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RESUMEN

La depresion, un trastorno mental que afecta a millones de personas en todo el
mundo, ha suscitado un creciente interés en la comunidad cientifica debido a su
complejidad y al profundo impacto que ejerce sobre la calidad de vida de quienes la
experimentan. En la busqueda de una comprensiéon mas profunda de esta afeccidn, se
ha comenzado a explorar las conexiones entre la depresion, el sistema inmune y el
metabolismo. Estas investigaciones tienen como objetivo desentrafiar las interacciones
complejas que pueden contribuir a la etiologia y la progresion de la depresion.

Uno de los modelos de depresion existentes es el inducido por la administracion
periférica de lipopolisacarido bacteriano (LPS), que desencadena una fuerte respuesta
inflamatoria, seguida de sintomas depresivos debido a la neuroinflamacién. En este
contexto, el sistema inmune innato, especificamente los receptores tipo Toll (TLR), ha
emergido como un componente crucial. Los TLR son sensores del sistema inmune que
detectan patdgenos y desencadenan respuestas inflamatorias. Se ha observado que la
actividad anormal de los TLR puede estar relacionada con la aparicién de sintomas
depresivos.

Comprender el papel de los TLR y su interaccion con el sistema inmune en el contexto
de la depresidn inducida por una activacion inmune aguda es esencial para avanzar en
nuestro conocimiento de esta compleja enfermedad y desarrollar enfoques
terapéuticos mas efectivos. Por esta razdn, esta tesis se centra en el estudio del papel
del TLR9 en la respuesta emocional en un modelo de depresion e inflamacién y en
consecuencia en el potencial de la preestimulacion del TLR9 como una posible diana
terapéutica para mitigar el dafio causado por el efecto del LPS. Este efecto se logra
mediante el aumento de las vias antiinflamatorias, ademds de proteger contra las
alteraciones mitocondriales, lo que a su vez se traduce en una proteccidon contra el
desarrollo del fenotipo ansioso-depresivo inducido por la neuroinflamacién.



ABSTRACT

Depression, a mental disorder affecting millions of people worldwide, has
sparked growing interest in the scientific community due to its complexity and the
profound impact it has on the quality of life of those who experience it. In the quest for
a deeper understanding of this condition, exploration of the connections between
depression, the immune system, and metabolism has begun. These research efforts aim
to unravel the complex interactions that may contribute to the etiology and progression
of depression.

One of the existing models of depression is induced by the peripheral administration of
bacterial lipopolysaccharide (LPS), triggering a robust inflammatory response followed
by depressive symptoms due to neuroinflammation. In this context, the innate immune
system, specifically Toll-like receptors (TLRs), has emerged as a crucial component. TLRs
are sensors of the immune system that detect pathogens and initiate inflammatory
responses. Abnormal TLR activity has been observed to be related to the onset of
depressive symptoms.

Understanding the role of TLRs and their interaction with the immune system in the
context of acute depression is essential to advance our knowledge of this complex
condition and develop more effective therapeutic approaches. For this reason, this
thesis focuses on the potential of TLR9 pre-stimulation as a therapeutic target to
mitigate the damage caused by the effect of LPS. This effect is achieved by enhancing
anti-inflammatory pathways and protecting against mitochondrial alterations, resulting
in protection against the development of the anxious-depressive phenotype induced by
neuroinflammation.
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1.1. LA DEPRESION

Las enfermedades neuropsiquidtricas abarcan una amplia gama de trastornos que
afectan tanto al sistema nervioso como a la salud mental. Estas enfermedades, han
demostrado ser una de las principales causas de discapacidad en todo el mundo (Figura
1). Entre las enfermedades neuropsiquiatricas, la depresidon destaca como una de las
afecciones mas prevalentes y de mayor impacto, representando aproximadamente el
1,84% la carga de discapacidad por enfermedad en la poblacién en las ultimas dos

décadas (Institute for Health Metrics and Evaluation (IHME), 2019).

La relevancia de las enfermedades neuropsiquidtricas radica en su naturaleza
incapacitante y su capacidad para afectar significativamente la calidad de vida de
quienes las padecen. Estos trastornos no solo causan un sufrimiento considerable a nivel
individual, sino que también generan una carga socioecondmica significativa para el

sistema y los familiares.

En particular, la depresién se ha convertido en una preocupacion creciente para la salud
publica, se calcula que aproximadamente 280 millones de personas en el mundo sufren
depresién. Esta cifra sigue aumentando, ya que se estima que ha habido un aumento
del 28 % desde el afio 2020 comparado con el afio 2019. Ademas de ser causa de una
gran proporcion de discapacidad, la depresidon también se asocia con un mayor riesgo
de suicidio. Se estima que mas de 700.000 personas mueren al afio debido al suicidio
(World Health Organization (WHO), 2022, 2023). Por tanto, tiene un gran impacto

socioeconomico.

La depresion es un trastorno mental que puede manifestarse de diversas maneras y
afectar a las personas de manera distinta. Sus sintomas son complejos y pueden variar
ampliamente entre individuos. Algunas caracteristicas principales de los sintomas

depresivos son:

11



» Tristeza persistente: La persona experimenta una sensacion continua de tristeza
o desanimo que se mantiene durante un periodo prolongado.

» Desesperanza y pérdida de interés: La depresidon puede llevar a sentirse sin
esperanza respecto al futuro y perder interés en actividades que antes eran
placenteras o significativas.

» Duracion y gravedad: Los sintomas depresivos persisten durante semanas o
incluso meses y pueden ser lo suficientemente graves como para interferir con
el funcionamiento diario, incluyendo el trabajo, las relaciones sociales y la vida

familiar.

La ansiedad es cominmente una comorbilidad en los estados depresivos, lo que significa
gue ambos trastornos pueden coexistir en una misma persona. La relacidn entre la
ansiedad y la depresion es compleja. Los sintomas de ansiedad, como preocupacién
excesiva, anticipacion negativa y problemas de suefio, a menudo se presentan en
personas que experimentan depresion. Esta comorbilidad puede complicar el

diagndstico y el tratamiento.
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Figura 1. Ainos de vida ajustados por discapacidad. Fuente: Institute for Health Metrics
and Evaluation (IHME). (2019). GBD Compare Data Visualization. Recuperado de

https://www.thelancet.com/lancet/visualisations/gbd-compare (Acceso el [15/08/23])
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1.2. NEUROBIOLOGIA DE LA DEPRESION

La humanidad ha convivido durante siglos con la depresidén. Asi pues, en la antigua
Grecia, segln la teoria de los cuatro humores descrita por Hipdcrates, se creia que las
personas melancélicas tenian un exceso de bilis negra. A lo largo de la historia se han
ido atribuyendo causas de origen espiritual o puramente psicoldgico. Sin embargo, hoy
en dia se sabe que subyace un origen neurobiolégico multifactorial, incluyendo factores

genéticos (Shadrina et al., 2018).

Existe varias hipotesis acerca del origen de la depresion. La corriente que ha imperado
durante muchos afios fue la teoria de las monoaminas. Esta simple teoria dice que hay
un defecto en las concentraciones de serotonina, dopamina y noradrenalina en los
espacios sinapticos (Florez et al., 2013). Sin embargo, esta teoria no es suficiente para
explicar porque los farmacos antidepresivos necesitan un periodo de latencia de 3-4
semanas pese a incrementar las concentraciones plasmaticas rapidamente de estos
neurotransmisores, ademas que hasta el 30% de los pacientes son refractarios al
tratamiento (Boku et al., 2018). Por lo que se desarrollaron otras teorias que podrian
ayudar a explicar estas alteraciones como: Desregulacién en el eje hipotaldmico-
hipofisario-adrenal (eje del estrés) (Boku et al., 2018); hipdtesis del descenso de la
neuroplasticidad y la neurogénesis (Boku et al., 2018); y mas recientemente la hipdtesis

inflamatoria (Roohi et al., 2021).

Sin embargo, la depresion es una enfermedad muy heterogénea, con manifestaciones
clinicas casi antagénicas entre pacientes (GOLDBERG, 2011), por lo que cabe esperar
gue los pacientes puedan presentar diferentes alteraciones, y que sea necesario disefnar
estrategias especificas, tanto farmacoldgicas como de diagndstico, para individualizar la

terapia y obtener una mayor eficacia terapéutica.
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1.3. ESTRUCTURAS CEREBRALES IMPLICADAS EN LA DEPRESION

En la década de los 30’ se describid por primera vez el sistema limbico como el sistema
de las emociones, el cual conecta diversas estructuras como el hipocampo, hipotalamo,
la corteza cingulada o la amigdala. Gran parte de los estudios sobre la depresién se han
centrado en estudiar algunas estructuras del sistema limbico (Hipocampo y amigdala)
ademas de otras areas, como la corteza prefrontal: que incluye la corteza prefrontal
ventromedial o dorsolateral, entre otras (Palazidou, 2012). Por lo que, se considera que
la depresién es una enfermedad que puede afectar a varias regiones y sistemas

cerebrales.

Entre las estructuras mencionadas, destacan los estudios realizados en el hipocampo,
debido a su papel fundamental en el aprendizaje, la memoria y la respuesta emocional
(Fanselow, 2000; Gazzaniga, 2004). Cabe destacar, la alta interconeconexién del
hipocampo con otras areas relacionadas con la regulacién de las emociones, como la
corteza prefrontal, la amigdala, el hipotdlamo, mesencéfalo y tronco encefilico, etc...
Ademas, estudios clinicos de neuroimagen apoyan la implicaciéon del hipocampo en la
depresion, donde se ha visto que los pacientes con depresién tienen un volumen de
hipocampo reducido (MacQueen et al., 2003; Videbech & Ravnkilde, 2004). Asimismo,
estas alteraciones estructurales podria ser un predictor de riesgo para el desarrollo de
depresiéon (M. C. Chen et al., 2010). En una linea similar, se han observado cambios en
la plasticidad sinaptica hipocampal en modelos de depresién, estos cambios pueden ser

revertidos mediante el empleo de terapia antidepresiva (W. Liu et al., 2017).

Por lo que no es de extrafar el interés en descubrir las alteraciones e implicaciones del
hipocampo en la fisiopatologia de la depresién. Y como la modulacién farmacoldgica

puede restablecer las alteraciones causadas por dicha enfermedad.
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1.4. TERAPIA DISPONIBLES PARA TRATAR LA DEPRESION

En cuanto a la terapia disponible para tratar la depresion, se puede dividir en tres
enfoques principales: tratamiento farmacoldgico, tratamiento no farmacoldgico y otros

tratamientos. A continuacion, se ejemplifican los diferentes enfoques terapéuticos:

» Tratamiento Farmacoldgico: Esta opcion incluye el uso de farmacos
antidepresivos que actlan sobre diferentes dianas terapéuticas en el cerebro
para regular los niveles de neurotransmisores, especialmente la serotonina y la
norepinefrina. Algunos farmacos antidepresivos comunes se encuentran en la
Tabla 1, y pueden clasificarse en distintos grupos farmacoterapéuticos, donde
destacan los inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS) por ser
la primera linea de tratamiento de la depresion, debido a su seguridad y eficacia.

» Tratamiento No Farmacoldgico: Una opcion importante en el tratamiento de la
depresidén es la terapia cognitivo-conductual, que se centra en identificar y
modificar pensamientos y comportamientos negativos que contribuyen a la
depresion. La TCC ha demostrado ser efectiva en el manejo de la depresién en
monoterapia y en combinacién con la administracion de antidepresivos
(Driessen & Hollon, 2010).

» Otros tratamientos: En situaciones de depresién grave y resistente al
tratamiento, farmacolégico y no farmacoldgico, se pueden considerar otras
opciones terapéuticas. Como la terapia electroconvulsiva (TEC), y la estimulacién
magnética transcraneal (TMS). La TEC implica la aplicacién controlada de
corriente eléctrica al cerebro bajo anestesia, siendo muy efectiva y eficiente en
el tratamiento de las depresiones resistentes (Ross et al., 2018; Trifu et al.,
2021). Por otro lado, la TMS utiliza pulsos magnéticos, que puede despolarizar
neuronas cerebrales de manera no invasiva, para estimular areas especificas del
cerebro asociadas con la regulacion del estado de animo. Esta técnica es mas
novedosa que la TEC, y parece tener una buena efectividad en el tratamiento de

las depresiones resistentes (Rizvi & Khan, 2019).
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Es importante destacar que la eleccion del enfoque terapéutico dependera de la
gravedad de la depresién, la respuesta individual del paciente y las preferencias

personales.

1.5. TERAPIAS FARMACOLOGICA ANTIDEPRESIVA

Varios metaanalisis han demostrado que la terapia farmacoldgica antidepresiva
proporciona mejorias sustanciales de sus sintomas, en alrededor del 50% de los
pacientes (Cuijpers etal., 2020). Sin embargo, existe un grupo de pacientes con
depresidon mayor que presentan resistencia a la terapia convencional, experimentando

mejorias menores de aproximadamente el 25% en sus sintomas (M. Bauer et al., 2015).

Debido a la necesidad de encontrar mejores enfoques para abordar la depresidn, la
investigacion bdsica se ha enfocado en descubrir nuevas areas de intervencion vy
enfoques farmacoterapéuticos que puedan aplicarse en pacientes. Esta direccién
representa un avance significativo en el campo, yendo mas alla de la tradicional teoria
monoaminérgica que, como se menciond anteriormente, era hasta hace poco la

principal hipotesis en la comprensién de la fisiopatologia de la depresion

Estos avances, han llevado al desarrollo de medicamentos que modulan diversas dianas
implicadas, como los receptores NMDA, ejemplificado por la esketamina, o los
receptores de la melatonina (Tabla 1). Todo con el propdsito de proporcionar

alternativas mas eficaces para el tratamiento de la depresion.

Estos nuevos medicamentos, como la esketamina, han exhibido eficacia en el
tratamiento de la depresion mayor resistente. Un estudio reciente evidencié que, la
incorporacion de esketamina a la terapia antidepresiva conlleva una reduccién del
riesgo de recaida del 51% en aquellos pacientes que han logrado una remisién estable

(Daly et al., 2019). A pesar de estos resultados prometedores, algunos investigadores
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sugieren que el respaldo sobre su efectividad a largo plazo sigue siendo escaso, y que,

se necesitan mas ensayos clinicos aleatorizados con muestras mas grandes para

corroborar su efectividad (Capuzzi et al., 2021).

Grupo terapéutico

Farmacos

representativos

Mecanismo de accion simplificado

Antidepresivos Amitriptilina, Bloquean la recaptacion de
triciclicos Imipramina, noradrenalina y serotonina en |la
Clomipramina sinapsis, aumentando su concentracion
en el espacio sinaptico. También
ejercen efectos sobre otros sistemas de
neurotransmisién, como los receptores
de histamina y los receptores

muscarinicos
Inhibidores selectivos | Fluoxetina, Bloquean selectivamente la
de la recaptacion de | Sertralina, recaptacion de serotonina en la
serotonina (ISRS) Paroxetina sinapsis, aumentando su concentracién

en el espacio sinaptico.

Inhibidores de la

Venlafaxina,

Bloquean la recaptacion de serotonina

monoaminooxidasa
(IMAO)

recaptacion de | Duloxetina y noradrenalina en la sinapsis,
serotonina y aumentando su concentracion en el
noradrenalina (IRSN) espacio sindptico.

Inhibidores de la | Fenelzina, Inhiben la enzima monoaminooxidasa,

Tranilcipromina

aumentando la concentracién de
noradrenalina, serotonina y dopamina

en el espacio sinaptico.

Inhibidores de  la | Bupropion Bloquean la recaptacién de dopamina
recaptacion de en la sinapsis, aumentando su
dopamina (IRD) concentracion en el espacio sinaptico.
Inhibidores de la | Reboxetina Bloquean la recaptacion de
recaptacion de norepinefrina en la sinapsis,
norepinefrina (IRN) aumentando su concentracion en el
espacio sinaptico
Antagonistas de los | Ketamina, Bloquean los receptores de NMDA
receptores de NMDA Esketamina

Agonistas receptores

de melatonina

Agomelantina

ActUa como agonista de los receptores
de melatonina 1 y 2 y antagonista de

los receptores de serotonina 5-HT2C.

Tabla 1. Tratamiento farmacoldgico para tratar la depresidén. Fuente elaboracion propia, datos

obtenidos de Farmacologia humana, sexta edicidn (Florez et al., 2013).
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En la busqueda de una mejor compresién de la depresidn y de tratamientos eficaces, se
ha comenzado a explorar la interrelacién con otros sistemas que pudieran estar
implicados en la instauracién y progresiéon de la depresidon. Dado que existe una
diversidad considerable en las causas fisiolégicas que subyacen a la depresidn, se ha
visto que algunos pacientes que no responden a las terapias convencionales presentan
niveles elevados de inflamacidn (Haroon et al., 2018). Esto se ha podido contrastar en
modelos animales, donde se ha visto que mitigando la respuesta inflamatoria se puede
mejorar respuesta a la terapia antidepresiva (Almutabagani et al., 2023). Por tanto, en
los ultimos afios ha ganado relevancia los estudios enfocados a dilucidar la implicacion

de la inflamacién en los estados depresivos.

1.6. LA INFLAMACION EN LA DEPRESION

La inflamacidn per se es un proceso fisiolégico que ayuda a reparar el dafo en
los tejidos y resolver infecciones. El sistema inmunoldgico, cominmente, se divide en

sistema inmune innato y sistema inmune adaptativo.

La inmunidad innata brinda una respuesta temprana y no especifica contra infecciones
o dafio tisular. Por otro lado, la inmunidad adaptativa, tanto la humoral como el celular,
ofrece una respuesta especifica para antigenos particulares y tiene memoria para
mejorar la respuesta ante estos antigenos, asi como la capacidad de responder a una

amplia variedad de los mismos.

Sin embargo, cuando la respuesta inflamatoria no es proporcional al estimulo, o se

regula de manera anormal puede perder su papel protector.

En este sentido, se ha observado respuestas inmunes alteradas, incluyendo la presencia
de neuroinflamacidn, en diversas enfermedades neuropsiquiatricas, tales como la

depresiéon mayor, los trastornos de ansiedad, la esquizofrenia o el trastorno por
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consumo de sustancias (M. E. Bauer & Teixeira, 2019; De Berardis et al., 2006; E. K.
Erickson et al., 2019; Hsuchou et al., 2012; Morcuende et al., 2021; Najjar et al., 2013).
En concreto, diversos metaanalisis han observado la implicacidon de la inflamacién
periférica y la presencia de depresién (Colasanto et al., 2020; Luo et al., 2022; Ng et al.,
2022), asi como la presencia de inflamacién central (Enache et al., 2019). En la misma
linea, estos hallazgos han sido corroborados en modelos animales (Cao et al., 2021; H.

Jung et al., 2023; Masanetz et al., 2022)

En este tipo de enfermedades, la inflamacidn, ocurre tipicamente en ausencia de
microorganismos y, por lo tanto, se denomina "inflamacién estéril". De manera similar
a la inflamacién inducida por microorganismos, la inflamacién estéril se caracteriza por
el reclutamiento de neutréfilos y macréfagos, asi como la produccion de citocinas y
guimiocinas proinflamatorias, especialmente el factor de necrosis tumoral (TNF) y la
interleucina-1 (IL-1). Estd inflamacidon esta mediada principalmente por el sistema
inmune innato, y los receptores de reconocimiento de patrones (RRP). Estos forman una
superfamilia de RRP entre los que destacan los Receptores Tipo Toll (TLRs) o los
Receptores tipo NOD (NLRs), entre otros. Estos receptores aparte de reconocer
patdgenos, son capaces de detectar Patrones Moleculares Asociados al Dano (Tabla 2),
o productos asociados con el estrés oxidativo, como las especies reactivas del oxigeno

(ROS) y promover la inflamacién estéril (G. Y. Chen & Nufiez, 2010; Franklin et al., 2018).

Patrones Moleculares Asociados al Dafio Sensor putativo

Endogeno

HMGB1 TLR2, TLR4, TLR9, RAGE y CD24

HSPs TLR2, TLR4, CD91, CD24, CD14 y CD40
Proteinas S100 RAGE

SAP130 CLEC4E

Acido ribonucleico TLR3

Acido desoxirribonucleico TLR9 y AlM2

Acido urico y cristales de urato monosédico NLRP3
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ATP NLRP3

Hialuronano TLR2, TLR4 y CD44
Biglicano TLR2 y TLR4
Versicano TLR2

Heparan sulfato TLR4

Péptidos formil (mitocondriales) FPR1

Acido desoxirribonucleico mitocondrial TLR9

Cristales de pirofosfato de calcio dihidrato = NLRP3

B-amiloide NLRP3, CD36 y RAGE
Cristales de colesterol NLRP3 y CD36

IL-1a IL-1R

IL-33 ST2

Exogeno

Silice NLRP3

Asbesto NLRP3

Tabla 2. Ejemplos de patrones moleculares asociados al dafio y los receptores que los

reconocen. Traducida y adaptada de (G. Y. Chen & Nufiez, 2010).

En este contexto, se requiere un delicado equilibrio entre los niveles de citocinas
proinflamatorias (IL-1B, IL-6 y TNF-a) y antiinflamatorias (IL-4, IL-10, IL-11 y IL-13) para
una adecuada resolucién del proceso inflamatorio. Estas sefales se regulan segun el
fenotipo M1 (proinflamatorio) y M2 (antiinflamatorio) adquirido por las células inmunes
en ventanas de tiempo especificas (Martinez & Gordon, 2014; Morcuende et al., 2022;

Tang & Le, 2016).

En relacion a la depresion, Varios meta-analisis han encontrado correlaciones positivas
entre los niveles sanguineos tanto de la proteina C-reactiva como de IL-6 con Ia
depresién (Haapakoski et al., 2015; Valkanova et al., 2013), mientras que otros han

reportado fuertes asociaciones entre los sintomas de depresién y los niveles circulantes
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de TNF e IL-1B (Dowlati et al., 2010; Franklin et al., 2018; Howren et al., 2009; Y. Liu
et al.,, 2012).

A su vez, la inflamacidn sistémica puede promover una neuroinflamacion al alterar la
barrera hematoencefalica, haciéndola mas permeable al paso de Patrones Moleculares
Asociados al Dafio (DAMPS), citocinas proinflamatorias, e infiltracidon de leucocitos y

macroéfagos.(Niklasson & Agren, 1984; Sumner et al., 2018; Varatharaj & Galea, 2017).

1.7. MODELO DE DEPRESION INDUCIDO POR UNA INFLAMACION SISTEMICA

Para evaluar los cambios conductuales que se producen asociados a procesos
inflamatorios, se dispone de modelos de depresion inducido por agentes
proinflamatorios como el lipopolisacarido bacteriano (LPS), el bacilo de Calmette-Guerin
(BCG), o el Poli I:C (Gibney et al., 2013; Moreau et al., 2008; O’Connor et al., 2009). Estos
modelos se caracterizan por una primera fase dénde se estimula la produccién de
citoquinas inflamatorias, seguida de una segunda fase ddonde los animales presentan

rasgos fenotipicos de los estados depresivos.

El empleo de LPS es uno de los modelos mas utilizados para inducir estados depresivos
derivados de la inflamacidn. Consiste en inyectar de manera sistémica LPS, un
componente de las bacterias gram negativas, el cual produce una estimulacién del TLR4,
uno de los TLR mas estudiados. La estimulacion induce una potente inflamacion estéril,
gue se ha relaciona con en el desarrollo de los rasgos depresivos en este modelo (Chow
et al., 1999; Figueroa-Hall et al., 2020; Frenois et al., 2007; Ge et al., 2015; O’Connor
et al., 2009; Sulakhiya et al., 2016; Zhang et al., 2022).

El LPS, en una primera fase, produce una potente respuesta inflamatoria con liberacién
de mediadores inflamatorios como TNF-a, IL-1B, que tipicamente, se resuelve a las 24h
dejando paso a una segunda fase, con un fenotipo caracteristico de la depresién (Figura
2). Esta fase se puede evaluar mediante pruebas conductuales, como el test de

suspension por la cola o el test de la natacion forzada. Estas pruebas son muy utiles para
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medir la desesperanza que presentan los animales tratados con LPS, un rasgo fenotipico
de la depresion. Ademds, se han descrito alteraciones en la ruta de sintesis de la

serotonina (O’Connor et al., 2009), siendo la via de la serotonina una de las principales

dianas de los antidepresivos comercializados (Tabla 1).

Figura 2. Modelo de depresidn agua inducido por Lipopolisacdrido bacteriano. Imagen propia

adaptada de (Remus & Dantzer, 2016).

Por tanto, este método es una potente herramienta para el estudio de la depresion
inducida por alteraciones inflamatorias. Sin embargo, hay que tener en cuenta que la
magnitud y la duracién de la conducta depresiva puede variar en funcion de la edad, el
sexo y la cepa del animal. Pudiendo llegar a detectarse rasgos depresivos hasta 28 dias
después, en el caso de la cepa C57BL6/J, no siendo asi en los ratones CD1 (Murtaj et al.,

2019; Painsipp et al., 2011).

1.8. RECEPTORES TIPO TOLL

Los receptores tipo Toll, son receptores transmembranas expresados en la
superficie de las células, o en la superficie de compartimentos intracelulares como los
endosomas y lisosomas (Figura 3). Estos receptores fueron descritos por primera vez en
moscas del género Drosophila, las principales atribuciones, como se ha comentado

previamente, seria el reconocimiento de moléculas asociadas a patégenos o al dafio,
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estimulando la expresién de citoquinas proinflamatorias y la maduracién de células

presentadoras de antigenos del sistema inmune innato.

Sin embargo, se han descrito su presencia en células no inmunes, ademas, se han
relacionado con procesos fisioldgicos (Song et al., 2019), mas alld de una respuesta
defensiva. Como en la embriogénesis (Anderson et al., 1985; Morisalo & Anderson,
1995), el desarrollo del sistema nervioso central (Barak et al., 2014) o la neurogénesis

del adulto (Rolls et al., 2007), entre otros procesos.

Clasicamente, la via de sefalizacion de los receptores tipo Toll (Figura 3) que se ha
descrito ha sido en relacién al sistema inmune. Esta es, después que un ligando tanto
enddégeno como exdgeno (Tabla 2, Figura 3) se une al TLR, que pueden estar formado
por homodimeros o heterodimeros, activando dos posibles rutas de sefializaciéon

distintas.

La primera, es la via dependiente del factor de diferenciacion mieloide 88 (MyD88), que
transloca el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas (NFkB, por sus siglas en inglés) al ndcleo y estimula la produccién de
mediadores proinflamatorios. La segunda, es la via independiente de MyD88. MyD88 es
la proteina adaptadora universal reclutada por todos los TLR, excepto TLR3, que utiliza
la proteina adaptadora que contiene el dominio Toll/interleukin-1 receptor/resistance
protein (TIR) qué induce la expresién de TIR-domain-containing adapter-inducing
interferon-8 (TRIF), la produccién de interferén-f juega un rol muy importante en la

respuesta ante infecciones de origen viral(Kawai & Akira, 2007; Okun et al., 2011).
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Figura 3. Representacion de ligandos, ubicacién y ruta de sefalizaciéon de los TLR. Obtenido de
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(Rietdijk et al., 2016).

La activacién de una u otra via puede diferir en funcién del tipo celular. En el caso del
sistema nervioso central las neuronas, la microglia, y los astrocitos pueden presentar
respuestas especificas y reguladas de manera diferente frente a la estimulacién del

mismo receptor.

En este contexto, se han descrito rutas de sefializacidn alternativas en tipos celulares

inmunes y no inmunes del sistema nervioso central, por ejemplo:

En el caso del TLR4, se activarian ambas rutas en el caso de la microglia con aumento de
la expresién de TNF-q, IL-1B, e IL-6 (D. Y. Jung et al., 2005); en el caso de los astrocitos
activaria MyD88 pero no TRIF aumentando la expresién de TNF-a y otras moléculas

como Moléculas de adhesion endoteliales (VCAM-1), metaloproteinasa de matriz 9
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(MMP-9), entre otros mediadores implicados en la respuesta inflamatoria (Gorina et al.,

2011; Okun et al., 2011).

En el caso de las neuronas, el conocimiento es mas limitado acerca de cémo y para qué

la neurona emplea estas rutas de sefalizacién de los receptores tipo Toll.

Un estudio sugiere que la activacion de NFkP podria proteger a las neuronas
hipocampales del estrés oxidativo (Mattson et al., 1997). Mientras que otros han
descrito como las neuronas podrian emplear un adaptador alternativo a MYD88, como
es el Sterile alpha and Toll/interleukin-1 receptor motif-containing 1 (SARM1) (Dalod,
2007). Dénde se ha visto la importancia de esta ruta durante la apoptosis neuronal
(Mukherjee et al., 2015). Ademas, en neuronas del ganglio de la raiz dorsal, se ha
relacionado la actividad del adaptador SARM1 como un sensor metabdlico, que se activa
por una relacién aumentada de NMN/NAD+, y podria participar en la degeneracion

axonal en este tipo neuronal (Figley et al., 2021).

A pesar que los mecanismos exactos aun son desconocidos, se ha implicado que la
actividad neuronal de los receptores tipo Toll (TLR) desempefia un papel en la plasticidad
sindptica, asi como en los procesos de memoria, aprendizaje, degeneracion vy

supervivencia neuronal (Okun et al., 2011).

Ademas, podria estar implicados en la respuesta emocional, como el estudio realizado
por Femenia, dénde vio que los animales carentes de TLR4 tenian mayor fenotipo
ansioso y una menor interaccién social. Lo cual, podria estar mediado por la modulacién
de DAARP-32, que juega un papel critico en la integracion de numerosos sistemas de
neurotransmisores, incluyendo la dopamina y el glutamato (Femenia et al., 2018). Por
otro lado, también se ha observado una activacion del TLR4 en animales sujetos a un
modelo de estrés crdnico leve, asociado a la presencia de mediadores proinflamatorios

en el cerebro (Garate et al.,, 2011). Adicionalmente, otros receptores se han visto
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implicados en la fisiopatologia de la depresidn, tanto en modelos animales como en

estudios clinicos (Figueroa-Hall et al., 2020), siendo actualmente objeto de estudio.

1.9. RECEPTOR TIPO TOLL 9

El TLR9 es un receptor tipo Toll intracelular, al igual que el resto, es un receptor
transmembrana que ha sido descrito en varios orgdnulos, incluyendo la superficie de
endosomas, lisosomas y el reticulo endoplasmatico (Leifer et al., 2004). Su funcién
principal es reconocer fragmentos de Acido desoxirribonucleico (ADN) que contengan
secuencias no metiladas de citosina y guanina enlazadas por un fosfato (CpG), que son
mas comunes en ADN de virus y bacterias. Como se ha visto con anterioridad (Tabla 2).
Ademads, el TLR9 se ha asociado con el reconocimiento de ADN mitocondrial, como

patron molecular asociado al dafio.

La distribucion y la implicacion que tienen el TLR9 en el sistema nervioso central ha sido
poco estudiada; sin embargo, algunos estudios han puesto de manifiesto su presencia
en neuronas del hipocampo de ratones. (Figura 4) (Kaul et al., 2012). En paralelo,
nuestro laboratorio ha encontrado amplia expresién de este receptor en células
obtenidas de hipocampo de ratdn, cultivadas in vitro, tanto en el soma (Figura 5A) como

en las dendritas (Figura 5B).

Figura 4. Imagen confocal de hipocampo de ratén, representando en verde TLR9, en rojo

marcador neuronal MAP2, y la zona de superposicidn de la sefial en amarillo. Obtenida de (Kaul

et al., 2012).

26



Figura 5. Imagen confocal de un cultivo celular de células del hipocampo de ratén. En verde, se
observa la neurona transducida con lentivirus CAG-GFP, mientras que en gris se aprecia el TLR9
marcado con un anticuerpo. A) Representacion del soma y las dendritas. B) Imagen ampliada de

las dendritas. Fuente: elaboracion propia; las imagenes estan pendientes de publicar.

Por otro lado, la mayoria de los estudios se centran sobre el papel de este receptor en
enfermedades como el cancer o enfermedades autoinmunes. Respecto a estudios
relacionados con el cancer, se ha descrito que el empleo de agonistas
oligodesoxinucledtidos CpG no metilados sintéticos (CpG ODN) podria estimular la
respuesta antitumoral del organismo al inhibir los las células T reguladoras mediante la
produccién de IL-6 mediado por las células dendriticas del sistema inmune innato
(Pasare & Medzhitov, 2003). La estimulacién con los CpG ODN promueven la induccién
de células T reguladoras (Treg) que secretan IL-10. Esto ocurre a través de la produccién
de IL-10 inducida por la via de senalizacién p38 Mitogen-Activated Protein Kinase

(MAPK) en las células dendriticas (Jarnicki et al., 2008).

Es necesario remarcar que existen multitud de ligandos sintéticos que se unen al TLR9.

En concreto, se pueden englobar en 3 clases (Tabla 3), teniendo distinto grado de

27



fosforotiorilacion y selectividad celular. La fosforotiorilacion implica la sustitucion de un

atomo de oxigeno por un atomo de azufre, esto puede mejorar la estabilidad, afinidad

y propiedades farmacocinéticas del compuesto.

Clase

ligando

Caracteristicas

CpG-A ODN

Contiene un motivo palindromo central que contiene CpG con
esqueleto fosfodiéster y una cadena de poli-G modificada con
fosforotioato en el extremo 3'. Induce alta produccion de IFN-a por las
células dendriticas, pero tiene una débil capacidad para estimular la
sefializacion NFkB dependiente de TLR9 y la produccion de citocinas

proinflamatorias.

CpG-B ODN

Contiene un esqueleto completamente fosforotioado y uno o mas
dinucledtidos CpG. Activa fuertemente las células B y la sefalizacion
NFkB dependiente de TLR9, pero estimula débilmente la secrecidn de

IFN-a.

CpG-C ODN

Combina caracteristicas de las clases A y B. Contiene un esqueleto
completamente fosforotioado y un motivo palindromo que contiene
CpG. Induce fuerte produccion de IFN-a por las células dendriticas y

estimula también las células B.

