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RESUMO 

 

Os transtornos de ansiedade estão associados ao comprometimento do 

desempenho em diversas atividades diárias, além de ocasionarem elevados custos 

econômicos. Dados de neuroimagem em humanos e estudos neurobiológicos em 

roedores sugerem envolvimento do córtex insular nessas doenças. No entanto, os 

mecanismos neuroquímicos locais envolvidos ainda são pouco compreendidos. 

Além disso, vários achados indicam que o controle de respostas fisiológicas e 

comportamentais pelo Córtex Insular ocorre de maneira sítio-específica ao longo do 

eixo rostrocaudal desta estrutura cortical. Assim, este estudo teve como objetivo 

avaliar o papel da neurotransmissão do fator liberador de corticotropina (CRF) nas 

sub-regiões anterior e posterior do Córtex Insular controle de comportamentos 

relacionados à ansiedade em ratos. Para isso, grupos independentes de animais 

receberam microinjeções bilaterais de veículo, o antagonista seletivo do receptor 

CRF1 CP376395 ou CRF no Córtex Insular anterior ou posterior. Dez minutos 

depois, o comportamento no labirinto em cruz elevado (LCE) foi avaliado durante 

cinco minutos. O tratamento do Córtex Insular anterior com CP376395, mas não 

com CRF, aumentou o tempo e o número de entradas nos braços abertos do LCE. 

A microinjeção de CRF, mas não o antagonista do receptor CRF1, no Córtex Insular 

posterior também aumentou a exploração dos braços abertos do LCE. Em conjunto, 

estes dados indicam que a neurotransmissão CRFérgica no Córtex Insular anterior 

está envolvida na expressão de comportamentos relacionados à ansiedade. Este 

mecanismo neuroquímico não parece ser ativado no Córtex insular posterior 

durante a exposição ao LCE, mas os efeitos causados pela microinjeção do CRF 

indicam que a ativação dos receptores do CRF nesta sub-região do Córtex Insular 

pode causar efeitos comportamentais do tipo ansiolíticos. 

 

Palavras-chave: ansiedade; Córtex Insular; receptores CRF1; neuropeptídeos; 

estresse.  



 

 

ABSTRACT 

 

Anxiety disorders are associated with impaired performance in several daily 

activities, in addition to causing high economic costs. Neuroimaging data in humans 

and neurobiological studies in rodents suggest an involvement of the insular cortex 

(IC) in these diseases. However, the local neurochemical mechanisms involved are 

still poorly understood. Additionally, several findings indicate that the control of 

physiological and behavioral responses by the IC occurs in a site-specific manner 

along the rostrocaudal axis of this cortical structure. Thus, this study aimed to 

evaluate the role of corticotropin-releasing factor (CRF) neurotransmission within the 

anterior and posterior subregions of the IC in controlling anxiety-related behaviors. 

For this, independent groups of animals received bilateral microinjections of vehicle, 

the selective CRF1 receptor antagonist CP376395 or CRF into either the anterior or 

posterior IC. Ten minutes later, the behavior in the elevated plus maze (EPM) was 

evaluated for five minutes. Treatment of the anterior IC with CP376395, but not with 

CRF, increased the time and number of entries into the open arms of the EPM. CRF, 

but not the CRF1 receptor antagonist, microinjected into the posterior IC also 

increased exploration of the EPM open arms. Taken together, these data indicate 

that CRFergic neurotransmission in the anterior IC is involved in the expression of 

anxiety-related behaviors. This neurochemical mechanism does not seem to be 

activated within the posterior IC during exposure to the EPM, but the effects caused 

by CRF microinjection indicate that activation of CRF receptors in this IC subregion 

might evokes anxiolytic-like effects. 

 

Keywords: ansiedade; Córtex Insular; receptores CRF1; neuropeptídeos; estresse. 
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1.INTRODUÇÃO 

 

A ansiedade é caracterizada por um estado de humor voltado para o futuro, 

associado à preparação para eventos futuros negativos (BALE; VALE, 2004). Os 

transtornos de ansiedade estão associados a um desempenho prejudicado em 

diversas situações e altos custos econômicos (MÜLLER; GUIMARÃES, 2007). Além 

disso, transtornos de ansiedade podem levar a um risco aumentado de morbidade e 

mortalidade de outras doenças, como por exemplo doenças cardiovasculares 

(ALBERT et al., 2005; KAWACHI et al., 1994; SMOLLER et al., 2007). 

Ansiedade refere-se à antecipação de uma preocupação futura e está mais 

associada à tensão muscular e comportamento de evitar. O medo é uma resposta 

emocional a uma ameaça imediata e está mais associado a uma reação de luta ou 

fuga - seja para lutar ou sair para escapar do perigo (BALE; VALE, 2004). A 

síndrome do pânico é um tipo de transtorno de ansiedade. A pessoa sente um medo 

repentino e intenso que provoca um ataque de pânico. Durante um ataque de 

pânico, ela pode começar a suar, ter dor no peito e batimento cardíaco acelerado 

(palpitações). Às vezes, pode sentir que está se sufocando ou tendo um ataque 

cardíaco (MÜLLER; GUIMARÃES, 2007).  

