Iwata et al.,
2016).

Além da via dependente de MyD88, a ativacdo do TLR4 também pode ativar uma via
de sinalizacdo independente de MyD88, conhecida como via TRIF (TIR-domain-containing
adapter-inducing interferon-p). Essa via é ativada principalmente por ligantes como LPS,
derivados de bactérias gram-negativas. A ativacdo do TLR4 recruta uma proteina adaptadora
chamada TRIF, que sinaliza através de varias moléculas, incluindo TRAF3 (fator de necrose
tumoral relacionado ao receptor 3) e TRAF6. Essa via culmina na ativacdo dos fatores de
transcrigdo IRF3 (fator regulador interferon 3) e NF-«xB, resultando na produg¢ao de interferons

tipo | e outras citocinas pré-inflamatérias (Kawasaki, Takumi and Kawai, Taro, 2014)

A ativacdo do receptor TLR4 por DAMPs e PAMPs pode desencadear tanto via
dependente quanto independente de MyD88, levando a ativagdo do NF-xB, IRF3 e a produgio
de citocinas pro-inflamatérias e interferons tipo 1. Esses processos desempenham um papel
critico na resposta imunoldgica do organismo a danos celulares e infec¢des (Kawasaki, T. and
Kawai, T., 2014).
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Ligantes (DAMPs e PAMPS) = 0 i o = = I
LPS; HSPs; HMGB1; Fibrinogénio | Via independente de MyD88

™ pro-IL-1p/IL-18
pro-caspase 1

NLRP3
RES. ™NFa
iNOS

(‘ cox-2

Figura 01: Via de sinalizacdo do TLR4. Adaptado Souza-Junior, 2023. Ativacdo microglial,
via TLR4 por PAMPs, como LPS, ou DAMPs, como HSPs, HMGBL e fibrinogénio, levando a
um aumento na citocinas pro-inflamatdrias, como IL-1p ¢ TNF-a, enzimas que medeiam
respostas imunes/inflamatorias, como iINOS, COX-2 e PGE2 e transcrigdo de componentes da

via do inflamassoma NLRP3 (pro-1L-1p, pro-IL-18, pro-caspase-1, e NLRP3).
2.5 Envolvimento do TLR4 na resposta ao estresse e neuroinflamacéo

Diferentes abordagens, incluindo genéticas, quimicas e farmacoldgicas, sdo empregadas
para investigar o papel do envolvimento do receptor TLR4 na resposta ao estresse e no
comportamento. Estudos recentes tém investigado o papel do receptor 4 do tipo Toll-like
(TLR4) na ativacdo de respostas inflamatdrias no SNC e sua associacdo com distirbios
psiquiatricos (Liu et al., 2014; Bruno et al., 2018; Guo et al., 2019). Embora 0 TLR4 seja
conhecido principalmente por seu papel na resposta imune periférica, evidéncias emergentes
sugerem sua expressdo e atividade no SNC, incluindo regides cerebrais envolvidas no
processamento emocional (Garate, Garcia-Bueno B Fau - Madrigal, et al.). Estudos pré-clinicos

e clinicos demonstraram o envolvimento do TLR4 na modulacdo da neuroinflamacédo e na
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patogénese de disturbios neuropsiquiatricos (Cheng et al., 2016; Garcia-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 sdo amplamente empregados para correlacionar
alteracdes comportamentais e imunoldgicas mediante a ativacdo do TLR4 (Yang et al., 2019;
Lasselin et al., 2020). Além disso, modelos genéticos também sdo utilizados, como
camundongos knockout (KO) para TLR4 e camundongos C3H/HeJ; no ultimo, o TLR4 tem
uma resposta defeituosa ao LPS (Gérate, I. et al., 2013). Varios estudos mostram que TLR4
KO ¢é resistente ao efeito comportamental do estresse e tem niveis mais baixos de
neuroinflamacdo (para revisao, ver (Souza-Junior et al., 2022). Os camundongos TLR4 KO
demonstram resisténcia ao comportamento depressivo no paradigma do desamparo aprendido
e exibem uma resposta de citocinas atenuada ao estresse, caracterizada por niveis mais baixos
de TNF-q, IL-6 e IL-1B no hipocampo em comparagdo com camundongos do tipo selvagem
(Cheng et al., 2016). Além disso, esses camundongos apresentam um fendtipo protetor apos
serem submetidos a estresse de restricdo homotipica repetida ou CUMS (Caso et al., 2008; Xu
et al., 2020). Ainda aspectos da interacdo social em camundongos TLR4 KO e camundongos
TLR2/TLR4 KO duplos, submetidos a estresse de derrota social repetido sdo reduzidos, e esse
efeito esta relacionado aos receptores TLR2/TLR4 presentes especificamente na microglia
CPFm. Esses receptores também desempenham um papel na atividade neuronal reduzida, na
ativacdo microglial e na atrofia dendritica no CPFm ap6s o estresse (Nie et al., 2018).

Como ja discutido brevemente, a exposicdo ao estresse pode aumentar citocinas,
espécies reativas de oxigénio e enzimas pro-inflamatérias no cérebro, especialmente no
hipocampo e no CPF, e diminuir os fatores neurotréficos e as monoaminas nas mesmas regides
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 alteracbes podem ser mediadas pela ativacdo do
TLRA4.

Além disso, estresse agudo, ou estressores homotipicos repetidos, caracterizados por
serem 0 mesmo tipo de estressor, aumentam a expressao de componentes da via TLR4 no
cérebro, incluindo TLR4, MyD88 ¢ NFkB (Gérate, Garcia-Bueno B Fau - Madrigal, et al.;
Okun et al., 2012; Garate, I. et al., 2013; Yang et al., 2019; Zhang et al., 2019). Um dos
principais DAMPs responsaveis por desencadear a resposta do TLR4 é o HMGB1(Lian et al.,

2017; Zhang et al., 2019). Vérios estudos mostraram que 0 estresse severo aumenta 0s niveis
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de HMGBL1 no cérebro, contribuindo para a neuroinflamacéo (Frank et al., 2015). Considerando
que HMGBL se liga a TLR4 e seu co-receptor CD14, resultando na liberagcdo de diversas
citocinas, e considerando que as mudancas comportamentais apds o estresse envolvem a
liberacdo de HMGB1, esse DAMP pode ser responsavel também pelas consequéncias

comportamentais da ativacdo do TLR4 ap0s a exposicao ao estresse (Wang, B. et al., 2018).

Como comentado anteriormente, estudos mostram que 0 estresse aumenta a expressao
na microglia 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 classica de ativacdo do NLRP3 acontece
em duas etapas: a iniciacdo e a ativacao. Na etapa da iniciacdo, ha a sintese de precursores pro-
inflamatorios mediada pela ativacdo de TLR4 e translocacdo de NF-xB para o nucleo,
promovendo a expressdo de NLRP3 e da pro-IL-1pB, o precursor da IL-1pB. Ja na etapa de
ativacdo, ocorre a mudanca conformacional do inflamassoma NLRP3 mediado por um segundo
sinal de estresse, que pode ser aumento de ATP, que ativa receptores como 0 receptor
purinérgico 2 do tipo X7 (P2X7), induzindo a oligomerizacdo do NLRP3 ap6s o efluxo de
potéssio. O NLRP3 interage com a proteina adaptadora ASC (apoptosis-associated speck-like
protein containing a CARD domain), que recruta a pro-caspase-1, ativando o inflamassoma de
NLRP3. Em sequéncia, a pro-caspase € clivada em caspase-1, que € responsavel por ativar a

pro-1L-1p em IL-1p (Iwata et al., 2016), que € entdo liberada pela microglia.

Em relacdo as abordagens farmacoldgicas, ha o E-5531, eritoran e TAK-242
(resatorvid), que foram desenvolvidos como inibidores da via de sinalizacdo 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
ativacdo da via do TLR4 por DAMPs e por PAMPs, como podem inibir a indugdo de uma
resposta inflamatdria cronica estéril, que pode estar envolvida em doengas neuropsiquiatricas
(Zaffaroni and Peri, 2018; Shirayama et al., 2022), esses farmacos tém sido usado como

ferramentas experimentais neste contexto.

Foi demonstrada que a inibicdo da via do TLR4 por TAK-242 atenuou a
neuroinflamacéo induzida por LPS por estresse agudo de restricdo (Garate et al., 2014). O TAK-
242 se liga seletivamente ao residuo de cisteina do TLR4, interrompendo assim sua interacao

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 ap6s administragdo aguda
pela via intracerebroventricular (Shirayama et al., 2022). Curiosamente, o efeito foi atenuado
pela administracdo local de NBQX, um antagonista dos receptores AMPA do glutamato, ou por
ANA-12, um inibidor da sinalizacdo do receptor TrkB do BDNF, destacando o envolvimento
desses receptores em promover o efeito tipo-antidepressivo. Outro farmaco desenvolvido com
a finalidade de modular a via do TLR4, o Eritoran, & um anélogo sintético da porcéo lipidica A
do LPS, portanto compete com o LPS pela ligagéo a por¢cdo 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, 0s comportamentos depressivos e as alteragdes neuroquimicas induzidas
pelo estresse cronico de restricdo. E importante evidenciar que o papel preciso do TLR4 nas
respostas comportamentais ao estresse ainda requer uma melhor compreensdo. O efeito
observado em camundongos TLR4 KO pode estar relacionado, por exemplo, a auséncia desses
receptores durante o desenvolvimento cerebral. E necessario investigar mais a fundo para

esclarecer totalmente a contribuicdo do TLR4 nesses contextos comportamentais sob estresse.
2.6 Sistema endocanabinoide, neuroinflamacgéo e a via do TLR4

Como descrito anteriormente a neuroinflamagéo tem sido discutida como capaz de
desempenhar um papel central na neurobiologia dos disturbios neuropsiquiatricos (Dunn et al.,
2020). Além de varios alvos envolvidos nas respostas neuroinflamatorias, particularmente a
sinalizacdo TLR4 discutida acima, temos também o sistema eCB. O sistema eCB além de
modular muitas fungdes no SNC, como neuroplasticidade, homeostase celular e
comportamento, também apresenta importante papel na regulacdo da resposta neuroimune,

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

A presenca de sinalizagdo eCB em nucleos sensiveis ao estresse, como as
estruturas hipotalamicas e limbicas (amigdala, hipocampo e CPF), sugere que ele exerce
uma funcdo essencial na regulacdo dos efeitos neuroenddcrinos e comportamentais do
estresse (Hill et al., 2010). A amigdala, por exemplo, € uma das principais estruturas
limbicas envolvidas na ativacdo do eixo HPA em resposta a estimulos estressantes(Hill
et al., 2010). Portanto, uma sinalizacdo adequada do eCB no sistema limbico €
fundamental para mitigar as consequéncias de situagdes estressantes aversivas, como

amplamente relatado (Lisboa et al., 2017).
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O sistema eCB compreende mensageiros/neurotransmissores lipidicos endogenos (0s
eCBs), receptores e enzimas anabolicas e catabolicas (Cristino et al., 2020). Os eCBs mais bem
compreendidos sdo AEA e 2-AG. A Fosfolipase D especifica da N-acil-fosfatidiletanolamina
(NAPE-PLD) e a amida hidrolase de &cido graxo (FAAH) sdo responsaveis pela biossintese e
hidrélise de AEA, respectivamente. A diacilglicerol lipase a (DAGLa)/DAGLB, e a
monoacilglicerol lipase (MAGL) e 0 dominio 6 da o/B-hidrolase (ABHDG6) séo responsaveis
pela sintese e degradacdo do 2-AG, respectivamente. eCBs interagem com CB1Rs e CB2Rs,
mas podem interagir com outros alvos, como o receptor de potencial transitorio vaniloide tipo
1 (TRPV1) e os receptores o (PPARa) ou y (PPARy) ativados por proliferadores de
peroxissoma (Cristino et al., 2020).

Existem outros eCBs, como a N-palmitoiletanolamida (PEA) (Petrosino and Di Marzo,
2017), que possui varias propriedades anti-inflamatdrias e neuroprotetoras (Mattace Raso et al.,
2014; D'aloia et al., 2021). Seus efeitos podem ser mediados, por exemplo, pela ativagéo de
CB2, TRPV1 e PPARa (Lutz et al., 2015; Cristino et al., 2020). Os eCBs séo sintetizados por
varias células e atuam em diferentes células cerebrais, incluindo neurénios e microglia.
Portanto, a ampla localiza¢do das moléculas do sistema eCB e suas a¢fes multialvo permitem
o controle de muitas funcdes, desde a modulacéo de vias celulares locais até grandes circuitos

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

CB1Rs séo expressos na periferia, mas principalmente no SNC; eles sdo encontrados
em regides telencefalicas e cerebelares, principalmente em neurbnios, mas também em células
gliais. Eles sdo os receptores acoplados a proteina G mais expressos no cérebro (Kano et al.,
2009; Kasatkina et al., 2021). A expressao neuronal de CB1 geralmente esta localizada em
elementos pré-sinapticos, onde eles séo acoplados a proteina Gi. Portanto, a ativacdo neuronal
do CB1 geralmente inibe a liberacdo de neurotransmissores (Kano et al., 2009; Busquets-Garcia
et al., 2018). No corpo estriado, CB1R é expresso por interneurdnios positivos para
parvalbumina, enquanto no coOrtex cerebral, hipocampo e amigdala eles séo
predominantemente, mas ndo exclusivamente, expressos por interneurdnios positivos para
colecistoquinina (CCK); eles também podem ser expressos por neurdnios glutamatérgicos (Hill
et al., 2007; Kano et al., 2009).

Os CB2Rs sdo expressos principalmente por células imunes na periferia, mas tambem
por microglia no cérebro (Onaivi et al., 2006; Lisboa et al., 2016; Mecha et al., 2016). No
entanto, ha evidéncias de expressdo neuronal nos neurénios pos-sinépticos, onde sua ativacao

poderia hiperpolarizar as células e inibir a transmisséo do sinal (Zhang et al., 2014; Stempel et
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al., 2016) A sua expressdo € muito inferior a do CB1 e pode ser aumentada por varios estimulos,
incluindo infecgdes e doengas autoimune (Onaivi et al., 2006; Zhang et al., 2014; Stempel et
al., 2016; Ishiguro et al., 2022). A sinalizacao disfuncional do eCB em situacdes estressantes
pode contribuir para aumentar a excitabilidade neuronal e facilitar os efeitos inflamatérios do

estresse nos circuitos neuronais.