Tabla 3. Caracteristicas generales de las clases de CpG ODN. Elaboracién propia, datos obtenidos

de InvivoGen, https://www.invivogen.com/tlr9-agonist (Acceso 17/09/2023)

Sin embargo, A diferencia de los estudios centrados en la implicaciéon oncoldgica del

TLR9, su papel en otras funciones y tipos celulares es menos conocido. Shintani

demostré in vitro, mediante el uso de ligandos sintéticos, que el TLR9 podria estar

involucrado en la proteccidn de cardiomiocitos y células de tipo neuronal (Shintani et al.,

2013).
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En la misma linea, Scholtzova demostrd que la administracidn intraperitoneal de CpG
clase B ODN 1826 en un modelo genético de Alzheimer, tanto antes como después del
desarrollo de angiopatia amiloide cerebral, revirtio los déficits de memoria a corto plazo
y mejord la memoria espacial y de trabajo. Estos hallazgos se asociaron con una
reduccion significativa de la angiopatia amiloide cerebral, sin observarse efectos

adversos (Scholtzova et al., 2017).

En contraposicidn, un estudio mas reciente ha puesto de manifiesto como un estrés
inducido por una restriccion de movimiento crénica aumenta los niveles circulantes de
ADN mitocondrial. Induciendo déficits en el comportamiento social de los roedores
sometidos a dicho protocolo. Estos autores demostraron, mediante la administraciéon
sistémica de ADN mitocondrial, podian reproducir estos déficits en el comportamiento

social, siendo ausentes en los ratones TLR9 Kock-Out (Tripathi et al., 2023).

Por lo tanto, es necesario dilucidar el papel que puede desempefiar el receptor tipo Toll
9 en patologias, tan prevalentes y con un gran impacto socioeconémico, como la
depresiéon. Esto permitiria disefiar nuevas estrategias farmacoldgicas para mejorar la
calidad de vida de aquellos pacientes en los que las terapias convencionales han

fracasado.
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Existe un elevado interés en describir como el sistema inmune puede modular las
actividades celulares a través de cambios metabdlicos, y viceversa (Loftus & Finlay,

2016; Zmora et al., 2017)

La mayoria de los estudios sobre la relacidon sistema inmune-metabolismo se han
centrado en su relaciéon frente a procesos oncoldgicos. Sin embargo, alin se conoce poco
acerca de como funciona esta interaccién en las células del sistema nervioso central, y
como pueden modificar mecanismos en los circuitos neuronales que regulan las

emociones.

La hipdtesis de este trabajo se centra en que el receptor TLR9 podria tener un papel en
la regulacion de las emociones y a su vez en la regulacidn de mecanismos moleculares

relacionados con el metabolismo.

En base a esta hipétesis se plantean los siguientes objetivos:

2.1. Objetivos generales:

1. Evaluar el papel del TLRY en la respuesta conductual emocional en un modelo de
depresién inducido por LPS en ratones machos y hembras.

2. Determinar los mecanismos moleculares centrales asociados con el inmuno-
metabolismo en respuesta a LPS y la activacidon de TLR9 que se asocien a la

respuesta conductual en ratones machos y hembras.

2.2. Objetivos especificos:

1. Evaluar la respuesta conductual depresiva tras la estimulacidon central de TLR9
con ODN1826 previo a la activacién inmune sistémica inducida por LPS.
2. Evaluar la respuesta conductual de ansiedad tras la estimulacién central de TLR9

con ODN1826 previo a la activacién inmune sistémica inducida por LPS.
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Determinar el patron temporal de expresién génica de mediadores de la
inflamacidn, incluyendo citoquinas inflamatorias y antinflamatorias en la region
del hipocampo en el cerebro tras la activacién de TLR9 y administracién de LPS.
Evaluar posibles alteraciones en proteinas relacionadas con la integridad de la
barrera hematoencefdlica (proteinas implicadas en las uniones estrechas
intercelulares) inducidas por LPS y el efecto de la activacién de TLR9.

Analizar posibles alteraciones mitocondriales asociadas con la fosforilacion
oxidativa y el metabolismo en el hipocampo a nivel de expresién de proteina en
el modelo de depresion y el efecto de la estimulacién de TLRO.

Determinar el grado de estrés oxidativo en el modelo de LPS y el efecto de la
estimulacion de TLR9 en hipocampo de ratén e in vitro en cultivo neuronal de
hipocampo.

Elucidar si el tratamiento con LPS y TLR9 induce alteraciones en la morfologia de
la mitocondria en neuronas.

Evaluar el efecto de la activacidon de TLR9 en la longitud de las neuritas en cultivo
de neuronas de hipocampo v si la activacidon de TLR9 protege de las posibles
alteraciones inducidas por LPS.

Andlisis dimensional de los parametros estudiados e identificacion de diferencias

potenciales entre sexo, tratamiento y alteraciones moleculares.
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En la presente tesis doctoral se empled la siguiente metodologia.

3.1. MODELOS ANIMALES

3.1.1. Animales

Los experimentos conductuales se llevaron a cabo en ratones C57BL6J adultos,
machos y hembras, de 2 a 3 meses de edad. Todos los ratones fueron obtenidos del
servicio de experimentaciéon animal de la Universidad Miguel Herndndez de Elche
(UMH), Alicante, Espaiia. Los animales se estabularon en jaulas de plastico estandar, con
6-8 animales por jaula, en condiciones controladas de temperatura (21 + 22C), humedad
(60 £ 10%) y luz (ciclo de 12 horas luz/12 horas oscuridad), se les proporciond alimento
y agua ad libitum. Todos los estudios cumplieron con el Real Decreto 53/2013 de Espafia,
la Ley 32/2007 de Espafia y la Directiva de la Unidn Europea del 22 de septiembre de
2010 (2010/63/UE) que regula el cuidado de animales experimentales y fueron

aprobados por el érgano de investigacion responsable de la UMH.

3.1.2. Farmacos
Los ratones fueron tratados intranasalmente (i.n.), en ratones despiertos, con 12uL
gue contenia 120 ug del agonista del TLR9 ODN 1826 (aTLR9, tlr-1826, InvivoGen), o con
el vehiculo (solucion salina tamponada con fosfato, PBS). Veinticuatro horas después de
la administracion de ODN 1826, se inyecto a los ratones 0,83 mg/kg de Lipopolisacarido
bacteriano (LPS), intraperitonealmente (i.p.), proveniente de Escherichia coli Serotipo

055:b55 (LPS, L2880, Sigma-Aldrich), o vehiculo (solucién salina, 0,9% NaCl).

3.1.3. Disefio experimental
Previo a la administracion Intranasal, 5 dias antes, los animales fueron sometidos a
un periodo de adaptacion al experimentador y entrenados para recibir despiertos la

administracion intranasal.
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Los animales se dividieron en varios grupos experimentales (Figura 6). El primer grupo
experimental se empled para evaluar la conducta a las 24h de la administracién del LPS
se realizo el test de suspension por la cola, 72 horas después del LPS se realizé la caja
clara y oscura. Adicionalmente, se emplearon dos grupos mas para evaluar los cambios
neuroquimicos. Dénde se recolectaron los hipocampos de ambos hemisferios, alas 6y
24 horas de la administracion del LPS. Estos, se diseccionaron sobre palcas de PBS
congelado, y se embebieron los cerebros en PBS congelado picado, de esta manera se
preserva mejor la integridad del ARN y las fosforilaciones de las proteinas (Y. Wang et al.,
2015). Una vez extraidos los hipocampos, se congelaron en hielo seco y se almacenaron
a -809C hasta su utilizacidon. Este procedimiento se realizé tanto en machos como en

hembras, en total se emplearon 171 roedores de ambos géneros.

Disefio experimental

LPS
estimulacion
TLR4 24 horas 72 horas

24 horas Test de suspensién .
{,.p Caja clara y oscura
4 por la cola

Recoleccion de
hipocampos

Estimulacion
TLR9

Recoleccion de
hipocampos

6 horas

¢
i

Figura 6. Representacion grafica del disefio experimental. TLR: Receptor tipo Toll 9; LPS:

Lipopolisacarido.

3.1.4. Estudios conductuales
Todas las pruebas conductuales se llevaron a cabo entre las 2:00 PM y las 6:00 PM.
Antes de la evaluacién conductual, los ratones fueron trasladados a la sala de pruebas
al menos 60 minutos antes del inicio de las pruebas para minimizar el estrés causado
por los cambios ambientales. Todas las pruebas conductuales se grabaron en video y se

evaluaron a ciegas para disminuir el sesgo.



3.1.4.1. Test de suspension por la cola
El test de suspension por la cola es un método ampliamente usado, descrito por
Steru en 1985 (Steru et al., 1985). Sirve para evaluar los rasgos depresivos de los
roedores, y el método consiste en medir el tiempo que el ratdon permanece inmovil en
una situacién donde no tiene escape. Este tiempo de inmovilidad se asocia a la

desesperanza, que es un signo caracteristico de los cuadros depresivos.

Veinticuatro horas después de la administracion del LPS, se evalud el fenotipo depresivo
mediante el empleo de este test (Figura 7). Los ratones fueron suspendidos
individualmente por las colas utilizando cinta adhesiva y grabados durante 10 minutos.
Durante este periodo de 10 minutos, se midi6 manualmente el tiempo total de
inmovilidad, que corresponde al tiempo en que los ratones permanecen pasivamente

suspendidos y completamente inmdviles. Dicho test es Util para evaluar la capacidad

antidepresiva de los farmacos testados (Cryan et al., 2005).

Figura 7. Imagen representativa de roedores en la prueba del test de suspension por la cola.
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3.1.4.2. Cajaclarayoscura

La caja clara y oscura es una prueba que sirve para evaluar los rasgos ansiosos de
los roedores. Esta prueba consiste en una caja dividida en dos compartimentos: uno
oscuro y otro claro. El animal se coloca en la arena y se le permite explorar ambos lados.
Los animales que muestran un comportamiento menos ansioso y mds exploratorio
pasaran mas tiempo en el compartimento claro, mientras que aquellos mas ansiosos
preferirdn permanecer en el compartimento oscuro. La preferencia por el
compartimento oscuro refleja la tendencia natural de los animales a buscar refugio en
lugares menos expuestos, mientras que una mayor exploracién del compartimento claro
indica una menor ansiedad (Crawley & Goodwin, 1980). Para ello se empled una caja de
metacrilato con dos compartimentos (20 x 20 x 15 cm Lx A x Al), uno abierto e iluminado
con un LED de 600 lux como espacio ansiogénico por la aversion natural de los roedores
hacia zonas altamente iluminadas, y el otro negro y opaco, separados por una puerta
(Figura 8). Al comienzo de la sesidn de 5 minutos, los ratones fueron colocados en la caja
oscura. Se evalué el tiempo total que pasaron en la zona ansiogénica y el nUmero de
transiciones entre cajas. Se considerd una transicién cuando las cuatro patas del raton

estaban dentro de la nueva caja.

LDB
31/08/21
1/21D Fem

Figura 8. Imagen representativa de roedor en la prueba de la caja clara y oscura.
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3.1.5. Estudios de expresidn génica

Al finalizar los procedimientos experimentales (Figura 6) los roedores se sacrificaron
mediante dislocacidn cervical, para extraer los hipocampos. Después de la disgregacién
mecanica de los hipocampos se aislé el Acido ribonucleico (ARN) total utilizando el kit
RNeasy Plus Mini (74136, Qiagen, Espafia). El procedimiento de extraccion se basa en la
tecnologia de columna de silice, que utiliza columnas de membrana con propiedades
especiales para capturar y purificar el ARN especificamente. El ARN resultante, se
cuantific6 mediante técnicas espectrofotométricas empleando el NanoDrop (Thermo

Scientific, Espafia).

La transcripcion inversa, que consiste en pasar el ARN total a ADN complementario, se
realizé a partir de cantidades iguales de ARN (1 pg/reaccion) mediante el kit de
transcripcion inversa de ADN de alta capacidad (4374966, Applied Biosystems, Madrid,

Espafia). EI ADN complementario obtenido, se almacend a -202C hasta su uso.

Se realizé la técnica de PCR en tiempo real cuantitativa (qRT-PCR) utilizando el sistema
de deteccion QuantStudio 3 (Applied Biosystems, Espafia). En cada pocillo de la reaccién
de gRT-PCR se afiadieron 60 ng de ADN complementario, 0,5 uM de cada cebador para
cada gen (Tabla 4), agua libre de nucleasas y el kit PowerUp SYBR Green Master Mix
(A25742, Applied Biosystems, Madrid, Espafia), en un volumen total de reaccién de 20

pl. se hizo triplicados de cada muestra.

Los datos para cada gen objetivo se normalizaron con el gen de referencia hipoxantina-
guanina fosforribosil transferasa (HPRT). El cambio relativo en la expresién del gen

objetivo se determiné utilizando el método 2-AACt (Livak & Schmittgen, 2001).
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Diana Sentido (5’->3’) antisentido (5’->3’) T2 de fusién °C  Nanogramos
cDNA/reaccién

AGTCCCAGCGTCGT TTTCCAAATCCTCG 60 12
HPRT

GATTAG GCATAATGA

ATCAACAAGCAATT CAGCATTCGCTTCA 60 12
IBA1

CCTCGATGA AGGACATA

CAGGCGGTGCCTAT CGATCACCCCGAAG 60 60
TNFa

GTCTC TTCAGTAG

TTAAAAACCTGGAT GCATTAGCTTCAGA 60 60
MCP-1

CGGAACCAA TTTACGGGT

GAAATGCCACCTTT TGGATGCTCTCATC 60 60
IL-18

TGACAGTG AGGACAG

GGTCTCAACCCCCA GCCGATGATCTCTC 60 60
IL-4

GCTAGT TCAAGTGAT

TAGTCCTTCCTACCC TTGGTCCTTAGCCA 60 60
IL-6

CAATTTCC CTCCTTC

GCTCTTACTGACTG CGCAGCTCTAGGA 60 100
IL-10

GCATGAG GCATGTG

AATTCCCAGCTGAC TCTACTCGAAGCCT 60 100
IL-11

GGAGATCACA TGTCAGCACA

CGTCGTGATCCCCA AACACACAGGGTTT 60 12
MMP-9

CTTACT GCCTTC

Tabla 4. Lista de cebadores empleados para determinar la expresién relativa de cada gen.

3.1.6. Western Blot

El hipocampo se homogeneizé en 500 uL de tampdn, de lisis y extraccion, RIPA

(89900, Thermo Scientific) y el céctel de inhibidores de proteasas y fosfatasas Halt

(87786, Thermo Scientific). Los hipocampos fueron disgregados mediante sonicacion.
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Una vez obtenido el homogenizado, se determind la cantidad de proteina total mediante
BCA (23227, Thermo Scientific). Este ensayo es utilizado para determinar la
concentracion de proteinas presentes en una muestra bioldgica. Se basa en la reaccién
del cobre (ll) con el acido bicinchoninico en un medio alcalino, lo que produce un
complejo de color purpura. La intensidad del color generado es directamente
proporcional a la cantidad de proteinas presentes en la muestra, este color es

cuantificable mediante un espectrofotdmetro a 562nm de longitud de onda.

Una vez obtenidas las concentraciones, se cargaron cantidades iguales de proteina (15
ug), de cada muestra, en un gel de Bis-Tris NUPAGE 4-12% (NP0323, Invitrogen) usando
tampon de muestra Laemmli (1610747, Biorad) y B-mercaptoetanol (63689, Sigma)
como agente reductor. Las proteinas se separaron utilizando tampdn de electroforesis
NuPAGE MOPS SDS (NP0001, Invitrogen) o tampdn de electroforesis MES SDS (NP0002,
Invitrogen) y se transfirieron a una membrana de transferencia de PVDF (88518, Thermo

Scientific).

Las membranas se incubaron con anticuerpos primarios especificos (Tabla 5), La unién
de los anticuerpos se reveld mediante quimioluminiscencia, por lo que las membranas
se incubaron con anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rabano, o HRP
por sus siglas en inglés, para el huésped de los anticuerpos primarios (Tabla 5).
Posteriormente, para detectar la sefial de estos anticuerpos se afiadio el sustrato de HRP
ECL (32209, Thermo Scientific). Las bandas de proteinas se detectaron utilizando Imager
680 de Amersham (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Suecia), y la densidad o6ptica se
cuantific6 mediante el software NIH Image J versién 1.53q (National Institutes of
Health). La proteina total tefiida con Ponceau S se utiliz6 como control de carga

(33427.01, Serva).
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Diana Huésped Dilucion referencia

Coctel OXPHOS Ratén 1:500 45-8099, Invitrogen

Claudina 5 Conejo 1:1.000 34-1600, Invitrogen

Z0-1 Conejo 1:1.000 GTX10859,
Genetex

MDA Conejo 1:1.000 ab27642, Abcam

Raton Cabra 1:10.000 A28177, Invitrogen

Conejo Cabra 1:10.000 G21234, Invitrogen

Tabla 5. Lista de anticuerpos primarios empleados en Western Blot.

3.2. CULTIVOS CELULARES

3.2.1. Cultivos primarios neuronales

Se cultivaron neuronas primarias del hipocampo a partir de ratones C57BL6/J a dia
postnatal 0 (PO). De manera resumida, las neuronas del hipocampo se sembraron a una
densidad de 50,000 células por pocillo en cubreobjetos de 8 mm recubiertos con poli-D-
lisina (P7886, Merck) y laminina (L2020, Merck). Las células se mantuvieron en medio
Neurobasal A (10888-022, Gibco), suplementado con 1X B27 (17504, Gibco), 1%
Glutamax (35050061, Gibco) y 1% de penicilina-estreptomicina (15140122, Gibco).
Quince dias después de la division celular, las neuronas se trataron con 100 nM de ODN
1826 o PBS durante 24 horas, seguido de 24 horas de tratamiento con 1 ug/mL de LPS o
PBS (Figura 9).

e~ e
3 NH (& :
24 horas 24 horas
e Administracidn
Fijacion “ LPS h de ODN1826

Figura 9. Representacion esquematica de procedimiento experimental de cultivos neuronales

15 dias
de division

de hipocampo. PO: dia postnatal O, LPS: lipopolisacaridos.
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3.2.2. Cultivos de linea celular
Neuroblastomas de la linea SH-SY5Y, fueron cultivadas de manera basal en medio
Dulbecco's modified Eagle’s medium (DMEM, 21969, Gibco) suplementado con un 10%
de suero bovino fetal inactivado por calor (FBS, 10500, Gibco), 1% de Glutamax
(35050061, Gibco) y 1% de penicilina-estreptomicina (15140122, Gibco). Las células se
cultivaron en una placa Petri de diametro p90 a 37°C con un 5% de CO2. Las células SH-
SY5Y se diferenciaron hacia un fenotipo similar al de neuronas siguiendo una version

modificada del protocolo de Encinas (Encinas et al., 2000).

En primer lugar, las células se cultivaron durante 5 dias con DMEM suplementado con
un 5% de FBS, 1% de Glutamax, 1% de penicilina-estreptomicina y 10 uM Tretinoina (RA,
R2625, Sigma-Aldrich). Después de 5 dias, el medio se reemplazé por Neurobasal A,
durante otros 5 dias (NB, 10888, Gibco), suplementado con 1X B27 (17504, Gibco), 1%
de Glutamax, 1% de penicilina-estreptomicina, 20 mM de KCl, 0,3 mM de Dibutiril
ciclico-AMP (dbcAMP, D0627, Sigma-Aldrich) y 50 ng/mL de factor neurotréfico derivado
del cerebro humano (BDNF, B3795, Sigma-Aldrich). Después de la diferenciacion las

células estuvieron listas para el procedimiento experimental.

3.2.3. Ensayo de Especies Reactivas de Oxigeno
Este ensayo consiste en utilizar una sonda fluorescente que se une a las especies
reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) presentes en la muestra, lo que
genera una sefial de fluorescencia proporcional a la cantidad de ROS. La intensidad de
fluorescencia se puede medir con un lector de placas, lo que permite cuantificar el nivel

de ROS en las células y evaluar el estrés oxidativo.

Para ello, las células SH-SY5Y diferenciadas se aislaron y se volvieron a cultivar en una
placa de 96 pocillos (4000 células/pocillo), estas se trataron con 100 nM de aTLR9 o PBS
durante 24 horas, seguidas de 24 horas con 1 pg/mL de LPS o PBS, por triplicado para
cada condicidon experimental (Figura 10). Posteriormente, se incubo con la soluciéon
tampon con la sonda fluorescente (Cellular ROS Assay Kit Red ab186027, Abcam) y se
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incubd 45 minutos a 372 con 5% de CO2. La intensidad de fluorescencia se midié con el

lector de placas Infinite m200 (Tecan).

ODN1826 LPS

24 h , 24 h Medicion

o ‘ 0:0 ‘ de ROS

Figura 10. Representacion esquematica del Ensayo de Especies Reactivas de Oxigeno. Llevado a
cabo en el cultivo celular de la linea SH-SY5Y diferenciada en tipo neuronal. ROS: Especies

reactivas de oxigeno.

3.2.4. Inmunomarcaje

Después del tratamiento descrito con anterioridad, en el cultivo neuronal, (Figura
9), los cultivos neuronales se incubaron durante 30 minutos con 50 nM de MitoTracker™
Red CMXros (M7512, Invitrogen), disuelto en medio de cultivo sin complementar
(DMEM), seguido de 3 lavados con PBS atemperado a 372C para retirar los excesos de la
tincidn. Posteriormente, se fijaron con 4% de paraformaldehido (PFA) a 372C. Después
de la fijacion, las células se lavaron con PBS y se bloquearon con 2% de Suero Normal de
Cabra y 0,1% de Triton X-100. Posteriormente, se incubaron con el anticuerpo anti-
MAP2 de pollo (NB300-213, Novus Biologicals, 1:3000) y se detectaron utilizando el
anticuerpo Alexa Fluor® 488 de Cabra Anti-IgY de Pollo AffiniPure (103-545-155, Jackson
ImmunoResearch Laboratories, 1:500), junto con Hoechst 33342 (5 pug/mL, Invitrogen,

1:2000) para la tincién de los nucleos.

3.2.5. Adquisicion y procesamiento de imagenes
Las imagenes se adquirieron utilizando un microscopio confocal Zeiss LSM 880 con
un objetivo plan-Apochromat de inmersion en aceite de 63x, con apertura numérica de
1.4, a una resolucion de 0.08 x 0.08 x 0.12 um (X, Y, Z) por pixel y una profundidad de 12

bits. Posteriormente, se procedié a realizar la deconvolucién de las imagenes para

43



mejorar la Relacion Sefial Ruido (SNR) utilizando la aplicacion informatica Huygens
Professional (Scientific Volume Imaging). Una vez obtenidas las imagenes
deconvolucionadas, las mitocondrias se modelizaron en 3D con el software Imaris
(Bitplane), y los datos morfoldgicos se procesaron utilizando el algoritmo de reduccién
de la dimensionalidad UMAP, seguido de la agrupacion no supervisada en 4 grupos (Fogo

et al., 2021) mediante el algoritmo K-medias .

La reduccidon dimensional mediante UMAP (Uniform Manifold Approximation and
Projection) es una técnica de andlisis de datos que permite representar datos complejos
en un espacio de menor dimensién preservando su estructura y relaciones. UMAP
transforma los datos en un espacio de menor dimensionalidad al capturar las similitudes
y diferencias entre los puntos originales. Posteriormente, el algoritmo, de agrupamiento
no supervisado, K-medias se aplica para clasificar los datos clusteres en funcion de su
proximidad en el espacio reducido. K-medias es un método de agrupamiento
ampliamente utilizado que busca asignar cada punto a un clUster cuyo centroide es el
mas cercano. Esta combinacién de técnicas, UMAP seguida de K-medias, sirve para
analizar grandes conjuntos de datos y descubrir patrones ocultos, lo que facilita la
identificacidon de subgrupos o categorias dentro de los datos, permitiendo un andlisis
mas profundo y una interpretacion significativa de la informacién (Gultepe & Makrehchi,

2018; Hozumi et al., 2021).

Una vez obtenidos los grupos, se verificaron visualmente la morfologia de las
mitocondrias de los cultivos neuronales cercanas a los centroides para clasificar cada

cluster generado en un tipo morfolégico.

Para la medicién de las neuritas, de los cultivos neuronales, se empled el microscopio
de campo abierto Thunder de Leica con un objetivo HC PL FLUOTAR de inmersién en
aceite de 40x, con apertura numérica de 1.3, se escanearon hasta 20 campos visuales
por imagen con una profundidad de 8 bits. Posteriormente, se procedio a realizar la de
convolucién de las imagenes para mejorar la Relacién Sefial Ruido (SNR) utilizando el
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propio software de adquisicion (LASX, Leica). La cuantificacion de la longitud las neuritas
que salian desde el soma (neuritas primarias) se realiz6 de manera manual usando el

software NIH Image J versién 1.53q (National Institutes of Health)

3.3. ANALISIS ESTADISTICO Y TRATAMIENTO DE DATOS

Se realizaron andlisis estadisticos utilizando GraphPad Prism 8. Los datos se
analizaron mediante analisis de varianza de dos vias (ANOVA). Para las diferencias
estadisticamente significativas se realizd un analisis post hoc para comparar las medias
de cada grupo mediante el test de Fisher LSD. Se definié significancia estadistica como
p < 0.05. Todos los datos se presentan como medias (+ error estandar de la media,

E.E.M.).

En cuanto a los andlisis computacionales, se recurrid a paquetes de Python para
calcular la matriz de correlacion mediante el coeficiente de Pearson, asi como para
aplicar los algoritmos UMAP y K-medias, para la reducciéon de dimensiones y el

agrupamiento no supervisado.

Los datos se representaron graficamente mediante Graphad Prism 8, o las librerias

de Python Seaborn y Matplotlib.
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En la presente tesis doctoral se evalu6 el efecto conductual de la estimulacién
del receptor TLR9 previo a la administracion de lipopolisacarido bacteriano junto con los
cambios neuroquimicos observados en el hipocampo de los roedores. Asimismo, se
ahondod en evaluar las variaciones en la mitocondria y el estrés oxidativo que pudiesen
estar detras del efecto observado en los cambios conductuales. Los principales

resultados de esta investigacion se detallan a continuacién:

4.1. Efecto del TLR9 en la prueba del test de suspension por la cola

En primer lugar, los resultados de las pruebas conductuales mostraron un
aumento significativo en los tiempos de inmovilidad en los roedores tratados con
vehiculo y lipopolisacarido (LPS). Curiosamente, se observé una normalizacién respecto
al control del tiempo de inmovilidad en los animales tratados con 120 ug de ODN1826
previo a la administracién de lipopolisacarido (aTLR9/LPS) en comparacién con el grupo

tratado solo con LPS, tanto en machos como en hembras (Figura 11A).

Ademas, se analizaron los patrones temporales de inmovilidad en los machos (Figura
11B) y se encontraron mayores diferencias en el tiempo de inmovilidad durante los
primeros 5 minutos en el grupo tratado solo con LPS. En cuanto a las hembras, se
observd una mayor diferencia en el tiempo de inmovilidad a partir del minuto 4 de la

prueba en el grupo tratado solo con LPS (Figura 11C).

4.2. Efecto del TLR9 en la prueba del test de la caja clara y oscura

Por otro lado, La prueba de la caja clara y oscura arrojé unos resultados de
tiempo de permanencia en el compartimento ansiogénico de -30% en el grupo LPS en
machos respecto al control, mientras que se observa una reduccion significativa del -

50% en hembras (Figura 12A).
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A su vez, el grupo aTLR9/LPS mostr6 mayor tiempo de permanencia en el
compartimento ansiogénico respecto al grupo LPS tanto en machos como en hembras
(Figura 12A), no existiendo diferencias respecto al grupo control. En cuanto al nimero
de transiciones las hembras tratadas con LPS tienen una reduccidn significativa cercana

al 50%, sin observar ningln efecto en los machos (Figura 12B).

En ninguna de las pruebas conductuales que se llevaron a cabo se ha podido comprobar

ninguna alteracion en el grupo aTLR9 respecto al control. (Figura 11, Figura 12).
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Figura 11: Curso temporal del tiempo de inmovilidad durante la prueba de suspension de cola
en machos (A) y hembras (B); Tiempo total de inmovilidad en 10 minutos (C), machos y hembras,
n=4-12 ratones/grupo; ANOVA de dos vias, seguido andlisis post hoc mediante prueba de
comparacién multiple de Fisher LSD: **p<0.01; p<0.001 frente al grupo de control; && p<0.01
diferencias significativas frente al grupo aTLR9; #p<0.05 diferencias significativas frente al grupo

LPS.; Las barras representan la media y el error estandar (E.E.M).
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Figura 12: A) Tiempo transcurrido en la parte clara respecto al control, expresado cémo
porcentaje de cambio respecto al grupo de control B) nimero de transiciones, expresado como
porcentaje de cambio respecto al grupo de control. n=4-12 ratones/grupo; ANOVA de dos vias,
seguido andlisis post hoc mediante prueba de comparacion multiple de Fisher LSD: *p<0.05
frente al grupo de control; &&p<0.01 diferencias significativas frente al grupo aTLR9; #p<0.05;
##p<0.01 diferencias significativas frente al grupo LPS; &p<0.05; Las barras representan la media

y el error estandar (E.E.M).

4.3. Cambios en la expresion génica de citoquinas proinflamatorias

En cuanto a los cambios en la expresidn génica que se realizd, mediante técnicas
de rt-qPCR, de las principales citoquinas asociadas a efectos proinflamatorios (Figura
13). En la expresion de ARN mensajero de IL-1B y TNF-a (Figura 13A, Figura 13B) se
observd una expresion aumentada significativamente en el grupo LPS y en aTLR9/LPS
respecto al control, a las 6 y 24h en machos. Sin embargo, en las hembras se puede
observar diferencias significativas respecto al grupo LPS, en aTLR9/LPS, siendo mas
elevado a las 6 horas, pero posteriormente disminuyendo hasta la normalizacién
respecto al control, en el caso de IL-1B, y de manera significativa respecto al LPS en

ambas.

Por otro lado, la expresion de IL-6 (Figura 13C), a las 6h, el grupo aTLR9/LPS presento
una elevacidn significativa de dicha citoquina respecto al grupo control y al grupo LPS,

en ambos géneros, permaneciendo elevada a las 24h solamente en los machos.
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Cabe destacar que el efecto sobre la produccion de estas citoquinas en el grupo aTLR9

es nula.
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Figura 13: Expresidn génica de las citoquinas proinflamatorias. Interleucina 1 (IL-1B) (A), factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a) (B), e interleucina 6 (IL-6) (C) en el hipocampo, a las 6 y 24 horas
después de la exposicidn a LPS, machos y hembras, n=4-10 ratones/grupo ; ANOVA de dos vias,
seguido andlisis post hoc mediante prueba de comparacién multiple de Fisher LSD en cada puto
temporal y género: **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001 diferencias significativas frente al
grupo de control; &p<0.05; &&p<0.01; &&&p<0.001; &&&&p<0.0001 diferencias significativas
entre el grupo aTLRY; #p<0.05; ##p<0.01 diferencias significativas frente al grupo LPS. Las barras

representan la media y el error estandar (E.E.M) de 244¢
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4.4. Modulacion de la expresion génica de dianas asociadas a la inflamacion

A su vez, La expresion génica de mediadores que pueden estar involucrados en
la respuesta inflamatoria (Figura 14), se vio un aumento significativo a las 6h de la IL-4
del grupo aTLRI/LPS respecto al control y al LPS en hembras, y un ligero aumento no

significativo a las 24h en machos (Figura 14A).

Remarcablemente, se observd aumento muy significativo en la expresion de MCP-1 en
el grupo aTLR9/LPS a las 6h respecto al resto de grupos, con medias de 578 y 701 veces
de cambio relativo (275, 233 E.E.M) en machos y hembras (Figura 14B).

En contraposicion a este aumento, se observé una disminucion significativa seguido de
un aumento, a las 6h y 24h, de IBA 1 en los grupos tratados con LPS (Figura 14C). por
ultimo, cabe destacar la expresion de la MMP9, a las 24h, aumento significativamente
respecto al grupo control y LPS tanto en machos como en hembras (Figura 14D). Es
importante resaltar que los roedores tratados con ODN1826 no muestran diferencias
respecto al grupo control salvo un ligero aumento en las hembras de IBA1 tanto alas 6

como a las 24h.
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Figura 14: Expresion génica de moduladores de la inflamacidn. Interleucina 4 (IL-4) (A), proteina
guimiotactica de monocitos 1 (MCP-1) (B), Molécula adaptadora de unién al calcio ionizado 1
(IBA 1) (C), y metaloproteinasa de la matriz 9 (MMP-9) (D) en el hipocampo, a las 6 y 24 horas
después de la exposicidn a LPS, machos y hembras, n=4-10 ratones/grupo ; ANOVA de dos vias,
seguido analisis post hoc mediante prueba de comparacién multiple de Fisher LSD en cada puto
temporal y género: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001 diferencias significativas
frente al grupo de control; &p<0.05; &&p<0.01; &&&p<0.001; &&&&P<0.0001 diferencias
significativas entre el grupo aTLR9; #p<0.05; ##p<0.01 diferencias significativas frente al grupo

LPS. Las barras representan la media y el error estandar (E.E.M) de 2722,
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4.5. Cambios de la expresion génica de citoquinas antiinflamatorias

En comparacion, la expresion génica de las citoquinas antiinflamatorias se
observé un aumento significativo de la IL-11 a las 6 horas en el grupo aTLR9/LPS.
Curiosamente, las hembras del grupo LPS 6 horas mostraron un aumento significativo
respecto al control; mientras que, en los machos, en el grupo LPS 6 horas se observé una
ligera disminucidn con una diferencia significativa respecto al grupo aTLR9/LPS (Figura
15B). Se puede apreciar que los roedores aTLR9/LPS tienen un aumento significativo en
todos los puntos temporales de IL-10 (Figura 15A), respecto al grupo control como al
grupo LPS. Mostrando un cambio relativo de 14,9 y 11,2 a las 6h veces, para machosy
hembras respectivamente, como 6,2 y 4,4 veces a las 24h para machos y hembras
respectivamente. En cuanto al grupo aTLR9 se observa una ligera tendencia a aumentar
la IL-10 e IL-11 que solamente se vuelve significativa, IL-10, en las hembras del grupo

24h (Figura 15A).

Este aumento de la IL-10 en el grupo aTLR9/LPS se correlaciond fuerte vy
significativamente a las 6 horas con otras variables, como IL-13, MCP-1 e IL-6, en machos
y en hembras. (Figura 16C, Figura 16D). mientras que esas correlaciones no se

observaron en los roedores tratados solamente con LPS (Figura 16A, Figura 16B).