A ansiedade é uma emoção normal. É a maneira do cérebro reagir ao 

estresse e alertar a pessoa sobre o perigo potencial que está por vir. Todo mundo se 

sente ansioso de vez em quando. Por exemplo, a pessoa pode se preocupar ao se 

deparar com um problema no trabalho, antes de fazer um teste ou antes de tomar 

uma decisão importante (ALBERT et al., 2005). A ansiedade ocasional é natural, 

mas os transtornos de ansiedade são diferentes. Eles são um grupo de doenças 

mentais que causam ansiedade e medo constantes e avassaladores. A ansiedade 

excessiva pode fazer com que a pessoa evite o trabalho, a escola, as reuniões 

familiares e outras situações sociais que possam desencadear ou agravar seus 

sintomas (SMOLLER et al., 2007). Apesar da importância dos transtornos de 

ansiedade e de respostas ansiogênicas, os mecanismos neurobiológicos 

relacionados, principalmente os mecanismos encefálicos neuroquímicos, não são 

completamente compreendidos. 

O córtex insular [do inglês, insular cortex (IC)] é uma estrutura do sistema 

nervoso central (SNC) que possui integração anatômica com regiões corticais e 

subcorticais do cérebro, e através dessas conexões participa no controle de funções 
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sensoriais, emocionais, motivacionais e cognitivas. Nessa estrutura, chegam 

informações sensitivas tanto de dentro quanto de fora do corpo, incluindo, por 

exemplo, informações auditivas, somatossensoriais, olfativas, gustativas, visuais e 

informações interoceptivas (GOGOLLA, 2017). Nesse sentido, o Córtex Insular tem 

um papel importante na integração da sensação interoceptiva na experiência 

subjetiva (CRAIG, 2003, HARRIS et al., 2009). Dessa forma, o Córtex Insular pode 

integrar informações límbicas de diversas estruturas (AUGUSTINE, 1996; 

NIEUWENHUYS, 2012; UDDIN, 2015; GOGOLLA, 2017). Embora haja diferenças 

na localização, existe grande semelhança na cito arquitetura, conexões e funções do 

Córtex Insular em humanos e roedores (Figura 1 B). Em humanos, o Córtex Insular é 

encontrado na altura do sulco lateral de cada hemisfério, inferior aos lobos frontal, 

parietal e temporal. Já em roedores, o Córtex Insular está localizado na superfície 

lateral dos hemisférios, e acima da metade rostral do sulco rinal (Figura 1 A) 

(MORAGA-AMARO; STEHBERG, 2012; GOGOLLA, 2017; NAMKUNG et al, 2017). 

Um circuito envolvendo a amígdala, córtex pré-frontal e o hipocampo tem sido 

um ponto focal para modelos recentes de transtornos de ansiedade 

(DECKERSBACH; DOUGHERTY; RAUCH, 2006). Conexões anatômicas entre o 

Córtex Insular e essas estruturas límbicas sugerem uma participação do Córtex 

Insular no desenvolvimento de ansiedade patológica (PAULUS; STEIN, 2006). De 

fato, há evidências de funcionamento alterado do Córtex Insular em pacientes com 

transtornos de ansiedade, em que foi notado um aumento do fluxo sanguíneo 

cerebral (RAUCH et al.,1997), enquanto pacientes com fobia social apresentaram 

redução do fluxo sanguíneo no Córtex Insular durante uma fala em público 

(LORBERBAUM et al., 2004). Pacientes com transtorno de ansiedade generalizada 

mostraram uma redução da atividade no Córtex Insular após a redução dos sintomas 

com administração citalopram (HOEHN-SARIC et al, 2004). Baseado nessas 

evidências, a atividade do Córtex Insular durante o desempenho de tarefas 

emocionais foi proposta como um biomarcador para identificar transtornos de 

ansiedade (PAULUS; STEIN, 2006; SIMMONS et al., 2011). 

Estudos de neuroimagem em humanos indicaram a sub-região anterior como 

um local importante no Córtex Insular envolvido na expressão de emoções 

(BENARROCH, 2019; GU et al., 2013; KURTH et al., 2010). Estudos em roedores 

indicaram que o controle dos comportamentos relacionados à ansiedade parece 

ocorrer de maneira sítio- específica ao longo do eixo rostrocaudal do Córtex Insular 
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(DE PAIVA et al, 2021; MÉNDEZ-RUETTE et al., 2019; FENG et al, 2020; VITORIO 

et al, 2023). Por exemplo, foi relatado que a lesão excitotóxica ou antagonismo de 

receptores glutamatérgicos não-NMDA na sub-região anterior do Córtex Insular 

causou efeitos do tipo ansiolíticos no labirinto em cruz elevado (LCE) (MÉNDEZ-

RUETTE et al., 2019; SHI et al., 2020), enquanto o antagonismo de receptores não-

NMDA no Córtex Insular posterior causou efeito comportamental do tipo ansiogênico 

(MÉNDEZ-RUETTE et al., 2019). Apesar dessas evidências, os mecanismos 

neuroquímicos locais envolvidos no envolvimento do Córtex Insular no controle de 

comportamentos relacionados à ansiedade são pouco compreendidos. 