A relagdo entre eCB, estresse e sistema inflamatorio tem sido extensamente
estudada na area neuroimune. Varios estudos sustentam que os eCBs tém efeitos
antiestresse em modelos animais, possivelmente devido as suas propriedades anti-
inflamatorias (Kasatkina et al., 2021). Por exemplo, o estresse subcrénico em
camundongos levou a um aumento do perfil pro-inflamatorio no cdrtex frontal, mas essa
resposta foi atenuada pela ativacdo farmacoldgica ou superexpressao de receptores CB1
ou CB2. Além disso, a superativacdo de células microgliais ap0s a estimulacéo de LPS,
juntamente com respostas ansiogénicas e condicionamento do medo sensibilizado apds
exposicdo repetida ao estresse em camundongos, foram reduzidas ou evitadas por um
agonista CB1/CB2 néo seletivo durante o estresse(Lisboa et al., 2018). Assim, 0s eCBs
parecem atuar como um sistema tampdo contra estressores, atenuando respostas
comportamentais em situacdes estressantes e limitando a resposta inflamatéria a

diferentes estimulos (Lisboa et al., 2016).

H& também evidéncias que apoiam uma interacdo entre 0s receptores
canabinoides e a via TLR4 (para reviséo, ver (Souza-Junior et al., 2022). Por exemplo,
estudos mostram que a ativacdo de CB2 por 2-AG pode diminuir a sinalizacao de TLR4,
sugerindo um mecanismo de protecdo (Xiang et al., 2018). Alem disso, a ativacédo de
receptores canabinoides tem sido relatada em estudos in vitro para atenuar os efeitos

inflamatorios da ativacéo de TLR4 (Lou et al., 2018; Espinosa-Riquer et al., 2019).
3. HIPOTESE

As informagdes apresentadas anteriormente sugerem que durante a resposta a um
estresse agudo, a ativacdo da via do receptor TLR4 no CPF resultaria na liberacdo de varias
citocinas pro-inflamatorias, estando envolvida na génese para alteracbes comportamentais
ocasionadas pelo estresse. Ainda, que esse aumento da ativacdo do TLR4 poderia influenciar
em componentes do sistema endocanbinoide. Dessa forma, neste trabalho testamos a hipétese
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de que a inibigdo farmacolodgica da sinalizacdo TLR4 com TAK-242 diretamente no CPFm de
ratos submetidos a um estresse agudo atenuaria as consequéncias comportamentais e

moleculares do estresse. Ainda, que tais efeitos poderiam ser, em parte, envolver a sinalizacao
endocanabinoide.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo geral

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

do estresse agudo e a possivel participacdo da sinalizacdo endocanabinoide local.

4.2 Obijetivos especificos
e Avaliar as respostas comportamentais sugestivas de ansiedade e depressdo em modelo
animal ocasionadas pelo estresse agudo de restricao.

e Auvaliar se a inibi¢do local da via do TLR4 no CPFm atenua os efeitos comportamentais do
estresse, bem com alteracbes moleculares, na expressao de genes como TLR4, HMGB1,
MYD88, IL-1pB, CB-1, CB-2, FAAH, NAPE-PLD, MAGL, DAGL, PPARg.

e Avaliar a expressao dos receptores TLR4 e canabinoides e moléculas envolvidas nessas

vias de sinalizacdo no CPF apds exposicao a estresse.
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1 Animais de experimentagdo

Foram usados Ratos machos Wistar Hannover (adquiridos com 6-7 semanas de vida).
Os animais foram alojados e divididos em trés 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
0s animais tiveram comida e &gua ad libitum. ApGs chegarem, 0s animais passaram por um
periodo de pelo menos uma semana de habituacdo no biotério do laboratorio antes de iniciarem
0s procedimentos experimentais, quando os animais estavam entre 8-9 semanas de vida. Os
procedimentos experimentais foram aprovados pelo comité de ética da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas, sob nimero 21.1.539.60.3.

5.2 Solucgdes 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 blogueando seu dominio intracelular TIR (Toll / Receptor IL-1) sem afetar o
docking extracelular com seu principal ligante, o lipopolissacarideo (LPS). Assim, o0 TAK-242
inibe a sinalizacdo intracelular do TLR4, impedindo a ligacdo as suas moléculas adaptadoras
(Takashima et al., 2009). Foram utilizadas trés doses de TAK-242 com base em dados da
literatura (0,3, 3, 9 ng/0,2 ul) para administracdo 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 estereotaxica

Os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxia para implantacdo bilateral de
canulas no CPFm, porcao prelimbica (PL), conforme previamente descrito por nosso grupo
(Vila-Verde et al., 2016). Sete dias antes do inicio do experimento (sessdo de estresse), 0s ratos
foram anestesiados com ketaminatxilazina (80 e 7mg/kg, respectivamente),
intraperitonealmente (i.p.) e apos perderem o reflexo e tonus postural, foram fixados ao
aparelho estereotaxico. Cada animal recebeu uma injecdo intramuscular do antibiotico (0,27
g/kg; Pentabidtico; Fort Dodge Brasil) e um anti-inflamatério ndo esteroidal (0,025 g/kg via
Ip.; Banamine; Schering Plough, Brasil). Apds anestesia local no couro cabeludo com lidocaina
a 3%, no cranio foi feita uma incisdo de aproximadamente 1 cm, a calota foi exposta e limpa
para localizacdo das coordenadas em que foram introduzidas as canulas. Foram feitos dois furos
com auxilio de uma broca na calota nas coordenadas da regido de interesse, bem como um

terceiro furo para colocar um parafuso que ajuda na fixacdo do capacete. As canulas-guia de
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aco inoxidavel (9 mm) foram implantadas bilateralmente na porcdo PL do CPFm, usando o
aparelho estereotaxico (Stoelting, Illinois, EUA). As coordenadas estereotdxicas para
implantacdo da canula 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; angulo: 22°)
e de acordo com resultados prévios do nosso grupo de pesquisa. A posicéo da barra incisiva foi
fixada em -2,5 mm. As cénulas foram fixadas ao crénio com cimento dentéario e um parafuso

de metal.

Ao final da cirurgia, os animais foram acondicionados em uma gaiola com aquecimento,
onde permaneceram sob observacdo por 30 minutos. Apos esse periodo, 0s animais retornaram
as suas gaiolas. Posteriormente, os animais foram submetidos ao protocolo experimental. A
injecdo intra-CPFm foi feita com auxilio de agulhas introduzidas bilateralmente através da
canula guia. Foi injetado volume fixo de 0,2 pl/lado, durante 20 segundos, usando micro-

seringa por uma bomba de infuséo.
5.4 Analise histologica dos sitios de administracao de drogas

Ao término dos experimentos comportamentais, 0os animais foram anestesiados e logo
em seguidas submetidos a coleta de sangue e posterior perfusdo, durante o processo de
dissecacao encefalica, foi realizado um corte coronal na regido do CPF préximo as canulas-
guias, para todos os animais foram feitas fotografias em alta resolu¢do. Além disso, durante a
padronizacdo do processo cirdrgico, com auxilio de uma agulha dentaria foi inserido
bilateralmente na canula guia de alguns animais 0,2 pl/lado o corante azul de metileno, e
posteriormente esses animais foram perfundidos com salina isotdnica, seguida por uma solucéo
de formalina 10%. Os encéfalos foram removidos e imersos em uma solugéo de formalina 10%,

a fim de serem seccionados em criostato (Cryocut 1800, -18°C) em espessura de 40 pm.
5.5 Protocolo de estresse por restrigdo (ER)

Inicialmente os animais foram submetidos ao protocolo de estresse de restricao (ER) em
tubos metalicos (6,3 x 19,3 cm), com teto ajustavel ventilado por orificios, durante 3h em
temperatura ambiente, de acordo com procedimento padronizado em nosso grupo de pesquisa
(Vila-Verde et al., 2016). Considerando que o alojamento pos-estresse pode interferir nas
mudangas comportamentais tardias do ER (Andrade and Guimardes, 2003), os animais
permaneceram isolados ap0s o estresse até 0 momento dos testes. Os animais naives tambem

foram mantidos isolados, mimetizando a condigéo dos estressados.
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5.6 Anélise 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 possiveis diferencas pré-existentes, o que permite a
randomizacdo dos animais de acordo com 0s grupos experimentais. O aparato consiste em um
cilindro de acrilico com formato redondo (diametro: 97 cm) circundado por parede acrilica 42
cm de altura. Os animais foram colocados individualmente no centro do aparato através do qual
0 seu comportamento é gravado para posterior analise da distancia 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 manha seguinte apds o término do protocolo de estresse. O LCE consiste em dois
bragos abertos opostos (34%6.5 cm) interceptados perpendicularmente por dois bragos fechados
(paredes de 15 cm de altura), de iguais dimensdes as dos bragos abertos. O labirinto é elevado
50 cm do ch&o. Os ratos foram colocados individualmente no centro do labirinto, com a face
voltada para um dos bracos abertos, para livre exploracdo durante 5 min. O comportamento foi
filmado e posteriormente avaliado com software Any-Maze (V. 4.5, Stoelting, IL, USA). Nesse
teste, os seguintes parametros foram avaliados: a percentagem de entrada, tempo nos bracos
abertos, e 0 nimero de entradas nos bracos fechados, como indice da atividade locomotora,
indice de ansiedade e tempo no centro. A reducdo da exploracdo dos bracos abertos sem
alteracdo no numero de entradas nos bragos fechados e indice de atividade locomotora indica

um comportamento do tipo ansiogénico (Komada et al., 2008).
5.6.3 Teste do nado forgado (TNF)

Foi realizado imediatamente apds o término do LCE para avaliar a estratégia de
enfrentamento (passiva ou ativa) dos animais durante a situacdo inescapavel do nado, de forma
similar ao que padronizamos recentemente no laboratério em animais Hannover (teste do
campo aberto seguido do TNF). Apds o teste no LCE, os animais foram colocados por 5 minutos
em um tubo cilindrico transparente (medidas: 30cm de didametro e 40cm de altura, com 30cm
de agua a temperatura controlada 23-25° C). A agua do cilindro foi trocada entre cada animal
para evitar que possiveis pistas olfativas interferissem na resposta comportamental exibida no

teste. O comportamento foi gravado para andlise posterior do tempo de imobilidade, natacéo e
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escaladas (Can et al., 2012). Os comportamentos foram avaliados manualmente, mas com
auxilio para registro do software Scoring, desenvolvido na Universidade de Aarhus, Dinamarca,

de modo “cego” e randomizado.

5.7 Coleta de material e anélises
5.7.1 Coleta de sangue
Cerca de 20 minutos ap06s o término das avaliacbes comportamentais (TCA; LCE; TNF),
0s animais receberam anestesia profunda para coleta do sangue da aorta abdominal. Em seguida,
o0 sangue foi adicionado em tubos com EDTA para obtencdo do plasma por centrifugacdo a
2.500 rpm por 15 minutos. Posteriormente o plasma foi congelado para a determinacéo de niveis
de corticosterona (CORT).

5.7.2 Eutanésia e obtencao dos tecidos

Concomitante a coleta de sangue, foi realizado o0 método de exsanguinacdo por punc¢édo
cardiaca, que garantiu a morte do animal. Através de um cateter na crossa aortica, 0s animais
foram perfundidos sem fixag&o de tecido com 100 ml com PBS (tampdo fosfato salino) 1X
gelado. Apds a perfusdo, os encéfalos foram removidos da calota craniana, foi feito um corte
coronal com auxilio de uma lamina para verificar as posi¢cGes das canulas e dos sitios de
injecGes. Em seguida, o CPFm e o HIP foram dissecados, foram imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido e armazenados a -80°C para analises posteriores (Western blotting e PCR em

tempo real).

5.8 Analises moleculares
5.8.1 ELISA
Os niveis de CORT plasmaticos foram avaliados usando um kit comercial

(Corticosterona EIA ADI-901-097, Enzo Inc.) seguindo as instru¢cdes do fabricante. Os
ensaios foram realizados em duplicata. As amostras foram descongeladas imediatamente antes
do uso e mantidas em gelo. O fator de dilui¢do 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
expressao de genes de interesse (TLR4, HMGB1, MYD88, IL-1pB, CB-1, CB-2, FAAH, NAPE-
PLD, MAGL, DAGL, PPARQ). A fita complementar de DNA (cDNA) foi sintetizada a partir
de transcrigéo reversa utilizando kit High Capacity RT PCR (ThermoFisher) com 2 pug de RNA.
As alteragdes nos niveis de mRNA foram determinadas pelo sistema de PCR em tempo real

(Step One; ThermoFisher), usando o ensaio da expressdo génica q°PCRBIO probe mix Hi-Rox
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(Cat. N° PB20.22-05) e 50 ng de cDNA, de acordo com as instrucdes do fabricante. A
quantificacdo relativa da expressdo dos genes foi realizada empregando o método 2-AACT,

sendo representado como fold induction em relacéo 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_m1l), PPARg
(Rn00440945_m1). MAGL (Rn00593287_m1) DAGL (Rn01454303_m1).

5.9 Analise estatistica

Os parametros comportamentais considerados nas analises estatisticas foram:
percentuais de entrada e tempo nos bracos abertos, nimero de entradas nos bracos fechados,
distancia total percorrida (LCE), tempo de imobilidade, natacdo e escalada (TNF). Outras
varidveis analisadas foram alteracbes em parametros bioquimicos (corticosterona) e na
expressao de genes (QPCR). Os grupos naive-veiculo e estresse-veiculo foram comparados por
teste t de Student e, posteriormente, 0s grupos estressados foram comparados entre si (condicao,
tratamento), e analisados por One-way ANOVA, po6s test Dunnett’s. O nivel de significancia
assumido foi de p< 0,05. Todas as analises estatisticas foram realizadas usando GraphPad Prism
9.00 for Windows (GraphPad Software, La Jolla, CA).

