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RESUMO 

O córtex insular (IC) está envolvido em respostas comportamentais e 

fisiológicas ao estresse emocional. O controle das funções fisiológicas e das 

respostas comportamentais ocorre de maneira sítio-específica ao longo do eixo 

rostrocaudal do IC. No entanto, uma topografia funcional da regulação das 

respostas comportamentais causadas pelo estresse nunca foi avaliada. 

Portanto, investigamos o papel de sub-regiões específicas ao longo do eixo 

rostrocaudal do IC posterior no efeito ansiogênico causado pela exposição ao 

estresse de restrição agudo em ratos. Para isso, os ratos receberam 

microinjeção bilateral do inibidor sináptico não-seletivo CoCl2 ou veículo nas 

porções rostral, intermediária ou caudal do IC posterior antes de uma sessão 

de estresse de restrição agudo. Em seguida, o comportamento no labirinto em 

cruz elevado (LCE) foi avaliado imediatamente após o estresse de restrição. O 

comportamento no LCE de animais não-estressados também foi investigado. 

Observamos que o estresse de restrição agudo diminuiu a exploração dos 

braços abertos do LCE em animais tratados com veículo em todas as regiões 

do IC posterior quando comparados com os animais não-estressados, o que 

indica um efeito comportamental do tipo ansiogênico. A evitação dos braços 

abertos do LCE foi completamente inibida em animais que receberam a 

microinjeção de CoCl2 no IC posterior intermediário. No entanto, o mesmo 

tratamento farmacológico nas sub-regiões rostral ou caudal do IC posterior não 

afetou as mudanças comportamentais evocadas pela restrição no LCE. Em 

conjunto, esses resultados sugerem uma regulação sítio-específica do efeito 

ansiogênico ao estresse emocional ao longo do eixo rostrocaudal do IC 

posterior, indicando um papel proeminente da porção intermediária nessa 

resposta. 

 

 

Palavras-chave: ansiedade; córtex pré-frontal; ínsula; estresse de restrição; 

topografia. 

 

 

 



 

ABSTRACT 

The insular cortex (IC) is engaged in behavioral and physiological responses to 

emotional stress. The control of physiological functions and behavioral 

responses has been reported to occur in a site-specific manner along the 

rostrocaudal axis of the IC. However, a functional topography of the IC in 

regulation of anxiogenic responses caused by stress has never been evaluated. 

Therefore, we investigated the role of rostrocaudal subregions of the posterior 

IC in anxiogenic-like effect caused by exposure to acute restraint stress in male 

rats. For this, rats received bilateral microinjection of the non-selective synaptic 

inhibitor CoCl2 or vehicle into either the rostral, intermediate or caudal portions 

of the posterior IC before an acute session of restraint stress. Then, behavior in 

the elevated plus maze (EPM) was evaluated immediately after restraint stress. 

The behavior of non-stressed animals in the EPM was also investigated. We 

observed that acute restraint stress decreased the exploration of the EPM open 

arms in animals treated with vehicle in all regions of the posterior IC, thus 

indicating an anxiogenic effect. The avoidance of the EPM open arms was 

completely inhibited in animals subjected to microinjection of CoCl2 into the 

intermediate posterior IC. Nevertheless, the same pharmacological treatment in 

either the rostral or caudal subregions of the posterior IC did not affect the 

restraint-evoked behavioral changes in the EPM. Taken together, these results 

suggest a site-specific regulation of anxiogenic effect to emotional stress along 

the rostrocaudal axis of the posterior IC, indicating a prominent role of the 

intermediate portion in this response. 