O fator liberador de corticotropina (CRF) foi identificado primeiramente no 

hipotálamo, cuja função é regular a secreção do hormônio adrenocorticotrófico 

(ACTH) na hipófise anterior (SPIESS et al., 1981).  

Estudos seguintes evidenciaram a presença de CRF e seus receptores em 

outras regiões do encéfalo (PHELIX; PAULL, 1990; REUL; HOLSBOER, 2002). 

Atuando nessas regiões, O CRF está envolvido no controle de respostas 

independentes do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA), incluindo a regulação de 

comportamentos defensivos (DEDIC et al., 2017; DEUSSING et al., 2018). 

O sistema “CRFérgico” e seus mecanismos de regulação do eixo HPA estão 

retratados de forma detalhada na literatura. Esse sistema dispõe de 4 

neurotransmissores endógenos identificados como CRF, urocortina 1, urocortina 2 e 

urocortina 3, sendo os efeitos de todos os neurotransmissores mediados pela 

ativação de dois receptores denominados receptores CRF1e CRF2 (BALE; VALE, 

2004; HAUGER et al., 2003; DEDIC et al., 2017). Entretanto, os neurotransmissores 

do sistema CRFérgico possuem afinidade diferente aos dois receptores. O CRF tem 

maior afinidade ao receptor CRF1; a urocortina2 e a urocortina 3 tem maior afinidade 

ao receptor CRF2; enquanto a urocortina 1 tem afinidade similar aos dois receptores 

(BALE; VALE, 2004; HAUGER et al., 2003; RENCKENS et al., 2016; DEDIC et al., 

2017). 

Estudos apontam que a ativação do receptor CRF1 desencadeia respostas 

comportamentais do tipo ansiogênicas (HAUGER et al., 2003). Nesse sentido, 

circuitos contendo o sistema CRFérgico têm uma função importante na fisiopatologia 

da ansiedade (REULEHOLSBOER, 2002).  
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O receptor CRF1 é amplamente expresso no sistema nervoso central, e sua 

expressão foi amplamente identificada em várias regiões do córtex cerebral, 

incluindo o IC (POTTER et al., 1994; CHALMERS et al., 1996; HENCKENS et al., 

2016; DEUSSING; CHEN, 2018). Por outro lado, a expressão do receptor CRF2 é 

mais localizada, e a expressão desse receptor não foi reportada no córtex cerebral 

de ratos (VAN PETT et al., 2000; CHALMERS et al., 1996; HENCKENS et al., 2016; 

DEUSSING; CHEN, 2018) de modo que o CRF parece ser o principal ligante 

endógeno do receptor CRF1 no córtex cerebral (HENCKENS et al., 2016). Neste 

contexto, o CRF é um potencial neurotransmissor chave da interocepção no Córtex 

Insular (NAQVI; BECHARA, 2009). Contudo, um possível envolvimento da 

neurotransmissão CRFérgica local no controle comportamental de respostas 

relacionadas à ansiedade pelo Córtex Insular nunca foi relatada. Portanto, a 

hipótese do presente estudo é que o envolvimento do Córtex Insular em respostas 

comportamentais do tipo ansiosa seja mediada pela ativação do receptor CRF1 no 

Córtex Insular, e esse controle ocorra de maneira distintas nas porções anterior e 

posterior do Córtex Insular. 

 

 
(Gogolla, 2017) 

 

Figura 1. Localização do córtex insular no cérebro humano e de camundongo– (A) Anatomia do cérebro 

humano. Canto superior esquerdo: a ínsula é dobrada abaixo do sulco lateral e escondida pelos opérculos 

(área sombreada) dos lobos frontal, parietal e temporal. Canto superior direito: quando os lobos temporal e 

parietal são afastados, a ínsula subjacente pode ser vista; é separado em uma parte anterior e outra posterior 

pelo sulco insular central. Abaixo: Seções transversais coronais (1) e horizontal (2) do cérebro humano 

revelam aposição do córtex insular (vermelho). (B) Canto superior esquerdo: no camundongo, a ínsula fica 

exposta na superfície lateral do cérebro, acima da fissura rinal. A artéria cerebral medial (MCA) atravessa a 

ínsula. Canto superior direito: subdivisões e regiões corticais vizinhas da ínsula do rato. AI, córtex insular  
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agranular; AID, córtex insular agranular, parte dorsal; AIV, córtex insular agranular, parte ventral; AIP, córtex 

insular agranular, parte posterior; DI, córtex insular disgranular; GI, córtex insular granular. Parte inferior: 

secções transversais coronais em diferentes níveis revelam a localização e as camadas do córtex insular do 

rato. 

 

2. OBJETIVOS 

 

O objetivo desse estudo foi investigar a participação da neurotransmissão 

CRFérginca no Córtex Insular anterior e posterior, atuando via o receptor CRF1, no 

controle de respostas comportamentais relacionadas à ansiedade. 