5.10 Procedimentos experimentais
5.10.1 Experimento 1.1: Avaliacdo das respostas comportamentais e moleculares
apos bloqueio de receptores TLR4 no CPFm de animais submetidos ao

estresse de restricdo agudo

Neste experimento foram avaliadas as consequéncias da administracdo do TAK-242 e
veiculo no CPFm de animais submetidos ao estresse agudo. Sete dias apds a cirurgia para
implante de cénulas-guia, os animais foram submetidos ao TCA para avaliar possiveis
diferengas na locomocdo basal, através da distancia total percorrida. No dia posterior um grupo
de animais foi submetido ao estresse de restri¢do, conforme descrito na metodologia, enquanto

0s animais naives foram mantidos em suas caixas-moradia e apenas manipulados.

Os animais receberam injecdo local do inibidor de TLR4 (TAK-242) ou veiculo (0,2
uL) 10 minutos antes de serem submetidos ao estresse. O comportamento foi avaliado no dia
seguinte no LCE, seguido do TNF, conforme descrito anteriormente. Logo apds o término da

avaliacdo comportamental, os animais ficaram 15 min em repouso e em seguida foram
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anestesiados para a coleta de sangue. Ap06s, 0s animais foram eutanasiados, os encéfalos
coletados para visualizagdo dos sitios de injecdo 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 NC° total de animais
Tratamento NAIVE Veiculo 13
ESTRESSE Veiculo 13
ESTRESSE TAK-242 0,3 13
ESTRESSE TAK-242 3,0 13
ESTRESSE TAK-242 9,0 13
c . (Estresse Agudo - 3h) Coleta de sangue [/ Perfusdo
Irurgia esterotaxica TAK-242-0,3, 3, 9 ug/0,2 I
Canﬂr'mr:éi:‘. do sm:_q de
Avaliacdo comportamental ﬁ'ﬂﬁllﬁCéO comportamental IW]EE?S;E-E';T:E;ECEQ
. : A , | .
DAMPS LCE TNF
LY : :
[ e T ' "
g T . .
; . — : Anglises moleculares
N O s s A
7 dias de recuperacio " * * h.f
24h 24h

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

ferramenta BioRender.co
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6. RESULTADOS
6.1 Localizacdo dos sitios de injecédo
No presente estudo, os sitios de injecdo foram analisados com o auxilio do Atlas de
Paxinos e Watson (2005) (fig. 3A) e identificados a partir de fotografias (fig. 3B). Incialmente,
foi realizada a padronizagéo da cirurgia para ajustes das coordenadas utilizadas. Os dados dos
animais cujos sitios de injecdo estavam corretamente posicionados no CPFm PL estdo
representados pelos pontos vermelhos; pontos em preto representam as injecdes fora CPFm PL

e estes dados foram excluidos das andlises estatisticas.
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Figura 3: Figura-atlas da regido de microinjecdo no CPFm na porcao pré-limbica, para verificar
0 alcance da agulha, com base no atlas Paxinos e Watson (2005). Para todos os animais foram
feitas as fotografias da regido.
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6.2 Avaliacdo das respostas comportamentais e moleculares de animais submetidos ao
estresse de restricdo agudo ap6s implantacdo de canulas-guia direcionadas ao
CPFm.

Sete dias ap06s a cirurgia para implante de canulas-guia, todos animais foram submetidos
ao TCA para avaliar possiveis diferencas na locomocao basal. Para avaliar a deambulagdo dos
animais foi considerado somente a distdncia total percorrida de cada animal no teste.
Inicialmente todos os animais foram considerados naives divididos em cinco grupos (fig. 4A).
Ao analisar a distancia total percorrida dos animais operados, nao foram identificadas alteracdes
na locomocdo. Esses dados evidenciam a auséncia de possiveis alteragdes na locomocao

ocasionadas pela cirurgia.

30

E ®
A

1 A .
3 o0 6o v .
£ 20 20 A A A v *e
S v v v ._?_QQ
] oo A V—I— . e
o o ® +A *
- ® 'y v—‘— *
I : A v .
k) A A v
8 10 A v y
%]
c
«g
S
K]
o

0 T T T L] T

Grupo N-1 Grupo N-2 Grupo N-3 Grupo N4 Grupo N-5
Animais naive operados - Implante de canula guia
B
30+
¥ Naive-Veiculo
E v A * A Estresse-Veiculo
[ ] <

3 vy P . : s * TAK-242 (0,3 pg/0,2 pl)
E vy i .o . ® g, I ® TAK-242 (3,0 ug/0,2 ply
o L and — o B TAK-242 (9,0 ug/0,2 pl)
g 5= E
= v =44
] Y 7N
‘6 v
s 10 v?Y o
© 104
s A
=
«©
]
2
[=]

0 T T

Naive Veic 0,3 3,0 9,0

Estresse

Figura 4: Animais submetidos ao TCA 24h antes do protocolo de ER para avaliar possiveis
alteracdes na locomocéo ocasionadas pelo processo cirdrgico. (A) Animais naives divididos em
5 grupos pos cirdrgicos, considerando o média da distancia total percorrida entre 0s grupos, e
comparados entre si. (B) Reorganizacdo dos grupos experimentais considerando animais de alta
deambulacgéo e baixa deambulacdo em todos 0s grupos experimentais (nesse momento ainda
ndo ha nenhum tratamento farmacologico).

50

—
| —



Ao identificar a média da distancia total percorrida de cada grupo e comparar as médias
entre os grupos, e verificar que os valores estavam proximos (fig. 4A), foi possivel identificar
0S animais que estavam abaixo da média, considerados de baixa deambulagédo e animais acima
da média, considerados de alta deambulacdo, sendo possivel reorganiza-los nos grupos
experimentais que posteriormente receberiam as drogas (fig. 4B). Com isso, foi possivel
redistribuir os animais entre os grupos (naive-veiculo, estresse-veiculo, estresse-droga),
reduzindo o viés de alteracdo na locomocéo e, portanto, tornando 0s grupos experimentais mais

homogéneos possiveis.

6.2.1 Efeitos do ER e da modulacéo farmacolégica 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
permanéncia nos bracos abertos (fig. 5A, B), numero de entradas nos bragos fechados (fig. 5C)
e a distancia total percorrida (fig. 5D). Inicialmente foi feita a comparacdo entre 0s grupos
naive-veiculo e estresse-veiculo e ndo foram observadas diferencas significativas (teste t de
Student, p>0,05). Quando avaliada a influéncia da administracao das diferentes doses do TAK-
242 nos parametros mensurados no LCE também ndo foram observadas diferencas entre os
grupos (%entradas e %tempo p>0,05). Ndo houve alteracdo no nimero de entradas nos bracos

fechados e distancia total percorrida (p>0,05).
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Figura 5: Avaliagdo dos efeitos do estresse de restricdo (3 horas) em ratos machos Wistar
Hannover submetidos ao tratamento na intra-por¢do pré-limbica do CPF com veiculo ou
TAK242 (inibidor da via do TLR4) e ap6s 24 horas, testados no LCE. (A, B) Efeitos do estresse
na % de tempo e entradas nos bracos abertos, (C) Numero de entradas nos bragos fechados (D)
Distancia total percorrida. Os resultados foram expressos com a média + EPM. N = 8-13
animais/grupo.

6.2.2 Efeitos do ER e da modulacéo farmacolégica na via do TLR4 CPFm-PL nos
comportamentos avaliados no teste do nado forgado.

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), diminuicdo no tempo de escalada (t= t=2.195, df=16, p= 0.0433 teste t

de Student; fig. 6B) e natagéo (t=2.426, df=15, p= 0.0283 teste t de Student; fig. 6C) quando
comparado ao grupo naive.

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

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

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

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

= 2.253, p=0,0459 dose 9 png/0,2 ul Dunnett’s). No tempo de nado houve uma tendéncia ao

efeito das diferentes doses de TAK-242 em atenuar a reducdo induzida pelo estresse (p>0,05).
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Figura 6: Avaliacdo dos efeitos do estresse de restricdo (3 horas) em ratos machos wistar
hannover submetidos ao tratamento intra-porc¢éo pré-limbica do CPF com veiculo ou TAK242
(inibidor da via do TLR4) ap6s 24 horas, testados no TNF. A) Tempo de imobilidade. B) Tempo
de escalada e C) Tempo de natacdo. *p<0,05 em relacdo ao respectivo controle (naive vs
estresse veiculo: teste t de Student; Estresse veiculo vs TAK242: po6s-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 restricdo e da modulagdo farmacoldgica pelo TAK-
242 na ativacgao da via de sinalizacdo do TLR4 no CPF.

A fim de elucidar elementos da via de sinalizacdo do TLR4, foi analisada a expressao
dos seguintes genes: TLR4, MyD88, HMGB-1, IL1p . O ER foi capaz de aumentar de forma
significativa os niveis da expressdo génica de TLR4 (fig. 7A) no CPF (t=2.653, df=17 p=
0.0167). No entanto, ndo observamos diferencas significativas na expressao dos outros genes
avaliados (fig. 7B, C, D; teste t de Student, p>0,05). Em relacdo ao efeito do TAK-242, foi
possivel observar uma prevencao do aumento na expressao de TLR4 induzida pelo estresse (fig.
7A) nas doses de 0,3 e 3,0 nug/0,2 ul (F (3, 34) = 3.417, p= 0.0323, p=0.0197 p<0,05 Dunnett’s)
quando comparado ao grupo estresse veiculo, e uma tendéncia estatistica na dose 9,0 pg/0,2 pl
(p=0.0734). Além disso, 0 TAK-242 diminuiu a expressdo de IL1p (fig. 7D) na dose de 0,3
ug/0,2 ul (F (3,33) = 3.881, p=0.0220 p<0,05 Dunnett’s), quando comparada ao grupo estresse-
veiculo. Nao houve diferencas nos demais componentes da via do TLR4 (Myd88, HMGB-1)
com as doses de TAK-242 utilizadas (p>0,05).
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Figura 7: Efeitos do estresse agudo de restricdo e do TAK-242 (0,3; 3,0; 9,0 pug/0,2 pl)
administrado no cértex pré-frontal de ratos na ativacdo da via de sinalizacdo do receptor tool-
like 4 (TLR4). A) Expressédo dos genes de TLR4, B) Expressdo dos genes Myd88, C) Expressédo
dos genes HMGB-1, D) Expressédo dos genes DA 1L1-B. *p<0,05 em relagdo ao respectivo
controle (naive vs estresse veiculo: teste t de Student; Estresse veiculo vs TAK242: pds-teste
Dunnett’s). Os resultados foram expressos com a média = EPM. N = 8-11 animais/grupo.

6.2.4 Efeitos do estresse agudo de restricdo e da modulagdo farmacoldgica pelo TAK-
242 em componentes do sistema endocanabinoide.
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Adicionalmente, foi avaliada a expressdo génica de componentes do sistema
endocanabinoide, CB1, CB2, FAAH, NAPE-PLD, MAGL, DAGL, PPARg. Inicialmente foi
feita a comparacdo entre 0s grupos naive-veiculo e estresse-veiculo e ndo observamos
diferencas significativas (teste t de Student, p>0,05) na expressdo dos genes avaliados (fig. 8).
A seguir avaliamos a influéncia da administracéo das diferentes doses do TAK-242 e também

n&o foram observadas diferencas significativas.
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TAK?242: pos-teste Dunnett’s). Os resultados foram expressos com a média + EPM. N = 8-13
animais/grupo.

6.2.5 Efeitos do estresse agudo de restricdo e da modulagdo farmacoldgica pelo TAK-
242 nos niveis plasmaticos de corticosterona.

O ER foi capaz de aumentar os niveis plasmaticos de corticosterona (t=2.276, df=17
p=0.0360), comparando grupo naive-veiculo com estresse veiculo (teste t de Student, p>0,05).
A administracdo do TAK-242 (0,3; 3,0; 9,0 pug/0,2 pl) foi capaz de prevenir o aumento dos
niveis de corticosterona induzido pelo estresse (F (3, 34) = 3.714, p=0.0171, p=0.0310,
p=0.0325 p<0,05 Dunnett’s).
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Figura 9: O ER levou a um aumento significativo de corticosterona plasmatica, 0 que nao
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. DISCUSSAO

O presente estudo investigou o possivel envolvimento da sinaliza¢cdo TLR4 no CPFm,
porcdo pré-limbica, na resposta ao estresse em ratos Wistar Hannover, incluindo mudancas
comportamentais relacionadas a transtornos psiquiatricos, e se poderiam envolver a modulagédo
do sistema eCB local. Em nossos achados, o estresse de restricdo (ER) agudo foi capaz de
promover alteragdes comportamentais significativas no TNF, com aumento no tempo de
imobilidade, diminuicdo no tempo de escalada e natagdo. Curiosamente, ndo observamos
alteracdes nas respostas comportamentais desses animais quando submetidos ao LCE, o que
difere dos aspectos comportamentais ansiogénicos descritos anteriormente por nosso grupo em
ratos Wistar submetidos ao mesmo protocolo de estresse (Vila-Verde et al., 2016).

Uma possivel explicagdo para auséncia de modulacdo comportamental no LCE
ocasionadas pelo ER pode estar relacionada a linhagem animal empregada, em que o protocolo
de ER empregado ndo foi um estressor suficientemente intenso para induzir alteracdes
comportamentais ansiogénicas no paradigma do LCE nos Wistar Hannover, contrastando com
a resposta em Wistar (Padovan and Guimardes, 2000; Walf and Frye, 2007; Vila-Verde et al.,
2016; Figueiredo Cerqueira et al., 2023). Vérias linhagens de ratos mostram diferencgas
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 depressdo em determinadas situagdes, enquanto outras podem
apresentar respostas diferentes (Liebsch et al., 1998). Além disso, existem varios outros fatores
gue podem modular a resposta de ansiedade em animais, como hormdnios, neurotransmissores
e fatores ambientais. Pode ser que a interagdo desses fatores com o estresse de restricdo de 3
horas de duracdo, com efeitos avaliados 24 horas depois, tenha influenciado a resposta
comportamental, resultando na auséncia de um efeito ansiogénico observavel em decorréncia

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

As alteracdes observadas no TNF sdo corroboradas pelo descrito na literatura, que ratos
submetidos ao TNF normalmente possuem imobilidade maior apds sessdes de estresse agudo
de restrigdo em ratos Wistar (Bernal-Morales et al., 2009; Suvrathan et al., 2010). E interessante
destacar que a pesquisa em modelos animais desempenha um papel crucial no avango da

compreensdo dos mecanismos e hipoteses subjacentes ao TDM e o desenvolvimento de

59

—
| —



métodos confiaveis para avaliar comportamentos depressivos sdo de extrema importancia na

pesquisa translacional.