 

Keywords: anxiety; prefrontal cortex; insula; restraint stress; topography. 
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1. INTRODUÇÃO 

A palavra estresse está associada à definição proposta por Hans Selye 

de uma resposta a uma ameaça, ou seja, uma resposta aguda e adaptativa a 

um estímulo (MCEWEN; AKIL, 2020ª). Todo organismo mantém um equilíbrio 

dinâmico complexo, que é constantemente desafiado por estímulos internos ou 

externos, denominados estressores. Os estressores compreendem uma lista 

de fatores potencialmente adversos, que podem ser emocionais ou físicos 

(CHROUSOS, 2009). Nesse sentido, a homeostase é mantida através de 

respostas fisiológicas e comportamentais coordenadas, incluindo ativações do 

sistema nervoso autônomo simpático e do eixo hipotálamo-hipófise-

adrenocortical (HPA). Na ativação do eixo HPA, neurônios localizados no 

núcleo paraventricular do hipotálamo (PVN) liberam o hormônio liberador de 

corticotropina (CRH), além da vasopressina, na eminência mediana; e esses 

neuropeptídeos então estimulam a liberação do hormônio adrenocorticotrófico 

(ACTH) a partir da hipófise anterior que, por sua vez, estimula a síntese e 

liberação de glicocorticóides no córtex adrenal (cortisol em humanos e 

corticosterona em roedores) (BORNSTEIN; BÖTTNER; CHROUSOS, 1999; 

HERMAN et al., 2016; MCEWEN; AKIL, 2020a). Essa resposta requer a 

integração de vários sistemas, que envolvem os principais circuitos límbico-

neuroendócrinos. Os glicocorticóides promovem a mobilização de energia para 

todo o organismo e são críticos para a sobrevivência. Além disso, os 

glicocorticóides têm efeitos profundos na fisiologia sináptica, na regulação do 

circuito de resposta ao estresse e no comportamento (HERMAN et al., 2016). 

Além das respostas fisiológicas, o conjunto de alterações adaptativas 

observadas durante situações aversivas também contempla respostas 

comportamentais. De fato, estudos clínicos e pré-clínicos demonstraram 

respostas ansiogênicas após exposição a estresse emocional ((BUYNITSKY; 

MOSTOFSKY, 2009; RAJCANI et al., 2020). Esse quadro de ansiedade 

aumenta o estado de alerta, cognição e melhora o processamento sensorial e 

as funções executivas, que constituem respostas adaptativas proeminentes a 
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ameaças aversivas em curto prazo (DAVIU et al., 2019; MCEWEN et al., 2012; 

MORRIS et al., 2020).  

Os transtornos de ansiedade em humanos são conceituados como 

transtornos de resposta mal-adaptativa à uma ameaça aguda (medo) e ameaça 

potencial (ansiedade). Desta maneira, a ansiedade patológica pode ser definida 

como um estado fisiológico e comportamental semelhante ao medo que 

persiste em um ambiente não ameaçador (EYSENCK; CALVO, 1992; ROSEN; 

SCHULKIN, 1998). A ansiedade patológica é a principal característica nos 

transtornos de ansiedade (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014), 

que incluem, transtorno de ansiedade generalizada (TAG), transtorno de 

ansiedade social (TAS), transtorno do pânico e transtorno de estresse pós 

traumático (TEPT).  

O Relatório Mundial de Saúde Mental de 2022, divulgado pela 

Organização Mundial da Saúde (OMS), traz dados que indicam aumento de 

transtornos mentais em todo o mundo, com aumento superior a 25% de novos 

casos de ansiedade. Além disso, segundo a OMS, no primeiro ano da 

pandemia da COVID-19 cerca de 76 milhões de pessoas desenvolveram 

ansiedade (OMS,2022). Estresse e ansiedade entrelaçam bases 

comportamentais e neurais, e essas semelhanças são críticas para a 

compreensão de cada estado, bem como suas interações mútuas. Desse 

modo, compreender os mecanismos subjacentes a essa relação bidirecional 

pode ter grandes implicações clínicas para o gerenciamento de uma ampla 

gama de psicopatologias (DAVIU et al., 2019). Apesar da relevância do efeito 

ansiogênico durante eventos estressantes, os mecanismos neurobiológicos 

envolvidos não são completamente compreendidos.  