 

3. JUSTIFICATIVA 

 

O tema se justificou porque se promoveu avanço na compreensão dos 

mecanismos neurobiológicos envolvidos nas complicações comportamentais 

relacionadas à ansiedade, além de ilustrar que as porções anterior e posterior do 

Córtex Insular atuam de maneira diferente no controle desses comportamentos. 

 

4. METODOLOGIA 

 

4.1 Animais 

 

Foram utilizados 51 ratos Wistar com peso corporal entre 240-250 g (60 dias 

pós Natal) fornecidos pelo Biotério Central da UNESP (Botucatu, SP, Brasil). Os 

animais foram ambientados no Biotério do Laboratório de Farmacologia da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas UNESP ((FCFAr-UNESP; Araraquara, SP) 

por um período de sete dias antes do início dos procedimentos experimentais. Os 

animais tiveram acesso livre à ração granulada e água durante todo o protocolo 

(exceto durante os breves períodos de teste), e foram mantidos em salas 

climatizadas (temperatura de 23±2º C eumidade50±10%) com ciclo claro-escuro 12-

12h(luz7:00h–19:00h). Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo 

Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da FCFAr-UNESP (aprovação # 

20/2021). 
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4.2 Preparaçãocirúrgica 

 

Os animais foram submetidos à anestesia inalatória com isoflurano (2,5%) 

utilizando vaporizados de baixo fluxo (Bonther, Ribeirão Preto, São Paulo, Brazil). 

Depois da tricotomia, a cabeça do rato foi imobilizada em um aparelho estereotáxico 

(Stoelting, Wood Dale, Illinois, EUA). Para anestesia local e redução do 

sangramento, foi injetado por via subcutânea 0,3 ml de solução de lidocaína com 

vasoconstrictor (2% lidocaine + 3% phenylephrine, Harvey Química Farmacêutica 

Ind. E Comércio Ltda, Catanduva, São Paulo, Brazil).  Então, o crânio foi exposto 

através de uma incisão na pele e a região foi limpa com solução salina e peróxido de 

hidrogênio a 10%. Todas as coordenadas para implantação do guia cânulas 

direcionadas para o Córtex Insular anterior ou posterior foram baseadas em 

parâmetros obtidos do atlas do cérebro de rato de Paxinos e Watson (1997). As 

coordenadas estereotáxicas foram ântero-posterior: +10,5 mm Córtex 

Insularanterior) ou +6,9 mm (Córtex Insular posterior) em relação à interaural; lateral: 

+3,8 mm (Córtex Insular anterior) ou +6,2 mm (Córtex Insular posterior) a partir da 

sutura média; vertical: -4,5 mm (Córtex Insular anterior) ou -6,0 mm (Córtex Insular 

posterior) em relação ao crânio. Após posicionar a cânula de aço inoxidável (26 G, 

12 mm), pequenos furos foram feitos no crânio com uma broca dentária, por onde 

foram introduzidas as cânulas (bilateralmente). As cânulas foram fixadas ao crânio 

com resina acrílica autopolimerizável. (Simplex, DFL, Ind. Com., Rio de Janeiro, Rio 

de Janeiro, Brasil) e pequenos parafusos de aço foram previamente implantados no 

crânio para fixação da resina. Um mandril com diâmetro de 0,2 mm foi introduzido 

nas cânulas para evitar obstrução durante o período de recuperação. Como medida 

profilática, após o término do procedimento cirúrgico os animais receberam 0,2 mL 

de pentabiótico veterinário (Fountoura-Wyeth, São Paulo, Brasil) por via 

intramuscular e 0,3 mL do antiinflamatório não esteroidal flunexinameglumina por via 

subcutânea. Os animais foram mantidos em recuperação por pelo menos quatro dias 

após o procedimento cirúrgico. 

 

4.3 Análise comportamental no labirinto em cruz elevado (LCE) 
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O LCE foi utilizado para avaliar os efeitos do tratamento farmacológico do 

Córtex Insular sobre comportamentos relacionados à ansiedade (PELLOW; 

CHOPIN; FILE e BRILEY, 1985; GOMES-DE-SOUZA et al., 2021; BARRETTO-DE-

SOUZA et al., 2022; GOUVEIA et al., 2016). O aparato utilizado para o teste foi 

composto por dois braços abertos e dois braços fechados, com 50 cm de 

comprimento e 10 cm de largura cada, unidos perpendicularmente e elevado a 50 

cm do solo. Os braços fechados possuíam paredes de 40 cm de altura que os 

cercava, e os braços abertos tinham uma borda lateral de acrílico de 1 cm para 

evitar que a queda dos animais do aparato. 