Neste sentido, o0 TNF € 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 criticas em relacdo a interpretacdo do
comportamento avaliado (Commons et al., 2017). Sendo assim, é possivel inferir que o ER,
desencadeou alteracGes nas respostas fisiologicas e comportamentais da linhagem de animais
utilizada, evidenciado pelo aumento na imobilidade, bem como reducdo nos comportamentos
ativos de natacdo e escalada, no TNF. Essas alteracfes possivelmente sdo influenciadas pela
alteracdo no eixo HPA ocasionado pelo estresse agudo, podendo ser explicadas como
desadaptativas, em decorréncia 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
liberacdo de hormonios do estresse, como o cortisol em humanos e corticosterona em animais.
Vale salientar, que os estressores agudos ativam estruturas limbicas no tronco cerebral e/ou
prosencéfalo. Dessa forma, o tronco cerebral é capaz de desencadear respostas rapidas do eixo
HPA e SNA por meio de projecdes diretas para neurdnios hipofisiotréficos no PVN ou para
neurdnios autonémicos pré-ganglionares (responsaveis pela resposta ao estresse) (Ulrich-Lai
and Herman, 2009). Em condi¢Bes normais, o eixo HPA regula e modula o equilibrio
imunologico através dos glicocorticoides. No entanto, eventos estressantes podem levar a
hiperatividade do eixo HPA e desencadear aumento da resposta imunoldgica central e periférica

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

Evidéncias indicam que o estresse agudo, como 3 h de restricdo, pode induzir um
aumento na corticosterona, resultando em aumento da neurogénese no giro denteado de ratos
(Kirby et al., 2013). Vale ressaltar que durante a neurogénese no giro denteado, a corticosterona
induzida pelo estresse ativa a microglia para manter a homeostase da neurogénese no
hipocampo, ao modularem a proliferagéo e sobrevivéncia neuronial (Aarum et al., 2003). A
ativacdo de receptores de glicocorticoides no hipocampo medeia a ativacdo microglial,
resultando em neuroinflamacéo do hipocampo e comportamentos do tipo depressivo em ratos
(Feng, X. et al., 2019).

60

—
| —



Estudos utilizando modelos animais tém demonstrado que a ativacdo microglial esta
associada a comportamentos do tipo depressivo, como a reducdo da atividade locomotora,
anedonia e desamparo aprendido, frente a estressores agudos (Wang, Y.-L. et al., 2018; Afridi
and Suk, 2023). Evidéncias mostram que a exposicao a estressores agudos em animais de
laboratdrio induzem a expressdo de moléculas da via TLR4 em areas cerebrais relacionadas a
disturbios neuropsiquiatricos, particularmente no CPFm, apoiando um papel essencial para
TLR4 em transtornos do humor (Garate, Garcia-Bueno B Fau - Madrigal, et al.). Dessa forma,
podemos sugerir, que as alteracdes comportamentais ocasionadas pelo ER no TNF também
podem estar associadas em partes ao aumento da expressao e ativagdo dos receptores TLR4 no
CPF, mediada pela ligacdo de DAMPs, moléculas endogenas descritas como “alarminas”, como
HMBG-1 e/ou proteinas de choque térmico, liberadas em durante a situacao de estresse (Anton
etal., 2017; Quave et al., 2021; Shirayama et al., 2022).

Além disso, 0 aumento nos niveis plasmaticos de corticosterona observados nos animais
submetidos ao ER também pode estar envolvido nas alteraces comportamentais observadas,
uma vez que a ativacdo da sinalizacdo do TLR4 é capaz de estimular o eixo HPA (Béaez and
Volosin, 1994; Vargas-Lopez et al., 2015). Como evidenciado, a interrupcdo da fungdo normal
do eixo HPA é descrita em diversos transtornos neuropsiquiatricos. Normalmente o estresse
agudo promove respostas neurocomportamentais necessarias que melhoram as chances de
sobrevivéncia em ambientes desafiadores (De Kloet and Molendijk, 2016). No entanto, 0
comprometimento nas respostas normais e adaptativas ao estresse indicam falha subjacentes no
sistema neuroenddcrino, que regula o processo de reatividade ao estresse (De Kloet and
Molendijk, 2016). Além do aumento de corticosterona, uma Unica exposi¢ao ao ER também é
capaz de alterar a homeostase do glutamato, aumentando a concentracdo extracelular desse
aminoacido excitatério em diversas estruturas limbicas, inclusive no CPF (Moghaddam, 1993;
Amat et al., 2005). Durante situagcdes de aumento da sinalizacdo 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 expressdo génica de TLR4
neste protocolo de estresse. Estes dados vao de acordo com dados da literatura que mostram
que 2 horas de exposicdo ao ER ja é capaz de aumentar a expressao génica de TLR4 (Garate et
al., 2014). O antagonismo com TAK-242, nas doses de 0,3 e 3,0 ug/0,2 pl, também promoveu
reducdo na expressdo génica dos niveis de TLR4 no CPF, evidenciando a participacdo do TLR4

como importante fator regulador na resposta fisiologica ao estresse. Embora em nosso estudo
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ndo tenha sido observado um aumento significativo nos niveis do mMRNA de HMGB-1 24h ap6s
0 ER, as respostas inflamatdrias do estresse provavelmente j& estavam sendo mediadas pela

ativacdo do NF-kb ¢ sintese de citocinas inflamatérias (Wang, B. et al., 2018).

A modulacdo farmacologica da via TLR4 pela administracdo de TAK-242 (0,3 ¢ 9,0
1g/0,2 ul) no mPFC-PL foi capaz de prevenir as alteracbes comportamentais observadas no
TNF 24h ap6s o ER. Além disso, a maior dose também aumentou de forma significativa o
tempo de escalada, evidenciando uma modulacgdo na resposta de comportamento ativo durante
0 TNF. Interessantemente, o tratamento com antidepressivos que interferem com a
neurotransmissao da norepinefrina aumenta seletivamente a escalada no TNF, enquanto drogas
que influenciam a neurotransmissdao da serotonina melhoram o comportamento de natacédo
(Detke et al., 1995; Du et al., 2020). Esses achados podem dar indicios sobre vias de

neurotransmissores que séo influenciadas pela inibicdo do TLR4 no CPFm-PL.

Outros efeitos descritos do TAK-242 em modelos comportamentais de depressao
também j& foram associados a moléculas envolvidas com a resposta ao estresse e efeitos
antidepressivos. Por exemplo, a infusdo aguda de TAK-242 na dose de 10 pg/0,2 ul no
ventriculo cerebral induziu efeito do tipo-antidepressivo no modelo de desamparo aprendido
em ratos. Neste trabalho, os efeitos antidepressivos do antagonista TAK-242 envolvem a
sinalizacdo BDNF-TrkB e a ativacao do receptor AMPA (Shirayama et al., 2022).

Em estudos utilizando o modelo de estresse cronico imprevisivel (CUMS), o TAK-242
administrado de forma aguda de forma intraperitoneal restaurou a preferéncia por sacarose e
melhorou comportamentos relacionados a depresséao (Fu et al., 2019). Além disso, o tratamento
com TAK-242 reduziu comportamentos de desamparo e a expressdo de TNF-o no hipocampo
em resposta ao estresse de derrota social crénica (CSDS) (Fu et al., 2019; Shirayama et al.,
2022). O tratamento cronico com TAK-242 também reverteu o comportamento do tipo
depressivo induzido por CUMS em camundongos C57bl/6 e ob/ob (camundongo mutante para
0 gene da leptina), revertendo o aumento de TNF-o, IL-6 e IL-1p no hipocampo e no cortex
frontal (Wang, Yihe et al., 2018). Além disso, 0 TAK-242 também preveniu mediadores
inflamatorios e oxidativos induzidos por estresse de restricdo aguda (NF-xB, COX-2, IL-1B) no
cortex frontal do cérebro de ratos (Garate 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 natacdo forcada, mas ndo o comportamento de esquiva social ou ansiedade induzido

por estresse crénico de derrota social (Zhang et al., 2020). Por fim, além dos modelos de
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estresse, 0 TAK-242 também reverteu alteragdes comportamentais e 0 aumento de TNF-a no
hipocampo ap6s a administracdo intracerebroventricular das formas reduzidas de HMGB
(dissulfeto HMGBL1 - ds-HMGBL1 - e HMGBL totalmente reduzido - fr-HMGB1) (Lian et al.,
2017). Esses resultados sugerem que a modulacao do receptor TLR4 com o0 TAK-242 pode ter

efeitos antidepressivos através da modulacdo de mediadores inflamatorios.

O aumento de citocinas pro-inflamatorias em decorréncia de um estimulo agudo no CPF
esta relacionada ao aumento da atividade do HPA e a producéo elevada de corticosterona. Por
outro lado, a reducdo da inflamagdo no CPF, seja por meio de intervencgdes farmacoldgicas ou
modificagdes no ambiente, tem mostrado a capacidade de normalizar a atividade do HPA e
reduzir a producdo de corticosterona. Esses achados sugerem que a inflamacdo no PFC
desempenha um papel importante na regulacéo do eixo HPA e na producgéo de corticosterona,
fornecendo insights sobre as interagdes entre inflamacdo, estresse e regulacdo 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 plasmatica frente a situacdo de estresse.
Esses dados sugerem que niveis elevados de corticosterona, produzidos pela exposi¢cdo ao
estresse, podem sensibilizar o microambiente neuroimune pela suprarregulacdo da expressao
de TLR4 em células imunes inatas do SNC (Weber et al., 2013; Frank et al., 2016).

Interessantemente, a dose de 0,3 pg/0,2 do TAK-242 foi capaz de diminuir os niveis do
RNAm da IL1-B. Tal redugéo pode ser porque ao bloquear TLR4, ha menor ativacdo de NF-kb
e, consequentemente, de producdo do RNAm da pro-1I-1B, ou pela agdo da corticosterona
plasmatica induzida pelo estresse, que € capaz de induzir a transcricdo de NLRP3 através da
atividade em TLR4 via 'alarminas' enddgenas, como HMGB-1. (Busillo et al., 2011; Frank et
al., 2016). De modo geral, o desencadeamento da cascata de sinalizagdo intracelular da via do
TLR4 leva a produgdo de citocinas pro-inflamatorias, incluindo IL-1pB, IL-6 e TNF-a. Essas
citocinas podem desempenhar um papel crucial na disfuncdo neuronal e na regulacdo dos
processos neurobioldgicos associados a depressdo e a ansiedade. Além disso, estudos tém
sugerido a interacdo entre 0 TLR4 e outras vias neurobioldgicas, como o sistema serotonérgico
e 0 eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA), que podem contribuir para a interconexao entre a

inflamacdo e os disturbios psiquiatricos (Liu et al., 2014).

Além disso, nem o estresse nem a modulacdo farmacologica com TAK-242 afetou a
expressdao de MyD88, o que pode ser em decorréncia da ativacdo de outras vias de transducgéo

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 interpretacdo plausivel é que as vias TLR4 podem ter sido
preparadas para ativacao, mas ndo sdo realmente ativas nessas condicGes (Garate et al., 2014;

Kawasaki, Takumi and Kawai, Taro, 2014).

A presenca de sinalizacdo eCB em nucleos sensiveis ao estresse, como estruturas
hipotalamicas e limbicas (amigdala, hipocampo e CPF) sugere que ela desempenha um papel
essencial na regulacdo dos efeitos neuroenddcrinos e comportamentais do estresse. A amigdala
é uma das principais estruturas limbicas envolvidas na ativagdo do eixo HPA em resposta a
estimulos estressantes. Em contraste, o hipocampo e o CPF foram identificados como inibidores
do eixo HPA e também estdo envolvidos no feedback negativo mediado por
glicocorticoides. Consequentemente, a sinalizacdo adequada do eCB no sistema limbico é
essencial para mitigar as consequéncias de situacdes estressantes aversivas, conforme

amplamente relatado (Lisboa et al., 2017).

A exposicdo ao estresse afeta o sistema eCB no cérebro. Por exemplo, o estresse agudo
ou homotipico cronico ativo a FAAH e reduz os niveis de AEA; em contraste, 0s niveis de 2-
AG sdo aumentados. O estresse homotipico repetido potencializa esses efeitos nos niveis de
eCB e reduz a expressdo de CB1 na maioria das areas do cérebro, como hipocampo e amigdala,
enguanto aumenta no CPF (Patel and Hillard, 2008).