As respostas ao estresse são mediadas por redes límbicas cerebrais 

(LAMOTTE; SHOUMAN; BENARROCH, 2021; MCEWEN et al., 2012). Nesse 

sentido, a ativação do córtex insular (IC) durante situações estressantes foi 

relatada em humanos e roedores (CULLINAN et al., 1995; TOMEO et al., 

2022), e essa estrutura cortical vem sendo implicada na integração e 

processamento de informações límbicas (AUGUSTINE, 1996; GOGOLLA, 

2017; LAMOTTE; SHOUMAN; BENARROCH, 2021; SCHAEUBLE; MYERS, 

2022). O IC em humanos foi descrito pela primeira vez como uma “ilha” do 

córtex por Johann-Christian Reil em 1796 (insula em latim para ilha); e em 
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1994 Antonio Damásio formulou a hipótese do IC como ‘’marcador somático” 

de que o pensamento racional é inseparável das emoções e sentimentos 

representados no cérebro como estados corporais (DAMASIO, 1994; 

NAMKUNG; KIM; SAWA, 2017a). Desde então estudos de neuroimagem 

humana indicam uma relação do IC em diversos distúrbios relacionados a 

alterações cerebrais (DOWNAR; BLUMBERGER; DASKALAKIS, 2016; 

GOODKIND et al., 2015). Em primatas, incluindo humanos, o IC localiza-se 

profundamente na altura do sulco lateral de cada hemisfério, abaixo de partes 

dos lobos frontal, parietal e temporal. Em roedores, o IC encontra-se exposto 

na superfície lateral dos hemisférios, e localiza-se acima da metade rostral do 

sulco rinal. Apesar da diferença na localização neuroanatômica, existe vasta 

homologia na citoarquitetura, conexões e funções do IC em humanos e 

roedores (GOGOLLA, 2017; NAMKUNG; KIM; SAWA, 2017b; STEHBERG et 

al., 2012). Nesse sentido, IC é macroscopicamente dividido em porções 

anterior e posterior em humanos e roedores, e subdividido em três sub-áreas: 

granular, desgranular e agranular. 

Especificamente em relação às respostas do tipo ansiogênica 

desencadeadas pelo estresse, estudos anteriores identificaram um 

envolvimento do IC na modulação da interação social diminuída evocada pelo 

choque na cauda (CHRISTIANSON et al., 2008, 2011). Um papel do IC na 

ansiedade causada por dor crônica ou coabitação com um coespecífico com 

dor crônica também foi relatado (BENASSI-CEZAR et al., 2021; ZHUO, 2019). 

Além disso, a inibição optogenética do IC posterior preveniu a resposta 

ansiogênica no labirinto em cruz elevado (LCE) causada por choques nas 

patas (GEHRLACH et al., 2019). Essas evidências demonstram claramente um 

papel do IC na resposta ansiogênica provocada pelo estresse. No entanto, 

todos esses dados foram obtidos por meio de modelos de estresse 

relacionados a estímulos dolorosos, de modo que nunca foi relatado um 

envolvimento do IC em alterações comportamentais causadas por estressores 

isentos de dor. 

Um controle sítio-específico de respostas fisiológicas e comportamentais 

ao longo do eixo rostrocaudal do IC foi relatado em humanos e roedores. Por 

exemplo, evidências obtidas em indivíduos e roedores não-estressados 

indicaram diferenças no controle de parâmetros fisiológicos, como função 
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cardiovascular e estímulos nocivos e sensoriais por diferentes locais ao longo 