Os roedores evitam os braços abertos e medicamentos ansiolíticos 

normalmente aumentam a exploração de braços abertos, porém sem interferir no 

número de entradas em braços fechados (CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005). Assim, 

no presente estudo o número de entradas nos braços abertos e fechados e o tempo 

gasto nos braços abertos foram quantificados. No intervalo entre os testes para cada 

animal, o labirinto foi limpo com solução de álcool (20%). O comportamento foi 

registrado por um período de 5 minutos e as medidas foram realizadas 

automaticamente usando o software Anymaze (Stoelting, Wood Dale, IL, EUA) 

 

4.4 Microinjeção intracerebral de drogas 

 

As agulhas de injeção (33 G, SmallParts, Miami Lakes, Flórida, EUA) 

utilizadas para a microinjeção intracerebral das drogas foram1 mm mais longa do 

que as cânulas-guia previamente fixadas ao crânio, e foram conectadas a uma 

seringa de 2 µl (7002-KH, Hamilton Co., Reno, NV, EUA) através de um tubo de 

polietileno (PE-10) (Clay Adams, Parsippany, NJ, EUA). As drogas foram injetadas 

em volume de 100nL/hemisfério (ALVES et al., 2013; VITORIO et al., 2023; TOMEO 

et al., 2022). 

 

4.5 Determinação histológica de locais de microinjeção no encéfalo 

 

Ao final de cada experimento os animais foram anestesiados com uretana 

(1,2 g/kg, ip) e 100 nL de corante azul de Evans (1%) foram injetados bilateralmente 

para determinação do sítio de microinjeção no encéfalo. Em seguida, os ratos foram 

perfundidos e o encéfalo foi removido e pós-fixados em formalina a 10% por pelo 
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menos 48 horas a 4 °C. Posteriormente, o encéfalo foi seccionado em cortes frontais 

de 40 µm de espessura usando um criostato (CM1900, Leica, Wetzlar, Alemanha) 

para análise dos sítios de microinjeção. A localização da microinjeção foi 

determinada em um microscópio óptico de acordo com o atlas cerebral de rato de 

Paxinos e Watson (1997). 

 

4.6 Fármacos e soluções 

 

 O CP376395 (antagonista seletivo do receptor CRF1) (Tocris, West-woods 

Busines Park, Ellisville, Missouri, EUA), o fator liberador de corticotropina (CRF) 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) e a uretana (Sigma-Aldrich) foram 

dissolvidas em solução salina (0,9% NaCl). O pentabiótico veterinário (Fort-Dodge, 

Campinas, SP, Brasil), o isoflurano (Cristrália, Itapira, São Paulo, Brazil) e o anti-

inflamatório não-esteroidal (flunixinameglumina Banamine, Schering Plough, Cotia, 

SP, Brasil) foram utilizados conforme fornecidos pelos fabricantes. As drogas foram 

injetadas no volume de 100nL/lado (ALVES et al, 2010, 2014; MARINS et al, 2016). 

 

4.7 Análise estatística 

 

Os dados foram expressos como média ± erro padrão da média (LCE). 

Todos os dados foram analisados utilizando o software GraphPadPrism versão 7.0 

(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA). Todos os parâmetros 

comportamentais no LCE foram comparados usando ANOVA monofatorial. Quando 

a ANOVA indicou diferenças estatísticas, o pós-teste de Bonferroni foi usado para 

avaliar diferenças específicas entre os grupos experimentais. Resultados com 

P<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. 

 

4.8 Desenho experimental 

 

Grupos independentes de animais foram submetidos à cirurgia estereotáxica 

para implantação de cânulas-guia bilaterais direcionadas para as sub-regiões 

anterior ou posterior do Córtex Insular baseadas no atlas de Paxinos & Watson 

(1997), e depois foram mantidos em recuperação por pelo menos quatro dias. 
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Definições do Córtex Insular rostrocaudal sub-regiões foram baseadas em estudos 

anteriores (TOMEO et al. 2022; OPPENHEIMER; CECHETTO 2016; SAPER 1982; 

MARINS et al. 2016; MARINS et al. 2021; GEHRLACH et al. 2020). No dia do teste, 

os animais foram levados para a sala de ensaio pelo menos 60 minutos antes do 

início do experimento para habituação às condições da sala. Após o período de 

habituação, grupos independentes de animais receberam microinjeções bilaterais do 

antagonista seletivo do receptor CRF1 CP376395 (5nmol/100nL), CRF 

(0,07nmol/100nL) ou veículo (solução salina, 100nL) nas sub-regiões anterior ou 

posterior do Córtex Insular (OLIVEIRA; ALMEIDA; BENINI; CRESTANI,2015). Dez 

minutos após o tratamento com CRF1 CP376395 (5nmol/100nL), CRF 

(0,07nmol/100nL) ou veículo (solução salina, 100nL) no Córtex Insular, os animais 

foram colocados individualmente no LCE por 5 minutos para avaliar comportamentos 

relacionados à ansiedade. 