En cuanto al grupo tratado con agonista se vio una correlacién fuerte y positiva de la IL-
10 respecto al MCP-1, siendo solamente significativa en los machos (Figura 16E, Figura

16F). Sin embargo, estas correlaciones desaparecieron a las 24h (Figura 17).
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Figura 15: Expresion génica de citoquinas antiinflamatorias. Interleucina 10 (IL-10) (A), e
Interleucina 11 (IL-11)(B) en el hipocampo, a las 6 y 24 horas después de la exposicidn a LPS,
machos y hembras, n=4-10 ratones/grupo ; ANOVA de dos vias, seguido anélisis post hoc
mediante prueba de comparacién mdultiple de Fisher LSD en cada puto temporal y género:
*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001 diferencias significativas frente al grupo de
control; &p<0.05; &&p<0.01; &&&p<0.001; &&&&p<0.0001 diferencias significativas entre el
grupo aTLR9; ##p<0.01 diferencias significativas frente al grupo LPS. Las barras representan la

mediay el error estandar (E.E.M) de 2725,
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Figura 16. Matriz de correlacion de la expresién del ARNm en el hipocampo en el grupo de

machos LPS (A), grupo de hembras LPS (B), grupo de machos aTLR9/LPS (C), grupo de hembras

aTLR9/LPS (D), grupo de machos aTLR9 (E), grupo de hembras aTLR9 (F) 6 horas después de la

exposicion a LPS; n=4-10 ratones/grupo; Coeficiente de correlacién de Pearson: *p<0.05;

**p<0.01; ***p<0.001.
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Figura 17 Matriz de correlacion de la expresion del ARNm en el hipocampo en el grupo de

machos LPS (A), grupo de hembras LPS (B), grupo de machos aTLR9/LPS (C), grupo de hembras

aTLR9/LPS (D), grupo de machos aTLR9 (E), grupo de hembras aTLR9 (F) 24 horas después de la

exposicion a LPS; n=4-10 ratones/grupo; Coeficiente de correlacién de Pearson: *p<0.05;

*¥p<0.01; ***p<0.001.
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4.6. Cambios de la expresion proteica de las uniones estrechas

De manera adicional se comparé la expresidon de proteinas involucradas en las
uniones intercelulares estrechas, mediante técnicas de Western blot (Figura 18C). se
observoé reducciones significativas de Zonula occludens 1 (Z01) a las 6 horas en hembras
del grupo LPS; mientras que en el grupo aTLR9/LPS puede observarse una normalizacion
respecto al control significativa de los niveles comparado con el grupo LPS,

observandose esa misma tendencia a las 24h (Figura 18A).

Por otro lado, se aprecié alteraciones a las 24h en los roedores machos tratados con LPS
(Figura 18B). Cabe destacar que no se encontré efectos en la expresidon de estas

proteinas en los roedores del grupo aTLR9.
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Figura 18: Expresidn proteica de proteinas involucradas en las uniones intercelulares estrechas.
Zonula occludens 1 (Z01) (A), Claudina 5 (B), imagen de los Western Blot analizados (C). Alas 6
y 24 horas después de la exposicidon a LPS, machos y hembras, n=4-8 ratones/grupo ; ANOVA de
dos vias, seguido analisis post hoc mediante prueba de comparacion multiple de Fisher LSD en
cada puto temporal y género: *p<0.05; ****p<0.0001 diferencias significativas frente al grupo
de control; &&p<0.01; &&&&p<0.0001 diferencias significativas entre el grupo aTLR9; #p<0.05
diferencias significativas frente al grupo LPS. Las barras representan la media expresado en

porcentaje respecto al grupo control y el error estandar (E.E.M).
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4.7. Cambios de la expresion proteica de los complejos mitocondrial implicados en

la fosforilacion oxidativa

Por otro lado, se valord posibles alteraciones en la expresién proteica de los
complejos mitocondriales involucrados en la fosforilacion oxidativa. se observé una
disminucion significativa del complejo mitocondrial | respecto a los grupos control y LPS
de los roedores tratados con aTLR9 y LPS, a las 24h, tanto en machos con una reduccién
del 50% como en hembras con una reduccion del 30%, pero no asi en los animales
tratados solamente con ODN1826 (Figura 19A). Sin embargo, se observé una mayor
disparidad en la expresion del resto de complejos (Figura 19B, Figura 19C, Figura 19D,

Figura 19E).
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Figura 19: Expresidn proteica de los complejos mitocondriales en el hipocampo. Complejo
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mitocondrial | (A), complejo mitocondrial Il (B), complejo mitocondrial Il (C), complejo
mitocondrial IV (D), complejo mitocondrial v (E), imagen de los Western Blot analizados (F). A
las 6 y 24 horas después de la exposicién a LPS, machos y hembras, n=4-8 ratones/grupo ;
ANOVA de dos vias, seguido analisis post hoc mediante prueba de comparacidon multiple de
Fisher LSD en cada puto temporal y género: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 diferencias
significativas frente al grupo de control; &p<0.05; &&p<0.01; &&&&p<0.0001 diferencias
significativas entre el grupo aTLR9; #p<0.05; ##p<0.01 diferencias significativas frente al grupo
LPS. Las barras representan la media expresado en porcentaje respecto al grupo control y el

error estandar (E.E.M).

4.8. Alteraciones en los aductos de Malonaldehido

Asi mismo, la expresion de los aductos de Malonaldehido (MDA) (Figura 20) en
los machos mostré una elevacion significativa de los niveles de MDA del grupo LPS, tanto
a las 6 como a las 24h, mientras que los roedores del grupo aTLR9/LPS exhiben una
normalizacidn respecto al control significativa comparado con el grupo LPS a las 6 y 24h
de la expresion de MDA. Sin embargo, en las hembras, no se observé un aumento en
el MDA en el grupo LPS, pero si una reduccidn significativa en el grupo 24h respecto al
grupo control y LPS. Finalmente, hay que remarcar que los ratones macho expuestos al

ODN1826 muestran una disminucion significativa en la expresion de MDA.

61



6 horas 24 horas

&&&
*

I Control

g o l " & aTLR9

* N B LPS
= 100 j Q ! Q &ﬁ& [ aTLRY/LPS
< SiH

Control LPS aTLRI/LPS Control aTLR9

MDAE--?-E--ﬂ—é-——-'./---.--—-
Proteina total E'-..’.- - - ﬂ‘
T N e L p— --—-‘-.-.'..-.

Proteina total .‘. .b - QH-‘-'

MDA ! "--—_----—-—"'

_

. ? - ———

Proteina total

Proteina total

Figura 20: Expresion relativa de aductos de MDA en el hipocampo. A las 6 y 24 horas después
de la exposicion a LPS, machos y hembras, n=4-8 ratones/grupo ; ANOVA de dos vias, seguido
analisis post hoc mediante prueba de comparacidon multiple de Fisher LSD en cada puto temporal
y género: *p<0.05; ***p<0.001 diferencias significativas frente al grupo de control; &p<0.05;
&&&p<0.001 diferencias significativas entre el grupo aTLR9; #p<0.05; ##p<0.01 diferencias
significativas frente al grupo LPS. Las barras representan la media expresado en porcentaje

respecto al grupo control y el error estandar (E.E.M).
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4.9. Visualizacion de los grupos mediante técnicas de reduccion de la

dimensionalidad

Mediante técnicas de reduccion de dimensionalidad aplicadas a el conjunto de
datos expuesto con anterioridad (Figura 21), muestran cémo el algoritmo k-medias
divide en 3 grandes clusteres los individuos, donde corresponden a los ratones 6h y los
ratones 24h tratados con LPS, ademas de un tercer clister que corresponde con los
grupos control como aTLR9. Adicionalmente, se aprecié dentro de los clisteres 6h y 24h

una segregacion por sexo, y por grupos entre LPS y aTLR9/LPS.

El grafico de radar (Figura 22) muestra un resumen de todas las variables empeladas en
la reduccidon dimensional, ademds, de cémo los machos y las hembras muestran
patrones caracteristicos en cada grupo. Cabe resaltar como los machos y hembras del
grupo aTLR9/LPS 6h tienen mayor area en el eje IL-10, IL-11, MCP-1, IL-4 respecto a sus
homdlogos del grupo LPS 6h. Por otro lado, se observa una menor area en el eje de los

complejos mitocondriales en el grupo LPS.
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Figura 21. Reduccién de dimensionalidad no lineal mediante algoritmo UMAP. Cada punto
corresponde con un individuo n=98, Las estrellas representan los centromeros de los tres

clusteres generados con el algoritmo K-medias, las elipses representan la dispersion de dichos
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Figura 22. Grafico de radar con el patron de expresion de las diferentes dianas analizada en los
ratones tratados con aTLR9, LPS y aTLR9/LPS, tanto en machos como en hembras. Se representa

la expresion media de cada grupo escalada entre O y 1.

El resultado del andlisis de componentes principales (PCA) muestra como con 3
componentes se puede explicar hasta el 65% de la variabilidad observada, como se
puede apreciar en su representaciéon en 3D (Figura 23), siendo el PCA1 el componente
mayoritario que explicaria hasta un 36%, seguido de los componentes PCA2 (17%) vy el
PCA3 (12%). En este sentido, se observa una gran importancia del MCP-1 e IL-10 en el

PCA1, asi como el MMP-9 y de manera negativa MDA en el PCA2 (Tabla 6).
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Figura 23. Representacion tridimensional de los 3 componentes mayoritarios en el andlisis PCA.
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Coeficientes de ponderacidn

IL-1f - 0346 0.139 0.098

MCP-1 - 0371 0114

- R R
Complejo I 0353 0316

Complejo IV 0313

Complejo Vv 40.165 0341 0.395

qd_\ J“L qo_"'}

Tabla 6. coeficientes de ponderacidn de cada variable para los tres principales componentes.

4.10. Generacion de especies reactivas de oxigeno en células SH-SY5Y

-04

Por otro lado, los estudios en cultivos de neuroblastomas humanos de la linea

SH-SY5Y, diferenciados a tipo neuronal, mostraron un aumento significativo en la

presencia de especies reactivas de oxigeno en el grupo LPS en comparacioén con el grupo

control (Figura 24). Ademas, en el grupo aTLR9/LPS se observa como permanece

disminuidas significativamente las especies reactivas de oxigeno en comparacién con el

grupo LPS.
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Figura 24. Produccién de especies reactivas de oxigeno en células SH-SY5Y diferenciadas en

neuronas. A) representacion de la produccion de las especies reactivas de oxigeno. B) Grafica
representativa de los datos obtenidos. n = 3 pocillos/grupo; ANOVA de dos vias, prueba de
comparacion multiple de Fisher LSD: **p<0.01 diferencias significativas con respecto al grupo
de control; &p<0.05 diferencias significativas con respecto al grupo aTLR9; #p<0.05 diferencias
significativas con respecto al grupo LPS. Las barras representan la media del cambio relativo

respecto al grupo control y el error estandar (E.E.M).
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4.11. Alteraciones en la morfologia mitocondrial en cultivos primarios de

neuronas

Para finalizar, Se puede observar las imagenes representativas de cultivos neuronales
primarios inmunomarcadas con MAP2 (neuronas), Hoescht, (Nucleos), y Mitotracker
(mitocondrias) (Figura 25B). Una vez marcadas, se realizd una reconstruccion en 3D y
los datos tridimensionales se emplearon para realizar una segmentacién mediante
reduccion dimensional seguida de un agrupamiento no supervisado por K-medias
(Figura 25A). Los clusteres obtenidos fueron analizados y se determinaron a que tipo

morfoldgicos correspondia cada cluster (Figura 25C).

Los resultados de este analisis arrojaron un aumento significativo respecto al control y
al grupo aTLR9/LPS de las mitocondrias tipo hinchada en el grupo LPS (Figura 25D). Cabe
destacar que el grupo aTLR9 tiene una disminucion significativa en las de tipo hinchada,

ademas de, una disminucion del tipo punteadas y un aumento en el tipo sin ramificar.

4.12. Cambios en la longitud de las neuritas en cultivos primarios de neuronas

En ultima instancia, la medicién de la longitud de las neuritas primarias arrojé una
disminucion del 22% en el grupo LPS (Figura 26B) respecto al control, esta disminucion
fue significativa respecto al grupo control y al grupo aTLR9/LPS. Es importante destacar
gue el grupo aTLR9 mostré un aumento significativo del 20% en el tamafio medio de sus

neuritas primarias.
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Figura 25. Morfologia mitocondrial. Segmentacién de la morfologia mitocondrial mediante

reduccion dimensional seguido de agrupamiento mediante K-medias, cada punto representa

una mitocondria n=11592, Las estrellas representan los centrémeros de los cuatro clusteres
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generados(A). imagenes representativas de cada grupo empleadas para la clasificacién
mitocondrial (B). Imagenes representativas de cada clister modelizado en 3D (C). Gréfico de
expresion relativa de las morfologias mitocondriales entre cada grupo, n=72 neuronas (D);
ANOVA de dos vias, seguido analisis post hoc mediante prueba de comparacién multiple de
Fisher LSD; **p<0.01; ***p<0.001; ; ****p<0.0001 diferencias significativas frente al grupo de
control; &p<0.05; &&&p<0.001; &&&&p<0.0001 diferencias significativas entre el grupo aTLR9;
#p<0.05 diferencias significativas frente al grupo LPS. Las barras representan el Log2 de la media

de la expresién relativa respecto al grupo control y el error estandar (E.E.M).
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Figura 26. Longitud de la neurita. Imagen representativa de cada grupo (A). Porcentaje de
cambio de la longitud media de las neuritas (B), n=8-23 neuronas/grupo; ANOVA de dos vias,
prueba de comparacién multiple de Fisher LSD: *p<0.05 diferencias significativas con respecto
al grupo de control; &&&p<0.001 diferencias significativas con respecto al grupo aTLR9;
##p<0.01 diferencias significativas con respecto al grupo LPS. Las barras representan la media

del cambio relativo en porcentaje respecto al grupo control y el error estandar (E.E.M).
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5. DISCUSION

Los resultados de esta tesis ponen de manifiesto como la activacién farmacolégica del
receptor tipo Toll 9 consigue bloquear los efectos de la neuroinflamacion inducida por
el Lipopolisacarido bacteriano. Ademas, expone como la expresiéon de diversos genes
pueden ayudar a la resolucién del dafio causado por el LPS, que se manifestaria con

menor dafio mitocondrial y estrés oxidativo.

A continuacién, se abordardn los resultados obtenidos en dos apartados. El primer
apartado se caracterizard por la implicacién de la administracién de un agonista del TLR9
en un modelo animal de depresién inducido por una neuroinflamacién periférica. Dénde
se expondra: 1) El pretratamiento blogquea el desarrollo de las alteraciones
conductuales. 2) La estimulacion del TLR9 no bloquea la produccidon de citoquinas
proinflamatorias inducidas por LPS. 3) El pretratamiento con ODN 1826 previo al LPS
ayuda a la resolucion del dafio. 4) Los ratones tratados con ODN1826 muestran un
aumento de la respuesta antiinflamatoria tras la administracion de LPS. 5) El LPS afecta
de manera diferente a las proteinas que conforman la barrera hematoencefalica en
machos y hembras. 6) La administracién de ODN 1826 reduce el complejo mitocondrial
| ante un insulto con LPS. 7) La estimulacién del receptor tipo Toll 9 reduce la produccién
de estrés oxidativo. Y un segundo apartado, déonde se discutira el efecto de Ia
estimulacion de TLR9 previo a un dafio inducido por LPS en modelos in vitro neuronales.
El cual incluye: 1) La activacidn del receptor tipo Toll 9 bloquea la produccién de especies
reactivas de oxigeno. 2) La activacidn del TLR9 induce mecanismos mitoprotectores en

las neuronas. 3) La administracién de ODN 1826 protege del dafio neuronal.

Con ello, esta tesis da respuesta al papel que juega la pre-activacién del TLR9 en
procesos que cursan con neuroinflamacion, con la esperanza que sirva para desarrollar
nuevas herramientas farmacolégicas que puedan ser incorporadas en el arsenal
terapéutico, para tratar los cuadros depresivos especialmente aquellos que resisten a la
terapia convencional. Ademas, este estudio garantiza que el disefio de futuras terapias,

a través de este mecanismo, puedan ser eficaces independientemente del género. Ya
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gue, el género femenino presenta mayores tasas de alteraciones emocionales y una baja

representacion en los estudios.

5.1. PRIMERA PARTE

En este primer apartado se discuten los resultados obtenidos del pretratamiento
con ODN 1826, por via intranasal, previo a la administracién de LPS en un modelo
animal. Se evalla la respuesta conductual con pruebas de comportamiento emocional
ampliamente validados, las posibles alteraciones neuroquimicas asociadas en la region

del hipocampo, asi como también las posibles diferencias dependiente del sexo.

5.1.1. La estimulacion del TLR9 bloquea el desarrollo de alteraciones

conductuales causadas por el LPS

La administracion del LPS provoca un aumento del tiempo de inmovilidad en el
test de suspensidn por la cola, acorde con la literatura previa, sugiriendo la aparicién del
fenotipo depresivo inducido por una neuroinflamacion (Figura 11A). (Chow et al., 1999;
Figueroa-Hall et al., 2020; Frenois et al., 2007; Ge et al., 2015; O’Connor et al., 2009;
Sulakhiya et al., 2016; Zhang et al., 2022).

Curiosamente los machos y las hembras muestran un patrén diferente en los tiempos
de inmovilidad en funcidn del tiempo, y esto podria sugerir que la manera de afrontar
la desesperanza inducida por LPS es sexo dependiente. Estos resultados, se alinea con
los experimentos realizados por Dockman (Dockman et al., 2022). Este estudio, también,
observd un mayor tiempo de inmovilidad en la prueba de depresion, donde el patrén
caracteristico de las hembras (Figura 11C) sugiere una mayor susceptibilidad a la
administracién de LPS en comparacion con sus homélogos masculinos (Figura 11B). Por
lo cual, futuros estudios deberian abordar estos dimorfismos sexuales. A pesar de ello,
se observa que el efecto global del LPS es consistente tanto en machos como en

hembras.
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Los roedores tratados previamente con ODN 1826 presentan un tiempo de inmovilidad
normalizado respecto al grupo control, tanto en machos como en hembras. Por lo tanto,
estos datos sugieren que la activacién del TLR9 tendria un efecto antidepresivo
preventivo independientemente del sexo. Ademas, este efecto preventivo podria tener
una duracién prolongada, tal como sugieren datos preliminares (Anexo — 1), dénde
ratones macho fueron tratados con ODN 1826 o vehiculo, y al cabo de dos meses se

administrd LPS, mostrando un claro efecto protector a largo plazo.

Por otro lado, a las 72 horas de la administracion de LPS, los roedores tratados con el
agonista TLR9 muestran un bloqueo de los efectos ansiogénicos inducidos por el LPS
(Figura 12A). En este sentido, las hembras del grupo LPS muestran una mayor
sensibilidad a las 72 horas (-50%) en comparacién con los machos (-30%) del grupo LPS,
conjuntamente con una reduccion de las transiciones en las hembras del grupo LPS, lo
que podria sugerir un menor interés exploratorio. Este hecho, sugiere una mayor

vulnerabilidad de las hembras a los efectos del LPS.

El efecto ansiogénico iria en la misma linea del articulo publicado por Zimmerman,
dénde sugiere que la activacion del TLR9 puede inducir efectos ansioliticos en ratones
estresados por el olor de depredadores (Zimmerman etal., 2012). Sin embargo,
Zimmerman puso de manifiesto que la administracion periférica repetida de los
oligonucleétidos activadores moderados de NFkB, como mEN101 y su homodlogo
humano BL-7040, son los responsables de este efecto ansiolitico. En contraste, la
administracion repetida de ODN1826 a 50 mg/Kg mostraba un efecto ansiogénico.
Recientemente, Tripathi ha mostrado como la administracion intraperitoneal de 30ug
de ADN mitocondrial, activador del TLR9, puede producir déficits sociales (Tripathi et al.,

2023).

Por tanto, estos efectos contradictorios, de la activacién del TLR9, podrian estar
influenciados por la dosis, la ruta de administracion y la pauta posoldgica. Se ha descrito
gue los oligonucledtidos antisentidos no presentan una gran capacidad para atravesar

la barrera hematoencefalica (Kilanowska & Studziriska, 2020), aunque algunos estudios
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han demostrado que la administracion intraperitoneal de CpG-C puede ser detectada en
el parénquima cerebral (Benbenishty et al., 2019). Sin embargo, con la administracion
intranasal se puede evitar parte de ese bloque por la barrera hematoencefdlica y
obtenemos efectos localizados en el cerebro (Marcello & Chiono, 2023), con lo que
podriamos utilizar menores dosis efectivas, lo cual favoreceria una menor aparicién de
reacciones adversas por efectos periféricos y/o el empleo de dosis mas elevadas. Por
tanto, Nuestro modelo resalta que una dosis localizada, y transitoria de 120 ug antes de
un estimulo inflamatorio periférico, podria ejercer un efecto protector, y duradero, en
el desarrollo de rasgos depresivos y ansiosos en un modelo agudo de neuroinflamacién

independientemente del sexo.

5.1.2. La estimulacion del TLR9 no bloquea la producciéon de citoquinas

proinflamatorias inducida por LPS

En cuanto a la expresion de citoquinas proinflamatorias, se puede observar que
no existe un bloqueo de la produccién de ARN mensajero de las principales citoquinas
proinflamatorias inducido por el LPS, cuando se administra el agonista TLR9 previo al
LPS (Figura 13). Sin embargo, otros compuestos, como la Ketamina, que han mostrado
efecto antidepresivo en un modelo similar con LPS tampoco han conseguido bloquear
la expresidon génica de estas citoquinas (Walker etal., 2013). Por tanto, el efecto
ansiolitico y antidepresivo que pudiéramos estar observando, no se relacionaria

directamente con la expresion de ARN mensajero citoquinas proinflamatorias.

Adicionalmente, se puede observar ciertas diferencias en el patrén de expresidén entre
machos y hembras. Esto se puede apreciar en diferentes articulos, donde existe un
dimorfismo sexual tejido y tiempo especifico ante estimulos inflamatorios (Dockman

et al., 2022; M. A. Erickson & Banks, 2011; Murtaj et al., 2019; Rossetti et al., 2019).

Es importante senalar, como existe un incremento importante de la IL-6 en la fase de la

tormenta de citoquinas en los roedores del grupo aTLR9/LPS (Figura 13C). Algunos
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estudios han relacionado la sefializacién de IL-6 con declive cognitivo (Lyra e Silva et al.,
2021), ademds de una reduccién de la materia gris (Marsland et al., 2008). Sin embargo,
algunos estudios sugieren que la citoquina IL-6 podria estar implicada en el viraje de los
macréfagos hacia un fenotipo antiinflamatorio M2 (Braune et al., 2017; Y. Jin et al.,
2022; Sanmarco et al., 2017). Por lo tanto, con los datos conductuales disponibles, es
posible plantear la hipétesis que el aumento de IL-6 en la fase temprana del LPS (6
horas), respecto a la fase tardia (24 horas), podria ser una respuesta protectora que
favorece la recuperacion del dafio tisular inducido por los efectos del LPS (Johnson et al.,

2020; Lin et al., 2003).

Por otro lado, Stevens describid el efecto neuroprotector en un modelo de isquemia
cerebral pretratado 72 horas antes con ODN 1826. En dicho modelo, observé que los
ratones carentes de TNF-a no se beneficiaban del efecto protector del agonista TLR9
(Selles et al., 2017; Stevens et al., 2008). Por lo que, en este estudio en particular, se
deduce que la senalizacion de TNF-a es indispensable para obtener los efectos
beneficiosos del agonista TLR9. En nuestro estudio, no lo podemos deducir ya que se
necesitarian hacer mas experimentos de validacién especificamente dirigidos a la
manipulaciéon farmacolégica o genética de TNF-a, pero sugiere que la sefializacién de
TNF-a es importante para la resolucion del dafio causada por LPS. Por otro lado, en
neuronas, otros autores han sugerido vias moleculares alternativas (Shintani et al.,
2014) no dependientes de TNF- a, por lo que otros mecanismos podrian estar también

implicados y se deberian explorar en futuras investigaciones.

5.1.3. El pretratamiento con ODN 1826 previo al LPS ayuda a la resolucién del

daino

Uno de los cambios mas llamativos que se observa, es el acusado aumento en la
expresién de MCP-1 en los roedores del grupo aTLR9/LPS (Figura 14B). Estudios previos
han reportado la importancia de MCP-1 en la progresién de la neuroinflamacién.
Thompson observé como los ratones carentes de MCP-1 tenian una respuesta

inflamatoria cerebral reducida, a pesar de tener una respuesta periférica aumentada
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(Thompson et al.,, 2008). Otro estudio mostré como la neuroinflamacién cronica,
derivada de la respuesta del organismo a un cuerpo extrano, estaba disminuida en los
ratones MCP-1 Knock-Out o aquellos tratados con inhibidores de MCP-1 (Sawyer et al.,

2014).

Sin embargo, la actividad de MCP-1 se ha relacionado con la actividad reparadora de IL-
6 (Hosaka et al., 2017). Adicionalmente, otro estudio demostré que MCP-1 redujo de
manera dosis dependiente el dafio neuronal atribuible al NMDA, o al glutamato, vy

previene la perdida de los niveles de ATP (Madrigal et al., 2009).

Cabe sefialar, que estudios recientes han descubierto como MCP-1 induce la expresiéon
de la proteina inducible de MCP-1(MCPIP1), la cual se ha visto implicada en la accién
neuroprotectora de la minociclina, en un modelo de isquemia/reperfusion cerebral (Z.
Jin et al., 2015). Ademds, se ha asociado con al incremento de la IL-10, y por tanto, de
un efecto antiinflamatorio (Takada et al., 2010), que en nuestro modelo ayudaria a

reducir el exceso de inflamacién mediada por el LPS.

Por otro lado, es plausible que las neuronas del hipocampo puedan estar incrementando
la produccién de MCP-1 como una seial de alerta del dafio que estan experimentando
(Flugel etal., 2001). Este interesante mecanismo se observa cuando existe una
estimulacion cerebral de TLR9, y que se ve potenciado cuando existe un daino. El
aumento de MCP-1 debido a la estimulacion de TLR9 ha sido descrita por Lee en cultivos
celulares de macrdéfagos (J.-G. Lee et al., 2008), pero su implicacién en el desarrollo de

rasgos depresivos no habia sido descrita hasta la fecha.

Algunos estudios han puesto de manifiesto la capacidad de IL-4 de inducir un fenotipo
M2 de la microglia y los macrdfagos (Celik et al., s. f.; X. Liu et al., 2016). Ademas de,
inducir la liberacion de IL-6 por parte del fenotipo M2, y por tanto de su accién
reparadora (Casella et al., 2016). En relacidn a la expresion génica de IL-4 (Figura 14A),

no vemos ningln cambio significativo en esta ventana temporal, en los machos. En las
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hembras existe un aumento a las 6 horas en el grupo aTLR9/LPS en las hembras, que

podria indicar un efecto protector por parte del ODN 1826.

Sin embargo, estos datos son insuficientes para darnos una respuesta clara en nuestro
modelo en relacién a los machos, pero sugieren que podria haber diferencias que

podrian ser detectadas en otra ventana temporal.

En cuanto a la expresion de IBA-1 (Figura 14C) , un marcador tradicionalmente empleado
para evaluar la microglia y tradicionalmente asociado a estados neuroinflamatorios (D.
Ito et al., 2001). Se observa una disminucidn en la expresidn génica a las 6 horas en los
roedores tratados con LPS. Este hallazgo aparentemente sorprendente, podria estar
indicando como la microglia estd reorganizando su arquitectura, adquiriendo una
morfologia ameboide. Esta hipodtesis, iria en la linea de lo observado por Silverman,
donde encontréd resultados similares, a las 4 horas de la administracion de LPS, en
ratones machos de la cepa Balb/c mediante técnicas de inmunohistoquimica y expresion
génica (Silverman et al., 2015). Esta morfologia activada podria estar involucrada en la
liberacion de mediadores proinflamatorios para reparar el tejido (Woodburn et al.,
2021). Por otro lado, el subsecuente aumento de la expresidon de IBA1 en los grupos
que se les administrd LPS, podria estar indicando esta activacién de la microglia (D. Ito
et al.,, 2001). No obstante, Shi encontré unos resultados inconsistentes en los datos
observados en técnicas inmunohistoquimicas y la expresién de ARNm, como técnica

para detectar la activacion de la microglia (Shi et al., 2021).

Por lo que, este resultado aislado no nos permitiria evaluar el estado de la microglia a
las 24 horas de la administracién del LPS. Pero si un indicio de la reorganizacion

estructural, y, por tanto, un cambio en la actividad de la microglia.

Por ultimo, la metaloproteasa de matriz 9 (MMP-9) es una enzima presente en el
cerebro y expresada por varios tipos de células, incluyendo neuronas, células gliales y

leucocitos. La cantidad de MMP-9 en el cerebro es inicialmente baja, pero puede
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aumentar de manera significativa en términos de actividad enzimatica, cantidad de
proteinas y expresion génica en respuesta a diversos estimulos, tales como la actividad
sindptica, la inflamacidn y las lesiones (Reinhard et al., 2015; Vafadari et al., 2016). La
diferencia de aumento en la expresién de MMP-9 del grupo aTLR9/LPS respecto al LPS
(Figura 14D) es consistente a las 24 horas tanto en machos como en hembras.
Tradicionalmente se ha asociado el aumento de expresion de MMP-9 a enfermedades
neuropsiquiatricas como la depresiéon (Li etal.,, 2022); existe una relacién entre la
ansiedad con un aumento de la expresion en la amigdala tras una administracién crénica
de LPS (Shishkina et al., 2020); o incluso algunos autores apuntan a su implicacion en el
dafio neuronal (S.-R. Lee etal, 2004) y la destruccion de la barrera

hematoencefilica(Yang et al., 2007).

Sin embargo, otros estudios apuntan a que podria estar relacionado con procesos de
aprendizaje y memoria, como la remodelacién sindptica (Michaluk et al., 2011), Long-
Term Potentiation (LTP) (Nagy et al., 2006; X. Wang et al., 2008). Ademas, se ha descrito
como La regulacion al alza de la expresiéon de MMP9, después de una lesion, desempefia
un papel importante en la regeneracién de los nervios periféricos (Lu et al., 2022). En
nuestro modelo, este aumento de la expresidon podria corresponder con un papel
regenerativo tras una primera fase de dafo, ya que el grupo de roedores aTLR9 no

muestra ningln aumento ni rasgos ansioso-depresivos.

El conjunto de estos datos sugiere que el pretratamiento con ODN 1826 previo a la
administracion de LPS estd potenciando diversos mecanismos que ayudarian a reducir
el exceso de inflamacidn y promover la recuperacién tisular. Este efecto es observable
tanto en machos como en hembras, por lo que dichos mecanismos serian

independientes del sexo.
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5.1.4. Los ratones tratados con ODN1826 muestran un aumento de la

respuesta antiinflamatoria tras la administraciéon de LPS

La actividad de las citoquinas antinflamatorias es de vital importancia para contrarrestar
los efectos de un exceso de actividad inflamatoria, ya que desempefian un papel crucial
en la regulacién y equilibrio del sistema inmunolégico, ayudando a prevenir dafos
tisulares y mantener la homeostasis del organismo. En concreto, se ha demostrado que
la produccién de citoquinas antiinflamatorias como la IL-10 e IL-11 pueden reducir el
dafio inducido por el LPS (Sheridan et al., 1999; Sun et al., 2023). En concreto IL-10 es
capaz de restaurar, las alteraciones inducidas por LPS, en la plasticidad sinaptica (Lenz

et al., 2020).

En nuestro modelo se observa un aumento significativo de IL-10 a las 6 y 24h (Figura
15A) en los roedores del grupo aTLR9/LPS respecto al grupo LPS. Entre los efectos
antiinflamatorios de IL-10, estd la supresion del clivaje de IL-1B por la caspasa-1, y su
consecuente liberacién en forma activa (Gao et al., 2020; Lynch et al., 2004). Por tanto,
a pesar que el grupo aTLR9/LPS presenta un aumento en la expresion de IL-1B, se puede
hipotetizar, que este aumento podria ayudar a impedir la maduraciéon en su forma
activa. Ademas, este bloqueo en la maduracién, podria prevenir a la contribucién de IL-
1B en el desarrollo del fenotipo depresivo (Lawson et al., 2013; Norman et al., 2010).
Ademas, IL-10 puede producir un viraje de los macréfagos a un fenotipo
antiinflamatorio, que ayudaria a la resolucion del dafo (Deng et al., 2012) y previene la
hiperactivacién patoldgica de las microglias tras la administracion de LPS (Shemer et al.,

2020).

Sin embargo, también se observa un aumento en la expresion de IL-10 en las hembras
del grupo LPS 6h respecto al grupo control. Estudios como el de Chanteux, ya puso de
manifiesto como el LPS podria inducir la expresién de IL-10 (Chanteux et al., 2007). Este
hallazgo no es sorprendente, pero si pone de manifiesto que este mecanismo de defensa
no alcanza un umbral para poder revertir los efectos perjudiciales causados por LPS, y si

que lo haria en el grupo aTLR9/LPS.
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Esto se puede observar en las correlaciones que se producen en la fase temprana de la
estimulacion con LPS, dénde el grupo los roedores del grupo aTLR9/LPS presentan una
fuerte correlacién de IL-10 con IL-1 B, MCP-1 e IL6 tanto en machos como en hembras
(Figura 16C, Figura 16D). Mientras que en el grupo tratado con LPS no (Figura 16A,
Figura 16B). Estas dejan de observarse a las 24h (Figura 17). Estos datos refuerzan la
hipétesis de como MCP-1 e IL-6 podrian estar mediando una proteccién en las fases

tempranas del daino producido por LPS.

Algo similar, se puede observar con la citoquina IL-11 (Figura 15B). Sin embargo, la
induccion en la expresion es mas relevante a las 6 horas de la administracién del LPS, lo
gue pone de manifiesto suimplicacién en la respuesta temprana. Alas 24h horas, vemos
que esta expresion esta normalizada respecto al control, incluso reducida en las
hembras aTLR9/LPS. Teniendo en cuenta los resultados conductuales, se podria
hipotetizar que el papel de esta citoquina es mas relevante en las primeras horas tras la
administracion de LPS. Sin embargo, se necesitan mas estudios que puedan revelar el

papel de IL-11 en el desarrollo de la depresion inducida por LPS.

