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RESUMO

O estresse é um fator de risco para doengas cardiovasculares e transtornos
psiquiatricos, embora seus mecanismos neurobiolégicos ainda nao sejam
completamente compreendidos. O cortex insular (Cl) atua na integracéo
autonbmica e emocional, apresentando dissociagao funcional ao longo do seu
eixo rostrocaudal. O sistema do fator liberador de corticotrofina (CRF), um
importante modulador das respostas ao estresse, foi identificado no CI.
Entretanto, o papel da neurotransmissdo CRFérgica no Cl na regulagdo das
respostas autondmicas e comportamentais frente ao estresse ainda nao havia
sido elucidado. Desse modo, este estudo investigou o papel da
neurotransmissdo CRFérgica, mediado pela ativagao do receptor CRF+4, nas sub-
regides anterior (Cla), posterior-rostral (Clpr) e posterior-caudal (Clpc) do Cl no
controle das respostas cardiovasculares e comportamentais ao estresse de
restricdo em ratos. Para isso, ratos Wistar foram submetidos a cirurgia
estereotaxica para a implantagédo bilateral de canulas-guia em uma das sub-
regides do Cl. Grupos independentes de animais receberam microinjegdes locais
de veiculo (100 nL), CP376395 (antagonista seletivo do receptor CRF,
5 nmol/100 nL) ou CRF (0,07 nmol/100 nL) e foram expostos a uma sessé&o de
estresse de restricdo agudo ou a 10 sessao de estresse de restricao repetido
(ERR). As respostas cardiovasculares [presséao arterial média (PAM), frequéncia
cardiaca (FC) e temperatura cutanea da cauda (TCC)] foram avaliadas durante
o0 estresse agudo e a 10? sessdo de estresse, enquanto o efeito do tipo
ansiogénico e a ativagdo neuronal (imunorreatividade a proteina Fos) foram
avaliados ap0s o estresse agudo. Também foram avaliados os niveis do receptor
CRF1 nas sub-regides do Cl apos exposicao repetida ao estresse. Observamos
que o antagonismo do CRF1 no Cla atenuou a taquicardia e aumentou a queda
da TCC durante o estresse de restricdo agudo. No Clpr, a mesma abordagem
farmacoldgica reduziu a resposta pressora e aumentou a queda da TCC. No Clpc
observou-se diminuicdo das respostas pressora e taquicardica apdés o
antagonismo do receptor CRF1. O ERR alterou o controle da neurotransmissao
CRFérgica sobre as respostas cardiovasculares no Clpr e no Clpc, mas nao no
Cla. Essas alteracbes foram caracterizadas por uma atenuacido dos efeitos
observados com o antagonismo do receptor CRF1 durante a 10? sessdo em
relagédo aos efeitos observados nos animais estressados agudamente, enquanto
a administracdo local de CRF provocou efeitos nos animais estressados
cronicamente que ndo foram observados em animais submetidos a uma unica
sessao de estresse. O bloqueio do receptor CRF1 no Cla e Clpc inibiu o
comportamento tipo-ansiogénico induzido pelo estresse agudo, efeito que foi
replicado no Clpr pela administracdo de CRF. O estresse de restricgdo agudo
aumentou a ativagdo neuronal no Cla e Clpr e reduziu no Clpc. A microinjecéo
de CP376395 no Cla aumentou a ativagcdo neuronal local, enquanto a
administragdo de CRF no Clpc reverteu a alteracéo induzida pela restricdo. O
ERR n&o alterou a expressao do receptor CRF1 em nenhuma das sub-regides
do CI. Em sintese, nossos resultados indicam que a neurotransmissao
CRFérgica no CIl exerce controle sitio-especifico sobre as respostas
cardiovasculares e comportamentais ao estresse, mediada por uma modulacao
complexa da ativagao neuronal local. Adicionalmente, evidenciamos que esse
controle cardiovascular € modulado pela exposicéo prévia ao estresse.
Palavras-chave: cértex insular; fator liberador de corticotrofina; estresse de
restricao; cortex cerebral.