Apesar da auséncia de diferenca estatistica na expressdo génica de componentes do
sistema eCB, a exposi¢do ao estresse é capaz de afetar esse sistema em regides encefalicas.
Como descrito, had uma interacdo entre os receptores canabinoides e a via TLR4. Em que,
a ativacdo de CB2 por 2-AG pode diminuir a sinalizacdo de TLR4, sugerindo um
mecanismo de protecdo (Xiang et al., 2018), assim como estressores agudos ou crénicos
gue sdo capazes de reduzir niveis de AEA e aumentar os 2-AG (Deroon-Cassini et al., 2020).
Além disso, a ativacao de receptores canabinoides tem sido relatada em estudos in vitro
para atenuar os efeitos inflamatérios da ativacdo de TLR4 (Lou et al., 2018; Espinosa-
Riquer et al., 2019). Essas evidéncias, demostram que sinalizacédo disfuncional dos eCB em
situacOes estressantes e pode contribuir para aumentar a excitabilidade neuronal e facilitar os

efeitos inflamatdrios do estresse nos circuitos neuronais.
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Ademais, a elucidagdo dos mecanismos pelos quais 0s DAMPs liberados em situagdes
de estresse agudo, que podem ativar a via de sinaliza¢cdo 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
disponiveis na literatura académica evidenciam que os efeitos do DMSO em altas concentracdes
diretamente no cérebro, ndo sdo capazes de ocasionar alteracbes comportamentais (Blevins et
al., 2002). E importante destacar que, apesar das alteragBes ocasionadas pelo estresse e dos
efeitos do TAK-242, algumas limitagdes do estudo precisam ser destacadas, como padronizacéo
de um dnico ponto de corticosterona, sendo que, evidéncias que aumento nos niveis de
corticosterona plasmatica também pode ocorrer apds exposi¢do a uma Unica sessao no TNF
(Bogdanova et al., 2013). Com isso, estudos adicionais precisam ser realizados para melhor
elucidar esses efeitos.
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8. CONCLUSAO

Em suma, os dados sugerem que uma Unica exposi¢do ao ER € capaz de promover
alteracbes no sistema neuroimunol6gico no CPFm por meio da ativagdo da via do TLR4,
desencadeando mudancas no fenotipo comportamental, que também podem ter sido
influenciadas pelo aumento da corticosterona plasmatica e pelo aumento da expressdo de
MRNA de TLR4 no CPF de ratos. O uso de TAK-242, que interfere na via de sinaliza¢cdo TLR-
4, evidenciou que a modulacdo farmacoldgica desta via no CPFm PL é capaz de prevenir as
alteracdes comportamentais ocasionadas pelo estresse, assim como a diminui¢do dos niveis de
corticosterona plasmatica, expressao de mRNA de TLR4 e IL1-B. Portanto, a modulacao do
TLR4 é um alvo interessante para entender as doencas neuropsiquiatricas caracterizadas por
um processo neuroinflamatorio. Apesar da auséncia de efeitos significativos na expresséo de
genes de componentes do sistema endocanabinoide, estudos adicionais precisam ser realizados

para melhor elucidar envolvimento desse sistema nesse processo.
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Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
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Certificamos que a proposta intitulada “Avaliacdo das consequéncias
comportamentais da administracdo de um inibidor da via do TLR4 no cortex pré-frontal medial
apos exposicAo ao estresse e possivel envolvimento do sistema endocanabinoide.”,
registrada sob n® 21.1.539.60.3, sob a responsabildade de Fabio José Coelho de Souza
Junior e Sabrina Francesca de Souza Lisbda, que envolve a manutencio e utilizacdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de
pesquisa cientifica encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro
de 2008, do Decreto ® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Macional de Controle da Experimentagio Animal (COMNCEA), foi aprovada ad
referendum em 01°/02/2022 pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (CEUA FCFRP).
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Mormativas do CONCEA.

Colaboradores: Arthur Alves Coelho, Laura Colete Cunha.

Finalidade { )Ensino (x) Pesquisa Cientifica
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Abstract

Different stressors can elicit neuroinflammatory responses modulated by innate immunity receptors,
such as the family of Toll-like receptors (TLRs). The TLR4, a pattern recognition receptor (PRR), is involved
in many diseases, such as inflammatory and central nervous system (CNS) diseases. Stress exposure can
regulate the expression of PRRs, including TLR4, in the brain of animals, especially in the hippocampus and
prefrontal cortex. Moreover, TLR4 modulates behavior and neuroinflammatory responses in the brain. In
addition, to TLR4, the endocannabinoid (eCB) system plays a role in stress response and immunity, acting
as a regulatory, stress-buffer system. This system is involved in many TLRs-mediated immune responses,
such as microglia activation. Therefore, pharmacological approaches targeting the eCB system could
modulate neuroinflammatory responses to stress by interfering with the TLR4 pathway. Although the
connection between TLR4, stress, and neuroinflammation is well documented, almost no pre-clinical studies
investigate the possible direct relationship between TLR4, behavior, stress, and the eCB system. Studies
exploring the relationship between stress, neuroinflammation, TLR4, and the eCB system were searched
using Pubmed, Web of Science, and Embase databases. Based on this search, this review is focused on the
involvement of TLR4 receptors and signaling in neuroinflammation and the behavioral consequences of
stress exposure. Moreover, evidence of the eCB system modulating TLR4-mediated responses was brought
to the attention, pointing out a possible regulatory role of these responses by eCBs in behavior changes
related to mood disorders.

Keywords

Stress, Toll-like receptor 4, microglia, behavior, endocannabinoid system
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Introduction

Stress is a physiological response of the organism to any external or internal challenge, called stressor. The
physiological alterations induced by stress exposure include behavioral and cognitive changes, and the
inability to overcome stress is related to the development of pathologies, including those associated with
the central nervous system (CNS) [1. 2]. Acute or chronic exposure to several psychosocial stressors in lab
animals, for example, can promote morphological and neuroplastic alterations in the brain, especially in
limbic areas [3, 4].

Different neuronal networks are engaged by different types of stressors, although they overlap at some
points. Physical stressors, such as infections and hemorrhage, induce the activation of brain regions such as
the paraventricular nucleus of the hypothalamus (PVN), the nucleus of the solitary tract (NT5), and locus
coeruleus (LC) [5]. Psychological stressors, such as exposure to aversive stimuli and predator-related cues,
engage components of the limbic system, including the prefrontal cortex (PFC), amygdala, hippocampus,
ventral tegmental area (VTA), and nucleus accumbens (NAc). Limbic-PVN connections are relayed specially
by gamma-aminobutyric acidergic (GABAergic) neurons. Chronic stress affects this circuitry resulting in
enhanced PVN excitability, and considering corticotropin-releasing hormone (CRH) neurons are expressed
in the PVN, this could result in hypothalamus-pituitary-adrenal (HPA) axis activation [3, 6]

Several neurotransmitter systems, including the noradrenergic, glutamatergic, serotonergic. nitrergic.
and cannabinoid systems, are involved in neuroplasticity processes after stress. Moreovern alterations in
the cytoarchitecture of the amygdala, hippocampus, and PFC [7-11] are also involved. Among these brain
regions, the medial PFC is extremely sensitive to stress and suffers significant changes in its morphology and
function after chronic stress [7-11].

Besides the neural alterations, stress activates microglial cells, the resident macrophages of CNS, a
phenomenon proposed to contribute to and shape the responses of the organism to threats [12]. Microglia
cells are vulnerable to both infectious and sterile stimuli, such as psychological stress, so their actions range
from maintaining homeostasis to induced neuroinflammation, depending on the type, intensity, and duration
of the stimulus [13, 14]. The collection of microglial receptors allows these cells to detect and respond to
signals of stress deflagrated by the neuroendocrine, immunologic and nervous systems [12, 15].

Therefore, microglial cells act as sensors of the environment and are highly responsive to local
disturbances, which could lead to different reactive states [16]. Microglial activation has a complex
classification but is generally designated as microglial M1, or proinflammatory, and microglial M2, or
anti-inflammatory [13, 16-18]. Several studies demonstrated that exposure to acute or chronic stress
induces behavioral changes and also induces the expansion of microglial processes in many cerebral areas,
including the hippecampus and PFC [13, 19, 20]. Moreover, stress exposure also induces other alterations
in molecules associated with the immune response in the brain, particularly in the PFC, such as increased
expression of the enzymes inducible nitric oxide synthase (iNOS) and cyclooxygenase-2 (COX-2), the
transcription factor nuclear factor kappa B (NF«B). and Toll-like receptors (TLRs) such as the TLR4 [2, 21, 22].

The TLR4 is a pattern recognition receptor [PRR) expressed in the membrane, mostly by innate
immune cells, such as in microglia in the brain [23]. As a PRR. TLR4 can detect pathogen-associated
molecular patterns (PAMPs), such as lipopolysaccharide (LPS), and damage-associated molecular patterns
[(DAMPs), such as heat shock proteins (H5Ps) and high mobility group box 1 (HMGEB1) [24].

Activation of TLR4 depends on the myeloid differentiation factor 2 (MD-2) co-receptor and the
recruitment of adaptor proteins, such as myeloid differentiation factor 88 (MyD88). This process
triggers an intracellular signaling cascade that culminates in phosphorylation and consequent
degradation of inhibitor of NFkB (IkB) kinase via the proteasome; IkB kinase is an inhibitor of the
NFxB transcription factor in the cytoplasm. The activated NFxB then translocates to the nucleus,
where it binds to gene promoter regions, initiating the transcription of several pro-inflammatory genes
which originate proteins such as COX-2, iNOS, interleukin 1§ (IL-1p), IL-6, and tumor necrosis factor
a (TNF-a) [25]. Pharmacological inhibition of the TLR4 pathway by systemic administration of TAK-242
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(resatorvid) reduce neuroinflammation in the PFC of rats exposed to acute restraint stress [26]. However,
whether TLR4 receptors in the PFC directly participate in the behavioral consequences of stress remains
to be investigated. Studies evaluating TLR4 in stress response will be discussed further.

The endocannabincid (eCB) system is another important system activated by stress response and
that modulates this response is the eCB system [27, 28]. 5tress increases glutamate release, which through
N-methyl-D-aspartate [NMDA) receptors increases neuronal activity. Activation of NMDA and metabotropic
glutamate receptor 5 (mGIuR3) receptors by glutamate results in intracellular calcium influx in the
postsynaptic terminal, culminating in activation of eCB synthesis enzymes, leading to their production and
release by the postsynaptic terminal in the synaptic cleft [29]. Cannabinoid type 1 (CB1) and CB2 receptors
[CE2Rs), the eCBs anandamide (AEA, also known as N-arachidonoylethanolamine), and 2-arachidonoylghycerol
(2-AG) are the most studied components of the eCB system [30-34].

The eCE system can also modulate the neuroimmune response, including in stressful conditions. For
example, repeated stress-induced neuroinflaimmation in the PFC of mice was attenuated by CB1 and CB2
agonists [35, 36]. Furthermore, a non-selective CB1/CB2 agonist administered for six days during social
defeat stress decreased neuroinflammation and the anxiogenic response, and prevented the later sensitized
conditioned fear response [37].

In addition, several works, including from our research group, demonstrate that eCB signaling in the
medial PFC has an important role in responses related to stress and anxiety, including controlling the
HPA axis [29]. The presence of CB1Rs in corticolimbic circuits that regulate the HPA axis, the anti-stress
properties of cannabis use, and several other pieces of evidence, including from animal models, support the
eCB signaling involvement in the inhibition of stress response [37, 38]. Moreover. the presence of the eCB
system, mainly CB2Rs, in immune cells, especially in microglia cells. and the involvement of this system in
neurcimmune modulation [39, 40] strengthen the idea that eCB effects in modulating behavicral responses
could involve the modulation of neuroimmune mechanisms.

Neuroinflammation has been discussed to play a central role in the neurobiology of neuropsychiatric
disorders [41]. Several targets are involved in neursinflammatory responses, including some induced by
stress exposure, such as TLR4 and eCB signaling. However, fewer studies have evaluated the interaction
between these systems in regulating neurcinflammation and behavior changes after stress [42, 43].
Therefore, it was hypothesized that the TLR4 signaling involvement in stress response, including behavioral
changes related to psychiatric disorders, could be modulated by the eCB system. Before summarizing
the findings of the TLR4 receptors in stress response and evidence of relationship with the eCB system.
it is noteworthy to give a brief overview of how stress exposure can impact the immune system and
neurcinflammation. Also, it is important to briefly address the TLR4 pathway to understand how the impact
of stress on this signaling could result in behavioral changes. The studies mentioned in this review were
obtained in PubMed, Embase, or Web of Science. Only full-text articles in English were considered.

An overview of neuroimmune effects of stress exposure

The sympathetic nervous system and the HPA axis, activated during a stress response, are the main drivers of
the physiological systems, including the immune system [44]. In turn, the immune system is affected by acute
and chronic stressors, resulting in various cellular changes and humeoral responses both in the periphery
and CNS [453]. The understanding of these mechanisms is essential to comprehend the consequences
of stress [46].

The immune system in the brain, for example, develops several responses to stressful situations in
the brain, including morphological and functional changes [47]. There is bidirectional communication
between the brain and the immune system, which involves efferent and afferent pathways through which
the brain and the periphery exchange information about the body’s homeostatic state. This process is
an essential element of the response to environmental, physiological, and psychological factors that
affect homeostasis [43].
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Exposure to acute or chronic stress can have several immune consequences, such as increased cortisol
levels, increased circulating pro-inflammatory cytokines fchemokines (IL-6 and TNF-a), and other molecules
such as DAMPs and prostaglandins [24]. Some of these mediators can be found in the brain, where they
could mediate neuroinflammation and be involved in several behavioral changes [45, 48]. The neurochemical
alterations in the brain arising from inflammation include activation of the kynurenine pathway, which
affects tryptophan metabolism and serotonin levels, reduction of brain-derived neurotrophic factor
(BDNF) production, among others [49, 50]. These changes are mostly associated with mood disorders
such as anxiety and depression [31], but not all patients with mood disorders will present signs of immune
activation [52]. Therefore, stressful experiences can induce activation of many aspects of peripheral
immunity and central neursimmune processes, contributing to various forms of host defense, stress
recovery, and, ultimately, disease susceptibility [37, 45]. There are, therefore, a variety of neuroimmune
signaling pathways that can be activated in response to stressful experiences. In animal studies, these effects
often depend on specific individual characteristics of the subjects [46]. It is beyond the scope of the present
review to address all these pathways; there are excellent reviews about this topic (for example, [33]).

In addition to the observed changes in the expression of cytokines and other inflammatory signaling
molecules, exposure to stress is often accompanied by cellular changes manifestations of neuroimmune
activation, such as dynamic changes in the state of microglial activation. These cells are the primary brain
source of immune mediators [54]. Several human studies suggest that microglial changes could be related
to mood disorders [55-59]. Moreover, inhibition of microglia with minocycline, a tetracycline antibiotic that
inhibits microglial activation at low doses [60], was benefic to depressive patients [60-62] and demonstrated
to improve antidepressant response in treatment-resistant patients [62]. However. the exact role of microglia
cells in mood disorders remains uncertain, More recent data, almost exclusively from lab animal studies,
suggest that PRRs in microglia, namely the nucleotide oligomerization domain-like receptor protein
3 (NLRP3) and the TLR4, are involved in the behavioral consequences of stress exposure [63-70]. This review
will focus on evidence pointing out the invelvement of TLR4, therefore is essential to give a brief overview of
this pathway.

TLR4 pathway

As described in the Introduction, the activation of TLR4 by PAMPs, such as LPS, or DAMPs, such
as HMGB1, HSPs, and fibrinogen, can activate two pathways, MyD88-dependent pathway and
MyD88-independent pathway [71].