Por lo tanto, la estimulacién del TLR9 previo a la administracion de LPS potencia la
expresion de ARN mensajero de IL-10 e IL-11. Especificamente IL-10 es un potente
mediador antiinflamatorios (lyer & Cheng, 2012), cuya citoquina vemos sobreexpresada
con el pretratamiento y la posterior adicién del LPS. Esto sugiere que la activacién de
TLR9 podria mediar la actividad de IL-10 para aliviar el dafio producido por el LPS en el
cerebro, acorde a otros estudios que apuntan hacia la actividad antinflamatoria del TLR9

(Thomalla et al., 2019).

5.1.5. El LPS afecta de manera diferente a las proteinas que conforman la

barrera hematoencefalica en machos y hembras

Las uniones estrechas, desempefian un papel crucial en la funcidn y regulacion

de la barrera hematoencefdlica y en la integridad estructural de los tejidos cerebrales.
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Las alteraciones en la permeabilidad de estas uniones pueden tener implicacién en el
desarrollo de procesos neuroinflamatorios (Forster, 2008). Un aumento en la
permeabilidad de las uniones estrechas puede permitir la entrada de agentes
inflamatorios, toxinas y células del sistema inmune al cerebro, desencadenando
respuestas inflamatorias. Estas alteraciones de las uniones estrechas pueden estar
mediadas por metaloproteasas de la matriz (Qin et al., 2015), especies reactivas de
oxigeno (Kim etal., 2018), disfuncién mitocondrial (Doll etal., 2015), entre otros
factores (Varatharaj & Galea, 2017). Se ha observado que interleucinas como la IL-6
podrian estar participando en el desarrollo de la disrupcion de la barrera
hematoencefilica, y que ademas la IL-10 podria parcialmente revertir estas alteraciones
(Barabasi et al., 2023). Por tanto, en este estudio, ahondamos en la implicacidon que el
LPS tiene sobre algunas proteinas de las uniones estrechas que conforman la barrera
hematoencefalica (ZO-1y Claudina-5), y como afecta el pretratamiento con un agonista

de TLRO.

Algunos autores han demostrado, en modelos in vitro, como el LPS reduce ZO-1 de
manera dosis dependiente (Qin et al., 2015; Zou et al., 2022) y Claudina 5 (L. Jin et al.,
2013; Qin et al., 2015). En la expresidn proteica de ZO-1 (Figura 18A) encontramos que
las hembras del grupo LPS, 6 horas, tienen una reduccidn en la expresidon proteica de
esta proteina, mientras que las tratadas previamente con ODN1826 tienen una
expresidon normalizada respecto al control, e incluso aumentada en el grupo aTLR9.
Curiosamente, vemos que a las 24h desaparece esa significacion, pero mostrando una
clara tendencia en las hembras LPS. Sin embargo, solamente se aprecia tendencia en los

machos.

Este hallazgo en primer lugar pone de manifiesto que a través de la estimulacién del
TLR9 se puede modular la expresién proteica de ZO-1, pudiendo ser un factor protector.
En segundo lugar, sugiere que las hembras podrian ser mas susceptible a las alteraciones
de ZO-1 que los machos, a igual dosis de LPS; por lo que, podria dar lugar a una mayor
entrada de toxicos, durante la tormenta de citoquinas, que pudieran ejercer un mayor
efecto en las hembras. Por lo tanto, esta observacion podria indicar el porqué se observa

una mayor afectacién en el fenotipo ansioso en las hembras del grupo LPS.
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Por otro lado, en la expresidn proteica de claudina 5 (Figura 18B) encontramos un dato
sorprendente, y es que los machos tratados con LPS tienen una reduccién de dicha
proteina a las 24h. No se observan estas alteraciones en las hembras, esto puede ser
debido a que la produccién de claudin-5 responde a los estrégenos, con lo que estos
resultados indican una posible proteccion dependiente del sexo (Burek et al., 2010).
Por lo tanto, con el conjunto de los datos, las alteraciones observadas en claudina 5 en
el hipocampo, por si solas, no podrian explicar el desarrollo del fenotipo ansioso-

depresivo ni la proteccion conferida por el pretratamiento con el agonista TLR9.

En definitiva, vemos que en gran medida, las afectacién inducidas por el LPS en las
proteinas que forman las uniones estrechas son dependientes del sexo, y puede dar
pista de su implicacién en el desarrollo de las enfermedades mentales (Dion-Albert
et al., 2022; Weber & Clyne, 2021). Sin embargo, se debe de tener en cuenta que estos
datos se han obtenido de tejido de hipocampo, y que quiza, se podria ver un efecto mas
evidente, en la proteccion conferida por el ODN 1826, en otras regiones cerebrales u

otros modelos mas especificos.

5.1.6. La administracion de ODN 1826 reduce el complejo mitocondrial | ante

un insulto con LPS

Como se ha comentado antes, disfunciones en la mitocondria podrian ser un factor que
altera las proteinas de las uniones estrechas. Ademas, se ha descrito que las alteraciones
mitocondriales son un factor determinante en el desarrollo de enfermedades
neuropsiquiatricas (Morris & Berk, 2015; Olkhova et al., 2023; Pei & Wallace, 2018). En
este contexto, se ha visto como la administracion de LPS contribuye a la disrupcién de
las proteinas que conforman la cadena de transporte de electrones (Doll et al., 2015).
En nuestro modelo, observamos alteraciones en todos los complejos y en todos los
grupos tratados tanto con LPS como con ODN 1826, en algunos podrian depender del
sexo (Figura 19). Esto resalta el dimorfismo sexual en las alteraciones metabdlicas y
enfatiza la importancia de investigar en este campo para diseiar estrategias especificas

que puedan influir en el desarrollo de diversas patologias (Ventura-Clapier et al., 2017).
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La fosforilacidon oxidativa, un proceso fundamental en la produccién de energia celular,
involucra una serie de proteinas altamente especializadas en las mitocondrias. En el
centro de este proceso se encuentran las enzimas que conforman la cadena de
transporte de electrones, incluyendo el complejo | (NADH deshidrogenasa), el complejo
Il (succinato deshidrogenasa), el complejo Il (citocromo c reductasa), y el complejo IV
(citocromo c oxidasa). Estos complejos operan de manera cooperativa para transferir
electrones a lo largo de la cadena, lo que resulta en el transporte de protones a través
de la membrana mitocondrial interna. El complejo V (ATP sintasa), aprovecha este
gradiente de protones generado para la sintesis de ATP a partir de ADP y fosfato
inorganico (Deshpande & Mohiuddin, 2023). Ademads de generar ATP, las mitocondrias
producen especies reactivas de oxigeno (ROS), que actuan como moléculas

sefalizadoras en niveles bajos, pero pueden volverse tdxicas en niveles elevados.

Curiosamente, se observa una reduccién comun en el complejo mitocondrial I, a las 24
horas, en el grupo aTLR9/LPS (Figura 19A). Es conocido que el complejo mitocondrial |
es uno de los principales productores de especies reactivas de oxigeno, asociado a
liberacion de citocromo c al citoplasma, llevando a la apoptosis celular (Garrido et al.,
2006; Hernansanz-Agustin & Enriquez, 2021; Kushnareva et al., 2002). En la literatura,
se ha descrito como la reduccién del complejo mitocondrial | esta asociado a
enfermedades neurodegenerativas, asi como el envejecimiento (Pollard et al., 2016).
Por otro lado, en enfermedades psiquiatricas se ha visto esta reduccién de la actividad
mitocondrial del complejo |. Ademds, se ha asociado el uso de la medicacién
antipsicética con una mayor reduccidon de la actividad del complejo mitocondrial |
(Rollins et al., 2018). Por tanto, en la literatura, este descenso estd implicado en

procesos que cursan con neuroinflamacién y enfermedades mentales.

Algunos principios activos, como la metformina, han demostrado tener actividad
inhibidora del complejo mitocondrial | (Fontaine, 2018; Luengo et al., 2014; Wheaton
et al., 2014). Cabe destacar que la metformina ha demostrado tener un efecto

antidepresivo en modelos de neuroinflamacién causada por LPS (J. Chen et al., 2020).
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Curiosamente, un estudio hallé que los pacientes con depresidn mayor, que respondian
a la terapia antidepresiva, tenian una reduccién en la actividad del complejo | en las

células mononucleares de la sangre periférica(Fernstrom et al., 2021).

Por tanto, la preestimulacién con ODN 1826 previo a la administracion de LPS podria
estimular mecanismos protectores a través de la reduccién del complejo mitocondrial I.
Reduciendo la produccién de especies reactivas de oxigeno, y cambiando la proporcién
NADH/NAD+ y por tanto a un cambio en el estado redox y la produccién de ATP. Dénde
Shintani describié cémo las alteraciones en la sintesis de ATP mediante el uso de CpG
ODN pueden proteger a las células no inmunes del estrés (Selles et al., 2017; Shintani
et al., 2014)Adicionalmente, la reduccion del Complejo | es analogo al que mostrd Ito en
neuronas IPS de pacientes, dénde con la administracién de ketamina disminuia la
actividad del complejo | de manera dosis dependiente (H. Ito et al., 2015), por lo que
se deduce que, este hecho, tendria un efecto beneficioso en nuestro modelo

modificando el estado redox y la produccidn de ATP.

Por lo tanto, esta tesis, pone de manifiesto este mecanismo protector mitocondrial,
comun en machos y hembras, y sugiere una posible diana terapéutica para tratar de

manera aguda procesos neuroinflamatorios.

5.1.7. La estimulacidn del receptor tipo Toll 9 reduce la produccién de estrés

oxidativo

Para demostrar que la reduccion del complejo mitocondrial | esta relacionada
con un mecanismo de proteccién, se midié los aductos de malonaldehido (MDA) en el
hipocampo. El MDA es un metabolito generado como consecuencia de la peroxidacién
lipidica, y constituye un biomarcador de estrés oxidativo. Su incremento ha sido
constatado en diversas enfermedades neuropsiquidtricas (Greilberger et al., 2008;

Kuloglu et al., 2003; Mohammadi et al., 2021).

87



En machos, alas 6y 24, se observa cdmo se genera mas estrés oxidativo en el grupo LPS,
pero este esta normalizado respecto al control en el grupo aTLR9/LPS, y reducido en los
roedores del grupo aTLR9 (Figura 20). Por tanto, en los machos se puede decir que el

pretratamiento evita y reduce per se la generacidn de estrés oxidativo en el hipocampo.

Sin embargo, este efecto no se puede apreciar en las hembras. Lo cual concuerda con
los hallazgos de Mello, que vio como habia una influencia de sexo en la generacién de
MDA inducido por LPS; mientras que los machos producian mas MDA en el hipocampo,
las hembras lo hacian en el hipotalamo, no encontrando aumento en la corteza
prefrontal (Mello et al., 2018). En la misma linea, Ehsanifar encontré que las hembras
no presentaban un aumento de MDA en el hipocampo después de la exposicion a
nanoparticulas de diésel, mientras que los machos si que lo experimentaban (Ehsanifar

et al., 2021).

A pesar del dimorfismo sexual, la reduccidon de los aductos de MDA detectados iria
parejo con los hallazgos obtenidos en la reduccién del complejo mitocondrial I, en
machos y en hembras. Por tanto, estos datos sugieren que al activar el TLR9 se podria
estar potenciando mecanismos reparadores mitocondriales que prevendrian el dafio
mitocondrial y estrés oxidativo, y que posiblemente este mediado por el complejo

mitocondrial I.

5.1.8. Interpretacion Integral de Patrones de Grupo a Través de Visualizacion

Multidimensional

Los algoritmos de reduccion dimensional, como la técnica no lineal Uniform
Manifold Approximation and Projection for Dimension Reduction (UMAP), ayuda a
identificar patrones complejos y relaciones no lineales entre los datos. Esta técnica
puede revelar agrupaciones y relaciones que podrian no ser evidentes en una

representacion mas simple.
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Al reducir los datos de la expresidn de genes y proteinas, se observa como se generan 3
grandes clusteres, mediante la posterior aplicacién del algoritmo k-medias (Figura 21).
Dentro de estos grandes grupos podemos destacar la segregacidon de los ratones
tratados con LPS, tanto a las 6 horas como a las 24h, asi como el grupo de controles y
los animales tratados con ODN 1826. Mientras que en el tercer grupo no podemos
observar diferencias entre tratamiento o sexo. Los grupos de 6 y 24 horas muestran una

clara segregacién entre machos y hembras, y grupo LPS y aTLR9/LPS.

De este modo, se derivan dos observaciones clave: en primer lugar, a pesar de compartir
medias grupales similares, los machos y las hembras muestran perfiles diferentes ante
un estimulo inflamatorio (Klein & Flanagan, 2016; Martinez de Toda et al., 2023; Sabeh
et al., 2021); en segundo lugar, la administracidon previa de ODN 1826 da lugar a una
agrupacion en subclusteres de los roedores tratados con LPS, aunque no surte ningun
efecto en los animales tratados con vehiculo. Adicionalmente, estas observaciones irian
en una linea similar a lo observado en la conducta, donde el pretratamiento con ODN

1826 bloquea los efectos conductuales del LPS.

En termino generales, los machos y las hembras tienen unos patrones de expresion
similares dentro de cada grupo, pero con notables diferencias. Esto, es especialmente
visible en los graficos de radar (Figura 21), dénde, ademas, se observa de manera grafica
las diferencias entre los tratamientos. Cabe resaltar, las alteraciones que se producen
en el eje de los complejos mitocondriales a las 6 horas en los grupos con LPS. Existiendo
un aumento en el eje de IL-10 a MCP-1 en los roedores aTLR9/LPS, que se relacionaria

con la actividad reparadora.

Esto, iria en la linea de los factores que contribuyen a la varianza. Al observar los
coeficientes de ponderacion de un analisis de componentes principales (Tabla 6). Dénde
los factores MCP-1 e IL-10 serian las principales variables que contribuirian de manera
positiva, y el eje de los complejos mitocondriales de manera negativa, en la primera
dimensién; Es interesante, como en la segunda dimensidn un factor positivo como el
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MMP-9 tendria un gran peso, mientras que de manera negativa se apuntaria al MDA y
el complejo I. Reforzando nuestra hipdtesis que estas piezas son clave en la prevencion

del desarrollo del fenotipo depresivo.

El resultado gréfico de las primeras 3 dimensiones con mas peso (Figura 23), muestra
de manera similar, al método UMAP, la separacion entre grupo. El algoritmo UMAP es
superior en la segregacion de los datos, mejorando la visualizacién e identificacién de
los clusteres (Mclnnes et al., 2020; Yang et al., 2021). Sin embargo, no es posible obtener
el peso de cada variable como ocurre con el PCA. La combinacion de estas técnicas
resalta los principales factores que, como se ha mencionado, resultarian determinantes
en la explicacion del efecto antidepresivo observado durante la conducta, considerando

los datos de los que disponemos.

Por lo tanto, La proteccién otorgada por la estimulacidon del TLR9 en un modelo de

depresién inducida por una neuroinflamacion podria ser debida:

» A un aumento de la respuesta antiinflamatoria y de reparacion del dafio,

especialmente importante en la primera fase del modelo

» A unareduccion del estrés oxidativo causado por alteraciones mitocondriales.

5.2. SEGUNDA PARTE

Para profundizar en la hipdtesis que la estimulacidon del TLR9 tiene previo a la
administracion de LPS puede tener un efecto protector sobre la mitocondria, y por tanto
sobre las neuronas de hipocampos, se llevaron a cabo una serie de experimentos
utilizando modelos in vitro. Estos experimentos involucraron tanto lineas celulares como
cultivos primarios obtenidos del hipocampo de ratones. Los principales resultados se

detallan a continuacion.
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5.2.1. La estimulacion del receptor tipo Toll 9 bloquea la producciéon de

especies reactivas de oxigeno

Investigaciones anteriores han evidenciado el deterioro, del sistema nervioso
central, debido al estrés oxidativo inducido por el LPS (Del Angel-Meza et al., 2011; Ho
et al., 2015). El estrés oxidativo, podria ocasionar dafio y muerte neuronal, siendo
especialmente relevante durante el envejecimiento o en las enfermedades
neurodegenerativas (X. Wang & Michaelis, 2010). En este sentido, es relevante destacar
gue la generacién de especies reactivas de oxigeno, ha sido objeto de investigacion en
relacién con una amplia gama de afecciones emocionales. Estos compuestos altamente
reactivos pueden desempefiar un papel critico en la neuroquimica cerebral y se han
vinculado con condiciones que van desde la ansiedad y la depresién hasta la

esquizofrenia o trastorno bipolar (Bouayed et al., 2009; Salim, 2014).

Los resultados de este estudio, muestran como la estimulacién del TLR9 protege de la
generaciéon de especies reactivas de oxigeno inducido por LPS, en células SH-SY5Y
diferenciadas a tipo neuronal (Figura 24). Por lo tanto, este hallazgo se alinea con la
disminucion del estrés oxidativo observado en el modelo animal. La disminucion del
estrés oxidativo, que guarda relacidn con trastornos neuropsiquiatricos (Gawryluk et al.,
2011), podria ser responsable, en parte, de la reduccién en los sintomas de ansiedad y
depresién (Ji et al., 2023). Adicionalmente a este estudio, la activacién de NFk[3, como
se ha observado en células de sarcoma, produciria una disminucion de las especies
reactivas de oxigeno inducido por TNF-a (Djavaheri-Mergny et al., 2004). La activacién
de NFkB en neuronas de hipocampo, puede proteger a las neuronas del estrés oxidativo
y la apoptosis (Mattson et al., 1997). En consecuencia, estos hallazgos ofrecen una
posible explicacién de por qué los roedores del grupo aTLR9/LPS no muestran el

fenotipo inducido por el LPS, a pesar de tener una expresion aumentada de TNF-a.
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5.2.2. La activacion del TLR9 induce mecanismos mitoprotectores en las

neuronas

La disfuncion mitocondrial podria desempeiiar un papel clave en el desarrollo de
estados depresivos (Allen et al., 2018; Bansal & Kuhad, 2016) y otras enfermedades
neuropsiquaitricas (Angelova & Abramov, 2018). Una de las causas de la generacion de
especies reactivas de oxigeno es el hinchamiento mitocondrial (Peng & Jou, 2004). Este
hinchamiento de las mitocondrias conlleva un aumento en la permeabilidad de la
membrana, lo que provoca la liberacién de mediadores proapoptoéticos al citosol, como

el citocromo ¢, y conduce a la muerte celular(Petronilli et al., 2001).

Uno de los principales desafios de las técnicas de microscopia confocal para analizar la
morfologia mitocondrial neuronal es el alto nimero de mitocondrias por célula, asi
como la necesidad de llevar a cabo una clasificacion manual. Recientemente Fogo y
colaboradores demostraron como se podria eliminar esa limitacion mediante técnicas
de aprendizaje automatico (Fogo et al., 2021). Para ello, anotaron manualmente, y
entrenaron de manera supervisada el algoritmo Random Forest para clasificar nuevas
mitocondrias. Siguiendo una aproximacién similar, procedimos a modelizar en 3D las
imagenes obtenidas por microscopia confocal (Figura 25B), seguido de una reduccién
dimensional de los datos morfolédgicos y clasificacion no supervisada mediante el
algoritmo K-medias (Figura 25A). Posteriormente, inspeccionamos de manera visual los
centrémeros de cada cluster, donde observamos las morfologias propuestas por Fogo
(Figura 25C). Mediante esta metodologia hemos sido capaces de clasificar miles de
mitocondrias de manera no supervisada, evitando cualquier tipo de sesgo, y con un alto

numero de células por experimento.

El principal hallazgo es que la administracion del agonista reduce la proporcién del tipo
morfoldgico del tipo hinchado en el grupo aTLR9. adicionalmente, evita el hinchamiento
y por tanto el dafio mitocondrial y la generacién de ROS (Kalogeris et al., 2014) causada

por la administracidn del LPS, en el grupo aTLR9/LPS.
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Por otro lado, se puede observar una marcada disminucién en la presencia de
mitocondrias de tipo punteado mediante la accién del agonista TLR9. Algunos estudios
han insinuado una posible relacién de este tipo especifico de mitocondrias con
patologias como el trastorno bipolar (Cataldo et al., 2010). En nuestro modelo, no se
aprecian alteraciones en el grupo LPS en lo que respecta a los otros tipos morfolégicos.
Por lo tanto, la reduccién en la cantidad de mitocondrias punteadas, acompafiada del
aumento en las no ramificadas, por parte del grupo TLR9 podria indicar la induccién de
un cambio en la actividad de la fosforilacion oxidativa (Mishra & Chan, 2016). Tal como
sugiere los cambios en la expresién de los complejos mitocondriales en el modelo
animal. Sin embargo, hace faltan mds estudios orientados a esclarecer nuestros
hallazgos. Los cuales, deberian de utilizar criterios de clasificaciéon similares para
establecer una relacién causal directa entre el metabolismo y la morfologia

mitocondrial.

Por tanto, mediante esta novedosa metodologia podemos observar que el
pretratamiento con ODN 1826, previo a la administracién de LPS, protege a las
mitocondrias neuronales de su hinchamiento y la subsecuente posible pérdida de
funcionalidad. Lo cual, podria explicar la reduccidon del estrés oxidativo tanto en el

modelo animal como en el modelo in vitro.

5.2.3. La administracion de ODN 1826 protege del dafio neuronal

Para evaluar la posible capacidad que el efecto sobre la morfologia tuviese algun
tipo de impacto sobre la salud neuronal. Se procedié a medir la longitud media de las
neuritas por neurona (Figura 26A). Aqui se observa como el dafio inducido por el LPS en
las neuronas hipocampales (Zeng et al., 2021) es suprimido cuando se trata previamente
con ODN 1826 (Figura 26B). Por otro lado, vemos como el grupo aTLR9 tiene aumentado
la longitud de la neurita, por lo que los podria tener un papel beneficioso en las

funciones cognitivas.
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Por tanto, el tratamiento previo previene el dafio inducido por LPS sobre las neuronas,

por lo que se sugiere que el ODN 1826 podria tener un efecto neuroprotector.
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1. El tratamiento con ODN 1826 previo a la administracion de lipopolisacarido
bacteriano proporciona proteccién frente al desarrollo de los rasgos ansioso-depresivos
caracteristicos de este modelo.

2. El pretratamiento promueve la reparacion del dafio causada por el LPS,
caracterizado por una estimulacion de las vias antiinflamatorias.

3. El pretratamiento promueve cambios morfolégicos y metabdlicos
mitocondriales que protegen de la generacidn de especies reactivas de oxigenos y del
estrés oxidativo.

4. La modulacién del TLR9 se podria postular como una nueva diana terapéutica para
tratar la depresidn, especialmente la asociada a procesos inflamatorios.

96



0..’\
o
REFERENCIAS -
: o™

Fuente: elaboracién



Allen, J., Romay-Tallon, R., Brymer, K. J., Caruncho, H. J., & Kalynchuk, L. E. (2018). Mitochondria
and Mood: Mitochondrial Dysfunction as a Key Player in the Manifestation of Depression.
Frontiers in Neuroscience, 12. https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnins.2018.00386

Almutabagani, L. F., Almangour, R. A,, Alsabhan, J. F., Alhossan, A. M., Alamin, M. A., Alrajeh, H.
M., Alonazi, A. S., EI-Malky, A. M., & Alrasheed, N. M. (2023). Inflammation and Treatment-
Resistant Depression from Clinical to Animal Study: A Possible Link? Neurology International,
15(1), 100-120. https://doi.org/10.3390/neurolint15010009

Anderson, K. V., Jurgens, G., & Nisslein-Volhard, C. (1985). Establishment of dorsal-ventral
polarity in the Drosophila embryo: Genetic studies on the role of the Toll gene product. Cell,
42(3), 779-789. https://doi.org/10.1016/0092-8674(85)90274-0

Angelova, P. R., & Abramov, A. Y. (2018). Role of mitochondrial ROS in the brain: From physiology
to neurodegeneration. FEBS Letters, 592(5), 692-702. https://doi.org/10.1002/1873-
3468.12964

Bansal, Y., & Kuhad, A. (2016). Mitochondrial Dysfunction in Depression. Current
Neuropharmacology, 14(6), 610-618. https://doi.org/10.2174/1570159X14666160229114755

Barabasi, B., Barna, L., Santa-Maria, A. R., Harazin, A., Molndr, R,, Kincses, A., Vigh, J. P., Dukay,
B., Santha, M., Téth, M. E., Walter, F. R., Deli, M. A., & Hoyk, Z. (2023). Role of interleukin-6 and
interleukin-10 in morphological and functional changes of the blood—brain barrier in
hypertriglyceridemia. Fluids and Barriers of the CNS, 20(1), 15. https://doi.org/10.1186/s12987-
023-00418-3

Barak, B., Feldman, N., & Okun, E. (2014). Toll-like receptors as developmental tools that
regulate neurogenesis during development: An update. Frontiers in Neuroscience, 8.
https://doi.org/10.3389/fnins.2014.00272

Bauer, M. E., & Teixeira, A. L. (2019). Inflammation in psychiatric disorders: What comes first?
Annals of the New York Academy of  Sciences, 1437(1), 57-67.
https://doi.org/10.1111/nyas.13712

Bauer, M., Severus, E., Kohler, S., Whybrow, P. C., Angst, J., & Moller, H.-). (2015). World
Federation of Societies of Biological Psychiatry (WFSBP) Guidelines for Biological Treatment of
Unipolar Depressive Disorders. Part 2: Maintenance Treatment of Major Depressive Disorder-
Update 2015. The World Journal of Biological Psychiatry, 16(2), 76-95.
https://doi.org/10.3109/15622975.2014.1001786

Benbenishty, A., Gadrich, M., Cottarelli, A., Lubart, A., Kain, D., Amer, M., Shaashua, L., Glasner,
A., Erez, N., Agalliu, D., Mayo, L., Ben-Eliyahu, S., & Blinder, P. (2019). Prophylactic TLR9
stimulation reduces brain metastasis through microglia activation. PLoS Biology, 17(3),
€2006859. https://doi.org/10.1371/journal.pbio.2006859

Boku, S., Nakagawa, S., Toda, H., & Hishimoto, A. (2018). Neural basis of major depressive
disorder: Beyond monoamine hypothesis. Psychiatry and Clinical Neurosciences, 72(1), 3-12.
https://doi.org/10.1111/pcn.12604

Bouayed, J., Rammal, H., & Soulimani, R. (2009). Oxidative stress and anxiety: Relationship and
cellular  pathways. Oxidative  Medicine and  Cellular  Longevity, 2(2), 63.
https://doi.org/10.4161/0xim.2.2.7944

98



Braune, J., Weyer, U., Hobusch, C., Mauer, J., Briining, J. C., Bechmann, |., & Gericke, M. (2017).
IL-6 Regulates M2 Polarization and Local Proliferation of Adipose Tissue Macrophages in Obesity.
The Journal of Immunology, 198(7), 2927-2934. https://doi.org/10.4049/jimmunol.1600476

Burek, M., Arias-Loza, P. A., Roewer, N., & Forster, C. Y. (2010). Claudin-5 as a novel estrogen
target in vascular endothelium. Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology, 30(2), 298-
304. https://doi.org/10.1161/ATVBAHA.109.197582

Cao, P., Chen, C,, Liu, A, Shan, Q., Zhu, X,, Jia, C., Peng, X., Zhang, M., Farzinpour, Z., Zhou, W.,
Wang, H., Zhou, J.-N., Song, X., Wang, L., Tao, W., Zheng, C., Zhang, Y., Ding, Y.-Q,, Jin, Y., ...
Zhang, Z. (2021). Early-life inflammation promotes depressive symptoms in adolescence via
microglial  engulfment of dendritic spines. Neuron, 109(16), 2573-2589.e9.
https://doi.org/10.1016/j.neuron.2021.06.012

Capuzzi, E., Caldiroli, A., Capellazzi, M., Tagliabue, I., Marcatili, M., Colmegna, F., Clerici, M.,
Buoli, M., & Dakanalis, A. (2021). Long-Term Efficacy of Intranasal Esketamine in Treatment-
Resistant Major Depression: A Systematic Review. International Journal of Molecular Sciences,
22(17), 9338. https://doi.org/10.3390/ijms22179338

Casella, G., Garzetti, L., Gatta, A. T., Finardi, A., Maiorino, C., Ruffini, F., Martino, G., Muzio, L., &
Furlan, R. (2016). IL4 induces IL6-producing M2 macrophages associated to inhibition of
neuroinflammation in vitro and in vivo. Journal of Neuroinflammation, 13(1), 139.
https://doi.org/10.1186/s12974-016-0596-5

Cataldo, A. M., McPhie, D. L., Lange, N. T., Punzell, S., Elmiligy, S., Ye, N. Z., Froimowitz, M. P.,
Hassinger, L. C., Menesale, E. B., Sargent, L. W., Logan, D. J., Carpenter, A. E., & Cohen, B. M.
(2010). Abnormalities in Mitochondrial Structure in Cells from Patients with Bipolar Disorder.
The American Journal of Pathology, 177(2), 575-585.
https://doi.org/10.2353/ajpath.2010.081068

Celik, M. O., Labuz, D., Keye, J., Glauben, R., & Machelska, H. (s. f.). IL-4 induces M2 macrophages
to produce sustained analgesia via opioids. JCI Insight, 5(4), e133093.
https://doi.org/10.1172/jci.insight.133093

Chanteux, H., Guisset, A. C., Pilette, C., & Sibille, Y. (2007). LPS induces IL-10 production by
human alveolar macrophages via MAPKinases- and Spl-dependent mechanisms. Respiratory
Research, 8(1), 71. https://doi.org/10.1186/1465-9921-8-71

Chen, G. Y., & Nufiez, G. (2010). Sterile inflammation: Sensing and reacting to damage. Nature
Reviews Immunology, 10(12), 826-837. https://doi.org/10.1038/nri2873

Chen, J., Zhou, T., Guo, A.-M., Chen, W.-B., Lin, D., Liu, Z.-Y., & Fei, E.-K. (2020). Metformin
Ameliorates  Lipopolysaccharide-Induced Depressive-Like Behaviors and  Abnormal
Glutamatergic Transmission. Biology, 9(11), 359. https://doi.org/10.3390/biology9110359

Chen, M. C., Hamilton, J. P., & Gotlib, I. H. (2010). Decreased Hippocampal Volume in Healthy
Girls at Risk of Depression. Archives of General Psychiatry, 67(3), 270-276.
https://doi.org/10.1001/archgenpsychiatry.2009.202

Chow, J. C., Young, D. W., Golenbock, D. T., Christ, W. J., & Gusovsky, F. (1999). Toll-like
Receptor-4 Mediates Lipopolysaccharide-induced Signal Transduction®*. Journal of Biological
Chemistry, 274(16), 10689-10692. https://doi.org/10.1074/jbc.274.16.10689

99



Colasanto, M., Madigan, S., & Korczak, D. J. (2020). Depression and inflammation among
children and adolescents: A meta-analysis. Journal of Affective Disorders, 277, 940-948.
https://doi.org/10.1016/j.jad.2020.09.025

Crawley, J., & Goodwin, F. K. (1980). Preliminary report of a simple animal behavior model for
the anxiolytic effects of benzodiazepines. Pharmacology Biochemistry and Behavior, 13(2), 167-
170. https://doi.org/10.1016/0091-3057(80)90067-2

Cryan, J. F., Mombereau, C., & Vassout, A. (2005). The tail suspension test as a model for
assessing antidepressant activity: Review of pharmacological and genetic studies in mice.
Neuroscience & Biobehavioral Reviews, 29(4-5), 571-625.
https://doi.org/10.1016/j.neubiorev.2005.03.009

Cuijpers, P., Stringaris, A., & Wolpert, M. (2020). Treatment outcomes for depression: Challenges
and opportunities. The Lancet Psychiatry, 7(11), 925-927. https://doi.org/10.1016/52215-
0366(20)30036-5

Dalod, M. (2007). Studies of SARM1 Uncover Similarities Between Immune and Neuronal
Responses to Danger. Science’s STKE, 2007(417), pe73-pe73.
https://doi.org/10.1126/stke.4172007pe73

Daly, E. J.,, Trivedi, M. H., Janik, A., Li, H., Zhang, Y., Li, X., Lane, R., Lim, P., Duca, A. R., Hough, D.,
Thase, M. E., Zajecka, J., Winokur, A., Divacka, I., Fagiolini, A., Cubata, W. J., Bitter, I., Blier, P.,
Shelton, R. C,, ... Singh, J. B. (2019). Efficacy of Esketamine Nasal Spray Plus Oral Antidepressant
Treatment for Relapse Prevention in Patients With Treatment-Resistant Depression: A
Randomized Clinical Trial. JAMA Psychiatry, 76(9), 893-903.
https://doi.org/10.1001/jamapsychiatry.2019.1189

De Berardis, D., Campanella, D., Gambi, F., La Rovere, R., Carano, A., Conti, C. M., Sivestrini, C,,
Serroni, N., Piersanti, D., Di Giuseppe, B., Moschetta, F. S., Cotellessa, C., Fulcheri, M., Salerno,
R. M., & Ferro, F. M. (2006). The role of C-reactive protein in mood disorders. International
Journal of Immunopathology and Pharmacology, 19(4), 721-725.
https://doi.org/10.1177/039463200601900402

Del Angel-Meza, A. R., Davalos-Marin, A. J., Ontiveros-Martinez, L. L., Ortiz, G. G., Beas-Zarate,
C., Chaparro-Huerta, V., Torres-Mendoza, B. M., & Bitzer-Quintero, O. K. (2011). Protective
effects of tryptophan on neuro-inflammation in rats after administering lipopolysaccharide.
Biomedicine & Pharmacotherapy, 65(3), 215-219.
https://doi.org/10.1016/j.biopha.2011.02.008

Deshpande, O. A., & Mohiuddin, S. S. (2023). Biochemistry, Oxidative Phosphorylation. En
StatPearls. StatPearls Publishing. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK553192/

Dion-Albert, L., Bandeira Binder, L., Daigle, B., Hong-Minh, A., Lebel, M., & Menard, C. (2022).
Sex differences in the blood—brain barrier: Implications for mental health. Frontiers in
Neuroendocrinology, 65, 100989. https://doi.org/10.1016/j.yfrne.2022.100989

Djavaheri-Mergny, M., Javelaud, D., Wietzerbin, J., & Besancon, F. (2004). NF-kB activation
prevents apoptotic oxidative stress via an increase of both thioredoxin and MnSOD levels in
TNFa-treated Ewing sarcoma cells. FEBS Letters, 578(1-2), 111-115.
https://doi.org/10.1016/].febslet.2004.10.082

100



Dockman, R. L., Carpenter, J. M., Diaz, A. N., Benbow, R. A., & Filipov, N. M. (2022). Sex
differences in behavior, response to LPS, and glucose homeostasis in middle-aged mice.
Behavioural Brain Research, 418, 113628. https://doi.org/10.1016/j.bbr.2021.113628

Doll, D. N., Hu, H., Sun, J., Lewis, S. E., Simpkins, J. W., & Ren, X. (2015). Mitochondrial Crisis in
Cerebrovascular Endothelial Cells Opens the Blood—Brain Barrier. Stroke, 46(6), 1681-1689.
https://doi.org/10.1161/STROKEAHA.115.009099

Dowlati, Y., Herrmann, N., Swardfager, W., Liu, H., Sham, L., Reim, E. K., & Lanct6t, K. L. (2010).
A Meta-Analysis of Cytokines in Major Depression. Biological Psychiatry, 67(5), 446-457.
https://doi.org/10.1016/j.biopsych.2009.09.033

Driessen, E., & Hollon, S. D. (2010). Cognitive Behavioral Therapy for Mood Disorders: Efficacy,
Moderators and Mediators. Psychiatric Clinics of North America, 33(3), 537-555.
https://doi.org/10.1016/].psc.2010.04.005

Ehsanifar, M., Montazeri, Z., Taheri, M. A., Rafati, M., Behjati, M., & Karimian, M. (2021).
Hippocampal inflammation and oxidative stress following exposure to diesel exhaust
nanoparticles in male and female mice. Neurochemistry International, 145, 104989.
https://doi.org/10.1016/j.neuint.2021.104989

Enache, D., Pariante, C. M., & Mondelli, V. (2019). Markers of central inflammation in major
depressive disorder: A systematic review and meta-analysis of studies examining cerebrospinal
fluid, positron emission tomography and post-mortem brain tissue. Brain, Behavior, and
Immunity, 81, 24-40. https://doi.org/10.1016/j.bbi.2019.06.015

Encinas, M., Iglesias, M., Liu, Y., Wang, H., Muhaisen, A., Cefia, V., Gallego, C., & Comella, J. X.
(2000). Sequential Treatment of SH-SY5Y Cells with Retinoic Acid and Brain-Derived
Neurotrophic Factor Gives Rise to Fully Differentiated, Neurotrophic Factor-Dependent, Human
Neuron-Like Cells. Journal of Neurochemistry, 75(3), 991-1003. https://doi.org/10.1046/j.1471-
4159.2000.0750991.x

Erickson, E. K., Grantham, E. K., Warden, A. S., & Harris, R. A. (2019). Neuroimmune signaling in
alcohol use disorder. Pharmacology Biochemistry and Behavior, 177, 34-60.
https://doi.org/10.1016/j.pbb.2018.12.007

Erickson, M. A., & Banks, W. A. (2011). Cytokine and chemokine responses in serum and brain
after single and repeated injections of lipopolysaccharide: Multiplex quantification with path
analysis. Brain, Behavior, and Immunity, 25(8), 1637-1648.
https://doi.org/10.1016/j.bbi.2011.06.006

Fanselow, M. S. (2000). Contextual fear, gestalt memories, and the hippocampus. Behavioural
Brain Research, 110(1), 73-81. https://doi.org/10.1016/50166-4328(99)00186-2

Femenia, T., Qian, Y., Arentsen, T., Forssberg, H., & Diaz Heijtz, R. (2018). Toll-like receptor-4
regulates anxiety-like behavior and DARPP-32 phosphorylation. Brain, Behavior, and Immunity,
69, 273-282. https://doi.org/10.1016/].bbi.2017.11.022

Fernstrom, J., Mellon, S. H., McGill, M. A,, Picard, M., Reus, V. |., Hough, C. M., Lin, J., Epel, E. S.,
Wolkowitz, O. M., & Lindqvist, D. (2021). Blood-based mitochondrial respiratory chain function
in major depression. Translational Psychiatry, 11(1), Article 1. https://doi.org/10.1038/s41398-
021-01723-x

101



Figley, M. D., Gu, W., Nanson, J. D., Shi, Y., Sasaki, Y., Cunnea, K., Malde, A. K., Jia, X., Luo, Z.,
Saikot, F. K., Mosaiab, T., Masic, V., Holt, S., Hartley-Tassell, L., McGuinness, H. Y., Manik, M. K.,
Bosanac, T., Landsberg, M. J., Kerry, P.S., ... Ve, T. (2021). SARM1 is a Metabolic Sensor Activated
by an Increased NMN/NAD+ Ratio to Trigger Axon Degeneration. Neuron, 109(7), 1118-
1136.e11. https://doi.org/10.1016/j.neuron.2021.02.009

Figueroa-Hall, L. K., Paulus, M. P., & Savitz, J. (2020). Toll-Like Receptor Signaling in Depression.
Psychoneuroendocrinology, 121, 104843. https://doi.org/10.1016/j.psyneuen.2020.104843

Florez, J., Armijo, J. A., & Mediavilla, A. (2013). Farmacologia humana (6a. Ed.). Elsevier Health
Sciences Spain - T.