ABSTRACT

Stress is a risk factor for cardiovascular diseases and psychiatric disorders,
although its neurobiological mechanisms are not yet fully understood. The insular
cortex (IC) plays a key role in autonomic and emotional integration and exhibits
functional dissociation along its rostrocaudal axis. The corticotropin-releasing
factor (CRF) system, an important modulator of stress responses, has been
identified in the IC. However, the role of CRFergic neurotransmission in the IC in
regulating autonomic and behavioral responses to stress had not yet been
elucidated. Thus, this study investigated the role of CRFergic neurotransmission
mediated by activation of the CRF1 receptor in the anterior (alC), rostral-posterior
(rplC), and caudal-posterior (cplC) subregions of the IC in the control of
cardiovascular and behavioral responses to restraint stress in rats. For this
purpose, Wistar rats were submitted to stereotaxic surgery for bilateral
implantation of guide cannulae into one of the IC subregions. Independent groups
of animals received local microinjections of vehicle (100 nL), CP376395
(selective CRF1 receptor antagonist, 5 nmol/100 nL), or CRF (0.07 nmol/100 nL)
and were exposed either to an acute restraint stress session or to the 10th
session of repeated restraint stress (RRS). Cardiovascular responses [mean
arterial pressure (MAP), heart rate (HR), and tail skin temperature (TST)] were
evaluated during acute stress and during the 10th stress session, whereas
anxiety-like behavior and neuronal activation (Fos protein immunoreactivity) were
assessed after acute stress exposure. CRF1 receptor levels in IC subregions
were also evaluated after repeated stress exposure. We observed that CRF1
receptor antagonism in the alC attenuated tachycardia and increased the
reduction in TST during acute restraint stress. In the rplC, the same
pharmacological approach reduced the pressor response and increased the
reduction in TST. In the cplC, CRF1 receptor antagonism decreased both pressor
and tachycardic responses. Repeated restraint stress altered the control exerted
by CRFergic neurotransmission over cardiovascular responses in the rplC and
cplC, but not in the alC. These changes were characterized by attenuation of the
effects observed with CRF1 receptor antagonism during the 10th session
compared with those observed in acutely stressed animals, whereas local
administration of CRF produced effects in chronically stressed animals that were
not observed in animals exposed to a single stress session. Blockade of CRF1
receptors in the alC and cplC inhibited acute stress-induced anxiety-like
behavior, an effect that was replicated in the rplC following CRF administration.
Acute restraint stress increased neuronal activation in the alC and rplC and
reduced it in the cplC. Microinjection of CP376395 into the alC increased local
neuronal activation, whereas CRF administration in the cplC reversed the
alteration induced by restraint stress. Repeated restraint stress did not alter CRF1
receptor expression in any IC subregion. In summary, our results indicate that
CRFergic neurotransmission in the IC exerts site-specific control over
cardiovascular and behavioral responses to stress through a complex modulation
of local neuronal activation. Additionally, we demonstrate that this cardiovascular
control is modulated by prior exposure to stress.

Keywords: insular cortex; corticotropin-releasing factor; restraint stress; cerebral
cortex.
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1 INTRODUGAO

As doengas cardiovasculares (DCV) representam o principal desafio em
saude publica em escala global e permanecem como a maior causa de
mortalidade no mundo (Victor et al., 2025). Dados da Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) indicam que entre 2019 e 2021 as DCV foram responsaveis por
aproximadamente 18,6 a 20,5 milhdes de ébitos anuais, 0 que corresponde a
cerca de um tergo de todos os 6bitos globais (Di Cesare et al., 2024; Li et al.,
2021; Roth et al., 2020). Entre essas condi¢des, a doenga isquémica do coragéo
e 0 acidente vascular cerebral sdo as mais prevalentes, respondendo por cerca
de 50% e 35% das mortes cardiovasculares, respectivamente (Di Cesare et al.,
2024; Mensah; Roth; Fuster, 2019; Roth et al., 2020).