The MyD88-dependent pathway leads to the recruitment and activation of IL-1 receptor-associated
kinase (TIRAK) and TNF receptor-associated factor 6 [TRAFG) proteins, which activates transforming growth
factor f-activated kinase 1 [TAKL, also known as mitogen-activated protein kinase (MAPK] kinase kinase 7
(MEKKT7]]. This melecule leads to the activation of MAPK pathways, promoting the nuclear translocation of
activator protein 1 (AP-1) [71]. TAK1 can also activate [kB-kinase (IKK) complex [formed by NFkB essential
modulator (NEMO), IKKa, and IKKR], which phosphorylates the inhibitor protein of NFkB complex (subunits
p63 and p50) and the kBa. Phosphorylated [kBa (p-IkBa) is degraded by the proteasome and releases
NFxB to translocate to the nucleus, where it will promote the transcription of several proinflammatory
genes, including those necessary for the NLRP3 inflammasome [71, 72] (see Figure 1).

The activation of the MyD88-independent pathway promotes the endocytosis of TLR4 dimer. which
through Toll/IL-1 receptor-domain-containing adapter-inducing interferon-g (TRIF) and TRAF3 proteins
leads to the activation of the transcription factor interferon regulatory factor 3 (IRF3). which favors the
expression of type | interferons [e.g., interferon « (IFNa) and IFN[] [71, 72].
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Figure 1. TLR4 pathway. The activation of the TLR4 pathway resulis in the translocation of transcription factors related to
inflammation to the nudeus, such as AP-1, NFkB, and IRF3. These transcription faclors bind lo specific regulatory regions in
the DNA, leading to the transcriplion of several inflammatory genes, resulling in the synthesis of messanger RNA (mRNA) of
proinflammatory medialors, including IL-6, pra-IL-1B, pro-caspase-1, NLRP3, and iINOS. P: phesphorylation site; TIRAP: Toll/IL-1
receptor domain-containing adapter protein; TRAM: TRIF-related adaplor molecule; PGE2: prostaglandin E2

Experimental approaches to study TLR4-related mechanisms in
stress response

Genetic, chemical, and pharmacological approaches are used to study the influence involvement of TLR4 in
stress response and behavior Some of these strategies will be briefly discussed below.

LPS from Gram-negative bacteria, a TLR4 activator, is extensively used to evaluate sickness behavior,
cognitive deficits, and depressive-like behaviors in animals [73-76]. Overall, LP5-induced behavioral changes
and neuroinflammation are attenuated by antidepressants from different classes [selective noradrenaline
reuptake inhibitors, selective serotonin reuptake inhibitors (55RIs) and serotonin-noradrenaline reuptake
inhibitors [SNR1s), and tricyclic antidepressants] [73, 77-79]. Therefore, this model is helpful for investigating
mechanisms involved in the consequences of LPS exposure, as demonstrated for the indoleamine
2,3-dioxygenase (ID0) enzyme [80-82] and the NLRP3 inflammasome [83]. Moreover, the LPS model is used
to evaluate the potential effect of drugs in attenuating depressive-like behavior in the context of immune
system activation. Ketamine [84-86), agonists of CB2Rs [86], and the phytocannabinoid cannabidiol [87], for
example, attenuated the behavioral consequences of LPS administration in lab rodents. Therefore, these data
are relevant to the study of depression associated with immune changes because in this case, the condition
can be resistant to conventional treatments [88-90].

Some drugs were designed as inhibitors of the TLR4 pathway, including E-3531, eritoran, and
TAK-242, mainly for the treatment of sepsis [91-93]. However, they fail to present therapeutic effects in
this condition [42, 94]. These compounds aim to block the activation of the TLR4 pathway by DAMPs and
PAMPs, blocking the induction of chronic and sterile inflammation, which can be invelved in neuropsychiatric
diseases [70, 95]: therefore, they are essential experimental tools.

TAK-242 is a cell-permeable compound that selectively binds to the cysteine residue of TLR4,
disrupting its interaction with the adaptor molecules TIRAP and TRAM. TAK-242 attenuated
neuroinflammation and behavioral changes induced by LPS challenge [96] and acute restraint stress [26].
Recently, Shirayama, et al. [70] showed an antidepressant effect of TAK-242 in a learned helplessness

Explor Neuroprot Ther, 2022;2:182-209 | htips://dolorg/10.37349/ent.2022.00028 Page 136

95

—
| —



model after intracerebroventricular administration. Interestingly, this effect was attenuated by local
administration of a glutamate AMPA receptors antagonist (NBQX) or an inhibitor of BDNF-tropomyosin-
related kinase receptor B (TrkB) signaling (ANA-12), highlighting the involvement of these receptors in the
effects of TAK-242.

Eritoran, a synthetic analog of the lipid A portion of LP5, competes with LPS for binding to the MD-2
portion of the TLR4 receptor complex [97]. This drug attenuated depressive-like behaviors and neurochemical
changes induced by chronic restraint stress (CRS) in a dose-dependent manner [98].

Genetic models are also widely used. such as the TLR4 knockout (KO) and C3H/He] mice; in the latter.
TLR# has a defective response to LPS [2]. Moreover, it is also possible to use interfering peptides that
disrupt the beginning of the TLR4 pathway [99]. Several studies show that TLR4 KO is resistant to the
behavioral effect of stress and has lower levels of neurcinflammation [100, 101]. However, contradictory
data show no effect [102] or even an opposite effect, an anxiogenic behavior [103]. These data will be
discussed in the next session.

New genetic models have emerged since microglia has gained importance in many neurological and
psychiatric disorders [104, 105]. Conditional KO mice, such as C-X3-C motif chemokine receptor 1 (CX3CR1,
CX3CR1-""), when crossed with mice with a floxed gene, can promote the deletion of specific gene targets
in CX3CRI1-positive cells, including microglia (CX3CR1° cells). After some weeks following the treatment
with the estrogen receptor agonist tamoxifen, the deletion is obtained. These animals were not yet used to
study the brain microglia’s TLR4 in behavior but are helpful to study neurodegenerative diseases [106, 107].
Below we will discuss studies using these different approaches to study TLR4 in a stress context.

Involvement of the TLR4 pathway in stress-induced neuroinflammation
and behavioral consequences

Several pieces of evidence show that exposure to stressors in lab animals alters TLR4 pathway molecules
expression in brain areas related to neuropsychiatric disorders, supporting an essential role for TLR4 in
mood disorders. Most importantly, pharmacological or genetic manipulation of the TLR4 pathway modifies
animals’ behavior and neurcinflammation after stress exposure. These studies are summarized in Table 1
and will be discussed below. Most of these studies use heterotypic stressors, such as exposure to chronic
unpredictable mild stress (CUMS) (see Table 1, Figure 2).

Table 1. Invelvernant of the TLR4 pathway and related mediators in stress response, neuroinflammation, and behavioral
effects in animal models

Animal (strain, Stress model Behavioral Major findings Modulation of Reference
sex, sizel age) assessment TLR4 pathway
CAH/HeN mice, Immobilization Mone Stress induces 1COX-2, 1iINOS,  C3H/MeJ mice Caso et al.,
male strass (1 aCBI7 and tlipid peroxidation in HeMN but 2008 [126]
adutt days) not in Hed animals
CSTBLIEN Single or repeated  Social Repeated stress induces TLR2/4 KO mice Mie 2t al.,
mice, male social defest stress  interaction test, microglia activation, tIL-1a, 2018 [129)
B-12 weeks old (% or 10 days) EPM {THF-a, and social aveidanca, all
absent in TLR2/4 double KO mice

CSTBIE mice, Footshock Learned Stress in WT animals but not TLE4 KO mics Cheng alt al_,
male sirass (one or helplessness;  TLR4 KO promotes THMGE1, 2016 [100]
812 weeks old twe sessions of number {TMF-a, tIL-6, 1IL-1(, 1TLR4,

180 inescapable of failures and tMLRP3 in PFC

footshocks, 0.3 mA  to scape TLR4 KO animals display

duration of 6 5) footshocks

resistance to leamed
helplessness depression-like
bahavier
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Table 1. Involvernent of the TLR4 pathway and related mediators in stress response, neurcinflammation, and behavioral

effects in animal models (confinued)

Animal (strain, Stress model Behavioral Major findings Modulation of Reference
sex, sizel age) assessment TLR4 pathway
ICR mica, male CUMS (B weeks) SPT, OFT, TST, Stress: {TNF-a, 1IL-6, 1IL-1B, TAK-242 (3mg/kg, Guoelal,
Weighing LPS (5 days, 0,83 FST and tTLR4 in hippocampus and  i.p.) and baicalin (80 2019 [36]
1822 g malkg, i.pday) depressive-like bahavior or 30 mg/ka, i.g.)

Stress effects ware reversad by

TAK-242 and baicalin
CS5TBIG mice, CUMS (6 weeks) FST, TST, OFT, Stress {HMGE1, flba-1, {TMF-a, TLR4 KO mice and Xu etal.,
male SPT {TNFR1, 1GM-CSF. tIL-1B, {IL-5, arcligenin (25,50, 2020 [101]
810 weeks oid TIL-6, TIL-7, tIL-9, 1IL-13, HIFMy, or 100 mgfkg, Lp.)

TNO, 11DO, |dopaming, |5-HT,

1TLR4, tMyD88, tp-IkBa, and

Tp-NFKB p65 in PFC.

Stress induced depressive-like

behavior in WT but not TLR4 KO

mice

Stress effects ware reversad by

drug treatment
C5TBIG) mica, LPS (1 mafkg, i.p.) TST, SPT,FST LPS 1IL-1[, tlba-1, TRANTES, None He et al.,
male and tMCP-1 in PFC 2020 [74]
B weeks old
ICR mica, male CUMS (6 weeks) SPT, TST. OFT, Stress |5-HT, |NE, 1TNF-a, TAK-242 (referred  Fu etal.,
weighing FST tiL-8, TIL-1B, 1TLR4, tp-NFkB,  as CH-095 in this 2019 [110]
18229 1p-p38, TNLRP3, and Tcaspase-1 paper) (3 ma/ka,

in PFC and hippocampus g}

Stress |S0D, |GPx, and |MDAin

the serum

Stress promoles depressive-like

bahavior prevented by Cli-095
BALB/c mice, CUMS (4 weeks),  SPT, TST, OFT Stress tHMGE1 (serwm and TAK-242 (3 mg/kg, Lian et al..
male i.c.v. administration cortex) and depressive like ip.) 2017 [117]
Bweeksold  of -HMGB1 or behavior

non-axid HMGE fr-HMGB1, but not non-axid

HMGB1, induced depressive-like

behaviar, 1 TNF-a, and | MEP

in hippocampus, which was

reversed by TAK-242
C57BI/G mice  CUMS (3 weeks) SPT, OFT, Stress induced depressive-like TAK-242 (3 mg/kg, Wangetal.,
and ob/ob Maorris water behavior and alterations in target  i.p.) 2018 [43]
mice, male maze quadrant in Morris water maze
7-8 weeks old Stress 1 TNF-a, tIL-6, and TIL-13

in hippocampus and frontal cortex

TAK-242 reversed the

deprassive-like behavior in ¢57

and obfob mice

Also, reversed stress effects in

TMF-a, IL-6, and IL-10 levels in

the brain
ICR mice, male LPS (0,83 mglkg, OFT, TST, FST. LPS induced 1TNF-a, 1IL-G, Saikosaponin-d Su et al.,
68 weeks old  -B-) SPT tiL-1j, 1CDE9, 1TLR4, tp-lkBa, (1 mg'ka, ig.) 2020 [113]

TNFkB p65, and THMGB1 in

hippocampus

LPS also induced depressive-like

behavior reversed by the drug

usad
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Table 1. Invelvernent of the TLR4 pathway and related mediators in stress response, neuroinflammation, and behavioral
effects in animal models (confinued)

Animal (strain, Stress model Behavioral Major findings Modulation of Reference
sex, sizel age) assessment TLR4 pathway

ICR mice, male LPS (1 mafkg, i.p.) FST, SPT, LPS induced tlba-1, 1GFAP, Molecular docking  Yang et al.,
B_10 weaks old NSFT {THF-a, tIL-6, 1IL-1B, 1TLR4, simulation indicates 2019 [73]

1p-NFkB, tMyD88, | BONF in possible interaction
hippocampus, and depressive- betwean TLR4 and
liker behavior fast grean FCF (100
These effacts are reversed by the ™30, Lp.)
pre-treatmant with fast green FCF

NMRI mice, LPS (0,83 mg/lkg, OFT, FST LPS induced texpression of Madulation of TLR4 Hemmati
male iLp.) TLR4, p-NFkB, and IDO in mice  pathway with GM- et al, 2019
Adult hippocampus and depressive-like CSF (30 palka, i.p.) [111]

. behavior
20950 GM-CSF inhibited the LPS effects
Wistar rats, CRS (6 eCBiday,  SPT, OFT, CRS induced 1TNF-a, 1IL-6, TLR4 antagonist,  Aboul-
male 28 days) EST, social tIL-1B, and |BDNF in rat eritoran (5 mo/kg, Fotouh et
Weighing interaction test  hippocampus and PFC. CRS ip.) al., 2018
150180 g also induced alterations in 98]

neurotransmitters, [GABA,
tolutamate, and |GAD in
hippocampus and PFC

CRS also promoted depressive-
like behavior and | social
interaction

All effects were reversed in a
dose-dependant manner by

eritoran
Wistar rats, LPS (20 pg or OFT, EFM, LPS induced 1TNF-a, TIL-13 MNone Ma et al.,
male BO pag, iev) FST, Morris LPS induced depressive- and 2021 [131]
adult waler maze anxiety-like behaviors and
Weighi cognitive impairmeants in Morris
25{'—3:‘]& waler maze
Wistar CMS (21 days) FST, SPT, CMS induces bacterial Nane Martin-
Hannowver rats, splash test translocation, fplasma LPS and Hermdndez
male EEM ' depressive-like behavior et al., 2016
Weighing [130]
200-225q
Offspring of MIA (single dose of Nome Pro-inflammatary prefie of Nane O'Loughlin
CSTBLE mica, LPS on embryonic cytokines and 1 TLR4 in amygdala etal., 2017
male and day 12, 50 pgikg, of MIA offspring [114]
female Lp.)