 

5.RESULTADOS 

 

Representações diagramáticas de secções coronais baseadas no atlas 

cerebral de ratos de Paxinos e Watson (1997) mostrando locais de microinjeção nas 

sub-regiões anterior e posterior do Córtex Insular de todos os animais incluídos no 

presente estudo são apresentadas na Figura 1. A Figura 1 também mostra 

fotomicrografias de secções coronais do cérebro de animais representativos 

ilustrando sítios de microinjeções bilaterais no Córtex Insular anterior e posterior.  
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Figura 2 – Sítios de microinjeções nas sub-regiões anterior e posterior do Córtex Insular. (Superior) 

Fotomicrografias de secções coronais do cérebro representando os sítios de microinjeção de animais 

representativos nas sub-regiões anterior (A) e posterior (B) do Córtex Insular. As setas indicam os sítios de 

microinjeção. (Inferior) Representações diagramáticas modificadas do Atlas cerebral de ratos de Paxinos e 

Watson 1997 indicando os sítios de microinjeção na sub-região anterior (imagens à esquerda) e posterior 

(imagens à direita) do Córtex Insular de veículo (círculos brancos), CP376395 (antagonista seletivo do receptor 

CRF1; Córtex Insular anterior: círculos laranja; posterior Córtex Insular: círculos azuis claros) e CRF (Córtex 

Insular anterior: círculos vermelhos; Córtex Insular posterior: círculos azuis escuros) de todos os animais 

utilizados no presente estudo. Os números indicam as distâncias em relação à interaural e ao bregma. 

 

 

5.1 – Papel da neurotransmissão CRFérgica no Córtex Insular anterior 

controlando o comportamento do tipo ansioso 

 

A análise do percentual de tempo (F (2,24)=3,7, P=0,0384) e entradas  

(F(2,24)=4,429, P=0,0231) nos braços abertos do LCE indicou uma diferença entre 

os grupos experimentais (Fig. 2). O pós-teste revelou que o antagonismo do 

receptor CRF1 no Córtex Insular anterior, causado pela microinjeção local de 

CP376395 (n = 8), aumentou o tempo (P=0,0498) e o número de entradas 

(P=0,0174) nos braços abertos, quando comparado aos animais que receberam 

microinjeção bilateral de veículo no Córtex Insular (n=10) (Fig. 2). A análise não 

indicou efeito no tempo (P>0,05) e no número de entradas (P>0,05) nos braços 
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abertos em animais que receberam CRF (n = 9) no Córtex Insular anterior (Fig. 2). 

Análise do número de entradas nos braços fechados do LCE também não indicou 

diferenças entre os grupos experimentais (F (2,24) =1,04,P=0,3689)(Fig. 2). 

 

 

Figura 3 – Papel da neurotransmissão CRFérgica no Córtex Insular anterior controlando comportamentos 

relacionados à ansiedade no LCE. Efeito da microinjeção bilateral de veículo (n=10, solução salina, 100 nL), 

do antagonista seletivo do receptor CRF1 (CP376395, n=8, 5 nmol/100 nL) ou CRF (n = 9, 0,1 nmol/100 nL) 

na sub-região anterior do Córtex Insular na exploração dos braços abertos e fechados do LCE. O tratamento 

do Córtex Insular anterior foi realizado 10 minutos antes da exposição ao LCE. As barras representam a média 

± SEM. *P<0,05 em relação ao grupo veículo. ANOVA monofatorial seguida do pós-teste de Bonferroni 

 

5.2 – Papel da neurotransmissão CRFérgica no Córtex Insular posterior 

controlando o comportamento do tipo ansioso 

 

A análise do percentual de tempo (F (2,21) =4,29, P=0,0272) e entradas 

(F(2,21)=4,13, P=0,0307) nos braços abertos do LCE indicou uma diferença entre 

os grupos experimentais. O pós-teste revelou que a ativação de receptores CRF no 

Córtex Insular posterior através de microinjeção local de CRF (n = 9) aumentou o 

tempo (P=0,0247) e o número de entradas (P=0,0258) nos braços abertos, quando 

comparado aos animais que receberam microinjeção local de veículo (n=7) (Fig. 3). 

A análise não indicou nenhum efeito no tempo (P>0,05) ou no número de entradas 

(P>0,05) nos braços abertos em animais tratados com o antagonista seletivo do 
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receptor CRF1 (CP376395) no Córtex Insular posterior (n=8) (Fig. 3). Análise do 

número de entradas nos braços fechados do LCE também não indicou diferença 

entre os grupos experimentais (F (2,21) =0,98, P=0,3693) (Fig. 3). 

 

Figura 4 - Papel da neurotransmissão CRFérgica no Córtex Insular posterior controlando comportamentos do 

tipo ansioso no LCE. Efeito da microinjeção bilateral de veículo (n=7, solução salina, 100 nL), do antagonista 

seletivo do receptor CRF1 (CP376395, n=8, 5 nmol/100 nL) ou CRF (n = 9, 0,1 nmol/100 nL) na sub-região 

posterior do Córtex Insular na exploração dos braços abertas e fechados do LCE. O tratamento do Córtex Insular 

posterior foi realizado 10 minutos antes da exposição ao LCE. As barras representam a média ± SEM. *P<0,05 

em relação ao grupo veículo. ANOVA monofatorial seguida de pós-teste de Bonferroni 

 

Em comparação entre grupos que receberam injeção de salina na porção 

anterior e porção posterior do Córtex Insular, não foi observada nenhuma diferença 

estatística. 