do eixo rostrocaudal do IC (CRAIG et al., 2000; OPPENHEIMER; CECHETTO, 

2016). Um controle sítio-específico das respostas ao estresse pelo IC posterior 

também foi relatado. Por exemplo, documentamos recentemente que, embora 

o estresse de restrição agudo cause alterações na ativação neuronal em 

regiões ao longo de todo o eixo rostrocaudal do IC, apenas os sítios do IC 

posterior estavam envolvidos nas respostas cardiovasculares a esse estressor, 

e esse controle pela sub-região posterior ocorreu de uma maneira sítio-

específica (TOMEO et al., 2022). Uma topografia funcional ao longo do eixo 

rostrocaudal do IC também foi relatada no controle da expressão e extinção do 

medo condicionado (DE PAIVA et al., 2021; SHI et al., 2020). Em conjunto, 

esses dados indicaram que os sítios ao longo do eixo rostrocaudal do IC 

regulam de maneira diferente as respostas ao estresse. No entanto, até onde 

sabemos, um controle específico do local da resposta ansiogênica a estímulos 

estressantes incondicionados pelo IC nunca foi documentado. A hipótese de 

que o efeito ansiogênico evocado pelo estresse é diferentemente modulado por 

diferentes sítios ao longo do eixo rostrocaudal da sub-região posterior do IC é 

apoiada por recentes evidências de uma regulação sítio-específica no IC 

posterior na ansiedade em animais não-estressados (MÉNDEZ-RUETTE et al., 

2019; SHI et al., 2020). Portanto, neste estudo investigamos os papéis 

específicos de sítios ao longo do eixo rostrocaudal do IC posterior na resposta 

ansiogênica causada pela exposição a uma sessão aguda de estresse de 

restrição em ratos. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo geral  

O objetivo geral do presente estudo foi investigar a participação do IC 

posterior no controle da resposta ansiogênica desencadeada pelo estresse de 

restrição em ratos.  

 

2.2. Objetivo específico  

Avaliar diferenças entre as sub-regiões ao longo do eixo rostracaudal do 

IC posterior na resposta ansiogênica induzida por uma sessão de estresse de 

restrição agudo em ratos. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Animais  

Oitenta e cinco ratos Wistar com peso corporal entre 230-250g (60 dias) 

fornecidos pelo Biotério Central da UNESP (Botucatu, SP) foram utilizados no 

presente estudo. Os animais tiveram livre acesso a água e ração durante todo 

o experimento (exceto durante os breves períodos de teste) e foram mantidos 

em salas climatizadas (temperatura 24 ± 2°C e umidade 50 ± 5%) com luzes 

acesas entre 7:00 e 19:00h. Os procedimentos experimentais foram aprovados 

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

nº 10/2021). 

 

3.2. Cirurgia de estereotaxia 

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

para indução e 1,8% para manutenção) utilizando sistema de anestesia de 

baixo fluxo (Bonther, Ribeirão Preto, São Paulo, Brasil). Em seguida, sob 

anestesia, a cabeça foi raspada e imobilizada em aparelho estereotáxico 

(Stoelting, Wood Dale, Illinois, EUA), e 0,3 ml de solução de lidocaína com 

vasoconstritor (lidocaína 2% + fenilefrina 3%, Harvey Química Farmacêutica 

Ind. e Comércio Ltda, Catanduva, São Paulo, Brasil) foi injetada por via 

subcutânea, para anestesia local e redução do sangramento. 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 foram referenciadas 

pelos parâmetros obtidos no (G. PAXINOS, 1997a).  

 

 
Parametros 

IC 
Posterior 

rostral 

IC 
Posterior 

intermediario 
 

IC 
Posterior 
Caudal 

 
Antero-posterior 

 

 
+0,7 mm 

 

 
+0,8mm 

 
-1,8mm 

 
Lateral 

 

 
+5 mm 

 
+6mm 

 
+6,2mm 

 
Vertical 

 

 
-5,5mm 

 
-6,5mm 

 
-6,5 mm 

 

Incisivo 

 

-3,2 mm 

Tabela 1 - Coordenadas para introdução das cânulas guia. 
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Após o posicionamento das cânulas de aço inoxidável (26 G, 12 mm), 

foram feitos orifícios no crânio com o auxílio de uma broca odontológica, onde 

as cânulas foram introduzidas 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 foram previamente 

implantados no crânio para fixação da resina. Um mandril de 0,2mm de 

diâmetro foi introduzido na cânula, evitando sua obstrução durante o período 

de recuperação. Como medida profilática, ao final da cirurgia o animal recebeu 

0,2mL de pentabiótico veterinário (Fontoura-Wyeth, São Paulo, Brasil) por via 

intramuscular e 0,3mL do anti-inflamatório não esteroidal flunixina meglumina 

(Banamine®, Schering Plow, Brasil) por via subcutânea. Os animais foram 

mantidos em recuperação por pelo menos quatro dias após o procedimento 

cirúrgico. 