Fligel, A., Hager, G., Horvat, A., Spitzer, C., Singer, G. M. A., Graeber, M. B., Kreutzberg, G. W.,
& Schwaiger, F.-W. (2001). Neuronal MCP-1 Expression in Response to Remote Nerve Injury.
Journal of Cerebral Blood Flow & Metabolism, 21(1), 69-76. https://doi.org/10.1097/00004647-
200101000-00009

Fogo, G. M., Anzell, A. R., Maheras, K. J., Raghunayakula, S., Wider, J. M., Emaus, K. J., Bryson, T.
D., Bukowski, M. J., Neumar, R. W., Przyklenk, K., & Sanderson, T. H. (2021). Machine learning-
based classification of mitochondrial morphology in primary neurons and brain. Scientific
Reports, 11(1), Article 1. https://doi.org/10.1038/s41598-021-84528-8

Fontaine, E. (2018). Metformin-Induced Mitochondrial Complex | Inhibition: Facts,
Uncertainties, and Consequences. Frontiers in Endocrinology, 9, 753.
https://doi.org/10.3389/fendo.2018.00753

Forster, C. (2008). Tight junctions and the modulation of barrier function in disease.
Histochemistry and Cell Biology, 130(1), 55-70. https://doi.org/10.1007/s00418-008-0424-9

Franklin, T. C., Xu, C., & Duman, R. S. (2018). Depression and sterile inflammation: Essential role
of danger associated molecular patterns. Brain, Behavior, and Immunity, 72, 2-13.
https://doi.org/10.1016/j.bbi.2017.10.025

Frenois, F., Moreau, M., O’Connor, J., Lawson, M., Micon, C., Lestage, J., Kelley, K. W., Dantzer,
R., & Castanon, N. (2007). Lipopolysaccharide induces delayed FosB/DeltaFosB immunostaining
within the mouse extended amygdala, hippocampus and hypothalamus, that parallel the
expression of depressive-like behavior. Psychoneuroendocrinology, 32(5), 516-531.
https://doi.org/10.1016/j.psyneuen.2007.03.005

Gao, Y., Tu, D., Yang, R., Chu, C.-H., Hong, J.-S., & Gao, H.-M. (2020). Through Reducing ROS
Production, IL-10 Suppresses Caspase-1-Dependent IL-1B Maturation, thereby Preventing
Chronic Neuroinflammation and Neurodegeneration. International Journal of Molecular
Sciences, 21(2), 465. https://doi.org/10.3390/ijms21020465

Gdrate, I., Garcia-Bueno, B., Madrigal, J. L., Bravo, L., Berrocoso, E., Caso, J. R., Micé, J. A., & Leza,
J. C. (2011). Origin and consequences of brain Toll-like receptor 4 pathway stimulation in an
experimental model of depression. Journal of Neuroinflammation, 8(1), 151.
https://doi.org/10.1186/1742-2094-8-151

Garrido, C., Galluzzi, L., Brunet, M., Puig, P. E., Didelot, C., & Kroemer, G. (2006). Mechanisms of
cytochrome c release from mitochondria. Cell Death & Differentiation, 13(9), Article 9.
https://doi.org/10.1038/sj.cdd.4401950

102



Gawryluk, J. W., Wang, J.-F., Andreazza, A. C., Shao, L., & Young, L. T. (2011). Decreased levels of
glutathione, the major brain antioxidant, in post-mortem prefrontal cortex from patients with
psychiatric disorders. International Journal of Neuropsychopharmacology, 14(1), 123-130.
https://doi.org/10.1017/51461145710000805

Gazzaniga, M. S. (2004). The Cognitive Neurosciences. MIT Press.

Ge, L., Liu, L., Liu, H., Liu, S., Xue, H., Wang, X., Yuan, L., Wang, Z., & Liu, D. (2015). Resveratrol
abrogates lipopolysaccharide-induced depressive-like behavior, neuroinflammatory response,
and CREB/BDNF signaling in mice. European Journal of Pharmacology, 768, 49-57.
https://doi.org/10.1016/j.ejphar.2015.10.026

Gibney, S. M., McGuinness, B., Prendergast, C., Harkin, A., & Connor, T. J. (2013). Poly I:C-
induced activation of the immune response is accompanied by depression and anxiety-like
behaviours, kynurenine pathway activation and reduced BDNF expression. Brain, Behavior, and
Immunity, 28, 170-181. https://doi.org/10.1016/j.bbi.2012.11.010

GOLDBERG, D. (2011). The heterogeneity of “major depression”. World Psychiatry, 10(3), 226-
228.

Gorina, R., Font-Nieves, M., Marquez-Kisinousky, L., Santalucia, T., & Planas, A. M. (2011).
Astrocyte TLR4 activation induces a proinflammatory environment through the interplay
between MyD88-dependent NFkB signaling, MAPK, and Jak1/Statl pathways. Glia, 59(2), 242-
255. https://doi.org/10.1002/glia.21094

Greilberger, J., Koidl, C., Greilberger, M., Lamprecht, M., Schroecksnadel, K., Leblhuber, F.,
Fuchs, D., & Oettl, K. (2008). Malondialdehyde, carbonyl proteins and albumin-disulphide as
useful oxidative markers in mild cognitive impairment and Alzheimer’s disease. Free Radical
Research, 42(7), 633-638. https://doi.org/10.1080/10715760802255764

Gultepe, E., & Makrehchi, M. (2018). Improving clustering performance using independent
component analysis and unsupervised feature learning. Human-Centric Computing and
Information Sciences, 8(1), 25. https://doi.org/10.1186/s13673-018-0148-3

Haapakoski, R., Mathieu, J., Ebmeier, K. P., Alenius, H., & Kivimaki, M. (2015). Cumulative meta-
analysis of interleukins 6 and 1B, tumour necrosis factor a and C-reactive protein in patients
with major depressive disorder. Brain, Behavior, and Immunity, 49, 206-215.
https://doi.org/10.1016/j.bbi.2015.06.001

Haroon, E., Daguanno, A. W., Woolwine, B. J., Goldsmith, D. R., Baer, W. M., Wommack, E. C.,
Felger, J. C., & Miller, A. H. (2018). Antidepressant treatment resistance is associated with
increased inflammatory markers in patients with major depressive disorder.
Psychoneuroendocrinology, 95, 43-49. https://doi.org/10.1016/].psyneuen.2018.05.026

Hernansanz-Agustin, P., & Enriquez, J. A. (2021). Generation of Reactive Oxygen Species by
Mitochondria. Antioxidants, 10(3), 415. https://doi.org/10.3390/antiox10030415

Ho, Y.-H., Lin, Y.-T., Wu, C.-W. J,, Chao, Y.-M., Chang, A. Y. W., & Chan, J. Y. H. (2015). Peripheral
inflammation increases seizure susceptibility via the induction of neuroinflammation and
oxidative stress in the hippocampus. Journal of Biomedical Science, 22(1), 46.
https://doi.org/10.1186/s12929-015-0157-8

103



Hosaka, K., Rojas, K., Fazal, H. Z., Schneider, M. B., Shores, J., Federico, V., McCord, M., Lin, L., &
Hoh, B. (2017). Monocyte Chemotactic Protein-1-Interleukin-6-Osteopontin Pathway of Intra-
Aneurysmal Tissue Healing. Stroke, 48(4), 1052-1060.
https://doi.org/10.1161/STROKEAHA.116.015590

Howren, M. B., Lamkin, D. M., & Suls, J. (2009). Associations of Depression With C-Reactive
Protein, IL-1, and IL-6: A Meta-Analysis. Psychosomatic Medicine, 71(2), 171.
https://doi.org/10.1097/PSY.0b013e3181907c1b

Hozumi, Y., Wang, R., Yin, C., & Wei, G.-W. (2021). UMAP-assisted K-means clustering of large-
scale SARS-CoV-2 mutation datasets. Computers in Biology and Medicine, 131, 104264.
https://doi.org/10.1016/j.compbiomed.2021.104264

Hsuchou, H., Kastin, A. J., Mishra, P. K., & Pan, W. (2012). C-Reactive Protein Increases BBB
Permeability: Implications for Obesity and Neuroinflammation. Cellular Physiology and
Biochemistry, 30(5), 1109-1119. https://doi.org/10.1159/000343302

Institute for Health Metrics and Evaluation (IHME). (2019). Global Burden of Disease
Visualisations: Compare. https://www.thelancet.com/lancet/visualisations/gbd-compare

Ito, D., Tanaka, K., Suzuki, S., Dembo, T., & Fukuuchi, Y. (2001). Enhanced Expression of Ibal,
lonized Calcium-Binding Adapter Molecule 1, After Transient Focal Cerebral Ischemia In Rat
Brain. Stroke, 32(5), 1208-1215. https://doi.org/10.1161/01.5TR.32.5.1208

Ito, H., Uchida, T., & Makita, K. (2015). Ketamine Causes Mitochondrial Dysfunction in Human
Induced Pluripotent Stem Cell-Derived Neurons. PLoS ONE, 10(5), e0128445.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0128445

lyer, S. S., & Cheng, G. (2012). Role of Interleukin 10 Transcriptional Regulation in Inflammation
and Autoimmune Disease. Critical reviews in immunology, 32(1), 23-63.

Jarnicki, A. G., Conroy, H., Brereton, C., Donnelly, G., Toomey, D., Walsh, K., Sweeney, C., Leavy,
0., Fletcher, J., Lavelle, E. C., Dunne, P., & Mills, K. H. G. (2008). Attenuating regulatory T cell
induction by TLR agonists through inhibition of p38 MAPK signaling in dendritic cells enhances
their efficacy as vaccine adjuvants and cancer immunotherapeutics. Journal of Immunology
(Baltimore, Md.: 1950), 180(6), 3797-3806. https://doi.org/10.4049/jimmunol.180.6.3797

Ji, N., Lei, M., Chen, Y., Tian, S., Li, C., & Zhang, B. (2023). How Oxidative Stress Induces
Depression? ASN Neuro, 15, 17590914231181037.
https://doi.org/10.1177/17590914231181037

Jin, L., Nation, R. L., Li, J., & Nicolazzo, J. A. (2013). Species-Dependent Blood-Brain Barrier
Disruption of Lipopolysaccharide: Amelioration by Colistin In Vitro and In Vivo. Antimicrobial
Agents and Chemotherapy, 57(9), 4336-4342. https://doi.org/10.1128/aac.00765-13

Jin, Y., Kang, Y., Wang, M., Wu, B,, Su, B, Yin, H., Tang, Y., Li, Q., Wei, W., Mei, Q., Hu, G., Lukacs-
Kornek, V., Li,J., Wu, K., Yuan, X., & Wang, W. (2022). Targeting polarized phenotype of microglia
via IL6/JAK2/STAT3 signaling to reduce NSCLC brain metastasis. Signal Transduction and
Targeted Therapy, 7(1), 52. https://doi.org/10.1038/s41392-022-00872-9

Jin, Z., Liang, J., Wang, J., & Kolattukudy, P. E. (2015). MCP-induced protein 1 mediates the
minocycline-induced neuroprotection against cerebral ischemia/reperfusion injury in vitro and
in vivo. Journal of Neuroinflammation, 12(1), 39. https://doi.org/10.1186/s12974-015-0264-1

104



Johnson, B. Z., Stevenson, A. W., Préle, C. M., Fear, M. W., & Wood, F. M. (2020). The Role of IL-
6 in Skin Fibrosis and Cutaneous Wound Healing. Biomedicines, 8(5), 101.
https://doi.org/10.3390/biomedicines8050101

Jung, D. Y, Lee, H,, Jung, B.-Y., Ock, J., Lee, M.-S., Lee, W.-H., & Suk, K. (2005). TLR4, but not
TLR2, signals autoregulatory apoptosis of cultured microglia: A critical role of IFN-beta as a
decision maker. Journal of Immunology (Baltimore, Md.: 1950), 174(10), 6467-6476.
https://doi.org/10.4049/jimmunol.174.10.6467

Jung, H,, Lee, D., You, H., Lee, M., Kim, H., Cheong, E., & Um, J. W. (2023). LPS induces microglial
activation and GABAergic synaptic deficits in the hippocampus accompanied by prolonged
cognitive impairment. Scientific Reports, 13, 6547. https://doi.org/10.1038/s41598-023-32798-
9

Kalogeris, T., Bao, Y., & Korthuis, R. J. (2014). Mitochondrial reactive oxygen species: A double
edged sword in ischemia/reperfusion vs preconditioning. Redox Biology, 2, 702-714.
https://doi.org/10.1016/j.redox.2014.05.006

Kaul, D., Habbel, P., Derkow, K., Krlger, C., Franzoni, E., Wulczyn, F. G., Bereswill, S., Nitsch, R.,
Schott, E., Veh, R., Naumann, T., & Lehnardt, S. (2012). Expression of Toll-Like Receptors in the
Developing Brain. PLOS ONE, 7(5), e37767. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0037767

Kawai, T., & Akira, S. (2007). TLR signaling. Seminars in Immunology, 19(1), 24-32.
https://doi.org/10.1016/j.smim.2006.12.004

Kilanowska, A., & Studzinska, S. (2020). In vivo and in vitro studies of antisense oligonucleotides
— areview. RSC Advances, 10(57), 34501-34516. https://doi.org/10.1039/DORA04978F

Kim, K. A, Jung, J. H., Kang, |. G., Choi, Y. S., & Kim, S. T. (2018). ROS Is Involved in Disruption of
Tight Junctions of Human Nasal Epithelial Cells Induced by HRV16. The Laryngoscope, 128(12),
E393-E401. https://doi.org/10.1002/lary.27510

Klein, S. L., & Flanagan, K. L. (2016). Sex differences in immune responses. Nature Reviews
Immunology, 16(10), Article 10. https://doi.org/10.1038/nri.2016.90

Kuloglu, M., Atmaca, M., Tezcan, E., Ustundag, B., & Bulut, S. (2003). Antioxidant Enzyme and
Malondialdehyde Levels in Patients with Panic Disorder. Neuropsychobiology, 46(4), 186-189.
https://doi.org/10.1159/000067810

Kushnareva, Y., Murphy, A. N., & Andreyev, A. (2002). Complex I-mediated reactive oxygen
species generation: Modulation by cytochrome c¢ and NAD(P)+ oxidation-reduction state.
Biochemical Journal, 368(Pt 2), 545-553. https://doi.org/10.1042/BJ20021121

Lawson, M. A., McCusker, R. H., & Kelley, K. W. (2013). Interleukin-1 beta converting enzyme is
necessary for development of depression-like behavior following intracerebroventricular
administration of lipopolysaccharide to mice. Journal of Neuroinflammation, 10(1), 833.
https://doi.org/10.1186/1742-2094-10-54

Lee, J.-G., Lee, S.-H., Park, D.-W., Lee, S.-H., Yoon, H.-S., Chin, B.-R., Kim, J.-H., Kim, J.-R., & Baek,
S.-H. (2008). Toll-like receptor 9-stimulated monocyte chemoattractant protein-1 is mediated
via JNK-cytosolic phospholipase A2-ROS signaling. Cellular Signalling, 20(1), 105-111.
https://doi.org/10.1016/j.cellsig.2007.09.003

105



Lee, S.-R., Tsuji, K., Lee, S.-R., & Lo, E. H. (2004). Role of Matrix Metalloproteinases in Delayed
Neuronal Damage after Transient Global Cerebral Ischemia. The Journal of Neuroscience, 24(3),
671-678. https://doi.org/10.1523/JINEUROSCI.4243-03.2004

Leifer, C. A., Kennedy, M. N., Mazzoni, A,, Lee, C., Kruhlak, M. J., & Segal, D. M. (2004). TLR9 Is
Localized in the Endoplasmic Reticulum Prior to Stimulation. The Journal of Inmunology, 173(2),
1179-1183. https://doi.org/10.4049/jimmunol.173.2.1179

Lenz, M., Eichler, A., Kruse, P., Strehl, A., Rodriguez-Rozada, S., Goren, l., Yogev, N., Frank, S.,
Waisman, A., Deller, T., Jung, S., Maggio, N., & Vlachos, A. (2020). Interleukin 10 Restores
Lipopolysaccharide-Induced Alterations in Synaptic Plasticity Probed by Repetitive Magnetic
Stimulation. Frontiers in Immunology, 11.
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2020.614509

Li, H., Sheng, Z., Khan, S., Zhang, R., Liu, Y., Zhang, Y., Yong, V. W., & Xue, M. (2022). Matrix
Metalloproteinase-9 as an Important Contributor to the Pathophysiology of Depression.
Frontiers in Neurology, 13, 861843. https://doi.org/10.3389/fneur.2022.861843

Lin, Z.-Q., Kondo, T., Ishida, Y., Takayasu, T., & Mukaida, N. (2003). Essential involvement of IL-6
in the skin wound-healing process as evidenced by delayed wound healing in IL-6-deficient mice.
Journal of Leukocyte Biology, 73(6), 713-721. https://doi.org/10.1189/j1b.0802397

Liu, W, Ge, T, Leng, Y., Pan, Z,, Fan, J., Yang, W., & Cui, R. (2017). The Role of Neural Plasticity
in Depression: From Hippocampus to Prefrontal Cortex. Neural Plasticity, 2017, 6871089.
https://doi.org/10.1155/2017/6871089

Liu, X., Liu, J., Zhao, S., Zhang, H., Cai, W., Cai, M., Ji, X., Leak, R. K., Gao, Y., Chen, J., & Hu, X.
(2016). Interleukin-4 Is Essential for Microglia/Macrophage M2 Polarization and Long-Term
Recovery After Cerebral Ischemia. Stroke, 47(2), 498-504.
https://doi.org/10.1161/STROKEAHA.115.012079

Liu, Y., Ho, R. C.-M., & Mak, A. (2012). Interleukin (IL)-6, tumour necrosis factor alpha (TNF-a)
and soluble interleukin-2 receptors (sIL-2R) are elevated in patients with major depressive
disorder: A meta-analysis and meta-regression. Journal of Affective Disorders, 139(3), 230-239.
https://doi.org/10.1016/j.jad.2011.08.003

Livak, K. J., & Schmittgen, T. D. (2001). Analysis of relative gene expression data using real-time
guantitative PCR and the 2(-Delta Delta C(T)) Method. Methods (San Diego, Calif.), 25(4), 402-
408. https://doi.org/10.1006/meth.2001.1262

Loftus, R. M., & Finlay, D. K. (2016). Immunometabolism: Cellular Metabolism Turns Immune
Regulator*. Journal of Biological Chemistry, 291(1), 1-10.
https://doi.org/10.1074/jbc.R115.693903

Lu, P., Wang, G., Lu, X., Qiao, P, Jin, Y., Yu, J., Chen, Q., & Wang, H. (2022). Elevated matrix
metalloproteinase 9 supports peripheral nerve regeneration via promoting Schwann cell
migration. Experimental Neurology, 352, 114020.
https://doi.org/10.1016/j.expneurol.2022.114020

Luengo, A., Sullivan, L. B., & Heiden, M. G. V. (2014). Understanding the complex-I-ty of
metformin action: Limiting mitochondrial respiration to improve cancer therapy. BMC Biology,
12(1), 82. https://doi.org/10.1186/s12915-014-0082-4

106



Luo, J., Xu, Z., Noordam, R., van Heemst, D., & Li-Gao, R. (2022). Depression and Inflammatory
Bowel Disease: A Bidirectional Two-sample Mendelian Randomization Study. Journal of Crohn’s
& Colitis, 16(4), 633-642. https://doi.org/10.1093/ecco-jcc/jjab191

Lynch, A. M., Walsh, C., Delaney, A., Nolan, Y., Campbell, V. A, & Lynch, M. A. (2004).
Lipopolysaccharide-induced increase in signalling in hippocampus is abrogated by IL-10—A role
for IL-1B?: IL-10 antagonizes LPS-induced changes. Journal of Neurochemistry, 88(3), 635-646.
https://doi.org/10.1046/j.1471-4159.2003.02157.x

Lyra e Silva, N. M., Gongalves, R. A, Pascoal, T. A., Lima-Filho, R. A.S., Resende, E. de P. F., Vieira,
E. L. M., Teixeira, A. L., de Souza, L. C., Peny, J. A,, Fortuna, J. T. S., Furigo, |. C., Hashiguchi, D.,
Miya-Coreixas, V. S., Clarke, J. R., Abisambra, J. F., Longo, B. M., Donato, J., Fraser, P. E., Rosa-
Neto, P., ... De Felice, F. G. (2021). Pro-inflammatory interleukin-6 signaling links cognitive
impairments and peripheral metabolic alterations in Alzheimer’s disease. Translational
Psychiatry, 11(1), Article 1. https://doi.org/10.1038/s41398-021-01349-z

MacQueen, G. M., Campbell, S., McEwen, B. S., Macdonald, K., Amano, S., Joffe, R. T., Nahmias,
C., & Young, L. T. (2003). Course of illness, hippocampal function, and hippocampal volume in
major depression. Proceedings of the National Academy of Sciences, 100(3), 1387-1392.
https://doi.org/10.1073/pnas.0337481100

Madrigal, J. L. M., Leza, J. C., Polak, P., Kalinin, S., & Feinstein, D. L. (2009). Astrocyte-Derived
MCP-1 Mediates Neuroprotective Effects of Noradrenaline. The Journal of Neuroscience, 29(1),
263-267. https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.4926-08.2009

Marcello, E., & Chiono, V. (2023). Biomaterials-Enhanced Intranasal Delivery of Drugs as a Direct
Route for Brain Targeting. International Journal of Molecular Sciences, 24(4), Article 4.
https://doi.org/10.3390/ijms24043390

Marsland, A. L., Gianaros, P. J., Abramowitch, S. M., Manuck, S. B., & Hariri, A. R. (2008).
Interleukin-6 Covaries Inversely with Hippocampal Grey Matter Volume in Middle-Aged Adults.
Biological Psychiatry, 64(6), 484-490. https://doi.org/10.1016/j.biopsych.2008.04.016

Martinez de Toda, |., Gonzadlez-Sanchez, M., Diaz-Del Cerro, E., Valera, G., Carracedo, J., &
Guerra-Pérez, N. (2023). Sex differences in markers of oxidation and inflammation. Implications
for ageing. Mechanisms  of  Ageing and  Development, 211, 111797.
https://doi.org/10.1016/j.mad.2023.111797

Martinez, F. O., & Gordon, S. (2014). The M1 and M2 paradigm of macrophage activation: Time
for reassessment. F1000Prime Reports, 6. https://doi.org/10.12703/P6-13

Masanetz, R. K., Winkler, J., Winner, B., Glnther, C., & SuB, P. (2022). The Gut—Immune—Brain
Axis: An Important Route for Neuropsychiatric Morbidity in Inflammatory Bowel Disease.
International Journal of Molecular Sciences, 23(19), 11111.
https://doi.org/10.3390/ijms231911111

Mattson, M. P., Goodman, Y., Luo, H., Fu, W., & Furukawa, K. (1997). Activation of NF-kappaB
protects hippocampal neurons against oxidative stress-induced apoptosis: Evidence for
induction of manganese superoxide dismutase and suppression of peroxynitrite production and
protein tyrosine nitration. Journal of Neuroscience Research, 49(6), 681-697.
https://doi.org/10.1002/(SIC1)1097-4547(19970915)49:6<681::AID-JNR3>3.0.C0O;2-3

107



Mclnnes, L., Healy, J., & Melville, J. (2020). UMAP: Uniform Manifold Approximation and
Projection for Dimension Reduction (arXiv:1802.03426). arXiv.
https://doi.org/10.48550/arXiv.1802.03426

Mello, B. S. F., Chaves Filho, A. J. M., Custddio, C. S., Cordeiro, R. C., Miyajima, F., de Sousa, F. C.
F., Vasconcelos, S. M. M., de Lucena, D. F., & Macedo, D. (2018). Sex influences in behavior and
brain inflammatory and oxidative alterations in mice submitted to lipopolysaccharide-induced
inflammatory model of depression. Journal of Neuroimmunology, 320, 133-142.
https://doi.org/10.1016/j.jneuroim.2018.04.009

Michaluk, P., Wawrzyniak, M., Alot, P., Szczot, M., Wyrembek, P., Mercik, K., Medvedev, N.,
Wilczek, E., De Roo, M., Zuschratter, W., Muller, D., Wilczynski, G. M., Mozrzymas, J. W., Stewart,
M. G., Kaczmarek, L., & Wlodarczyk, J. (2011). Influence of matrix metalloproteinase MMP-9 on
dendritic spine morphology. Journal of Cell Science, 124(Pt 19), 3369-3380.
https://doi.org/10.1242/jcs.090852

Mishra, P., & Chan, D. C. (2016). Metabolic regulation of mitochondrial dynamics. The Journal of
Cell Biology, 212(4), 379-387. https://doi.org/10.1083/jcb.201511036

Mohammadi, A. H., Balandeh, E., & Milajerdi, A. (2021). Malondialdehyde concentrations in
obsessive—compulsive disorder: A systematic review and meta-analysis. Annals of General
Psychiatry, 20(1), 34. https://doi.org/10.1186/s12991-021-00354-2

Morcuende, A., Garcia-Gutiérrez, M. S., Tambaro, S., Nieto, E., Manzanares, J., & Femenia, T.
(2022). Immunomodulatory Role of CB2 Receptors in Emotional and Cognitive Disorders.
Frontiers in Psychiatry, 13. https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpsyt.2022.866052

Morcuende, A., Navarrete, F., Nieto, E., Manzanares, J., & Femenia, T. (2021). Inflammatory
Biomarkers in Addictive Disorders. Biomolecules, 11(12), Article 12.
https://doi.org/10.3390/biom11121824

Moreau, M., André, C., O’Connor, J. C., Dumich, S. A., Woods, J. A, Kelley, K. W., Dantzer, R.,
Lestage, J., & Castanon, N. (2008). Inoculation of Bacillus Calmette-Guerin to mice induces an
acute episode of sickness behavior followed by chronic depressive-like behavior. Brain,
Behavior, and Immunity, 22(7), 1087-1095. https://doi.org/10.1016/j.bbi.2008.04.001

Morisalo, D., & Anderson, K. V. (1995). SIGNALING PATHWAYS THAT ESTABLISH THE DORSAL-
VENTRAL PATTERN OF THE DROSOPHILA EMBRYO. Annual Review of Genetics, 29(1), 371-399.
https://doi.org/10.1146/annurev.ge.29.120195.002103

Morris, G., & Berk, M. (2015). The many roads to mitochondrial dysfunction in neuroimmune
and neuropsychiatric disorders. BMC Medicine, 13(1), 68. https://doi.org/10.1186/s12916-015-
0310-y

Mukherjee, P., Winkler, C. W., Taylor, K. G., Woods, T. A., Nair, V., Khan, B. A., & Peterson, K. E.
(2015). SARM1, not MyD88, mediates TLR7/TLR9-induced apoptosis in neurons. Journal of
immunology (Baltimore, mMd. : 1950), 195(10), 4913-4921.
https://doi.org/10.4049/jimmunol.1500953

Murtaj, V., Belloli, S., Di Grigoli, G., Pannese, M., Ballarini, E., Rodriguez-Menendez, V.,
Marmiroli, P., Cappelli, A., Masiello, V., Monterisi, C., Bellelli, G., Panina-Bordignon, P., &
Moresco, R. M. (2019). Age and Sex Influence the Neuro-inflammatory Response to a Peripheral

108



Acute LPS Challenge. Frontiers in Aging Neuroscience, 11.
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnagi.2019.00299

Nagy, V., Bozdagi, O., Matynia, A., Balcerzyk, M., Okulski, P., Dzwonek, J., Costa, R. M., Silva, A.
J., Kaczmarek, L., & Huntley, G. W. (2006). Matrix Metalloproteinase-9 Is Required for
Hippocampal Late-Phase Long-Term Potentiation and Memory. Journal of Neuroscience, 26(7),
1923-1934. https://doi.org/10.1523/INEUROSCI.4359-05.2006

Najjar, S., Pearlman, D. M., Alper, K., Najjar, A., & Devinsky, O. (2013). Neuroinflammation and
psychiatric illness. Journal of Neuroinflammation, 10(1), 816. https://doi.org/10.1186/1742-
2094-10-43

Ng, C. Y. H,, Tay, S. H., MciIntyre, R. S., Ho, R., Tam, W. W. S., & Ho, C. S. H. (2022). Elucidating a
bidirectional association between rheumatoid arthritis and depression: A systematic review and
meta-analysis. Journal of Affective Disorders, 311, 407-415.
https://doi.org/10.1016/j.jad.2022.05.108

Niklasson, F., & Agren, H. (1984). Brain energy metabolism and blood-brain barrier permeability
in depressive patients: Analyses of creatine, creatinine, urate, and albumin in CSF and blood.
Biological Psychiatry, 19(8), 1183-1206.