 

6. DISCUSSÃO 

 

Os resultados obtidos no presente estudo constituem a primeira evidência de 

que o controle de comportamentos relacionados à ansiedade pela neurotransmissão 

CRFérgica local é específica ao longo do eixo rostrocaudal do Córtex Insular. De 

fato, os nossos dados sugerem que a ativação dos receptores CRF1 na sub-região 

anterior do Córtex Insular está envolvida na expressão de comportamentos 

relacionados à ansiedade no LCE. Por outro lado, a ativação de receptores 
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CRFérgicos na sub-região posterior do Córtex Insular é capaz de causar efeitos do 

tipo ansiolítico. 

A neurotransmissão do sistema CRFérgico atuando através dos receptores 

CRF1 tem sido descrita como um importante mecanismo neuroquímico cerebral 

relacionado à expressão de respostas comportamentais do tipo ansiosas 

(VASCONCELOS et al., 2020; REUL; HOLSBOER, 2002; CONTARINO et al., 1999; 

HAUGER, 2003; DEDIC et al., 2018). Nesse sentido, nossos dados fornecem novas 

evidências indicando a sub-região anterior do Córtex Insular como um local cerebral 

relacionado ao controle da expressão de comportamentos de ansiedade pela 

neurotransmissão CRFérgica. As evidências obtidas no presente estudo estão de 

acordo com evidências anteriores que indicaram um relevante papel do Córtex 

Insular anterior na ansiedade. Nesse sentido, estudos de neuroimagem em humanos 

indicaram a sub-região anterior como um local importante no Córtex Insular 

envolvido na expressão de emoções (BENARROCH, 2019; Gu et al., 2013; KURTH 

et al., 2010).  Estudos em roedores também identificaram que a lesão eletrolítica ou 

o antagonismo de receptores de glutamato não-NMDA no Córtex Insular anterior 

causaram efeitos do tipo ansiolítico no LCE (MÉNDEZ-RUETTE et al., 2019; SHI et 

al., 2020), enquanto a ativação quimiogenética causou efeito do tipo ansiogênico em 

animais previamente submetidos ao estresse de restrição (ZHAO et al., 2022). 

Nesse sentido, os dados obtidos no presente estudo fornecem novas evidências 

indicando a neurotransmissão CRFérgica como um importante mecanismo 

neuroquímico local envolvido no controle de comportamentos relacionados à 

ansiedade pelo Córtex Insular anterior. No entanto, deve-se notar que o Córtex 

Insular anterior não parece estar envolvido em todas as manifestações de respostas 

de ansiedade, uma vez que a inibição química desta região não afetou respostas 

comportamentais (isto é, congelamento) condicionadas ao tom ou ao contexto (de 

PAIVA; BUENO; DOS SANTOS CORRÊA; OLIVEIRA; FERREIRA; FORNARI, 

2021). 

Em relação à sub-região posterior do Córtex Insular, observamos que o 

tratamento farmacológico com o antagonista do receptor CRF1 não causou 

alterações comportamentais no LCE. No entanto, a microinjeção bilateral de CRF 

aumentou a exploração dos braços abertos do LCE, o que indica um efeito do tipo 

ansiolítico. A falta de efeito do antagonismo do receptor CRF1 sugere que a 

neurotransmissão CRFérgica parece não ser recrutada no Córtex Insular posterior 
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durante a exposição ao LCE. Uma outra hipótese para este resultado é de que 

existem estímulos mais expressivos que contribuem para que o animal se mantenha 

neste estado. Nossos achados corroboram com evidências anteriores de que a lesão 

eletrolítica no Córtex Insular posterior não afetou o comportamento no LCE (SHI; 

FENG; WEI; ZHOU, 2020); embora esta sub-região do Córtex Insular tenha um 

papel importante na expressão da resposta de congelamento relacionada ao medo 

condicionado (de PAIVA et al, 2021; FOILB et al, 2016). No entanto, a mudança na 

exploração dos braços abertos após a ativação farmacológica de receptores 

CRFérgicos através da microinjeção local de CRF indica que esse mecanismo 

neuroquímico pode gerar efeitos ansiolíticos no Córtex Insular posterior. Assim, 

embora nossos dados indiquem que a neurotransmissão CRFérgica no Córtex 

Insular posterior não é recrutada para a expressão da ansiedade inata, pode estar 

envolvida na modulação de respostas ansiogênicas causadas por estímulos que 

ativam os mecanismos CRFérgicos no córtex cerebral. Nesse sentido, os 

mecanismos CRFérgicos cerebrais são ativados durante o estresse emocional em 

várias regiões do cérebro, incluindo o córtex cerebral (DEUSSING; CHEN, 2018; 

JOËLS; BARAM, 2009). Assim, mais estudos são necessários para explorar um 

possível papel modulador da neurotransmissão CRFérgica no Córtex Insular 

posterior em respostas ansiogênicas evocadas pelo estresse. 