 

3.3. Estresse de restrição 

Para o estresse de restrição, os animais foram introduzidos em um tubo 

plástico cilíndrico (diâmetro = 6,5 cm, comprimento = 15 cm, ventilado por 

orifícios de 1/2 polegada que preenchem aproximadamente 20% do tubo). Os 

animais foram mantidos por um período de 60 min no tubo de restrição 

(BARRETTO-DE-SOUZA et al., 2022; GOMES-DE-SOUZA et al., 2021; 

GOUVEIA et al., 2016), e cada animal foi submetido a apenas uma sessão de 

restrição para evitar habituação (BARRETTO-DE-SOUZA et al., 2022; BENINI 

et al., 2019; PADOVAN; GUIMARÃES, 2000; SANTOS; BENINI; CRESTANI, 

2020). 

 

3.4. Teste comportamental no labirinto em cruz elevado (LCE) 

O teste de LCE foi usado para avaliar os efeitos do estresse de restrição 

na expressão de comportamentos relacionados à ansiedade (BARRETTO-DE-

SOUZA et al., 2022; PADOVAN; GUIMARÃES, 2000). O aparato utilizado para 

o teste consistiu em dois braços abertos e dois braços fechados, com 50 cm de 

comprimento e 10 cm de largura cada, unidos perpendicularmente e elevados 

50 cm acima do solo. Os braços fechados tinham paredes de 40 cm de altura 

que os cercavam, e os braços abertos tinham uma borda lateral de acrílico de 1 
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cm para evitar que os animais caíssem. No intervalo entre cada animal, o 

labirinto foi limpo com álcool 20%.  

O comportamento no LCE foi registrado por uma câmera de vídeo por 

um período de 5 min. Os roedores naturalmente evitam os braços abertos do 

LCE e drogas ansiolíticas aumentam a exploração desses braços sem alterar a 

frequência de entradas nos braços fechados (CAROBREZ; BERTOGLIO, 

2005). Portanto, foram calculadas a frequência de entradas nos braços 

fechados e a porcentagem de entradas e do tempo gasto nos braços abertos 

do LCE. O comportamento foi analisado automaticamente usando o software 

Anymaze (Stoelting, Wood Dale, IL, EUA). 

 

3.5. Microinjeção intracerebral de drogas 

As agulhas (33 G, Small Parts, Miami Lakes, Flórida, EUA) usadas para 

microinjeção intracerebral de drogas eram 1 mm mais longa do que as cânulas 

guias, 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 microinjeções intra-IC foram realizadas em um 

período de 5 s, e a agulha foi deixada na cânula guia por 60 s após a 

microinjeção antes de ser removida. As drogas foram injetadas em um volume 

de 100 nL/lado (ALVES et al., 2013; ALVES; CRESTANI; CORRÊA, 2010; 

MARINS et al., 2016; TOMEO et al., 2022).  

 

3.6. Medicamentos e soluções 

O CoCl2 (inibidor sináptico não-seletivo) (cat. # 232696; Sigma-Aldrich, 

St Louis, Missouri, Estados Unidos) e a uretana (cat. # U2500, Sigma-Aldrich) 

foram dissolvidos em solução salina (0,9% NaCl). O antibiótico (Pentabiotico, 

Fort-Dodge, Campinas, SP, Brasil), o isoflurano (Isoforine®, Cristrália, Itapira, 

São Paulo, Brasil) e o anti-inflamatório não-esteroidal flunixina meglumina 

(Banamine, Schering Plough, Cotia, SP, Brasil) foram utilizados conforme 

fornecidos pelos fabricantes. 