1: increase; |: decrease; EPM: elevated plus-maze; WT: wild-type; SPT: sucrose preference test; OFT. open field test; TST:
tail suspension test; FST: forced swim test; Iba-1: ionized calcium binding adaptor molecule 1; TNFR1: lumor necrosis faclar
receplor 1, GM-CSF: granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; NO: nitfic oxide; 5-HT: S-hydroxytriptamine; p-NFkB:
phosphordated NFxB: RANTES: regulated an activation, normal T cell expressed and secreted, MCP-1: monocyle chemaatiractant
protein-1; ME: norepinephrine; p-p38: phosphorylaled p38; SOD: superoxide dismutase; GPx: glutathione peroxidase; MDA:
malendialdehyde: MBP: myelin basic protein; NSFT: novelly suppressed feading test; GFAP: Glial fibrillary acidic protein: GABA:
y-aminobutyric acid; GAD: glutamate decarboxylase; CMS: chronic mild stress; MIA: maternal immune activation

However, fewer articles evaluate the effect of homotypic stress, such as footshock or restraint stress
exposure. Several reports show differences in immune system activation after exposure to homotypic or
heterotypic stressors, including microglial activation. This effect is related to habituation of the HPA activation
in the first but not in the second condition [4, 108, 109].

As already briefly discussed, stress exposure can increase pro-inflammatory cytokines and enzymes in
the brain, especially in the hippocampus and PFC, and decrease neurotrophic factors and monoamines in the
same brain regions [13, 19, 100, 101, 110, 111]. Also, there is an alteration in microglial markers, suggesting
the involvement of these cells in stress response [74, 101, 112] (see Table 1).

Acute or repeated homotypic stressors increase the expression of TLR4 pathway components in the
brain, including TLR4, MyD88, and NFxB [2, 73, 102, 113-116]. One of the molecules responsible for
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triggering the TLR4 response is HMGB1 [100, 101, 112, 117]. Several studies showed that severe stress
increases HMGB1 levels in the brain and induces neurcinflammation [116, 118, 119]. Considering that
HMGE1 binds to TLR4 and CD14, resulting in the release of several cytokines [120], and considering that
behavioral changes after stress involve HMGB1 release [121, 122], this DAMP could be responsible for the
behavioral consequences of TLR4 activation after stress exposure.

Moreover, several studies show that stress increases the expression of components of the microglial
NLRP3 inflammasome in the brain [63, 64, 118]. This inflaimmasome is primed by activation of
TLR4 (Figures 1 and 2). When primed. other stimuli can activate it. such as activating purinergic P2X7
receptors by ATP. NLRP3 inflammasome activation results in caspase-l activation and conversion of
pro-1L-1f/pro-IL-18 in IL-1f/1L-18 [73, 100, 101, 112] (see Table 1). Therefore, activation of this pathway
could be one of the readouts of TLR4 activation.
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Figure 2. Behavioral and neuroimmune consequences of stress. In rodenls, psychological and immunological stressors cause
microglial activation, especially in limbic areas, such as the hippocampus and PFC. Microglia can be activated through the
aclivation of the TLR4 pathway by PAMPs, like LPS, or DAMPS, like HSPs, HMGE1, and fibrinogen, leading to an increasea in
proinflammatory eylokines, such as IL-13 and TNF-a, enzymes thal mediate immunefinflammalary responses, such as iINOS,
COX-2, and PGE2, and transcription of components of the NLRP3 inflammasome pathway (pro-IL-15, pro-IL-18, pro-caspase-1,
and NLRP3). Stressors' exposure also induces depressive-like and anxiely-lke bahaviors, which could be related o the
downstream activation of TLR4. Therefore, pharmacological or genelic inhibition of this pathway, by administering drugs that
antagonize TLR4 or prevent ite activation, such as TAK-242 or using TLR4 KO or transgenic mice, could prevent tha developmant
of behavioral consequences of stress exposure

The benefits of modulating the TLR4 pathway are described in several conditions such as Parkinson's
and Alzheimer's diseases [123, 124] and traumatic brain injury [125]. Moreover, stress-induced inflammatory
changes can be modulated by interfering with the TLR4 pathway. These data are summarized in Table 1 and
discussed below.

TLR4 KO mice are resistant to depressive-like behavior in the learned helplessness paradigm and also
have a blunted cytokine response to stress, with lower hippocampal levels of TNF-a, IL-6, and IL-1 than
wild-type mice [100]. These mice also present a protective phenotype after exposure to repeated homotypic
restraint stress [126] or CUMS [101].

However, the data of TLR4 KO mice in models predictive of anxiclytic drugs are controversial, with
reports of no effect [102, 127, 128] or anxiogenic effect [103, 116]. For example, the anxiogenic effectin TLR4
KO mice has been previously reported in different animal models, both in males and females [103]. However,
one study [102] did not report this anxiogenic effect. These mice also showed deficits in the contextual
conditioned fear paradigm, among other cognitive changes [102].

A recent work evaluated social interaction, but not anxiety behavior, in TLR4 KO and double TLR2/TLR4
KO mice exposed to repeated social defeat stress [129]. Stress-induced social interaction reduction depends
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on TLR2/TLR4 receptors specifically expressed in medial PFC (mPFC) microglia. Furthermore, reduced
neuronal activity, microglial activation, and dendritic atrophy in the mPFC after stress also depend on these
receptors. Although TLR4 KO animals did not present changes related to anxiety behavior in this study
these animals’ cellular responses to stress were not evaluated [129]. Furthermore, whether the deletion of
TLR# only in microglial cells participates in behavioral and cellular responses promoted by stress exposure
is still an open question.

The pharmacological antagonism of TLR4 with TAK-242 restores sucrose preference and ameliorates
depressive-like behavior after CUMS [110] and reduces helplessness behavior and expression of TNF-a in
the hippecampus induced by chronic social defeat stress (C5DS) [116]. TAK-242 also reversed behavioral
alterations and hippocampal increase of TNF-a after intracerebroventricular injection of reduced forms of
HMGB [disulfide HMGE1 (ds-HMGB1) and fully reduced HMGE1 (fr-HMGE1]] [117]. In addition, TAK-242
reversed the CUMS-induced depressive-like behavior both in C37bl/6 and in ob/ob (mutant mouse
for leptin gene) mice, reversing the increase of TNF-a, IL-6, and IL-1f in the hippocampus and frontal
cortex [43]. Overall, these results suggest that blockade of the TLR4 pathway can be beneficial to coping after
stress exposure, similar to several data obtained with TLR4 KO mice (Table 1).

Concerning anxiety behavior to our knowledge, few studies have evaluated if pharmacological
inhibition of TLR4 can modify this behavior after stress. Intracerebroventricular administration of a
TLR4 antagonist, the inhibitory LP5 from Rheodobacter sphaeroides (R sphaeroides), in naive animals
induced an anxiclytic-like effect [102], contrasting with some reports in TLR4 KO mice indicating an
anxiogenic effect (Table 1).

Therefore, pharmacological and genetic tools used to study the role of TLR4 in behavior, particularly
related to anxiety, can render contradictory effects. The exact role of TLR4 in behavioral responses to stress
still needs to be further elucidated. The resultant effect observed with TLR4 KO mice, for example, could
involve the absence of these receptors during brain development [128, 129].

Interestingly, CMS promotes intestinal translocation and depressive like-behavior [130], and intestinal
decontamination prevents the increase of TLR4, COX-2, and iNOS expression in the rat frontal cortex after
stress exposure which indicates an essential role of bacterial translocation in activating the TLR4 pathway
after stress. These effects of intestinal decontamination can also be observed with other types of stressors,
such as CM5 [113] and repeated restraint/acoustic stress [2]. However, in these studies, the behavior was not
evaluated. Therefore, it is still not completely clear how bacterial translocation impacts behavior, and this
discussion is beyond the scope of this review.

Altogether, these experimental data support the involvement of the TLR4 pathway in the
neursinflammatory and behavioral responses triggered by stress. Therefore, these receptors could be
a potential target for therapeutic intervention in conditions of overactivation of the immune system.
It is crucial to evaluate if similar alterations are observed in humans and if drugs currently used to treat
stress-related disorders, such as antidepressants, or drugs potentially used to treat these disorders, could
change the TLR4 pathway [96].

TLR4 in mood disorders and evidence of antidepressant effects involving
this pathway

Recent data indicate that major depressive disorder (MDD) patients present changes in TLRs expression,
or components of their signaling pathway, in blood cells [131-137]. TLR4 expression, for example, is
increased in several MDD patients [132, 134, 136-138]. Interestingly., postmortem evaluation of TLRs
in the PFC and dorsclateral PFC (DLPFC) of suicide and non-suicide depressive patients found higher
levels of TLR4 mRNA and other TLRs [26, 139, 140]. However, no changes were found in the DLPFC
of MDD patients [30]. Some reports suggest that TLR4 levels could predict the severity of depressive
symptoms in MDD [132, 137]. Patients with severe symptoms, for example, presented significantly lower
levels of methylation (an epigenetic process related to repression of gene transcription) in the tird gene,
specifically in the cytosine-phosphate-guanine (CpG) site cg03429895, when compared to patients with
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mild symptoms; these findings were in line with the increased plasmatic levels of TLR4 mRNA [137].
However, there are also data showing no association between TLR4 levels and symptom severity [69]. In
addition, single nucleotide polymorphisms (SNPs) of the £ir gene could predict some traits, such as anxiety
and psychomotor retardation, observed during the first episode of depression in MDD patients [68]. Also,
in MDD patients, peripheral levels of TLR4 expression could predict anxiety traits and weight loss [69].
Accordingly, TLR4 levels could be a potential biomarker in MDD.

A recent review summarized animal and human studies investigating if S5RI and SNRI attenuate
neurcinflammation by modulating immune pathways [141]. In fact, human studies evidence
anti-inflammatory effects of antidepressants [132-137, 139, 140]. Part of these effects could be
mediated by TLRs, because chronic treatment with antidepressants from different classes attenuated the
expression levels of several TLRs [133-135], including increased TLR#4 levels [134, 135], in blood cells from
MDD patients.

In vitre and animal studies with antidepressants, such as amitriptyline, escitalopram, and fluoxetine,
support that their effects can result from TLR4 expression modulation [142-144]. For instance, several
studies showed that fluoxetine decreases TLR4 levels in various brain regions [145, 146]. a mechanism that
could be related to subsequent inhibition of the NFxkB pathway and the NLRP3 inflammasome [49, 147, 148].

Furthermore, not only antidepressants, but other compounds can modulate the TLR4 pathway
Compounds from plants used in the traditional Chinese and Indian cultures can modulate the TLR4
pathway [95, 149]. For example, asperosaponin VI [ASA VI), isolated from the Radix Dipsaci, used
in traditional Chinese medicine, improved LP5-induced depressive-like behavior in mice. ASA VI
also suppressed microglia-mediated neuwroinflammatory response by inhibiting the TLR4/NFxB
signaling pathway [149]. Furthermore, arctiin, isclated from the plant Fructus arctil, induced a dose-
dependent antidepressant effect in mice. This compound also reduced excessive microglia activation,
decreased the release of HMGEL, and attenuated the expression of TLR4 in the PFC of mice exposed to
CUMS; it also attenuated the inflammatory profile of primary microglia stimulated with HMGB1 and
TNF-a [101]. Baicalin, a flavonoid compound isolated from Scutellaria baicalensis, has anti-inflammatory
and antioxidant properties [130]. This flavonoid attenuated CUMS-induced depressive-like behaviors
and attenuated the increase in HMGB1/TLR4/NFxB expression [151]. Other flavonoids, such as flavones,
apigenin, and hesperidin, demonstrated antidepressant effects by inhibiting TLR4 signaling in animal
models [70, 152, 153]. Finally, curcumin, the yellow pigment in Indian saffron, isolated from the rhizome of
Curcuma longa, has been investigated as a neuroprotective agent in several pathological conditions [154].
In a traumatic brain injury model and in an in vitro model, curcumin attenuated microglial activation and
the expression of the TLR4/MyD88/NFxB pathway, and reduced neuronal apoptosis [155]. Moreover, it also
attenuated neurcinflammation and long-term cognitive deficits induced by a high dose of LPS [156].

Therefore, not only drugs already used in the clinic, such as antidepressants, but also other compounds
primarily used in popular medicine could exert at least part of their effects by modulating neurcinflammation
via inhibition of the TLR4 pathway. Considering all experimental data showing anti-inflammatory and
anti-stress effects of drugs that interfere with the TLR4 pathway and evidence of changes in TLR4 in
MDD patients, we suggest that drugs interfering with this pathway could be used as adjuvant treatment
in stress-related disorders. Also, they could be an alternative treatment in treatment-resistant patients,
especially when there are signs ofimmune alteration. Finally, considering evidence that some antidepressants
modulate the TLR4 pathway. those antidepressants with an anti-inflammatory profile would be a better
choice for patients with altered immune parameters.