Norman, G. J., Karelina, K., Zhang, N., Walton, J. C., Morris, J. S., & Devries, A. C. (2010). Stress
and IL-1beta contribute to the development of depressive-like behavior following peripheral
nerve injury. Molecular Psychiatry, 15(4), 404-414. https://doi.org/10.1038/mp.2009.91

O’Connor, J. C., Lawson, M. A, André, C., Moreau, M., Lestage, J., Castanon, N., Kelley, K. W., &
Dantzer, R. (2009). Lipopolysaccharide-induced depressive-like behavior is mediated by
indoleamine 2,3-dioxygenase activation in mice. Molecular Psychiatry, 14(5), 511-522.
https://doi.org/10.1038/sj.mp.4002148

Okun, E., Griffioen, K. J., & Mattson, M. P. (2011). Toll-like receptor Signaling in Neural Plasticity
and Disease. Trends in neurosciences, 34(5), 269-281.
https://doi.org/10.1016/j.tins.2011.02.005

Olkhova, E. A., Smith, L. A., Bradshaw, C., Gorman, G. S., Erskine, D., & Ng, Y. S. (2023).
Neurological Phenotypes in Mouse Models of Mitochondrial Disease and Relevance to Human
Neuropathology. International Journal of Molecular Sciences, 24(11), Article 11.
https://doi.org/10.3390/ijms24119698

Painsipp, E., Kéfer, M. J., Sinner, F., & Holzer, P. (2011). Prolonged Depression-Like Behavior
Caused by Immune Challenge: Influence of Mouse Strain and Social Environment. PLOS ONE,
6(6), €20719. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0020719

Palazidou, E. (2012). The neurobiology of depression. British Medical Bulletin, 101(1), 127-145.
https://doi.org/10.1093/bmb/Ids004

Pasare, C., & Medzhitov, R. (2003). Toll pathway-dependent blockade of CD4+CD25+ T cell-
mediated suppression by dendritic cells. Science (New York, N.Y.), 299(5609), 1033-1036.
https://doi.org/10.1126/science.1078231

Pei, L., & Wallace, D. C. (2018). Mitochondrial Etiology of Neuropsychiatric Disorders. Biological
psychiatry, 83(9), 722-730. https://doi.org/10.1016/j.biopsych.2017.11.018

109



Peng, T.-l., & Jou, M.-J. (2004). Mitochondrial swelling and generation of reactive oxygen species
induced by photoirradiation are heterogeneously distributed. Annals of the New York Academy
of Sciences, 1011, 112-122. https://doi.org/10.1007/978-3-662-41088-2_12

Petronilli, V., Penzo, D., Scorrano, L., Bernardi, P., & Lisa, F. D. (2001). The Mitochondrial
Permeability Transition, Release of Cytochrome c and Cell Death: CORRELATION WITH THE
DURATION OF PORE OPENINGS IN SITU*. Journal of Biological Chemistry, 276(15), 12030-12034.
https://doi.org/10.1074/jbc.M010604200

Pollard, A. K., Craig, E. L., & Chakrabarti, L. (2016). Mitochondrial Complex 1 Activity Measured
by Spectrophotometry Is Reduced across All Brain Regions in Ageing and More Specifically in
Neurodegeneration. PloS One, 11(6), e0157405. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0157405

Qin, L., Huang, W., Mo, X., Chen, Y., & Wu, X. (2015). LPS Induces Occludin Dysregulation in
Cerebral Microvascular Endothelial Cells via MAPK Signaling and Augmenting MMP-2 Levels.
Oxidative Medicine and Cellular Longevity, 2015, 120641. https://doi.org/10.1155/2015/120641

Reinhard, S. M., Razak, K., & Ethell, I. M. (2015). A delicate balance: Role of MMP-9 in brain
development and pathophysiology of neurodevelopmental disorders. Frontiers in Cellular
Neuroscience, 9, 280. https://doi.org/10.3389/fncel.2015.00280

Remus, J. L., & Dantzer, R. (2016). Inflammation Models of Depression in Rodents: Relevance to
Psychotropic Drug Discovery. International Journal of Neuropsychopharmacology, 19(9),
pyw028. https://doi.org/10.1093/ijnp/pyw028

Rietdijk, C. D., Van Wezel, R. J. A,, Garssen, J., & Kraneveld, A. D. (2016). Neuronal toll-like
receptors and neuro-immunity in Parkinson’s disease, Alzheimer’s disease and stroke.
Neuroimmunology and Neuroinflammation, 3(2), 27. https://doi.org/10.20517/2347-
8659.2015.28

Rizvi, S., & Khan, A. M. (2019). Use of Transcranial Magnetic Stimulation for Depression. Cureus.
https://doi.org/10.7759/cureus.4736

Rollins, B. L., Morgan, L., Hjelm, B. E., Sequeira, A., Schatzberg, A. F., Barchas, J. D., Lee, F. S,,
Myers, R. M., Watson, S. J., Akil, H., Potkin, S. G., Bunney, W. E., & Vawter, M. P. (2018).
Mitochondrial Complex | Deficiency in Schizophrenia and Bipolar Disorder and Medication
Influence. Molecular Neuropsychiatry, 3(3), 157-169. https://doi.org/10.1159/000484348

Rolls, A., Shechter, R., London, A, Ziv, Y., Ronen, A., Levy, R., & Schwartz, M. (2007). Toll-like
receptors modulate adult hippocampal neurogenesis. Nature Cell Biology, 9(9), Article 9.
https://doi.org/10.1038/ncb1629

Roohi, E., Jaafari, N., & Hashemian, F. (2021). On inflammatory hypothesis of depression: What
is the role of IL-6 in the middle of the chaos? Journal of Neuroinflammation, 18(1), 45.
https://doi.org/10.1186/s12974-021-02100-7

Ross, E. L., Zivin, K., & Maixner, D. F. (2018). Cost-effectiveness of Electroconvulsive Therapy vs
Pharmacotherapy/Psychotherapy for Treatment-Resistant Depression in the United States.
JAMA Psychiatry, 75(7), 713-722. https://doi.org/10.1001/jamapsychiatry.2018.0768

Rossetti, A. C., Paladini, M. S., Trepci, A., Mallien, A., Riva, M. A., Gass, P., & Molteni, R. (2019).
Differential Neuroinflammatory Response in Male and Female Mice: A Role for BDNF. Frontiers

110



in Molecular Neuroscience, 12.
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnmol.2019.00166

Sabeh, R. E., Bonnet, M., Corf, K. L., Lang, K., Kfoury, A., Badran, B., Hussein, N., Virard, F.,
Treilleux, ., Romancer, M. L., Lebecque, S., Manie, S., Coste, |., & Renno, T. (2021). A Gender-
Dependent Molecular Switch of Inflammation via MyD88/Estrogen Receptor-Alpha Interaction.
Journal of Inflammation Research, 14, 2149-2156. https://doi.org/10.2147/JIR.S306805

Salim, S. (2014). Oxidative Stress and Psychological Disorders. Current Neuropharmacology,
12(2), 140. https://doi.org/10.2174/1570159X11666131120230309

Sanmarco, L. M., Ponce, N. E., Visconti, L. M., Eberhardt, N., Theumer, M. G., Minguez, A. R., &
Aoki, M. P. (2017). IL-6 promotes M2 macrophage polarization by modulating purinergic
signaling and regulates the lethal release of nitric oxide during Trypanosoma cruzi infection.
Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular Basis of Disease, 1863(4), 857-869.
https://doi.org/10.1016/j.bbadis.2017.01.006

Sawyer, A. J., Tian, W., Saucier-Sawyer, J. K., Rizk, P. J., Saltzman, W. M., Bellamkonda, R. V., &
Kyriakides, T. R. (2014). The effect of inflammatory cell-derived MCP-1 loss on neuronal survival
during chronic neuroinflammation. Biomaterials, 35(25), 6698-6706.
https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2014.05.008

Scholtzova, H., Do, E., Dhakal, S., Sun, Y., Liu, S., Mehta, P. D., & Wisniewski, T. (2017). Innate
Immunity Stimulation via Toll-Like Receptor 9 Ameliorates Vascular Amyloid Pathology in Tg-
SwDI Mice with Associated Cognitive Benefits. The Journal of Neuroscience, 37(4), 936-959.
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.1967-16.2016

Selles, M. C., Fortuna, J. T. S., & Santos, L. E. (2017). Immunomodulation via Toll-like Receptor 9:
An Adjunct Therapy Strategy against Alzheimer’s Disease? Journal of Neuroscience, 37(19),
4864-4867. https://doi.org/10.1523/INEUROSCI.0579-17.2017

Shadrina, M., Bondarenko, E. A., & Slominsky, P. A. (2018). Genetics Factors in Major Depression
Disease. Frontiers in Psychiatry, 9, 334. https://doi.org/10.3389/fpsyt.2018.00334

Sheridan, B. C., Dinarello, C. A., Meldrum, D. R., Fullerton, D. A., Selzman, C. H., & Mclintyre, R.
C. (1999). Interleukin-11 attenuates pulmonary inflammation and vasomotor dysfunction in
endotoxin-induced lung injury. The American Journal of Physiology, 277(5), L861-867.
https://doi.org/10.1152/ajplung.1999.277.5.L861

Shi, F.-)., Xie, H., Zhang, C.-Y., Qin, H.-F., Zeng, X.-W., Lou, H., Zhang, L., Xu, G.-T., Zhang, J.-F., &
Xu, G.-X. (2021). Is Iba-1 protein expression a sensitive marker for microglia activation in
experimental diabetic retinopathy? International Journal of Ophthalmology, 14(2), 200-208.
https://doi.org/10.18240/ijo.2021.02.04

Shintani, Y., Drexler, H. C., Kioka, H., Terracciano, C. M., Coppen, S. R., Imamura, H., Akao, M.,
Nakai, J., Wheeler, A. P., Higo, S., Nakayama, H., Takashima, S., Yashiro, K., & Suzuki, K. (2014).
Toll-like receptor 9 protects non-immune cells from stress by modulating mitochondrial ATP
synthesis through the inhibition of SERCA2. EMBO reports, 15(4), 438-445.
https://doi.org/10.1002/embr.201337945

Shintani, Y., Kapoor, A., Kaneko, M., Smolenski, R. T., D’Acquisto, F., Coppen, S. R., Harada-Shoji,
N., Lee, H. J., Thiemermann, C., Takashima, S., Yashiro, K., & Suzuki, K. (2013). TLR9 mediates
cellular protection by modulating energy metabolism in cardiomyocytes and neurons.

111



Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 110(13), 5109-
5114. https://doi.org/10.1073/pnas.1219243110

Shishkina, G. T., Bannova, A. V., Komysheva, N. P., & Dygalo, N. N. (2020). Anxiogenic-like effect
of chronic lipopolysaccharide is associated with increased expression of matrix
metalloproteinase 9 in the rat amygdala. Stress, 23(6), 708-714.
https://doi.org/10.1080/10253890.2020.1793943

Silverman, H. A., Dancho, M., Regnier-Golanov, A., Nasim, M., Ochani, M., Olofsson, P. S,
Ahmed, M., Miller, E. J., Chavan, S.S., Golanov, E., Metz, C. N., Tracey, K. J., & Pavlov, V. A. (2015).
Brain Region—Specific Alterations in the Gene Expression of Cytokines, Immune Cell Markers and
Cholinergic System Components during Peripheral Endotoxin—Induced Inflammation. Molecular
Medicine, 20(1), 601-611. https://doi.org/10.2119/molmed.2014.00147

Song, Y., Shou, L. M., Ai, L.-Y., Bei, Y., & Chen, M.-T. (2019). Mini-Review: The Non-Immune
Functions of Toll-Like Receptors. Critical Reviews in Eukaryotic Gene Expression, 29(1), 37-45.
https://doi.org/10.1615/CritRevEukaryotGeneExpr.2018027399

Steru, L., Chermat, R., Thierry, B., & Simon, P. (1985). The tail suspension test: A new method
for screening antidepressants in  mice. Psychopharmacology, 85(3), 367-370.
https://doi.org/10.1007/BF00428203

Stevens, S. L., Ciesielski, T. M. P., Marsh, B. J., Yang, T., Homen, D. S., Boule, J.-L., Lessov, N. S.,
Simon, R. P., & Stenzel-Poore, M. P. (2008). Toll-like receptor 9: A new target of ischemic
preconditioning in the brain. Journal of Cerebral Blood Flow and Metabolism: Official Journal of
the International Society of Cerebral Blood Flow and Metabolism, 28(5), 1040-1047.
https://doi.org/10.1038/sj.jcbfm.9600606

Sulakhiya, K., Keshavlal, G. P., Bezbaruah, B. B., Dwivedi, S., Gurjar, S. S., Munde, N., Jangra, A.,
Lahkar, M., & Gogoi, R. (2016). Lipopolysaccharide induced anxiety- and depressive-like
behaviour in mice are prevented by chronic pre-treatment of esculetin. Neuroscience Letters,
611, 106-111. https://doi.org/10.1016/j.neulet.2015.11.031

Sumner, J. A., Chen, Q., Roberts, A. L., Winning, A., Rimm, E. B., Gilsanz, P., Glymour, M. M.,
Tworoger, S. S., Koenen, K. C., & Kubzansky, L. D. (2018). Posttraumatic Stress Disorder Onset
and Inflammatory and Endothelial Function Biomarkers in Women. Brain, behavior, and
immunity, 69, 203-209. https://doi.org/10.1016/j.bbi.2017.11.013

Sun, Z., Chen, A., Fang, H., Sun, D., Huang, M., Cheng, E., Luo, M., Zhang, X., Fang, H., & Qian, G.
(2023). B cell-derived IL-10 promotes the resolution of lipopolysaccharide-induced acute lung
injury. Cell Death & Disease, 14(7), Article 7. https://doi.org/10.1038/s41419-023-05954-2

Takada, Y., Hisamatsu, T., Kamada, N., Kitazume, M. T., Honda, H., Oshima, Y., Saito, R.,
Takayama, T., Kobayashi, T., Chinen, H., Mikami, Y., Kanai, T., Okamoto, S., & Hibi, T. (2010).
Monocyte chemoattractant protein-1 contributes to gut homeostasis and intestinal
inflammation by composition of IL-10-producing regulatory macrophage subset. Journal of
Immunology (Baltimore, Md.: 1950), 184(5), 2671-2676.
https://doi.org/10.4049/jimmunol.0804012

Tang, Y., & Le, W. (2016). Differential Roles of M1 and M2 Microglia in Neurodegenerative
Diseases. Molecular Neurobiology, 53(2), 1181-1194. https://doi.org/10.1007/s12035-014-
9070-5

112



Thomalla, M., Schmid, A., Neumann, E., Pfefferle, P. I., Muller-Ladner, U., Schéaffler, A., &
Karrasch, T. (2019). Evidence of an anti-inflammatory toll-like receptor 9 (TLR 9) pathway in
adipocytes. The Journal of Endocrinology, 240(2), 325-343. https://doi.org/10.1530/JOE-18-
0326

Thompson, W. L., Karpus, W. J., & Van Eldik, L. J. (2008). MCP-1-deficient mice show reduced
neuroinflammatory responses and increased peripheral inflammatory responses to peripheral
endotoxin insult. Journal of Neuroinflammation, 5(1), 35. https://doi.org/10.1186/1742-2094-5-
35

Trifu, S., Sevcenco, A., Stanescu, M., Dragoi, A., & Cristea, M. (2021). Efficacy of electroconvulsive
therapy as a potential first-choice treatment in treatment-resistant depression (Review).
Experimental and Therapeutic Medicine, 22(5), 1281. https://doi.org/10.3892/etm.2021.10716

Tripathi, A., Bartosh, A., Whitehead, C., & Pillai, A. (2023). Activation of cell-free mtDNA-TLR9
signaling mediates chronic stress-induced social behavior deficits. Molecular Psychiatry, 1-10.
https://doi.org/10.1038/s41380-023-02189-7

Vafadari, B., Salamian, A., & Kaczmarek, L. (2016). MMP-9 in translation: From molecule to brain
physiology, pathology, and therapy. Journal of Neurochemistry, 139(S2), 91-114.
https://doi.org/10.1111/jnc.13415

Valkanova, V., Ebmeier, K. P., & Allan, C. L. (2013). CRP, IL-6 and depression: A systematic review
and meta-analysis of longitudinal studies. Journal of Affective Disorders, 150(3), 736-744.
https://doi.org/10.1016/j.jad.2013.06.004

Varatharaj, A., & Galea, |. (2017). The blood-brain barrier in systemic inflammation. Brain,
Behavior, and Immunity, 60, 1-12. https://doi.org/10.1016/j.bbi.2016.03.010

Ventura-Clapier, R., Moulin, M., Piquereau, J., Lemaire, C., Mericskay, M., Veksler, V., & Garnier,
A. (2017). Mitochondria: A central target for sex differences in pathologies. Clinical Science,
131(9), 803-822. https://doi.org/10.1042/C520160485

Videbech, P., & Ravnkilde, B. (2004). Hippocampal Volume and Depression: A Meta-Analysis of
MRI Studies. American Journal of Psychiatry, 161(11), 1957-1966.
https://doi.org/10.1176/appi.ajp.161.11.1957

Walker, A. K., Budac, D. P., Bisulco, S., Lee, A. W., Smith, R. A., Beenders, B., Kelley, K. W., &
Dantzer, R. (2013). NMDA Receptor Blockade by Ketamine Abrogates Lipopolysaccharide-
Induced Depressive-Like Behavior in C57BL/6J Mice. Neuropsychopharmacology, 38(9), 1609-
1616. https://doi.org/10.1038/npp.2013.71

Wang, X., Bozdagi, O., Nikitczuk, J. S., Zhai, Z. W., Zhou, Q., & Huntley, G. W. (2008). Extracellular
proteolysis by matrix metalloproteinase-9 drives dendritic spine enlargement and long-term
potentiation coordinately. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States
of America, 105(49), 19520-19525. https://doi.org/10.1073/pnas.0807248105

Wang, X., & Michaelis, E. (2010). Selective neuronal vulnerability to oxidative stress in the brain.
Frontiers in Aging Neuroscience, 2.
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnagi.2010.00012

113



Wang, Y., Zhang, Y., Hu, W., Xie, S., Gong, C.-X., Igbal, K., & Liu, F. (2015). Rapid alteration of
protein phosphorylation during postmortem: Implication in the study of protein
phosphorylation. Scientific Reports, 5, 15709. https://doi.org/10.1038/srep15709

Weber, C. M., & Clyne, A. M. (2021). Sex differences in the blood-brain barrier and
neurodegenerative diseases. APL Bioengineering, 5(1), 0115089.
https://doi.org/10.1063/5.0035610

Wheaton, W. W., Weinberg, S. E., Hamanaka, R. B., Soberanes, S., Sullivan, L. B., Anso, E.,
Glasauer, A., Dufour, E., Mutlu, G. M., Budigner, G.S., & Chandel, N.S. (2014). Metformin inhibits
mitochondrial complex | of cancer cells to reduce tumorigenesis. elife, 3, e02242.
https://doi.org/10.7554/elife.02242

Woodburn, S. C., Bollinger, J. L., & Wohleb, E. S. (2021). The semantics of microglia activation:
Neuroinflammation, homeostasis, and stress. Journal of Neuroinflammation, 18(1), 258.
https://doi.org/10.1186/s12974-021-02309-6

World Health Organization (WHOQ). (2022). Mental disorders. https://www.who.int/news-
room/fact-sheets/detail/mental-disorders

World Health Organization (WHO). (2023). Depressive disorder (depression).
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/depression

Yang, Y., Estrada, E. Y., Thompson, J. F., Liu, W., & Rosenberg, G. A. (2007). Matrix
metalloproteinase-mediated disruption of tight junction proteins in cerebral vessels is reversed
by synthetic matrix metalloproteinase inhibitor in focal ischemia in rat. Journal of Cerebral Blood
Flow and Metabolism: Official Journal of the International Society of Cerebral Blood Flow and
Metabolism, 27(4), 697-709. https://doi.org/10.1038/sj.jcbfm.9600375

Yang, Y., Sun, H., Zhang, Y., Zhang, T., Gong, J., Wei, Y., Duan, Y.-G., Shu, M., Yang, Y., Wu, D., &
Yu, D. (2021). Dimensionality reduction by UMAP reinforces sample heterogeneity analysis in
bulk transcriptomic data. Cell Reports, 36(4), 109442.
https://doi.org/10.1016/j.celrep.2021.109442

Zeng, W., Zhang, C., Long, Q., & Li, Y. (2021). Dexmedetomidine Alleviates LPS-Induced Neuronal
Dysfunction by Modulating the AKT/GSK-3&beta;/CRMP-2 Pathway in Hippocampal Neurons.
Neuropsychiatric Disease and Treatment, 17, 671-680. https://doi.org/10.2147/NDT.S297365

Zhang, J., Xue, B., Jing, B., Tian, H., Zhang, N, Li, M., Lu, L., Chen, L., Diao, H., Chen, Y., Wang, M.,
& Li, X. (2022). LPS activates neuroinflammatory pathways to induce depression in Parkinson’s
disease-like condition. Frontiers in Pharmacology, 13, 961817.
https://doi.org/10.3389/fphar.2022.961817

Zimmerman, G., Shaltiel, G., Barbash, S., Cohen, J., Gasho, C. J., Shenhar-Tsarfaty, S., Shalev, H.,
Berliner, S. A, Shelef, I., Shoham, S., Friedman, A., Cohen, H., & Soreq, H. (2012). Post-traumatic
anxiety associates with failure of the innate immune receptor TLR9 to evade the pro-
inflammatory NFkB pathway. Translational Psychiatry, 2(2), Article 2.
https://doi.org/10.1038/tp.2012.4

Zmora, N., Bashiardes, S., Levy, M., & Elinav, E. (2017). The Role of the Immune System in
Metabolic Health and Disease. Cell Metabolism, 25(3), 506-521.
https://doi.org/10.1016/j.cmet.2017.02.006

114



Zou, P., Yang, F., Ding, Y., Zhang, D., Liu, Y., Zhang, J.,, Wu, D., & Wang, Y. (2022).
Lipopolysaccharide downregulates the expression of ZO-1 protein through the Akt pathway.
BMC Infectious Diseases, 22(1), 774. https://doi.org/10.1186/s12879-022-07752-1

115



’ , e

Fuente: elaboracion
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Anexo Il. Tiempos de inmovilidad Test de suspension por la cola (10 minutos). Ratones machos
de 5-6 meses de edad tratados con agonista y administrados a los dos meses con LPS. n=8 por
grupo. T-test no pareado p = 0,0363 t, dft=2,334, df=13
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Abstract: Substance use disorders are a group of diseases associated with
social, professional, and family impairment and represent a high socio-
economic impact on the countries” health systems. These disorders present
a very complex diagnosis and treatment due to the lack of suitable
biomarkers supporting the correct diagnosis and classification and the
difficulty in selecting effective therapies. Over the last few years, several
studies pointed out that these addictive disorders are associated with
systemic and central nervous system inflammation that could play a
relevant role in the onset and progression of these diseases. Therefore,
identifying different immune system components as biomarkers of such
addictive disorders could be a crucial step to promote appropriate
diagnosis and treatment. Thus, this work aims to provide an overview of
the immune system alterations that may be biomarkers of various
addictive disorders.

Inflammation; addiction;

Keywords: cannabinoid; alcohol; opioid;

biomarker; diagnostic.

1. Introduction

Inflammation is a physiological process that helps to repair
tissue damage or resolve an infection. However, abnormal
responses or chronic inflammation can be pathological.
Neuroinflammatory processes are widely implicated in many
psychiatric diseases, including major depression, anxiety
disorders, schizophrenia, or substance use disorder (SUD).
Peripheral inflammatory states can contribute to
neuroinflammation through several alterations in various
organs and tissues. Among the most notable alterations is the
disruption of the blood-brain barrier, which facilitates the
infiltration of inflammatory mediators into the central nervous
system and, alterations in the intestinal permeability
associated with changes in the composition of the gut
microbiota.
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Consequently, an increase in microbiota products and
derivatives [1] may play a relevant role in activating the innate
immune system, triggering a systemic inflammatory reaction
followed by an adaptive immune response [2]. One of the main
routes of starting the innate immune system is through the
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
(NF-kB) signaling pathway. This pathway promotes the release
of proinflammatory cytokines such as Interleukin-1 beta (IL-
1B) and tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), influencing
neurobiological processes that occur in the development of
addiction [3]. Cytokines are small proteins with a specific effect
on the interactions and communications between cells. Some
of them, such as IL-6 or IL-10 and INF-y, may carry mixed
actions with pro- or anti-inflammatory actions depending on
the specific situation [4,5].

In addition to inflammatory cytokines, different elements are
released into the extracellular space in damage and are
recognized by the innate immune system components. These
elements are called “Damage associated Molecular Patterns”
(DAMPS) and are recognized by specific receptors, known as
Pattern Recognition Receptors (PRR), composed of several
families of receptors. Within the PRRs, Toll-Like Receptors
(TLRs) or NOD-Like Receptors (NLRs) can be highlighted. These
receptors recoghize DAMPS and Pathogen Associated
Molecular Patterns (PAMPS) or products associated with
oxidative stress such as reactive oxygen species (ROS). Once
these PRRs are activated, a signaling cascade is initiated that
releases inflammatory mediators through pathways such as
NF- kB [6-8].

Lately, several studies have focused on determining the
association between inflammation and SUD, which has given
rise to many findings in this regard. However, it is still unclear
how the immune system and inflammatory mediators may
associate with the vulnerability for the development of SUD,
its progression, and whether immunotherapy may be an
excellent approach to tackle these disorders.

It has been shown how different cell types can synthesize
proinflammatory cytokines, both neuronal and glial, and can
substantially affect brain physiology, such as IL-6 or IL-1B in
Long Term Potentiation (LTP), memory, and synaptic plasticity
[9,10]. These neuroadaptive changes also occur in substance
use disorders, where alterations in the innate immune system
associated with areas of the mesolimbic system and processes
involved in addictive behaviors have been seen [3,11,12]. On
the other hand, among TLRs, where 13 were described in mice
and only 10 in humans [8], the most studied receptor was
TLR4. This receptor has been involved in behavioral deficits
due to alcohol consumption [13], alterations in synaptic
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plasticity, and opioid drug reinforcement [14]. However, the
growing interest in the innate immune system highlights the
involvement of other receptors, such as TLR3, TLR7, NPRL3 in
the case of alcohol [15] [16,17]. Furthermore, these
mechanisms are postulated as potential therapeutic targets
for substance use disorder [12].

The diagnosis and prognosis of SUD are limited by the lack
of specific biomarkers, being the clinical diagnosis based on
addiction scales and questionnaires the primary classification
tool. This is a significant disadvantage compared to other
pathologies, where patients with very heterogeneous clinical
features are classified under the umbrella of a single diagnosis.
Therefore, to improve the therapeutic process, identifying
more specific and sensitive markers, particularly biomarkers
that have good reproducibility, a good signal-to-noise ratio,
and, very importantly, reflect the dynamism and clinical
progression of the disease are needed [18]. The purpose of this
review is to evaluate the role of the immune system in
substance use disorders, focused on substances that act as
nervous system depressants, to assess its potential use as a
biomarker, and to guide future research (Figure 1).

[Figure 1 — Graphical abstract]

1. Cannabinoids

Cannabis, such as hashish or marijuana, is the most commonly
used illicit drug worldwide. Available data suggest that the
prevalence and incidence of its consumption will keep rising
over the following years, thus representing a serious public
health problem [19]. Approximately 24% of patients initiating
treatment for substance abuse have a diagnosis of cannabis
use disorder (CUD) [20]. According to the last World Drug
Report [21], two hundred million people used marijuana
(cannabis) in 2019. Importantly, this report also alerts about
the worrying reduction in the perception of risk associated
with cannabis use among adolescents and the 4-fold increase
in the cannabis herb potency (the content of Delta9-
Tetrahydrocannabinol (THC)). An evaluation of the global
disease burden indicates that CUD encompassing intoxication,
withdrawal syndrome, and dependence criteria, accounted for
2 million disability-adjusted life years (DALYs) globally in 2010
[22].

1.1 Endocannabinoid-mediated regulation of the immune
system

The involvement of the endocannabinoid system in the
regulation of the immune system was first described when a
peripheral receptor for cannabinoids (cannabinoid 2 receptor
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(CB2r)) was identified and characterized in macrophages found
in the marginal zone of the spleen [23]. Human cannabinoid
receptors and their gene transcripts were also identified in
blood samples from regular human volunteers who reported
no prior use of marijuana [24]. Several reports using
endocannabinoids, natural cannabinoids, and synthetic
cannabinoids revealed a significant role of these compounds
on inflammation and immunomodulation [25-27]. Several
reports have accounted for the anti-inflammatory properties
of THC and other cannabinoids through multiple immune-
related mechanisms such as the suppression of TNF-a and
other cytokines such as IL-6, IFN-y, and IL-12 [28-30]. Thus,
accumulated evidence points out that cannabis extracts could
modulate immune function, an essential factor to be
considered both from the recreational and therapeutic point
of view associated with the use of cannabis and its derivatives.
The following sections compile the studies that have evaluated
the changes occurring in different immune system targets
after cannabis use, which could be useful as potential
biomarkers (Table 1).

[Table 1. Main findings achieved from animal and clinical
studies evaluating changes of inflammatory biomarkers after
exposure to cannabinoids.]

1.2 Consequences of cannabis use on inflammatory
biomarkers

In recent years an increasing number of animal and clinical
studies evaluated how the immune system is modified in
response to exposure to cannabis or specific cannabinoid
compounds. These investigations facilitated changes in
different inflammatory biomarkers, mainly cytokines and
acute-phase proteins, which may provide valuable information
about the immediate or long-term consequences of prolonged
cannabis use on the immune system.

Among the first studies that evaluated the effect of cannabis
on inflammatory parameters were those focused on the
pulmonary system. Baldwin and cols. analyzed alveolar
macrophages in vitro from marijuana smokers and showed a
lower production of TNF-q, IL-6, and granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor after LPS-induced stimulation [31].
Similarly, another study performed with airway mucosal
biopsies also concluded that regular smoking of marijuana was
associated with significant pulmonary inflammation,
particularly when combined with tobacco [32]. In addition,
gene expression analyses performed in the airway epithelium
of cannabis users revealed that IL-6 and several toll-like
receptors (TLR2, TLR5, TLR6, TLR9), involved in the initiation of
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the inflammatory cascade, were significantly upregulated
compared to controls [33].

The effects of cannabis consumption on immune function have
been evaluated in different populations of cannabis users,
revealing reduced serum levels of IL-6 [34-36], TNF-a [35,37],
and IL-2 [38]. Accordingly, animal studies also showed a
significant reduction of IL-2 and IFN-y levels [39]. Moreover, in
peritoneal macrophages stimulated with LPS extracted from
adolescent and adult mice, the production of IL-1p and TNF-a
was reduced while IL-10 increased. Animals treated during the
adolescent period produced the opposite effects on the
inflammatory biomarkers during adulthood [40]. Interestingly,
subsequent studies following the same experimental design in
mice and evaluating changes in the levels of IL-1B, TNF-a, and
IL-10 in the hypothalamus and hippocampus, revealed a very
similar profile to that reported in the periphery [41]. Thus, it
appears that early-life exposure to cannabis produces a long-
lasting and persistent neuroinflammatory state. Indeed,
another study performing a 10-day treatment with THC
showed increased levels of TNF-a, inducible nitric oxide
synthase (iNOS), and cyclooxygenase 2 (COX-2) while reduced
IL-10 in the adult prefrontal cortex (PFC) of rats [42].

Some authors found no differences between cannabis users
and corresponding controls. For instance, IL-1B, IL-6, and TNF-
o were non-significantly different between controls and
marijuana users, and even a mild elevation of IL-6 and TNF-a
was found [43]. Indeed, increased levels of total oxidant status,
oxidative stress, and IL-1B, IL-6, IL-8, and TNF-a were
encountered in patients with CUD [44]. In addition, the effect
of cannabis use on the plasma levels of the chemokine CCL11
was explored in subjects using cannabis at present (current
use), subjects who had not consumed cannabis for two months
or more (past use), and their corresponding controls (never
use). CCL11 is involved in adult neurogenesis, cognitive
functions, and aging processes. In this preliminary study,
current cannabis use was associated with significantly higher
CCL11 levels, whereas no changes were detected between
past users and control patients [45].

C-reactive protein (CRP)

CRP is an acute-phase reactant protein generated in response
to the release of cytokines into the bloodstream. CRP serves as
a marker of systemic inflammation associated with the
progression of several chronic diseases, including
cardiovascular disease (CVD), metabolic disease, and diabetes,
as well as mortality. Interestingly, CRP has been recently used
to examine the relationship between marijuana use and
inflammation, though mixed literature is available. One of the
first studies analyzed data from the National Health and
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Nutrition Examination Survey (NHANES) indicating that lower
CRP levels (< 0.5 mg/dL) were found in past marijuana users
compared to current and never-users [46]. These results were
intriguing since lower inflammation values were present
among former cannabis smokers but not among active
smokers. For that reason, more recent NHANES data was
employed to obtain that current marijuana users
demonstrated lower CRP levels than never-users over one
year, failing to fully replicate the previous results but
suggesting an anti-inflammatory effect of marijuana [47].
Despite the anti-inflammatory properties attributed to
marijuana use, several authors have found no robust
predictive relationship with lower CRP levels [48-50]. Recent
marijuana use was associated with lower CRP levels, but this
effect was explained by gender, body mass index (BMl), and
anti-inflammatory medication use [51]. Similarly, a recent
report also described lower biomarkers of systemic
inflammation, including high-sensitivity CRP, IL-6, and
fibrinogen among patients who self-reported cannabis use in
the past 30 days. However, these findings were not statistically
significant after adjusting with multivariable models [52].
Costello et al. found a proinflammatory effect of marijuana on
CRP in adolescents. In addition, higher CRP levels predicted
cannabis use, abuse, or dependence [53]. Indeed, maternal
CRP levels appear to be predictive for using cannabis during
adolescence [54]. Additional studies have also described that
long-term cannabis use is associated with increased levels of
CRP, suggesting a potential proinflammatory profile. A cross-
sectional study with 24 long-term cannabis users detected
higher circulating CRP levels that were associated with more
significant 18-kDa translocator protein (TSPO) brain levels
analyzed by positron emission tomography (PET) [55]. The
mitochondrial TSPO protein is highly expressed in glial cells. It
is commonly used as a biomarker to image neuroinflammation
as its expression is upregulated in reactive microglia and
astrocyte cells in CNS diseases. However, neuronal activity can
modify TSPO levels suggesting that non-inflammatory
interpretations should be considered in some physiological or
pathological contexts [56]. Interestingly, Lisano and cols.
found higher CRP levels in cannabis users, placing them at
moderate risk for CVD development [57,58].

Continued marijuana use (i.e., past 30 days) may confer a more
potent anti-inflammatory effect than more remote use (i.e.,
past 12-months). Future studies assessing the influence of the
timing of marijuana use on CRP may be critical to informing our
understanding of the length of time in which marijuana use
affects CRP levels.
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2. Alcohol Use Disorder

Alcohol consumption is a central disabling element worldwide
and a risk factor for developing cancer and increasing all-cause
mortality rates [59]. There are no specific biomarkers to
Diagnose Alcohol Use Disorder (AUD) or estimate the degree
of consumption. According to the “Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders 5th edition (DSM-V) [60]. At least
two of the 11 items listed in the manual are needed to
establish the diagnosis. Like other substance use disorders,
this latest version includes both alcohol abuse and alcohol
dependence.