 

3.7. Determinação histológica dos locais de microinjeção intracerebral 

Ao final de cada experimento os animais foram anestesiados com 

uretana (250 mg/ml/200 g de peso corporal, i.p.) e 100 nL do corante azul de 



20 
 

Evan a 1% foi microinjetado no cérebro para determinar os locais de injeção. 

Os ratos foram, então, perfundidos e o cérebro foi removido, pós-fixado em 

formaldeído a 10% por pelo menos 48 h a 4 °C e, em seguida, seccionado em 

seções frontais de 40 μm de espessura usando um criostato (CM1900, Leica, 

Wetzlar, Alemanha). A localização dos sítios de microinjeção foi determinada 

em um microscópio de luz de acordo com o atlas do cérebro de ratos de 

Paxinos & Watson (1997). 

 

3.8. Análise estatística 

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

Todos os dados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism 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 as diferenças específicas entre os grupos experimentais. 

Resultados com P<0,05 foram considerados estatisticamente significantes. 
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4. PROTOCOLO EXPERIMENTAL 

A Figura 1 apresenta o protocolo experimental completo usado no 

presente estudo. Nesse sentido, para estudar o papel do IC no efeito 

ansiogênico induzido pelo estresse de restrição agudo, os animais foram 

inicialmente submetidos à cirurgia estereotáxica para implantação de cânulas 

guias bilaterais direcionadas às sub-regiões rostral, intermediária ou caudal do 

IC posterior, e foram deixados em recuperação por pelo menos quatro dias. As 

definições das sub-regiões rostrocaudais do IC foram baseadas em estudos 

anteriores (GEHRLACH et al., 2020; OPPENHEIMER; CECHETTO, 2016; 

SAPER, 1982; TOMEO et al., 2022). No dia do teste, todos os ratos foram 

levados para a sala de experimentação pelo menos 60 minutos antes do início 

do experimento para habituação às condições da sala. A sala de ensaio foi 

climatizada (24°C) e isolada das demais salas. Um conjunto independente de 

animais recebeu microinjeções bilaterais de veículo (NaCl 0,9%, 100nL) ou 

CoCl2 (inibidor sináptico não-seletivo, 1mM/100nL) na sub-região rostral, 

intermediária ou caudal do IC posterior. A dose de CoCl2 foi baseada em 

estudos anteriores do nosso grupo (ALVES et al., 2013; ALVES; CRESTANI; 

CORRÊA, 2010; TOMEO et al., 2022). Dez minutos após o tratamento do IC, 

os animais foram submetidos a uma sessão de 60 minutos de estresse de 

restrição. Imediatamente após o término da sessão de estresse (GOMES-DE-

SOUZA et al., 2021; MECHIEL KORTE; DE BOER, 2003), cada animal foi 

colocado individualmente no LCE por um período de 5 minutos para avaliar 

comportamentos relacionados à ansiedade. O efeito ansiogênico causado pelo 

estresse de restrição agudo foi avaliado comparando o comportamento dos 

animais estressados com os de animais não-estressados (naive) (BARRETTO-

DE-SOUZA et al., 2022; GOUVEIA et al., 2016). 

Figura 1 – Linha temporal do protocolo experimental. 
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5. RESULTADOS 