Paralelamente, os transtornos de ansiedade representam os disturbios
mentais mais prevalentes em nivel mundial, afetando aproximadamente 3,9-
4,4% da populagdo global, o que corresponde a mais de 300 milhdes de
individuos, além de contribuirem para incapacidade funcional e perda de anos
de vida saudavel (Xiong et al., 2022; Zhou et al., 2025). A ansiedade exerce
impacto substancial para além do sofrimento psiquico, sendo um importante fator
de risco para o desenvolvimento e agravamento das DCV. Estima-se que 30%
dos pacientes cardiopatas apresentam transtornos de ansiedade, condicéo
associada a piores desfechos clinicos, menor adesado ao tratamento e maior
mortalidade (Celano et al., 2016; Storer et al., 2023). Além disso, evidéncias
epidemiologicas e genéticas indicam que os transtornos de ansiedade podem
aumentar em até cinco vezes o risco de eventos coronarianos e insuficiéncia
cardiaca (Peng et al., 2024; Thurston; Rewak; Kubzansky, 2013). Em conjunto,
a ansiedade e as DCV impdem custos expressivos as despesas globais em
saude, relacionados a hospitalizagdes, incapacidade funcional e aposentadorias
precoces (Liu et al., 2024; Victor et al., 2025). Apesar dos avangos terapéuticos,
a incidéncia de ambas as condigbes continua em ascensé&o (Bie et al., 2024;
Victor et al., 2025), reforgando a necessidade de compreender os mecanismos
bioldgicos que integram as respostas emocionais e autonémicas.

Tanto as DCV quanto os transtornos mentais sao condi¢des multifatoriais,
resultantes da interagao entre fatores genéticos e ambientais. Entre os fatores
ambientais, o estresse ocupa posi¢cado central. Estimulos estressores intensos,

persistentes ou repetidos desafiam a homeostase e aumentam a vulnerabilidade



18

ao desenvolvimento de transtornos de ansiedade e DCV. Durante situagdes
estressantes, ocorre a ativagao coordenada de circuitos neurais, mecanismos
neuroendocrinos e respostas neuroimunes (Joéls; Baram, 2009). Os principais
efetores dessa resposta s&o o sistema nervoso autdbnomo (SNA) e o eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA), que culminam na liberagdo de
glicocorticoides (cortisol em humanos e corticosterona em roedores) e
catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) (McEwen, 1998). No sistema
cardiovascular, as alteracdes autonédmicas promovem o aumento da frequéncia
cardiaca (FC) e da pressao arterial (PA), aumento da forga de contragcéo
cardiaca, aumento do débito cardiaco, redistribuigdo do fluxo sanguineo e ajuste
do barorreflexo (Golbidi; Frisbee; Laher, 2015). Simultaneamente, no ambito
emocional, o estresse recruta redes corticolimbicas envolvidas no
processamento de ameaca, aumentando a liberagédo de noradrenalina a partir do
locus coeruleus, o que intensifica o estado de vigildancia e favorece
comportamentos relacionados a ansiedade (Daviu et al., 2019).

O enfrentamento eficaz do estresse pressupde que essa resposta seja
iniciada diante de uma ameaca e posteriormente encerrada, permitindo o
restabelecimento do equilibrio fisiologico. Entretanto, quando o estresse é
excessivo, repetido ou prolongado, a resposta torna-se desadaptativa, elevando
o risco de DCV e favorecendo a persisténcia de estados ansiosos (Buenrostro-
Jauregui et al., 2025). A ativagao crénica do SNA e do eixo HPA contribui para
aterosclerose, hipertensao, inflamacéao sistémica, disfungcdo endotelial, aumento
da hemostasia e reducgéo sustentada da variabilidade da FC (Brotman; Golden;
Wittstein, 2007; Golbidi; Frisbee; Laher, 2015). No &mbito psicoldgico, o estresse
repetido fortalece circuitos associados ao medo e promove alteragdes em
sistemas de neurotransmissao essenciais para a regulagdo do humor, incluindo
os sistemas serotoninérgico, GABAérgico e dopaminérgico (Pégo et al., 2010).