The eCB system in neuroimmune and behavioral response to stress:
potential link with the TLR4 pathway

The eCB system modulates many functions in the CNS, such as neuroplasticity, the release of cytokines
by microglia, cell homeostasis, and behavior [29, 1537]. This system comprises endogenous lipidic
messengers/neurotransmitters (the eCBs), receptors, and anabolic and catabolic enzymes [158]. The most
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well understood eCBs are AEA and 2-AG. The N-acylphosphatidylethanclamine-specific phospholipase
D (NAPE-PLD) and the fatty acid amide hydrolase (FAAH) are responsible for the biosynthesis and
hydrolysis of AEA, respectively. The diacylglycerol lipase a (DAGLa) and DAGLE, monoacylglycerol lipase
[MAGL), and a/B-hydrolase domain 6 (ABHD6) are responsible for the synthesis and degradation of 2-AG,
respectively. eCBs interact with CB1Rs and CE2Rs; but they can interact with other targets, such as transient
receptor potential vanilloid type 1 (TRPV1) and peroxisome proliferator-activated receptor a (PPARa) and
PPARy receptors [157]. Other eCBs exist, such as the N-palmitoylethanolamide (PEA) [159], which has several
anti-inflammatory and neuroprotective properties [160-162], and its effects can be mediated, for example,
by activation of CB2, TRPV1, and PPARa [157, 159].

eCBs are synthesized by several cells and act on different brain cells, including neurons and
microglia [163, 164]. Therefore, the widespread localization of the eCB system molecules in brain cells and
its multi-target actions allows the control of many functions, from controlling local cellular actions to big
circuits involved in behaviorn

CB1Rs are expressed in the periphery. but mostly in the CNS5: they are found in telencephalic
and cerebellar regions, mostly in neurons, but also in glial cells [165-167]. They are the most expressed
G-protein coupled receptors in the brain [165-167]. The neuronal CB1 expression is generally located at
presynaptic elements, where they are coupled to Gi protein [165, 166]. Therefore, neuronal CB1 activation
usually inhibits neurotransmitter release [165, 167, 168]. In the striatum, CB1R is expressed by parvalbumin-
positive interneurons, whereas in the cerebral cortex, hippocampus, and amygdala they are predominately, but
not exclusively, expressed by cholecystokinin (CCK)-positive interneurons [165]; they can also be expressed
by glutamatergic neurons [169]. CBZRs are mostly expressed by immune cells in the periphery. but also by
microglia in the brain [170]. However, there is evidence of neuronal expression in the postsynaptic neurons,
where its activation could hyperpolarize cells and inhibit signal transmission [171, 172]. Their expression is
much lower than that of CB1 and it can be increased by several stimuli [170, 173].

Stress exposure affects the eCB system in the brain. For instance, acute or chronic homotypic stress
activate FAAH and reduce AEA levels; in contrast, 2-AG levels are increased [174]. Repeated homotypic
stress potentiates these effects on eCB levels, and reduces the expression of CB1 in most brain areas, such
as hippocampus and amygdala, whereas increases it in the PFC [174]. Impaired CB1 signaling by AEA
result in a lack of adaptation to repeated stress and consequently, behavioral changes [175], and impaired
CB2 signaling could contribute to neurcinflammation [173]. Data regarding heterotypic stressors on eCB
levels are less consistent [176]. eCB tone also controls the HPA axis. For example, CB1 antagonists increase
circulating levels of adrenocorticotropic hormone (ACTH) [176, 177].

The presence of eCB signaling in stress-sensitive nuclei, such as hypothalamic and upstream limbic
structures (amygdala. hippocampus, and PFC) suggests it plays an essential role in regulating the stress’s
neuroendocrine and behavioral effects [178]. The amygdala is one of the primary limbic structures
involved in activating the HPA axis in response to stressful stimuli. In contrast, hippocampus and PFC
have been identified as inhibitors of the HPA axis and are also involved in glucocorticoid-mediated
negative feedback [179]. Consequently, adequate eCB signaling in the limbic system is essential to mitigate
the consequences of aversive stressful situations, as extensively reported [29].

The interplay between eCB, stress, and the inflammatory system has gained much attention in the
neurcimmune area. Several works support that the anti-stress effects of eCBs in animal models could
involve the anti-inflammatory properties of these compounds [35-37, 167]. For instance, subchronic stress
in mice induced an increase in the pro-inflammatory profile in the frontal cortex, which was attenuated
by pharmacological activation or overexpression of CE1Rs or CB2Rs [35, 36]. Moreover, overactivation of
microglial cells to LPS stimulation, the anxicgenic response, and sensitized conditioned fear response
after repeated stress exposure in mice were attenuated or prevented by a non-selective CB1/CB2 agonist
during stress [37]. Accordingly, eCBs can attenuate behavioral responses in stressful situations and limit
the inflammatory response to different stimuli, acting as a buffer system against stressors [29, 39].
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Several data also support an interplay between cannabinoid receptors and the TLR#4
pathway [180-183]. For example, TLR4 and CB2 are colocalized in peritoneal macrophages; exposure
to LPS or to a CB2 antagonist decreased their interaction, whereas 2-AG increased it, suggesting CB2
activation by 2-AG could dampen TLR# signaling [180]. Corroborating this idea, a recent study in mast
cells indicated that persistent activation of TLR4 by LPS engages the eCB 2-AG, which activates CB2 and
attenuates inflammatory response [181]. Moreover several other in vitro studies demonstrated that
inflammatory effects of TLR4 activation are attenuated by cannabinoid receptor agonists [181-183].

Altogether. the data mentioned above support the hypothesis that activation of the TLR4 pathway
in microglia by stress mobilizes 2-AG, which would activate CB2 as a protective mechanism to attenuate
further microglia activation and its consequences. However, considering that 2-AG is a full agonist at CBs
receptors, exposure to increased 2-AG levels during repeated stress can result in CB1 downregulation,
and decreased CB1 signaling impairs control of synaptic neurotransmission [174], resulting in behavioral
changes. Moreover, we speculate if increased 2-AG during repeated stress could somehow impair neuronal
CB2 signaling, contributing to impaired synaptic transmission,

Additional to CB1Rs/CB2Rs, behavioral, neuroprotective, and anti-inflammatory effects of eCBs
in stress situations can be further mediated by nuclear PPARs, mainly PPARx and PPARy [164]: the last
one has the highest expression levels in the CNS, in different cell types [184]. PPARs act as transcription
factors by binding to specific DNA regions and regulating gene expression [163]. PPARa KO mice did
not demonstrate anxiety or depressive-like behaviors but showed increased fear learning [170]. Moreover.
exposure to CUMS increased PPARa protein and mRNA in the hippocampus. It alse induced behavioral
changes, HPA axis activation, oxidative parameters, and reduced neurctrophic factors in the hippocampus.
These changes were blocked by the eCB PEA in a dose-dependent manner, and the PEA effect was attenuated
or prevented by an antagonist of PPARa, MKB86 [169].

Corroborating a potential protective role also for PPARy receptors, animals with PPARy
deletion in neurons show an exacerbated anxiogenic effect after acute stress, similar to
a PPARy antagonist [185]. Moreover, exposure to acute restraint stress (6 eCB) in rats increased the
expression of PPARy in the PFC [186, 187], and activation of these receptors attenuated stress-induced
neuroinflammation, oxidative/nitrosative consequences in the PFC [167], and the anxiogenic
effect [171]. Reduced NMDA signaling and increased glutamate uptake by glia could be involved in those
effects [166]. Contrary to acute, repeated (4 days to 7 days) homotypic stress reduced PPARy levels in the
PFC [2] or amygdala [168]. These studies did not evaluate PPARx involvement, nor if eCBs attenuated the
observed changes.

Interestingly, PPAR activation can interfere with proinflammatory actions of HMGE wvia NFxB
inhibition and also inhibits HMGB transcription [188]. Therefore, PPAR could regulate and be regulated
by TRL# signaling. For instance, the reduced PPARy levels in the PFC after repeated stress was not
observed in TLR4 KO mice [2] and was attenuated by repeated treatment with a microglia inhibitor during
stress [168]. Similarly, in macrophages, LPS inhibited PPARy mRNA synthesis through a NFkB-dependent
mechanism, which was not observed after TLR4 pharmacological inhibition or in TLR4 KO mice [189].
We suggest that increased PPARy transcription levels by acute stressors could be a protective mechanism
after TRL4 pathway activation, which could parallel the initial changes in the eCB signaling in the
brain [176] to promote stress habituation (Figure 3A). However, after prolonged or repeated exposure
to the same kind of stress, this mechanism would be dysregulated, with the intensification of changes in
the eCE system [176], increased TLR4 signaling, and decreased levels of PPARy, which could contribute
to behavioral consequences of stress (Figure 3B). Although there are still few studies evidencing a
direct relationship between stress, eCB system, and TLR4 in the brain, the in vitro and in vivo evidence
of anti-inflammatory effects of eCBs mentioned above and others [190-192], including with potential
involvement of TLR4 [2, 180, 181, 185], suggest that these mechanisms are important in stress-related
disorders and their modulation could be beneficial in these disorders, such as MDD,

Explor Neuroprot Ther, 2022;2:182-209 | htips://dolorg/10.37349/ent.2022.00028 Page 194

103

—
| —



Figure 3. Schematic representation of TLR4 and eCB signaling interaction in the modulation of behavioral response 1o stress
exposure. A) Short-term acule stress, including LPS, increase glutamale release (1) and release DAMPS (2), which can activate
microglia. Microglia activation can result from the activation of TLR4 signaling. DAMPS such as HMGE activale TLR4 receplors
(3) in brain areas, such as the PFC, resulting in NFxB activation (4), transcription of proinflammatory-related genes (5), and also
PPARs (6). PPARS can be aclivated by fatty acids, including its derivatives, such as the aCBs 2-AG, PEA, and oleoylethanolamide
(OEA, not shown). These mechanisms have opposite affects on cxidative stress and neursinflammation induction, with immune
mediators increasing them (7), whereas PPAR aclivation decreases it (B). Glutamate, also considered a DAMP, induces HPA
axis activation (9), which consequently impacts the ¢CB signaling: CRH release increases FAAH activity (10) and decreases
AEA levels (11), and glucacorticoid receptor (GR) activation by corticosterone could decrease MAGL activity (12) and increase
2-AG levels (13) in the brain. 2-AG is a full agonist al CB receptors, whereas AEA is a parlial agonist. 2-AG aclien at CB1
and CB2 modulates neuronal excitability (14) and neurcinflammation (15), respectively, including by limiting TLR4 activation
(16). AEA signaling is attenuated (17). The resultant expected affect would be transient behavioral changes, stress habituation,
and coping behavior; B) under prolonged or repeated stress exposure, the TLR4 pathway activation and glutamalte release are
exacerbated. The proinflammatory profile is increased and PPARy expression is supprassed, which contributes o increasing
oxidative siress and neurcinflammation, contributing 1o increased neuronal excitability (1). The eCB changes induced by stress
are also axacerbated, with even lower levels of AEA and higher levels af 2-AG. Parsistant TLRS activation also recruils 2-AG (2).
High levels of 2-AG can contribute Io the downregulation of CB1Rs (3), impairing the control of neuronal excitability via CB1 (4a),
but maintaining activation of microglia CB2Rs (4b). CB2R could be downregulated in neurans (no literalure report about that),
cantributing to neuranal excitability (7). The higher oxidative stress/meurcinflammation (5) resultant from high TLR4 activation and
decreased PPAR (8), along with impaired neuronal CB1 signaling (4) could contribute to higher neuronal excitability, impaired
coping, and behavioral dysfunction; C) after pharmacological or genetic blockade of TLR4, the impact on eCB signaling and
PPARy expression could be restored. TLR4 blockade can prevent impairment in microglia PPARSs signaling by decreasing the
MFkB pathway, and decreasing oxidative damage and neurainflammation. This blockade can contribute o decreasing the impact
on the eCB signaling, which can now conlrol the neuroimmune response by aclivating PPARs and CB2 or buffer the neuronal
activity by acting on neuronal CB raceptors

Thus, our current working hypothesis is that TLR4 pathway activation by DAMPs after acute or
repeated homotypic stress exposure differently impacts eCB signaling through CB1, CBZ, and PPARy
effects, influencing behavioral response and stress habituation (Figure 3). A protective mechanism
induced by TLR4 blockade after acute stress can be mediated by intensifying eCB signaling at PPARy and
CB1Rs/CB2Rs, contributing to stress habituation. After prolonged or repeated stress, TLR4 blockade
could prevent impairment in PPARy expression and limit increased levels of 2-AG during stress,
potentially attenuating effects in the eCB signaling. The eCBs could then act via PPARy, CB1, and CB2
to counteract stress effects (Figure 3C). Considering that several studies evaluating neuroprotective
and anti-inflammatory effects of cannabinoids, including AEA, 2-AG, PEA, OEA, synthetic agonists, and
cannabidiol, in models of Alzheimer, multiple sclerosis, drug abuse, and cognition, for example, indicate that
their effects are mediated by CB1/CB2 and PPAR receptors (for review, see [193]), adequate signaling via
these receptors, and maybe others, can be essential for the overall anti-stress effects of eCBs in inflammatory
conditions and psychiatric disorders.

In summary, dysfunctional eCB signaling under stressful situations can contribute to increased
neuronal excitability and facilitation of the inflammatory effects of stress in neuronal circuits. Since there
is a direct connection between eCB signaling during stress and the immune system, with crosstalk between
TLR# and eCE system, possibly involving different receptors, we propose that inhibiting TLR4 in microglia
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would facilitate stress adaptation by decreasing the TLR4 pathway activation itself, but could also do so by
regulating the eCE synthesis and signaling in microglia and neurons. These eCBs would act on microglia
receptors, contributing to decreasing neurcinflammation, but could also regulate neurcnal excitability
by activating neuronal receptors. Therefore, the possible beneficial effects of inhibiting TLR4 signaling in
stress could be, in part, through the facilitation of eCB signaling, mainly by CB1, CB2, and PPARs.

Conclusions

The current available therapy to treat neuropsychiatric disorders still faces a lack of efficacy or
refractoriness. These problems are probably related to the complex neurobiology of these disorders. For
instance, several pieces of evidence indicate that some, but not all, individuals suffering from psychiatric
disorders have a proinflammatory profile. Some data indicate that this profile is related to symptom severity
and could predict resistance to conventional antidepressant treatment [88, 194-196]. Moreover. several
data show the antidepressant effects of anti-inflammatory drugs (for review, see [196]). Therefore, targeting
immune system mechanisms could improve symptoms, allowing some patients to respond to treatment.

Based on the evidence discussed in this review, the overactivation of the TLR4 pathway by
stress exposure and signs of its alteration in psychiatric patients indicate that it could contribute to
neuropsychiatric disorders. Modulating the TLR4 pathway is expected to decrease the NFxB activation
and the NLRP3 inflammasome pathway, attenuating the expression of proinflammatory cytokines.
Therefore, the imbalance in this system can trigger deleterious processes in the body by increasing the
inflammatory response. Accordingly, modulation of this pathway could be a promising therapeutic strategy
for those diseases.

Despite several studies proposing the modulation of this pathway to counteract stress effects, as
discussed in this review, many aspects related to neuroinflammation remain unclear, and it is unlikely
that one singular mechanism would promote clinically relevant effects. However. considering the potential
relationship between the TLR4 pathway activation and eCB system actions, modulation of the TLR4
pathway could directly modulate its pathway and implicate eCB signaling, amplifying its potential effects.
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