Regarding the risk involved in consumption, various strategies
have been developed without much prognostic sensitivity,
such as evaluating the consumption of standard units. At this
point, an approximate criterion of ranges can be applied that
vary, for a low risk of consumption, between 20-40 g per day
(<200 g per week) for men and 10-30 g per day (<140 g per
week) for women [61]. This criterion varies between countries
and the patient’s gender, so it is not uncommon to see diverse
values depending on the source consulted. In addition, due to
the importance of burden at a global dimension, the World
Health Organization has developed another tool, widely used
in clinical practice, such as the Alcohol Use Disorders
Identification Test (AUDIT). This scale evaluates consumption,
providing values of the low, medium, moderate, moderate
risk, high risk, and probable addiction according to the score
obtained [62].

These assessments help predict one of the direct
consequences of excessive alcohol consumption, such as the
development of alcoholic liver disease, alcoholic fatty liver
disease, cirrhosis, hepatitis, or alcoholic hepatic
encephalopathy. However, they would not provide
information for estimating a substance use disorder. This
damage may be evaluated by using serum biochemical tests.
Other tests nonspecific of AUD can be used to estimate and
relate liver damage to excessive alcohol consumption, for
example, AST: ALT ratio, elevated GGT or mean corpuscular
volume (MCV) [63], together with validated tools for
stratifying liver damage, such as the Child-Pugh [64].

In conjunction with validated tools for stratifying liver damage,
alcohol consumption leads to alterations in the immune
system in phases of liver damage and sporadic consumption,
so there is a complex and dynamic relationship between
inflammation and alcohol consumption. Therefore, due to the
impact of alcohol consumption in society and the lack of
biomarkers, we highlight a series of immune alterations
observed in different studies during acute or chronic drinking
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and withdrawal to guide the development of more specific
biomarkers of AUD based on inflammatory markers.
Moreover, in this section, we also evaluate the association of
alcohol liver disease with inflammation.

21  Acute Drinking

[Table 2. Alcohol Use Disorder. Acute Drinking.]

The National Institute considers binge drinking on Alcohol
Abuse and Alcoholism (NIAAA) as consuming 4/5 or more
alcoholic beverages in less than two hours. This type of
consumption occurs mainly in adolescents and young patients.
In a significant number of cases, emergency medical teams
must be involved, and an essential factor that deteriorates
interpersonal relationships, which has a significant negative
impact on the psychosocial development of these adolescents
and young people. Therefore, occasional but excessive
consumption represents a significant risk to physical and
mental health [65].

As for how this consumption affects the immune system,
several studies have shown that binge consumption produces
endotoxemia [66,67], leading to increased intestinal
permeability. Endotoxins are Pathogen Associated Molecular
Patterns (PAMPs) that can trigger an innate inflammatory
response with the consequent release of proinflammatory
cytokines through binding to Pattern Recognition Receptors
(PRR), as occurs with the bacterial lipopolysaccharide LPS
through Toll-Like Receptor 4 (TLR4) [68]. Furthermore, it has
been seen that, at the intestinal level, acute alcohol
consumption can increase the E. coli/Lactobacilli ratio [67],
which may also increase the permeability of the intestinal
barrier [69].

Cytokines such as IL-8 increase in the plasma in healthy
individuals after binge drinking [70]. Furthermore, a transient
rise in neutrophils or peripheral blood mononuclear cells was
also reported [71,72]. On the other hand, a decrease in
microRNA, which are small fragments of about 25 nucleotides
of noncoding RNA, was also found. These miRNA can act as
post-transcriptional regulators of different pathways of the
immune system [73]. In particular, miRNA-223 decreased in
alcoholics with recent excessive drinking serum [71], which is
highly expressed in neutrophils and inhibits the expression of
[I-1B and IL-6 mRNA through the IKKa pathway [74]. In
addition, another miRNA such as mir-146a-5p, mir-21-5, and
mir-182-5p was altered after acute excessive alcohol
consumption and in a sex-dependent manner in females, both
human and mice [75].
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Interestingly, these findings point out that acute alcohol
consumption modulates the inflammatory response,
independent of liver damage by chronic consumption. Overall,
these alterations could be helpful as a measure of the
vulnerability to develop chronic alcohol disorder, relapse in
alcoholic patients, and detect binge drinking consumptions
(Table 2).

2.2 Chronic Drinking

[Table 3. Alcohol Use Disorder. Chronic Drinking.]

Chronic alcohol consumption has become a significant
problem in society, representing one of the significant burdens
on health and social systems [76]. Moreover, alcohol use
disorder dramatically impacts patients’ social, employment,
and family life. AUD is with more significant comorbidity of
psychiatric pathologies or increased risk of metabolic diseases
[77].

Therefore, it is not surprising that alcohol consumption is
associated with a systemic inflammation measurable in
different organs and tissues, as in peripheral blood. A decrease
in magnesium levels was found in patients with a high
consumption than those with moderate consumption [78].
Low magnesium levels are associated with cell damage and cell
death and damage-associated molecular patterns or DAMPS
[79], activating an immune-inflammatory response. Besides,
anti-acetaldehyde antibodies can be detected in serum [80].
This adaptive response could be produced by peripheral
dendritic cells (D.C.) involved in the innate response [81]. A
study by Laso et al. reported how D.C.s released IL1, IL6, IL12,
and TNFa in chronic alcoholic patients without liver disease
[82]; Furthermore, post-mortem studies revealed that
alcoholic patients with alcoholic ketoacidosis had elevated C-
reactive protein (CRP), IL-6 IL-10 in femoral venous blood [83].
Chronic alcohol consumption increases intestinal permeability
with a subsequent entry of pathogens into the bloodstream,
increasing endotoxemia which may precede the development
and progression to alcoholic liver disease [84].

Moreover, chronic alcohol consumption in animal models
revealed a decrease of miR181b-3p in the liver. Importantly,
miR181b-3p binds to importin a5 and regulates TLR4 pathway
signaling resulting in increased signaling of the NF-kB
inflammatory pathway [85]. Moreover, an increase in miR-155
was found at the central level [86], which regulates the
adaptor protein MyD88 of the NF-kB signaling pathway [87].
Several alterations in the immune system were described in
the brain, such as infiltration of leukocytes and microglia

126



activation in the cortex [17]. Similarly, in post-mortem brain
samples, another study reported increased IBA1 and Glut5
microglia positive cells in the cingulate cortex, while Glut5
positive microglial cells were also found in the midbrain VTA
regions [88]. Furthermore, another study showed elevated
protein levels of TLR7, high mobility group box-1 HMGB1, and
CD11b in the hippocampus of alcoholic patients, highlighting
the relation of TLR7 gene expression with years of alcohol
consumption [16].

Changes in gene and protein expression in different brain
areas were found in several markers of neuroinflammation,
including proinflammatory cytokines. The most studied were
TNF-a, IL-1B, or MCP-1. However, other cytokines or
chemokines such as CXCL10, CX3CL1, CXCL2, IL-12, IL-18, IL-33
increased in animal models and humans [15,17,86,88-90]:
while CCL4 expression was reduced [17]. Regarding other
components of the immune system, an increase in TLR3 mRNA
expression was detected 24 hours after the last alcohol
consumption in the nucleus accumbens while decreased in the
amygdala together with TLR4.

Some contradictory results were found in a series of
neuroimaging studies. While rat and non-human primate
studies increased TSPO binding activity [91,92], human studies
show a reduction [91,93,94]. These differences could be
because human studies were conducted with addicts of
several years in withdrawal, at different time points starting
from 2 days post-withdrawal up to a month. Other factors such
as the consumption of other drugs may interfere with the
results observed [95].

Altogether, these findings suggest a generalized inflammation
after chronic alcohol consumption in both, periphery and brain
(Table 3).

2.3  Withdrawal

[Table 4. Alcohol Use Disorder. Alcohol Withdrawal.]

In  the alcohol withdrawal phase, a decrease in
proinflammatory cytokines, together with an increase of anti-
inflammatory ones, was found after a few days of the
cessation of consumption [70]. Furthermore, in patients with
Alcoholic Liver Disease, CCL18 expression was increased after
one week in adipose tissue [96]. This chemokine induces an M2
macrophage phenotype [97] related to an anti-inflammatory
response [98]. Therefore, these findings suggest that the
inflammatory effect of alcohol begins to revert rapidly when
alcohol consumption stops.
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These changes were also found up to one month after the
cessation of alcohol consumption [99]. Consistently with
previous findings, Advanced glycation end products (AGE)
remain elevated one month after termination of consumption
[100] and well as decreases in Clara Cell secretory protein
(CC16) [99], a protein with anti-inflammatory properties,
postulated as a biomarker in several lung diseases [101].

Therefore, improving inflammatory parameters may provide a
basis for detecting relapses in patients undergoing alcohol
withdrawal in the short-medium term. However, it would be
necessary to investigate the potential of inflammatory
biomarkers in more prolonged detoxification and predict
patients susceptible to delirium tremens due to alcohol
withdrawal, which could compromise their lives (Table 4).

2.4  Alcoholic Liver Disease

[Table 5. Alcohol Use Disorder. Alcohol Liver Disease.]

One of the most visible consequences of chronic, long-term
consumption of large amounts of alcohol is the progression to
liver disease (ALD). The disease progresses from initial stages
with fatty liver, which in many cases is reversible, to liver
inflammation, and finally loss of function due to liver fibrosis
or cirrhosis.

Alterations in the levels of TNF-o and HSP70 [102] were found
in HSP70 from the early stages of AML. It is a well-known
DAMP associated with low-grade inflammation. This low-
grade inflammation can be measured by High-sensitivity C-
reactive protein (hsCRP), with a lower threshold than
conventional CRP. Furthermore, the values of hsCRP correlate
positively with markers of hepatic dysfunction [103].
Additionally, in an animal model of binge and escalating
alcohol exposure, levels of IL-6, IL-1, TNF-a, together with IL-
10, were increased [104]. At the same time, IL-10 decreased
after 12 weeks, indicating an imbalance in the level of
proinflammatory and anti-inflammatory cytokines that
concurred with the appearance of liver fibrosis.

A study with patients positively correlated the values of
soluble suppression of tumorigenesis-2 (sST2) with IL-6, IL-1B,
the severity of the Child-Pug scale, and the Maddrey test score
used to discriminate the severity of alcoholic hepatitis.
Interestingly, this study did not show an elevation in IL-33
levels [105]; IL-33 is the ligand of ST2. It should be noted that
the measurement of sST2 is postulated as a prognostic
biomarker in heart failure [106].

As for the progression of fibrosis already established and other
types of biomarkers that could assess prognosis, an increase of
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YKL40 was found, a molecule involved in the maturation of
monocytes to macrophages linked to inflammation and
fibrosis development [107]. In addition, in terms of survival
rates, a decrease in Treg lymphocytes and an increase in Th17
lymphocytes were observed in non-surviving patients after
admission for alcoholic liver disease. In the same study, an
increase in IL-17a, IL-1, and IL-6 was found, increasing IL-6
being a diagnostic and prognostic biomarker to the fatal ALD
[108]. Accordingly, patients with a level of IL-6238.66 pg/ml
[109] at hospital admission had significantly elevated mortality
than those with low levels. Also, IFN-y with antifibrotic effects
decreased in patients with higher long-term mortality in AAH
[110].

Furthermore, in the liver of a mouse animal model of ALD,
there was an increase of gene expression of pattern
recognition receptors such as TLR1, TLR2, TLR4, TLR6, TLR7,
TLR8, and TLR9 [111]. An increase of microglia in the
subventricular zone (SVZ), the superior frontal gyrus (SFG), and
increased levels of IL-6 in the percental gyrus (PCG) [112] were
found in post-mortem samples of alcoholic patients with
cirrhosis and hepatic encephalopathy.

On the other hand, some studies suggested that the severity
of acute alcoholic hepatitis can be assessed with the sCD163
protein [113], associated with the activation of macrophages
and the titer of antibodies against p. gingivalis 33277 and w38
[114], suggesting an increase in endotoxemia.

Therefore, in liver disease, due to prolonged and heavy alcohol
consumption, potential biomarkers that assess and reflect the
dynamism and progression of the disease based on
inflammatory markers are observed and may establish the
basis for future research (Table 5).

3. Opioid use disorder

Opioid use disorder is a social warming epidemic that affects
more than 16 million people and causes more than 120,000
deaths per year worldwide [115]. Diagnosis is based on the
American Psychiatric Association’s DSM-5. It includes, among
others, an intense craving for opioids, continued opioid use
despite associated social, physical, or psychological problems,
the presence of tolerance, and the presence of withdrawal.
Heroin represents the classical opioid of abuse, but other
opioids derived from medical use include morphine, codeine,
fentanyl, and synthetic opioids such as tramadol and
oxycodone [115].

Opioids can interfere with the immune system by participating
in immune cell function and modulating innate and acquired
immune responses [116]. One of the significant concerns
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related to chronic opioid use is the development of
immunosuppression, thereby increasing the risk of chronic
disease and infection [116]. Indeed, recent data suggest that
the effect on immune function is much more complicated.
Opioids act as biological response modifiers, and their actions
are highly contextual, plastic, adaptable, and influenced by
other processes or pathophysiological conditions. In
particular, emerging growing evidence points to
neuroinflammation as crucial for the addictive process [117].
To clarify the role of inflammation on opioid addiction and the
potential use of inflammatory biomarkers in this disorder, we
mainly focused on reports investigating the effects of opioids
in chronic exposure and the context of addiction. We
discarded reports related to inflammation-modulatory roles of
opioids in pain or analgesia and other conditions.

3.1 Acute opioid administration
[Table 6. Opioid Use Disorder. Acute administration.]

Acute opioid administration has been related to several
immune alterations. However, its relation to the future
development of addiction and the time-course modifications
that occur with prolonged administration have been sparsely
investigated. Interestingly, in this context, an essential role for
the anti-inflammatory cytokine IL-10 has been described.
Morphine administration activated glia in the rat nucleus
accumbens (NAc), concomitant with an increase in CRP, IFN-y,
CXCL9, CCL11, CCL12, CCL25, CCL17, CCL4, CCR4, and IL-10
expression and a decrease in CX3CL1 (fraktaline) [118].
Neonatal handling and pharmacological inhibition of glia in
adulthood induced by ibudilast significantly increased baseline
expression of the anti-inflammatory cytokine IL-10 in the NAc.
This action attenuated morphine-induced glial activation,
cytokine/chemokine expression and prevented future
morphine addiction in adulthood after morphine exposure.
This supports the fact that IL-10 may be precisely related to
this mechanism and therefore be used as a potential marker in
animal studies or post-mortem brains. In line with this, it was
found that IL-10 mRNA expression within the NAcc negatively
correlated with increased risk of drug-induced reinstatement
of Conditioned Place Preferences (CPP), suggesting a
protective role for this specific cytokine against morphine-
induced glial reactivity and drug-induced reinstatement of
morphine CPP.

Moreover, the authors did not find a peripheral immune
activation, as levels of peripheral IL-1 were not affected,
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whereas IL-10 significantly increased in the periphery.
However, in contrast to CNS, handled rats showed decreased
peripheral IL-10 levels [118]. Similarly, acute morphine
administration did not change serum IL-1B, IL-6, unlike 6 days
of morphine administration [119]. In contrast to chronic
administration, acute morphine administration also increased
IL-1B levels in several brain regions, including the striatum,
hippocampus, and TNFa in the cortex [120]. Interestingly,
chronic pain is accompanied by a proinflammatory profile.
Several results point out that these patients have an increased
risk of developing opioid addiction [121]. Notably, basal
differences in immune mediators related to the concomitant
pathology and individuals may play an essential role in the
development of addiction, which should be considered.
Overall, these data suggest that acute opioid administration
has different immunomodulatory effects in the periphery and
CNS, influencing future addictive behavior. However, there is
still a lack of information regarding how acute opioid use and
its interaction with the immune system relates to addictive
behavior development (Table 6).

3.2 Chronic opioid administration

[Table 7. Opioid Use Disorder. Chronic administration. ]

Chronic use of opioids produces dependence, tolerance, and
addiction, mediated by immune dysregulation (Table 7).
Chronic opioid administration upregulates peripheral IL-6, IL-
1B, TNFa, CRP, and IL-17A [119,122,123]. Moreover, opioid
exposure in the prenatal period can impact the peripheral
inflammatory profile after birth, as shown by increased serum
levels of IL-1B, IL-6, TNFa, and CXCL1, with IL-1B remaining
increased over a month. Moreover, isolated peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) increased basal TNFa release as
well as increased LPS-induced TNFa and IL-1B release, showing
that prenatal opioid exposure can reprogram the immune
system to sustained peripheral activation and reactivity [124].
In the central nervous system, several studies demonstrated
that microglial activation occurs in the context of opioid
addiction [125,126], and recent evidence suggests that
activated glia, including astrocyte and microglia, play an
essential role in opioid addiction. For example, it has been
shown that astrocyte is involved in dependence induced by
repeated morphine treatment [127] and microglia in the NAc
in the acquisition and maintenance, although not expression,
of morphine-induced reward in the CPP [128]. Consistently,
glial inhibitors decrease opioid addiction and physical
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dependence [118,128,129]. Transcriptomics and
metabolomics analysis related chronic opioid exposure with
upregulation of inflammatory pathways in the brain [130,131],
further demonstrating the involvement of inflammation in
opioid addiction.

The release of proinflammatory cytokines in the CNS was
associated with addictive behavior. In particular, in the NAc, a
significant upregulation of IL-6, TNFa, and IL-1B [119,132], and
IL-6 and IL-1B in mPFC [119] were found. Moreover, TLR2 and
TLR4 expression are increased after chronic opioid
administration in the NAc in rodents [132,133], whereas NF-
kB, TNFa, and IL-6 are upregulated in whole-brain homogenate
after chronic tramadol exposure [122]. Accordingly, other
studies found that chronic morphine administration induces
the expression of the chemokine CCL5 in the cortex and
striatum [120] and CXCL12 in VTA, which has been related to
the acquisition and maintenance of morphine-induced
conditioned place preference (CPP) [134]. However, some
contradictory results have also reported that chronic
morphine administration did not increase mRNA levels of
TNFa and IL-1B in the cortex, striatum, and hippocampus,
whereas IL-1B was downregulated in the cortex [120].
Additionally, an essential role of IL-10 has been further
demonstrated by Lacagnina et al. This author showed that
intracranial administration of IL-10 into the NAc reduces
remifentanil self-administration by suppressing
proinflammatory cytokine and chemokine gene expression
[133].

Human studies also revealed several immunological
alterations in the context of Opioid Use Disorder (OUD). Opioid
addicts have increased plasma levels of sCD40L, TNF-a, TGF-q,
IL-8, and CRP, complement factor C3 and C4 [135-138].
Interestingly, increased levels of TNFa and IL-8 were positively
correlated with years of using heroin [138].

On the other hand, total antioxidant capacity (TAC) was
positively and significantly correlated to nitric oxide
production in opium smokers, again suggesting a regulatory
response occurring in opium addicts to control the
inflammation [137]. Additional reports have described
increased inflammation in opioid addicts, together with
increased white blood cell count, neutrophil count, and
neutrophil percentage, while lymphocyte percentage and
basophils count were significantly low [139]. Heroin abusers
show adaptive immunity alterations as seen by chronic B cell
activation and increased total B cells [136]. Moreover,
peripheral blood leukocytes (PBL) in heroin addicts showed
enhanced spontaneous production of IL-6, whereas

132



stimulation of PBL with con-A increased IL-10 release and
proliferative activity compared to controls [140]

Identifying inflammatory biomarkers of opioid addiction in the
human brain is less advanced, but recent reports are bringing
out the importance of immune response dysregulation. For
example, a profound inflammatory profile is found in the
heroin-related human post-mortem brain, as shown by
increased expression of IL-15, CD68, TNF-a, IL-6, COX-2, and
HSP-70, especially in the brainstem [141]. Consistently, a
recent report revealed that, in post-mortem samples of
midbrain from opioid-induced death patients, the most
dysregulated gene module was firebrick3, highly enriched in
inflammatory and immunomodulatory genes [142].
Additionally, a large transcriptomic study in post-mortem
brains of OUD patients further revealed the importance of
neuroinflammation in this disorder. They focused on the
dorsolateral prefrontal cortex (DLPFC) and nucleus accumbens
(NAc). They found that the top activated upstream regulators
in DLPFC were TNF, IL1B, and NF-kB in the DLPFC, whereas IL1B
was one of the top-activated upstream regulators in NAc.
Moreover, this study revealed direct links between
neuroinflammation, risky behavior, and OUD, suggesting that
neuroinflammatory pathways may ultimately drive drug-
seeking in OUD [143]. In addition, a recent report identified IL4
and PECAM1 as potential biomarkers for opioid use disorder
[144].

3.3 Opioid withdrawal

[Table 8. Opioid Use Disorder. Opioid Withdrawal.]

Data obtained from rodents suggest an increase in
inflammatory mediators in the brain during the withdrawal
period, associated with the severity of withdrawal behavior.
For example, a recent report measured gene expression in
astrocytes, microglia, and neurons in the central amygdala
(CeA) of control, morphine-dependent, and withdrawal rats.
They found inflammatory genes, such as Cxcrl, TIr2, Tnf, and
Tnfrsfla, to be upregulated in the morphine group. However,
chronic morphine exposure did not substantially influence the
transcriptional state, but morphine withdrawal did. In
particular, a significant upregulation of neuroinflammatory
genes, notably Tnf, occurred in the withdrawal condition in all
three cell types, with astrocytes showing the most profound
shift [145]. Another study found an up-regulation of
inflammatory cytokines and microglia proliferation in
withdrawal conditions compared to morphine-dependent
conditions. In particular, withdrawal increases IL-1B in the
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hippocampus and striatum and TNF-a in the striatum, reducing
CCL5 in the frontal cortex. In contrast with morphine-
dependent conditions, no changes were observed [120].
Interestingly, increased hippocampal levels of IL-1 and TNFa
were linked to the severity of withdrawal behavior. These
changes were also associated with cortisol levels related to
stress and anxiety during withdrawal [146]. Furthermore,
another study consistently found elevated hippocampal IL-1B
expression associated with withdrawal behavior severity
[147]. Besides, morphine withdrawal induces TNFa release
and neuronal TNF-receptor 1 activation, which were involved
in behavioral modifications during withdrawal [148].
Additionally, the treatment with venlafaxine inhibited
withdrawal behavior and inhibited the up-regulation of TNF-q,
IL-1B, IL-6 induced by withdrawal. Interestingly, venlafaxine
failed to affect the brain with the increased concentrations of
IL-10, suggesting that withdrawal is dependent on
proinflammatory cytokines [149]. The involvement of
neuroinflammation arises because the glial inhibitor ibudilast
inhibits withdrawal behavior [150].

In patients, data from withdrawal periods were collected in the
context of methadone-maintenance therapy (MMT), where
several studies show association with changes in the
inflammatory profile. Opioid addicts under MMT significantly
increased plasma IL-1B, IL-6, and IL-8 compared to healthy
subjects. Interestingly, TNFa was not increased, but both TNFa
and IL-6 levels were significantly correlated with the dairy
methadone dosage administered and IL-1B with the duration
of methadone maintenance treatment [151]. Several studies
have shown that MMT significantly reduces plasma levels of
TNF-a, CRP, IL-6, and TGF-B1 [135] [152]. Additionally, MMT
significantly increased cognitive abilities in opioid addicts
associated with changes in inflammatory markers. For
instance, TNF-a levels negatively correlate with the visual
memory index and IL-6 levels with the verbal memory index
[152]. Another study consistently found that CRP and TGF-B1
decreased during MMT, although in this case, IL-1B, TNFa, and
IL-6 did not change.

Interestingly, the authors found a significantly positive
correlation between plasma IL-6 levels and MMT outcomes,
including the severity of heroin addiction and patient
adherence to MMT [153]. Another study used
dextromethorphan (D.M.) as co-adjuvant therapy of MMT and
found that TNFa, IL-8, and opioid dependence significantly
decreased after 12 weeks of MMT-DM but not in MMT-
Placebo patients. Moreover, methadone required dose
increased in MMT-Placebo and decreased in MMT-DM,
suggesting that patients become tolerant to methadone when
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used alone. The persistence of those cytokines may be
associated with the maintained dependence and development
of tolerance [138]. Accordingly, a subsequent study of the
effects of D.M. found a higher reduction in TNFa, but not in IL-
8, IL-6, and CRP, in MMT-DM compared to MMT-Placebo.
Moreover, dextromethorphan decreased the rate of
treatment withdrawal [154]. Additionally, MMT patients with
comorbid pain show elevated IFN-y and higher rates of
continued opioid abuse [155]. Opioid addicts under MMT also
maintained enhanced IL-6 release by Peripheral Blood
Leukocytes. In contrast, the increased production of IL-2, IFNy,
and IL-10 after stimulation was normalized by MMT [140].
These data suggest that several immunological alterations
accompany opioid addiction and that neuroinflammation plays
an important role in opioid dependence and relapse. Notably,
a different immunological profile occurs during acute and
chronic opioid intake and withdrawal periods and in the
periphery versus CNS. Available data suggest that IL-1B and
TNFa have an essential role in the brain in regulating
withdrawal behavior, thus prompting relapse. Moreover,
peripheral levels of TNFa and IL-6 may serve as good
predictors for MMT outcomes, although more research is
needed. Interventions targeting inflammation arise as
potential treatments for opioid addiction (Table 8).

Conclusions

As discussed in the review, several cytokines, acute-phase
proteins, and other immune system mediators reflect how
substance use produces both peripheral and central
inflammatory alterations. There are no good psychiatric
biomarkers to support the diagnosis and treatment of
substance use disorders. The immune system offers dynamism
and complexity, which could reflect the different phases of
substance abuse. There is currently a lack of knowledge about
the precise alterations at each phase. Therefore, new studies
should elucidate the complexity of these variations to be used
in routine clinical practice. Further translational studies are
needed to avoid biases associated with poly-consumption or
the existence of dual pathology.

In conclusion, the use of inflammatory biomarkers in addiction
disorders is a promising strategy to reflect the complexity of
addictive processes.

7. Limitations of the Review

Nonetheless, the results included in the present review should
be interpreted with caution due to some limitations. The
selected articles were Open Access or covered by CSIC or UMH
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institutions. Therefore, some articles met our selection
criteria, but we were unable to access the full version of the
article, and these articles were not included as a result. In
addition, several of the studies that were reviewed did not
take into account differences in gender, age, or associated
comorbidities. Finally, there is no specific information on the
duration, magnitude, and drug consumption patterns in many
experimental paradigms. Thus, future studies taking all of
these variables into consideration are necessary in order to
extract more precise information.

Figure legends:

Figure 1 — Graphical abstract. Substance use disorders are
associated with alterations in various immune markers. These
alterations can be measured and associated with the different
stages of the addictive process, providing promising
biomarkers to aid in diagnosing and treating this set of
psychiatric diseases.
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Abstract

Emotional behavior, memory, and learning have been associated with alterations in the
immune system in neuropsychiatric and neurodegenerative diseases. In recent years,
several studies pointed out the involvement of the cannabinoid receptor 2 (CB2r) in the
immune system and the regulation of inflammation. This receptor is widely distributed in
different tissues and organs with higher expression in spleen and immune system cells.
However, CB2r has also been detected in several brain areas and different brain cell types,
such as neurons and glia. These findings suggest that CB2r may closely relate the immune
system and the brain circuits regulating inflammation, mood, and cognitive functions.
Therefore, we review the studies that may help elucidate the molecular bases of CB2r in
regulating inflammation in different brain cells and its role in the pathophysiology of

psychiatric and neurodegenerative disorders.

148



Introduction

Psychiatric disorders are a heterogeneous group where alterations at the inflammatory
level have been identified, relating in some cases to the onset or progression of psychiatric
disorders.

Studies reported increased circulating inflammation in individuals with mood disorders
characterized by cognitive dysfunction [1] [2, 3] [4, 5][6-9].

Inflammation is a process that helps repair tissue damage or resolve an infection, in
which the rapid response of the innate immune system plays a significant role. Different
mediators known as Damage Associated Molecular Patterns (DAMPS) are released into
the extracellular space during tissue damage. These DAMPS are recognized by specific
receptors, Pattern Recognition Receptors (PRR), composed of several families of
receptors. The most important PRRs are the Toll-Like Receptors (TLRs) or NOD-Like
Receptors (NLRs). These receptors recognize DAMPS and Pathogen-associated
Molecular Patterns (PAMPS) or products associated with oxidative stress such as reactive
oxygen species (ROS). Once these PRRs are activated, they initiate an intracellular
signaling cascade triggering the release of inflammatory mediators through the Type |
interferon and Nuclear Factor Kappa-B (NF-kB) signaling pathways, the most studied
pathways of pro-inflammatory cytokine production [10, 11]. In an inflammatory process,
there is a resolution phase where anti-inflammatory mechanisms such as anti-
inflammatory cytokines, maresins, and resolvins are stimulated [12]. When this fails, the
consequence is chronic and pathological inflammation, but still, the organism will try to
compensate for this inflammation to reach homeostasis. In this context, a delicate balance
between the levels of pro-inflammatory cytokines (e.g., L-1p, IL-6, and TNF-a)) and anti-
inflammatory (e.g., IL-4, IL-10, IL-11, and IL-13) is necessary for a proper resolution of

the inflammation process. These signals are regulated upon the phenotype acquired of the
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immune cells and microglia at specific time windows (i.e., M1 pro-inflammatory
phenotype or M2 anti-inflammatory phenotype) [13, 14].

Noteworthy, the release of DAMPS and the consequent release of pro-inflammatory
cytokines produce a systemic sterile inflammation without the participation of pathogens.
This systemic inflammation may promote disruption of the blood-brain barrier, making it
more permeable to the passage of DAMPS, pro-inflammatory cytokines, or infiltration of
leukocytes and macrophages associated with neuroinflammation [15-17]. In this way,
sterile inflammation has been linked to various psychiatric illnesses, especially to
episodes of major depression or bipolar disorder [8, 10, 11]. In this sense, it has been
observed in different clinical studies that the administration of non-steroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs), mainly using selective COX-2 inhibitors, can improve the
psychiatric pathology, evidencing the close correlation between these diseases and the
immune system [18].

In this regard, during the last years, many findings suggested the participation of the
endogenous cannabinoid system in the modulation of behavior and inflammation.
Therefore, due to the possible importance of inflammation in the onset and development
of psychiatric diseases, it is necessary to investigate further the precise mechanisms

underlying this process to discover new therapeutic targets.

2. The endogenous cannabinoid system

The endogenous cannabinoid system (ECS) is composed of several receptors,
including the cannabinoid receptor 1 (CB1r) and the cannabinoid receptor 2 (CB2r),
endogenous ligands, and enzymes responsible for their synthesis and degradation. In
addition, it should be noted that there are other atypical receptors, not CB1/CB2, which

include the GPR family receptors. Their effects could be mediated through the activation
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of different mechanisms, such as gene transcription mediated by peroxisome proliferator-
activated receptors (PPARs), transient receptor potential channels (TRP), or vanilloid

receptors like TRPV1 [19-21].

The main actions of CB1r and CB2r include inhibition of adenylate cyclase, receptors
coupled to G proteins of the Go and Gi type. However, while CB1r and CB2r have a
similar affinity for Gi type, CB2r has a lower affinity for Go than Gi. [22]; inhibition of
voltage-dependent calcium channels; activation of MAP kinases; and modulation of
potassium channels. Their activation leads to cell physiology changes as diverse as
synaptic function, gene transcription, and cell migration [19, 21, 23, 24]. However,
cannabinoid receptors combine among themselves; Callen et al. report the presence of
CB1-CB2 receptor heteromers in different brain areas, showing a bidirectional cross-

antagonism phenomenon between them [25].

Regarding the distribution of endocannabinoid receptors, CB1r is widely distributed
in the central nervous system (CNS), in brain regions such as the cortex, basal ganglia,
hippocampus, cerebellum, dorsal and ventral striatum, globus pallidus, and substantia
nigra, among other areas. These receptors are found in neurons and glia and seem to play
an important role in motivation and cognition, involved in GABAergic and glutamatergic
pathways [19, 21, 23, 24]. On the other hand, CB2r was initially discovered in the spleen,
suggesting a role in immunity. It was believed to be the primary expression site for a long
time and with no expression in the brain. Since the CB2R expression in the healthy brain
is low and the available tools have important limitations (i.e., issues with antibodies
specificity). It was classically thought to be expressed in microglial cells and vascular
elements and to increase in large numbers in the presence of tissue damage or
neuroinflammation [19, 21, 23, 24]. However, it has also been found in basal conditions
in neurons and brain areas highly involved in emotional, rewarding, and cognitive
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behaviors, such as the ventral tegmental area (VTA), nucleus accumbens, amygdala, or
hippocampus. Therefore, it is suggested that it may have an essential role in several brain
disorders related to these behaviors [24].

Among the endogenous cannabinoids (EC), the two most studied ones are the
arachidonoylethanolamine or anandamide (AEA) and the 2-arachidonoylglycerol (2-AG)
[23]. Typically, the endogenous ligands are derived from membrane phospholipids and
therefore are not stored in synaptic vesicles, in contrast to other neurotransmitters [19,
23]. However, other EC |ligands have been characterized, such as
lysophosphatidylinositol (LII), virodhamine, and noladin ether.

In the synthesis of EC, both AEA and 2-AG are derived from arachidonic acid, the
primary source of arachidonic acid, the omega-6 polyunsaturated fatty acids (PUFAS).
The AEA is produced from the precursor N-arachidonoyl-phosphatidyl-ethanol (NAPE).
It is thought that AEA is obtained from this precursor and by four possible routes, being
NAPE phospholipase D (NAPE-PLD), a direct and well-characterized route [19, 23].
Although the synthesis of 2-AG appears to be simple, the majority comes from the
sequential hydrolysis of arachidonoyl-phosphatidylinositol-bisphosphate by a
phospholipase (PLCP) followed by hydrolysis of the resulting diacylglycerol by the
enzyme diacylglycerol lipase (DAGL) [19, 23]. The importance of 2-AG as an
intermediate metabolite in lipid synthesis must be emphasized. The primary source of
arachidonic acid for the biosynthesis of prostaglandins [19, 23] stands out for their
involvement as an inflammatory mediator. Two isoforms of DAGL, a, and 3, have been
characterized. In animal studies, it was proposed that DAGLa is a crucial enzyme for
neuronal plasticity in adults.