Nesse contexto integrativo, estruturas como hipocampo, amigdala e
regides do cortex pré-frontal desempenham papel fundamental na integracéo de
informagdes sensoriais e na modulagédo de respostas viscerais (Herman et al.,
2003; Myers, 2017). O cortex insular (Cl) destaca-se como uma regido cerebral
complexa e multifuncional envolvida na integracado de informagdes sensoriais,
emocionais e cognitivas (Gogolla, 2017). Reconhecido como o principal centro
de interocepgao do encéfalo, o Cl atua como uma interface funcional que traduz
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estados fisiologicos internos em percepgdes subjetivas e, reciprocamente,
modula a homeostase visceral em fung&o do estado emocional (Gogolla, 2017;
Nieuwenhuys, 2012). Contudo, o Cl n&do € uma estrutura homogénea e sua
extensdo neuroanatbmica apresenta organizagdo rostrocaudal com
conectividades e especializagdes funcionais distintas. Evidéncias indicam que as
porcdes anteriores estdo mais associadas ao processamento emocional e
cognitivo, enquanto as regides posteriores participam mais diretamente da
integragcdo somatossensorial e autonémica (Gogolla, 2017). No entanto, os
mediadores neuroquimicos especificos que permitem que essas sub-regides do
Cl controlem a balanga entre emocédo e funcdo autonémica ainda nao sao
totalmente compreendidos.

Um candidato central nessa regulacéo € o fator liberador de corticotrofina
[do inglés, corticotropin-releasing factor (CRF)]. Embora inicialmente descrito
como envolvido na primeira etapa para a ativagao do eixo HPA através de sua
presenga no nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN), o CRF também atua
como um neurotransmissor em regides limbicas e corticais envolvidas no
processamento das informagdes durante estimulos aversivos (Joéls; Baram,
2009). No ClI, a presencga de terminais CRFérgicos e receptores do tipo CRF
sugere um papel modulador local (Chalmers et al., 1996; Henckens; Deussing;
Chen, 2016; Potter et al., 1994). Contudo, ha uma lacuna no conhecimento sobre
como essa neurotransmissdo no Cl influencia as respostas cardiovasculares e
ansiogénica durante o estresse.

Diante desse cenario, a hipotese central deste trabalho é que a
neurotransmissdo CRFérgica no Cl, agindo via ativagdo do receptor CRFy,
modula de forma sitio-especifica ao longo do eixo anteroposterior as respostas
cardiovasculares e comportamentais ao estresse de restricdo em ratos. E,
considerando que a exposicao repetida ao estresse altera a expressdo de CRF
e de seus receptores em diversas estruturas limbicas (Chen; Tang; Yang, 2008;
Oliveira et al., 2021; Sutherland et al., 2010), nés também avaliamos a hipotese
de que o estresse de restricao repetido (ERR) promove alteragdes na expresséo
do receptor CRF1 no Cl e afeta o controle das respostas cardiovasculares ao
estresse de restricdo pela neurotransmissdo CRFérgica do ClI.

Em suma, por meio dessas abordagens experimentais, este estudo busca

contribuir para a compreensdo dos mecanismos neurobiolégicos envolvidos nas
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respostas cardiovasculares e ansiogénica ao estresse, ampliando o
entendimento das bases centrais que conectam respostas autonémicas e

comportamentais.
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8 CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo indicam que a neurotransmissao
CRFérgica no Cl desempenha papel importante na modulagdo das respostas
autondmicas e emocionais ao estresse. Os achados demonstram que esse
controle ocorre de forma sitio-especifica ao longo do eixo rostrocaudal do Cl e
que a exposicao prévia ao estresse é capaz de modificar esse controle. Em
conjunto, os resultados apresentados aqui ampliam o entendimento sobre os
mecanismos neurobioldgicos que integram o processamento emocional e o
controle autonémico durante situacdes estressoras, destacando o Cl como um
importante centro cortical envolvido nessa integragcédo. Além disso, ao identificar
a neurotransmissao CRFérgica como um componente relevante nesse processo,
o presente estudo fornece bases para investigacbes futuras sobre os
mecanismos neurais pelos quais o estresse influencia a funcéo cardiovascular e
o comportamento emocional. Esses achados também podem contribuir para o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas voltadas a prevengao ou
tratamento de doencgas cardiovasculares e transtornos neuropsiquiatricos

associados a exposicao ao estresse.
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