Em conjunto, os resultados aqui relatados indicam um papel oposto da 

neurotransmissão CRFergica nas sub-regiões anterior (papel ansiogênico) e 

posterior (papel ansiolítico) do Córtex Insular controlando comportamentos no LCE. 

As descobertas do presente estudo são semelhantes em relação aos obtidos 

anteriormente após o antagonismo de receptores glutamatérgicos não-NMDA no 

Córtex Insular (MÉNDEZ-RUETTE et al., 2019). De fato, os resultados obtidos neste 

estudo anterior evidenciaram um envolvimento da neurotransmissão glutamatérgica 

no Córtex Insular anterior na expressão de comportamentos relacionados à 

ansiedade no LCE, enquanto um papel ansiolítico foi identificado no Córtex Insular 

posterior (MÉNDEZ-RUETTE et al., 2019). Este controle oposto parece estar 

relacionado a diferentes conexões das sub-regiões do Córtex Insular. Um estudo 

que avaliou sistematicamente conexões de diferentes sítios ao longo do eixo 

rostrocaudal do Córtex Insular identificaram diferenças nas projeções das sub-

regiões anterior versus posterior (GEHRLACH et al., 2020). Nesse sentido, foi 

relatado que o papel do Córtex Insular anterior, mas não do Córtex Insular posterior, 



28 

 

no controle comportamental no LCE parece estar relacionado a projeções para a 

amígdala basolateral (BLA) (SHI et al, 2020), enquanto o controle da ansiedade pelo 

Córtex Insular posterior parece ser mediado principalmente pela conexão com o 

núcleo central da amígdala (CeA) (GEHRLACH et al, 2019). Foi relatado que a 

expressão das respostas de ansiedade no LCE está relacionada a um aumento na 

atividade neuronal no Córtex Insular posterior, de modo que uma exploração 

aumentada do braço aberto foi observada após o silenciamento de neurônios nesta 

sub-região Córtex Insular (GEHRLACH et al, 2019). Assim, uma possibilidade seria 

que o papel oposto da neurotransmissão CRFérgica no Córtex Insular anterior e 

posterior seria mediado por diferentes efeitos na ativação neuronal local. Nesse 

sentido, o controle pelo Córtex Insular anterior ocorreria através da ativação de 

neurônios piramidais locais que se projetam para o BLA, o que por sua vez resultaria 

em efeito ansiogênico. Por outro lado, a ativação de receptores de CRF no Córtex 

Insular posterior poderia inibir neurônios locais que projetam para CeA, assim 

causando efeitos ansiolíticos. No entanto, em oposição a essa ideia, um estudo 

recente identificou que o CRF agindo via receptor CRF1 despolariza neurônios 

piramidais no Córtex Insular posterior (RIEGER et al., 2022), tendo em vista que 

ainda não há relatos na literatura evidenciando a expressão de receptores do tipo 

CRF2 no Córtex insular. Portanto, mais estudos são necessários para explorar os 

mecanismos e circuitos locais relacionados ao papel oposto da neurotransmissão 

CRFérgica do Córtex Insular no controle de comportamentos relacionados à 

ansiedade. 

Outro mecanismo que pode explicar os efeitos opostos da neurotransmissão 

CRFérgica no Córtex Insular anterior e posterior é uma eventual influência no fluxo 

interno de informações locais. Nesse sentido, estudos têm fornecido evidências de 

um fluxo de informações interoceptivas da sub-região posterior para a anterior, de 

modo que o Córtex Insular anterior seria responsável por integrar as diversas 

informações que chegam a esta estrutura cerebral, evocando respostas emocionais 

(KURTH et al, 2010; CAUDA et al, 2012; MOLNAR-SZAKACS; UDDIN, 2022). 

Assim, uma possibilidade é que o controle da neurotransmissão CRFérgica no 

Córtex Insular posterior está relacionado a uma influência nos circuitos internos do 

Córtex Insular, que por sua vez impedem a ativação neurônios piramidais no Córtex 

Insular anterior envolvidos na expressão da ansiedade 
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7. CONCLUSÃO 

 

Os resultados relatados no presente estudo indicam que a neurotransmissão 

CRFergica no Córtex Insular está envolvida no controle de comportamentos 

relacionados à ansiedade, e a regulação ocorre de maneira sítio-específica ao longo 

do eixo rostrocaudal do Córtex Insular. De fato, os resultados sugerem um 

envolvimento dos receptores CRF1 no Córtex Insular anterior na expressão de 

comportamentos relacionados à ansiedade no LCE. Embora a neurotransmissão 

CRFérgica pareça não ser recrutada no Córtex Insular posterior durante a exposição 

ao LCE, nossos achados indicam que a ativação de receptores CRF nesta estrutura 

cortical pode evocar respostas comportamentais do tipo ansiolíticas. Portanto, mais 

estudos são necessários para esclarecer um eventual papel da neurotransmissão 

CRFérgica no Córtex Insular posterior em mudanças comportamentais causadas por 

estímulos em que esse mecanismo neuroquímico é recrutado em estruturas 

corticais, como por exemplo eventos estressantes. 
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