The metabolization of AEA in the central nervous system is carried out mainly by the

fatty acid aminohydrolase or FAAH, which is found in postsynaptic neurons and can also
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degrade various fatty acid derivatives. In addition, anandamide can be metabolized by
cyclooxygenase-2 (COX-2) or N-acylethanolamine amidase (NAAA) [19, 21, 23]. The
degradation will be carried out mainly by the monoacylglycerol lipase (MAGL) located
in presynaptic neurons. In turn, other enzymes that can hydrolyze 2-AG are ABHD®S,
usually located in dendrites and dendritic spines of excitatory neurons, and ABH12.
Similarly, like AEA, 2-AG can also be metabolized by COX-2, and under certain
conditions, FAAH could act in its degradation [19, 21, 23]. Therefore, it could be
hypothesized that COX-2 inhibitors may elevate basal levels of endocannabinoids,
producing the beneficial effect observed.

On the other hand, the most popular phytocannabinoid is the delta-9-
tetrahydrocannabinol (A9-THC), the main psychoactive component of Cannabis sativa
cannabidiol (CBD), this one devoid of abuse and dependence, subject of intense medical
research. CBD can bind to more than 65 targets and displays 100 times less affinity for
CBIr than A9-THC [26, 27]. In addition, one of the first synthetic treatments employed
in humans that acts selectively to the EC system was the antagonist/inverse agonist of
CB1r SR141716A (rimonabant). This compound was used to treat obesity, but its
commercialization stopped due to a few cases of suicide reported in patients treated with
this drug [19-21, 23, 24]. This fact pointed out how the modulation of the endogenous

cannabinoid system impacts psychiatric disorders.

3. CB2r as a potential modulator of neuroinflammation

Currently, CB2r are emerging as potential immunomodulatory agents with specific
roles in cell-type specificity. Therefore, knowing these receptors will help understand the
mechanisms by which CB2r could impact psychiatry due to the importance of

inflammation in neuropsychiatric disorders. A large amount of studies have demonstrated
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the involvement of inflammatory mediators in mood disorders and in particular, 1L-1p
and TNF-a in behavioral alterations (For review see. [28-30]) For this reason, we will
review in the following sections how the modulation of CB2 receptors shows promising
results for the management of psychiatric diseases (Figure 1).

Figure.1 Effects of CB2r activation as a potential modulator of neuroinflammation

3.1. The involvement of the CB2r in the microglia

CB2r in microglia appears to be involved in a variety of paradigms and diseases
involving neuroinflammation, including Alzheimer’s disease (AD), Parkinson’s disease,
multiple sclerosis (MS), as well as stress or addiction [8, 31, 32]. Some studies showed
that activation of CB2 receptors prevents the activation of microglia and the release of
pro-inflammatory mediators [33-35]. This anti-inflammatory action seems to be
responsible for a neuroprotective effect in different animal models of AD, MS, stroke,
amyotrophic lateral sclerosis (ALS), and other diseases involving inflammation [36].
However, the molecular mechanisms associated with these anti-inflammatory effects
remain unknown.

Evidence suggests that CB2r controls microglial activity by interfering with the NF-
kB pathway [37] and with the mitogen-activated protein kinases (MAPK) pathways (c-
Jun N-terminal Kinase (JNK), ERK, or p38) [38]. These kinases are well-known targets
for the modulation of inflammation by interfering in downstream signaling pathways of
the innate immune response and the production of inflammatory mediators [39].
However, the activation of CB2r coupling to MAPKSs is dependent on cellular context. A
wide range of activation and inhibition has been observed depending on the cell type, cell

differentiation status, and co-modulators of MAPK cascades [36].
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Early reports showed that CB2r agonists prevented neuronal injury during
neuroinflammation by regulating mitogen-activated protein kinase phosphatase-1 (MKP-
1), resulting in Erk1/2 inhibition [34]. Similarly, Romero-Sandoval reported that
activation of CB2r with JWH-015, a selective CB2r agonist, induced an anti-
inflammatory phenotype in microglia consistent with a reduction in TNF-a expression
and a decrease in microglial migration through inhibition of ERK1/2 phosphorylation and
MKP induction [40]. Another study also found a reduction of p-ERK and p-p38 133 with
an anti-inflammatory effect upon CB2r activation using JWH-133 [41]. Moreover,
oleamide (ODA), an amide fatty acid with actions at CB1 and CB2 receptors [42], showed
a protective effect by inhibiting Nitric Oxide (NO), Prostaglandin E, COX-2 production
through inhibition of Akt, p38, and ERK phosphorylation when BV2 microglia were
treated with Lipopolysaccharide (LPS). This TLR4 agonist triggers inflammation through
NF-kB [43]. Li et al. also reported reduced levels of pro-inflammatory cytokines, such as
IL-1B, TNF-a, and IL-6 in BV2 microglia following hypoxic exposure and treatment with
Trans-caryophyllene. These anti-inflammatory effects were mediated by inhibiting the
NF-«B pathway [37].

Noteworthy, Vicomi et al. found that in axotomized neurons, the JWH-015 agonist did
not produce neuroprotection via the ERK1/2 and p38 pathways during remote cell death.
Instead, the beneficial effect was seen through an increase in p-Akt and a decrease in p-
JNK, a PI3K-dependent effect, suggesting a protective effect of JWH-015 through
regulation of JNK via the PI3K/Akt pathway [44]. Importantly, there is a constitutive
control of CB2r-mediated basal JNK activity in the mouse brain; the selective CB2r
agonist JWH133 reduced JNK phosphorylation, whereas acute administration of the

antagonist AM630 would increase it. In contrast, chronic administration of AM630
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markedly decreases basal JNK activation, revealing a reversal of the acute effect of the
antagonist [45].

In an in-vitro model of multiple sclerosis, anandamide showed an anti-inflammatory
action by inhibiting LPS/IFNy-induced NF-kB activation. In particular, anandamide
strongly activated the phosphorylation of ERK1/2 and JNK pathways while reducing Akt
phosphorylation, which increased IL-10 production in microglia [46].

In addition, several reports suggest that the anti-inflammatory effect of CB2r activation
might involve other different pathways such as JAK (Janus kinase)/STAT1 (signal
transducer and activator of transcription) [35] or activation of the pCREB-Bcl-2 pathway
[47].

CB2r has been positioned as an essential target mechanism for phenotypic change of
microglia [38, 48]. One of the main ideas of how CB2r can counteract inflammation is
shifting microglia towards an anti-inflammatory phenotype, M2, with a consequent
increase in the release of anti-inflammatory cytokines such as IL-10. Essentially, the
endogenous endocannabinoids 2-AG and AEA increase the expression of the anti-
inflammatory phenotype by microglia while decreasing M1 inflammatory microglia
markers [46] [49]. Similarly, palmitoylethanolamide (PEA) blunted the increase of M1
pro-inflammatory markers induced by lipopolysaccharide (LPS), concomitantly
increasing those M2 anti-inflammatory markers in N9 microglial cells partially through
CB2r activation [50].

The mechanisms involved in the switch of microglia to an anti-inflammatory
phenotype by CB2r are the (cyclic AMP)-dependent protein kinase-mediated pathway
found in in-vivo and in-vitro models of brain injury [51], the PISK/Akt/mTOR/NF-kB

pathway in neuroprotection induced in an animal model of vascular dementia (VD) [52],
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and the protein kinase C (PKC) and PGC-1a, a transcription protein involved in the
regulation of mitochondrial biogenesis [50, 53].

Interestingly, the expression of cannabinoid receptors, mainly CB2, has been related
to the microglial phenotype [49]. For instance, results from in vitro studies suggest that
the deletion of microglial CB2r leads to suppressing inflammatory phenotypes. Also,
primary microglia from CB2r deficient mice are less responsive to pro-inflammatory
stimuli [54]. On the other hand, microglia from CB2r deficient mice cannot polarize to
an M2a phenotype [49]. Altogether, these findings suggest that CB2rs play a role in
microglia activation either to a pro- or anti-inflammatory phenotype. Nevertheless, these
findings are still ambiguous, and further research will clarify the fine-tune mechanisms
involved in regulating pro- or anti-inflammatory behaviors associated with CB2.

Altogether, these data highlight the critical immunomodulatory functions of CB2
receptors in microglia. Moreover, modulation of this receptor may be an excellent

strategy to target neuroinflammation in psychiatric diseases.

3.2 The involvement of the CB2 receptor in astrocytes
It is well known the role of astrocytes at the level of neuronal support and metabolism
[55]. Still, it has also been seen how they can intervene, after systemic inflammation, in
regulating cognitive functions [56]. In this aspect, cb2 receptors expressed in the
astrocytes could be contributing to the modulation of inflammation and metabolism in
astrocytes to support neuronal function.
The treatment with the CB2r agonist WIN55,212-2, in IL-1p-stimulated human
astrocytes, inhibited iNOS together with reduced release of pro-inflammatory mediators
such as TNF-a, CXCL10, CCL2, and CCLS. Therefore, the authors suggested that it was

primarily mediated by CB2r receptors [57]. On the other hand, Jia et al. showed that CB2r
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could mediate anti-inflammatory actions in astrocytes. CB2 receptor expression is
upregulated in astrocytes treated with 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP+), a toxic
metabolite that activates glial cells to release inflammatory mediators. Furthermore, the
authors showed that pretreatment with the CB2r agonist JWH133 inhibits MPP+-induced
INOS and COX-2 protein up-regulation and TNF-a and IL-18 mRNA up-regulation in
astrocytes. Moreover, the CB2r agonist inhibited MPP+-induced iron influx into
astrocytes. The authors concluded that all these effects depended on CB2r [58].
Additional anti-inflammatory effects for a CB2r agonist have also been reported in the
context of spinal glial activation and pain sensitization [59]. These findings suggest a
functional relationship between astrocytic CB2r signaling and inhibition of p38
phosphorylation, which is associated with an anti-inflammatory effect and suppression of
IL-1-induced CX3CLL1 upregulation [60, 61].

In addition, pretreatment with a CB2r agonist protected against increased blood-brain
barrier permeability in a model of spinal cord ischemia-reperfusion. This action may be
primarily mediated by reduced expression of MyD88/NF-kB level pathway and the
astrocytic TLR4/Matrix metallopeptidase 9 (MMP-9), an enzyme involved in BBB
leakage [62]. Other studies show how the stimulation with JWH133 alleviated
neuroinflammation and protected BBB permeability in rat models of intracerebral
hemorrhage [63, 64]. In addition, CB2r is expressed in cell types, different from
astrocytes, that form the blood-brain barrier, such as endothelial cells [65], showing the

implication of the CB2r in the maintenance of the brain-periphery homeostasis.
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3.3 The involvement of the CB2 receptor in neurons

The CB2 receptors are involved in protecting neuronal damage caused by
neuroinflammation. The most studied mechanisms of this protection were those involving
microglia. However, CB2 receptors are also expressed in neurons. This protective effect
could be due to neuronal intracellular mechanisms, although it is unknown whether
neuronal CB2r can modulate immune functions.

Marchant et al. showed how chronic activation of CB1 and CB2 receptors by WIN-2
proven an anti-inflammatory cytokine profile in the hippocampus of aged rats. While the
agonist actions of WIN-2 at CB1/2 receptors promoted neurogenesis in the dentate gyrus,
the antagonist actions of WIN-1 at the TRPV1 receptor were responsible for the reduction
in microglial activation [66]; Furthermore, CB2 receptors have been shown to promote
neural progenitor cell proliferation through the activation of mTORC1 signaling [67].

To date, few studies have investigated the differential signaling pathways triggered by
CB2r in microglial and neuronal cells. However, neuronal and microglial CB2 receptors
have been shown to play different roles in behavioral regulation [68]. One of the possible
mechanisms that have been observed is the modulation of the transcription factor NRF2
through CB2 receptors. NRF2 is a master regulator of inflammation and modulates
microglial dynamics. It has been shown to counteract inflammation in several
neurodegenerative diseases by interacting with the transcription factor NF-xB. However,
these findings have not been reproduced at the neuronal level [69]. Therefore, this raises
the possibility that CB2r in neurons has other functions not involved in the regulation of
inflammation.

Another neuroprotective mechanism of CB2r is the bidirectional interaction between
neurons and glial cells through the release of soluble factors and the formation of ligand-

receptor associations. It is thought that CB2r-mediated modulation of neuron-glia
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crosstalk would be highly relevant for neuronal survival when brain homeostasis is lost.
Recent studies have shown that MAGL inhibition increases the risk of neuronal death in
neuronal cultures but not in neuron/microglia co-cultures. The authors conclude that the
neuroprotective effect of MAGL inhibition was due to CB2r in microglia [70].

A possible protective mechanism involved in CB2r-mediated microglia-neuron
interaction is the potentiation of the CD200-CD200R interaction. CD200R is expressed
on microglia, whereas CD200 is expressed on neurons, and their interaction plays a
crucial role in neuronal protection in inflammation-mediated neurodegeneration.
Furthermore, CD200R1-CD200 interaction was associated with decreased production of
the pro-inflammatory cytokines IL-1b and IL-6 but increased IL-10 in activated microglia
after anandamide treatment [32]. Another possible mechanism related to microglia-
neuron interaction and CB2r involves the up-regulation of microglial CX3CR1. This
effect promotes a neurotrophic phenotype of microglia, associated with increased release
of BDNF by microglia and increased proliferation of neuronal progenitor cells [71].

Altogether, these data highlight an essential role for brain CB2r in modulating
inflammatory responses. CB2r can modulate immune function by suppressing
inflammation, shifting microglia to an M2 anti-inflammatory phenotype, supporting
neuron-glia coupling, promoting neuronal proliferation and neuroprotection, which
makes them potential modulators for psychiatric conditions, as they present immune
alterations. Importantly, data show an anti-inflammatory effect in multiple inflammatory
diseases. Data regarding the molecular mechanisms are still uncertain since studies are
performed in different conditions. However, these data reveal that CB2r can impact
central routes involved in microglial functions (JNK, p38, ERK, Akt, mTOR). These
pathways are also involved in neuropsychiatric disorders and inflammatory conditions.

CB2r is emerging as a potential therapeutic target. Further studies are needed to reveal
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how CB2r mediates anti-inflammatory and neuroprotective actions in neuropsychiatric

disorders.

4. Contribution of CB2r in modulating the crosstalk between neuroinflammation,
neuroplasticity and emotional disorders
4.1 CB2r modulation of neuroinflammation in depressive disorders

Approximately 16% of the world population presents a depressive disorder, the third
leading cause of disability and the fourth leading cause of disease burden [72]. Its clinical
features include a great variety of symptoms such as sleep disturbances, sadness, apathy,
anhedonia and reduced social interest. Depressive disorders are associated with a
detriment in social relationships, including family breakdown, absence from work, and
reduced productivity in the workplace. The prevalence of depressive disorders varies
depending on age and sex, with the highest rates in women [73-76]. Interestingly, the
severity of depressive disorders is more significant at older ages [77].

Despite the significant number of antidepressants available, the clinical response rate
is low, reflecting that only one-third of patients achieve complete remission [78, 79]. The
main reason for this clinical reality lies in the incomplete knowledge of the biological
basis underlying depressive disorders, especially considering gender and age influence.
Thus, it is necessary to invest more efforts and resources in characterizing in more detail
the underlying mechanisms with the final goal of identifying new and effective critical
targets for treating these disorders. In this respect, cumulative data pointed out CB2r as a
promising therapeutic option for several neuropsychiatric conditions, including
depressive disorders. The first evidence came from animal models of depression showing
alterations of CB2r in different brain regions, such as the hippocampus (HIPP), amygdala

(AMY) and frontal cortex [80-83]. A postmortem study from the Manzanares group
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performed in the brain of suicide victims showed a reduction of CB2r gene expression in
the dorsolateral prefrontal cortex and AMY, critical regions in decision making and
impulsivity emotional reactivity [84]. Besides, the research team led by Onaivi has shown
a high incidence of the Q63R polymorphism of CB2r in Japanese depressive patients [85].
The R allele of this functional polymorphism was also associated with increased
sensitivity for childhood trauma, possibly due to a loss in the inhibition of inflammation
and overactivation of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis [86].

In the same way, genetic and pharmacological studies performed in rodents further
supported the role of CB2r in emotional reactivity, including anxiety and depressive-like
behaviors. On the one hand, mice overexpressing CB.r in the central nervous system
(neurons and glia) (CB2xP) presented decreased depressive-like behaviors in the tail
suspension and novelty suppressed feeding tests [81]. On the other hand, mice lacking
CBar (CB2KO) showed just the opposite since their vulnerability was higher in the
evaluated paradigms [87]. Overexpression of CB2r was associated with an
endophenotype resistant to stimuli promoting a depressive state in the unpredictable
chronic mild stress paradigm (UCMS), a reliable animal model to study the
pathophysiological mechanisms underlying depression as decreased neurogenesis, HPA
axis alterations and neuroinflammation [88-92].

Likewise, pharmacological studies chronically administering the cannabinoid CBor-
antagonist AM630 (1 mg/kg/12h) revealed a reduction of depressive behaviors induced
by CUMS [81]. In contrast to these data, it was previously shown that administration of
AMG630 (3 mg/kg/24h) produced no effect on sucrose consumption in CUMS-exposed
mice [80]. These discrepancies could be due to notable differences between the two
studies, such as 1) the rodent strains employed (BALB/c [80], ICR [81]), and 2) the dose

and administration patterns evaluated (3 mg/kg/24h [80], 1 mg/kg/12h [81]).
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Based on the neuroinflammation hypothesis of depression [93-95], administration of
the LPS, which induces sickness and depressive-like behaviors and cognitive
impairments, is used to clarify the underlying mechanism of depression [96-98]. A
significant up-regulation of CB2r was identified in activated microglia using this model
[99]. Additional evidence about the role of CB2r in modulating neuroinflammation and
depressive-like behaviors came from pharmacological studies testing CB2r-agonists.
Acute and chronic administration (7 days) of the CB2r-agonist 1-phenylisatin (PI)
significantly improved LPS-behavioral and neuroinflammation, reducing depressive-like
behaviors, oxidative stress and TNF-a levels, and preventing the decline of antioxidant
enzymes as GSH and catalase [100]. Interestingly, Youssef et al. [101] observed that the
CB2r-agonist beta-caryophyllene (BCP) alleviates insulin resistance, oxidative stress,
neuroinflammation, and psychological changes, including depressive-like behaviors and
memory deficits induced by high fat/fructose diet (HFFD) in male Wistar rats. More in
detail, this study indicated that CB2r, together with PPAR-y, is involved in the anti-
inflammatory, anxiolytic and antioxidant effects of BCP. Further data supported
anxiolytic- and antidepressant-like effects of BCP in different paradigms [102, 103].
Interestingly, pre-administration of the CB2r-antagonist AM630 completely blocked
BCP effects, supporting the involvement of CB2r in such anxiolytic and antidepressant
properties [104]. Curiously, blockade of CB2r by the antagonist SR144528 attenuated
the effects of the synthetic cannabinoid HU210 (CB1r and CB2r agonist) on reducing the
increase of cytokines concentrations induced by LPS in the brain [105].

Complementary studies revealed the involvement of CB2r in the antidepressant
properties of different compounds. Such is the case of a very recent study showing that
CB2r, along with CB1r and PPAR- v, are involved in the antidepressant-like effects of

the rosmarinic acid in the LPS-induced neuroinflammatory model [106]. Besides, the
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compound  terpineol, monoterpenoid alcohol, showed immunomodulatory,
neuroprotective, and antidepressant-like effects mainly through CB1r and CB2r [107].

Interestingly, previous studies demonstrated the regulatory role of CB2r in stress-
induced excitotoxicity and neuroinflammation in mice. JWH133 prevented the increase
in pro-inflammatory cytokines and the cellular oxidative and nitrosative damage (lipid
peroxidation) induced by immobilization and acoustic stress (2 h/day for 4 days).
Similarly, CB2xP exhibited the same anti-inflammatory and neuroprotective actions as
those observed in mice pretreated with JWH133. Conversely, CB2KO mice showed
intensified stress-induced neuroinflammatory responses [108].

Additional studies also revealed a closed association between CBgzr and classical
monoaminergic systems involved in depression, such as the dopaminergic and the
serotoninergic systems [109] [110, 111]. More importantly, CBzr also influences
neuroplasticity. In this respect, genetic mice models revealed alterations in BDNF, one of
the main neurotrophic factors involved in neurogenesis, which plays an essential role in
modulating the plasticity of adult neurons and glia cells [112]. Overexpression of CBar
(Cb2xP) increased BDNF levels in the HIPP, which was not reduced even after 8 weeks
of CUMS [81]. In contrast, CB2KO presented low BDNF, MAP2, NF200 and SYN-
immunoreactive fibers and a reduced number of synapses in the HIPP, supporting
abnormalities in the dendritic reorganization and the synaptic connections [113]. Indeed,
chronic administration of AMG630 significantly increases CBor and BDNF gene
expression in the HIPP of mice exposed to the CUMS, being proposed as a mechanism
underlying its antidepressant properties in this mice model [81]. These results strongly
suggest that CB2r may play an essential role in regulating BDNF gene expression. Recent

pieces of evidence supported how microglia can modulate neuronal plasticity potentially
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through BDNF. Thus, it is necessary to study further if modulation of microglia by CB2r
may be the mechanism underlying the increase of BDNF observed in CB2xP mice.

Furthermore, the lack of CB2r (CB2KO) reduced the glucocorticoid receptor (GR)
gene expression in the HIPP [113]. Increased phosphorylation of proteins involved in the
mTOR signaling pathway, p70S6K and AKT, was found in CB2KO, revealing potential
alterations in the translational process that controls the protein synthesis underlying
synaptic neuronal plasticity and memory [113-116]. Considering the role of stress and
GR in regulating inflammatory processes and BDNF gene expression [117, 118], it is
tempting to speculate that the reduction of GR gene expression may cause changes in
BDNF gene expression, neuronal plasticity and consequently alter the neurogenesis
processes.

More recently, the neuroprotective effects of CB2r agonists were associated with the
suppression of microglial activation through the inhibition of neurotoxic factors and by
decreasing neuronal cell damage [119]. During CNS inflammation, activation of CB2r
inhibited ERK-1/2 signaling in microglia, reducing iNOS production [34]. Studies carried
out with the BCP demonstrated that this CB2r-agonist presents a modulatory effect on
the PGC-1a/BDNF pathway [103]. Additional pharmacological studies using CB2r-
agonists, such as JWH133 and AM1241, showed that activation of CB2r significantly
upregulated BDNF while reducing a variety of neuroinflammatory markers [50, 120].
Altogether revealed that CB2r, through the regulation of microglial activity, modulates
BDNF gene expression and, consequently, neuroplasticity.

It is important to note that cumulative evidence highlight that the success of
antidepressant treatments lies in their ability to reduce inflammatory processes and
improve trophic factors [121, 122]. Moreover, recent studies have demonstrated that

antidepressants promote microglial phenotype switching to M2-like cells, which can
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secrete anti-inflammatory cytokines, an effect that is also found by activation of CB2r on
these cells [123, 124]. Interestingly, microglia show sex- and age-differential
characteristics. Aging female microglia selectively upregulates M1 markers with a poor
response to noxious and stress stimuli [125]. These results indicate the CB2r as a
promising target for treating depressive disorders that deserve further exploration,
especially considering sex and age.

Table 1. modulatory effects of CB2r of neuroinflammation in depressive disorders
4.2 CB2r modulation of neuroinflammation in anxiety disorders

Anxiety disorders are the most common mental diseases, affecting nearly 30% of
adults at some point in their lives [126]. They present high comorbidity with other
psychiatric disorders, among which depressive disorders stand out [73, 127, 128].
Different factors have increased the likelihood of developing anxiety, such as genetic,
environmental, psychological, and developmental causes [129-135]. The treatment of
anxiety disorders includes psychotherapy and pharmacotherapy such as anxiolytic and
antidepressant drugs. Among anxiolytics, benzodiazepines (BZP) are the most common,
generally prescribed only for short periods. Selective serotonin reuptake inhibitor (SSRI)
and serotonin and norepinephrine reuptake inhibitor (SNRI) antidepressant classes are the
first-line medication treatments [136, 137]. Despite all the therapeutic options available,
their limited efficacy and side effects [138-143] prompted further research to elucidate
the underlying mechanisms. Therefore, identifying new targets and drugs alone with
current pharmacological options would improve clinical effectiveness and safety
outcomes.

The identification of CB2r in brain regions is closely related to the response to stress,
as the HIPP and AMY [81, 144, 145] accelerated the development of studies to clarify its

role in modulating anxiety. In rodents, exposure to different types of stressful stimuli
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induced significant changes in the expression of CB2r in the brain. Such is the case of
maternal deprivation (MD), a model used for evaluating long-lasting effects of early life
stress, including anxiety- and depressive-like behaviors, cognitive impairments and
neuroendocrine alterations [146-148]. In rats, MD significantly increased the expression
of CB2r in the HIPP [149]. Similarly, additional studies revealed sex-dependent
differences, observing an increase of CB2r gene expression in the frontal cortex, ventral
and dorsal striatum, dorsal HIPP and AMY in MD-male rats. In females, such an increase
was only observed in the HIPP, suggesting that consequences of early life stress depend
on sex and brain region [83]. Moreover, a rapid increase in CB2r gene expression has
been observed in the HIPP of mice exposed to social defeat [150].

Studies using mice modified genetically demonstrated that CB2xP showed resistance
to anxiogenic-like stimuli in the light-dark box and elevated plus maze tests [151]. On the
contrary, CB2KO mice presented anxious behaviors [87]. More interestingly, genetic
manipulation studies allowed us to go more deeply into the cell-specific active
involvement of CB2r in the HIPP, dissecting the effects of CB2r gene expression
disruption or overexpression in hippocampal neurons or microglia in the regulation of
anxiety behavior and cognition [68]. The results revealed that overexpression of CB2r in
CAL pyramidal neurons significantly reduced anxiety levels. In the case of microglia, the
elevation of CB2r increased contextual fear memory, whereas the absence of CB2r
induced a reduction. Moreover, the deletion of CB2r in VTA dopaminergic neurons
caused a significant anxiolytic-like effect [152]. Altogether, these results revealed that
CB2r plays distinct roles in regulating anxiety and memory depending on the type of cells
expressed.

Pharmacological studies also revealed the role of this cannabinoid receptor in stress

response and anxiety. Acute treatment with the CB2r-agonist JWHO15 reduced anxiety-
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like behaviors in stressed mice; however, its chronic administration induced opposite
effects [153]. In line with these results, acute activation of CB2r by BCP caused an
anxiolytic-like effect entirely abolished by the CB2r-antagonist AM630, supporting the
role of CB2r on BCP effects [102, 104]. Alternatively, it has been demonstrated that
chronic administration of the CB2r-antagonist AM630 reduced the anxious behaviors
induced by the CUMS [81]. Similarly, chronic intracerebroventricular administration of
the CB2r antisense oligonucleotide induced anxiolytic-like effects [154]. Although
additional studies are needed, the data collected to the date indicated potential differences
between acute and chronic administration effects of compounds acting on CB2r. The
CB2r agonists appear to be more helpful in producing an acute anxiolytic effect, whereas
CB2r antagonists would be more appropriate for chronic anxiolytic treatments. CB2r has
been closely related to crucial targets in response to stress and anxiety, including the HPA
axis [151], the GABAergic system [151, 155], and more recently, neuroinflammation.
The modulation of neuroinflammatory elements was associated with the anxiolytic-like
effects of the non-selective CB2r-agonist WIN55,212-2 in mice exposed to repeat social
deficits. This cannabinoid compound decreased IL-1f gene expression in
microglia/macrophages and the accumulation of peripheral inflammatory monocytes
[156]. Interestingly, in animal models of traumatic brain injury, the modulation of
neuroinflammation by CB2r agonist reduced the development of anxiety and depressive-
like behaviors in rodents [157-159]. Thus, modulation neuroinflammation appears to be
a mechanism by which CB2r modulates emotional responses deserving an in-depth
exploration.

Table 2. modulatory effects of CB2r of neuroinflammation in anxiety disorders
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5. Contribution of CB2r in modulating the crosstalk between neuroinflammation,
cognitive dysfunction and neurodegeneration

The role of CB2r in the onset of Alzheimer’s disease (AD) has been intensively
investigated in the last decades. Inflammation has been shown to prompt cognitive
dysfunction and dementia later in life[160] . Several studies associate depression with a
high risk of developing dementia, and often those diseases are concomitant [161] .

Unraveling its pathophysiological role in AD can provide a new therapeutical strategy.
CB2r are poorly expressed in the neuronal brain cells in healthy conditions and are
primarily detected in glial cells. However, CB2r levels drastically increase in
neurodegenerative disorders, playing an essential role in modulating pro-inflammatory
mediators such as AD [162, 163]. High levels of CB2r have been found in senile plaques
surrounding microglia and astrocytes in both cortex and hippocampus in postmortem
human AD patients [164, 165]. Similarly, in a preclinical murine AD model, a high
expression of CB2r was also found in astrocytes and microglia surrounding the amyloid
plaques but not neuronal cells [166]. Interestingly, expression levels of CB2r correlated
with two relevant AD molecular markers, AB42 levels and senile plaque score. Both
human and rodents’ findings support a potential role of CB2r in the inflammatory
response generated by plague deposition.

Although most studies found a correlation of CB2r expression and AB42 levels, Tau
overexpression appears to be involved in modulating CB2r levels in both mouse and
human brains [167]. This study showed a TAU-dependent increase of CB2r expression
on a neuronal level, and most importantly, the deletion of CB2r in TAU mice was
associated with a cognitive improvement. However, it was ineffective to reverse
neuroinflammation supporting a neuronal CB2 effect in TAU mice rather than glial, as

reported in APP Tg AD mouse models. To further investigate the role of CB2r, Aso and
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colleagues produced an AD(APP/PS1)/CB2 KO transgenic mice and evaluated the
specific contribution of CB2r in the AD pathology [168]. The deletion of the CB2r
increased cortical AP deposition and AB40 soluble levels on the APP/PS1 mice. However,
no effect was reported on tau pathology. Similar results were also previously observed in
the mice model J20APP/CB2 KO [169]. In addition, in this study, the deletion of CB2r
reduced total Tau expression, supporting a divergent effect of CB2r between the AP and
Tau pathology. In other studies, in contradiction with Aso’s (2013) findings, CB2r
deletion in APP/PS1 mice was associated with improved cognitive and learning deficits.
These findings were accompanied by reduced neuronal loss, decreased plaque levels, and
a reduction of activated microglia [170].

CB2r has been a target of several in vitro and in vivo tests in preclinical studies,
sometimes contradictory results. In primary rat hippocampal neuronal cultures, it has
been shown that the CB2r agonist JWH133 treatment reduces the AB42—induced neuron
apoptosis [171], reverted effect by the selective CB2r antagonist AM630. CB2r activation
with the selective CB2r agonist JWH-015 suppressed IFN-y-induced microglia activation,
TNF-a, and nitric oxide production [35]. In APP/PS1 mice, the same compound enhanced
the novel object recognition memory deficiency but was inefficient for hippocampus-
dependent spatial cognitive dysfunction in the Morris water maze test. Moreover,
activation of CB2r did not affect plaque deposition. Pretreatment with MDA7, a selective
CB2r agonist, in an AB42 induced AD-Murine model, was associated with a reduction in
microglia activation and pro-inflammatory IL-18 production. An improvement in
memory impairment was found in the Morris water maze test [172]. Recently, similar
results were reported after treating APP/PS1 mice with anandamide analog (NITyr).
NITyr treatment improved motor coordination spatial memory and reduced Ap40 and

AP42 without affecting the APP expression [173].
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Administration of CB2r agonists may affect microglia-dependent neuroinflammation.
In addition, CB2r activation over CB1lr compounds results in a more appealing
therapeutic strategy since CB2r activation is not linked to the psychoactive effects linked
to CB1r activation. Taken together, these findings, and considering the high levels of
CB2r in microglia observed in preclinical and clinical studies, CB2r can be regarded as a

novel target for AD therapy.

Table. 3 modulatory effects of CB2r of neuroinflammation in cognitive dysfunction and

neurodegeneration

6. Conclusions

Studies developed to the date indicated that CB2r is involved in emotional response
and cognition. Its pharmacological modulation could be an exciting tool to treat different
neuropsychiatric disorders. Despite the correlation between the immune system and the
brain, the implication of CB2r needs to be further elucidated. CB2r expression in cells of
immune systems points out the possible involvement of this system in psychiatry and
neurology with the implication of CB2r. Here, different actions have been related to CB2r
and its pharmacological modulation, including changes in inflammatory pathways and
microglial functions associated with NF-KB, JAK, MAPK and AKT signaling pathways.
Remarkably, a neuroprotective action has been proposed for this receptor, possibly by
producing a shift of microglia towards an anti-inflammatory phenotype. In addition, CB2r
modulation also changes the response of astrocytes and neurons on inflammation,
protecting from BBB leakage or promoting neural plasticity. Consequently, the CB2r
modulation may be a promising target to improve neuropsychiatric diseases associated
with neuroinflammation.

Several human clinical trials are ongoing to look at the potential modulation of the
cannabinoid system in human disease. However, no studies are currently underway with
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selective modulation of the CB2r to treat neuropsychiatric illnesses. ~ Among the
following strategies, we find the use of FAAH inhibitors, for instance, using the
compound PF-04457845 in Tourette syndrome (NCT02134080) or cannabis use disorder
(NCT03386487). The potential use of URB597 for the treatment of schizophrenia has
been shown to protect against NLRP3 inflammasome activation (97). However, no
studies with MAGL inhibitors are currently underway. Furthermore, the potential use of
CBD, directly modulating the EC system, to treat anxiety (NCT02548559), psychosis
(NCT03883360), as well as the anxiety and agitation symptoms in mild to moderate
Alzheimer Disease (NCT04075435), are currently being evaluated. Besides, the use of
nabilone, an analog of THC, is also being studied for non-motor symptoms in patients
with Parkinson’s Disease (PD) (NCT03773796).

It is unclear whether the therapeutic effect could be due to the improvement of
inflammation through modulation of the CB2r or other critical targets of the ECS.
Therefore, the specific role of the CB2r in inflammation associated with psychiatric

disorders requires further study.
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