Representações esquemáticas de secções coronais do cérebro de ratos  

(G. PAXINOS, 1997b) mostrando os sítios de microinjeção nas sub-regiões 

rostral, intermediária e caudal do IC posterior de todos os animais usados no 

presente estudo são apresentados na Figura 2. A Figura 2 também mostra 

fotomicrografias de secções coronais do cérebro de animais representativos 

mostrando os sítios de microinjeção em cada sub-região do IC posterior 

explorada no presente estudo. 
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Figura 2 – Sítios de microinjeções ao longo do eixo rostrocaudal do IC posterior. 
(Superior) Fotomicrografia de secções coronais do cérebro mostrando os sítios de 
microinjeção de animais representativos nas sub-regiões rostral, intermediária e caudal do IC 
posterior. As setas indicam o local da microinjeção. (Inferior) Representações diagramáticas 
modificadas do atlas de cérebro de rato de Paxinos e Watson, indicando os sítios de 
microinjeção nas sub-regiões rostral (imagem azul) (círculos brancos: solução salina; círculos 
azuis: CoCl2), intermediária (imagem verde) (círculos brancos: salina; círculos verdes: CoCl2) e 
caudal (imagem vermelha) (círculos brancos: solução salina; círculos vermelhos: CoCl2) do IC 
posterior de todos os animais utilizados no presente estudo. Os números indicam a distância 
em relação ao bregma. 
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5.1. Efeito da inibição sináptica não-seletiva na porção rostral do IC 

posterior no efeito ansiogênico causado pelo estresse de restrição agudo 

A análise da porcentagem de entradas (F(2,25)=6,93, P=0,0034) e tempo 

gasto (F(2,25)=7,18, P=0,0040) nos braços abertos do LCE indicou diferenças 

entre os grupos experimentais (Fig. 3). A análise post-hoc revelou que o 

estresse de restrição diminuiu as entradas (veículo: P=0,0004; CoCl2: 

P=0,0112) e o tempo (veículo: P=0,0035; CoCl2: P=0,0349) nos braços abertos 

do LCE em animais que receberam microinjeção de veículo (100nL, n=8) ou do 

inibidor sináptico não-seletivo CoCl2 (1 mM/100 nl, n=10) no IC posterior rostral, 

quando comparado com animais naive (n=10) (Fig. 3).  

A análise também indicou diferenças entre os grupos experimentais no 

número de entradas nos braços fechados do LCE (F(2,25)=3,45, P=0,0459) (Fig. 

3). A análise post-hoc revelou uma diferença entre os animais submetidos ao 

estresse de restrição agudo que receberam veículo e CoCl2 (P = 0,0364) (Fig. 

3). 

 

 

 

Figura 3 – Comportamento no LCE - IC posterior rostral. Efeito da microinjeção bilateral de 
veículo (n=8) ou do inibidor sináptico não-seletivo CoCl2 (n=10) na sub-região posterior rostral 
do córtex insular (IC) sobre o comportamento no LCE após uma sessão de estresse de 
restrição agudo. Animais que não foram expostos ao estresse de restrição (naive, n=10) no dia 
do teste foram usados como controle para os efeitos do estresse de restrição agudo. O 
tratamento do IC foi realizado 10 minutos antes do início da restrição. As colunas representam 
a média ± EPM. *P<0,05 em relação ao grupo naive, #P<0,05 em relação ao grupo veículo. 
ANOVA monofatorial seguida de pós-teste de Bonferroni. 
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5.2. Efeito da inibição sináptica não seletiva na sub-região intermediária do IC 

posterior no efeito ansiogênico causado por estresse de restrição agudo 

A análise da porcentagem de entradas (F(2,25)=12,57, P=0,0002) e do 

tempo gasto (F(2,25)=16,16, P<0,0001) nos braços abertos do LCE indicou 

diferenças entre os grupos experimentais (Fig. 4). A análise post-hoc revelou 

que o estresse de restrição diminuiu as entradas (P=0,0014) e o tempo 

(P=0,0002) nos braços abertos do LCE em animais tratados com veículo 

(100nL, n=8) no IC posterior intermediário em relação aos animais naive (n=10) 

(Fig. 4). O efeito do estresse de restrição agudo na porcentagem de entradas 

(P=0,7088) e de tempo (P>0,9999) nos braços abertos do LCE não foi 

identificado em animais que receberam o inibidor sináptico não-seletivo CoCl2 

(1 mM/100 nl, n= 10) no IC posterior intermediário antes da sessão de estresse 

de restrição (Fig. 4). Além disso, os valores de entradas (P=0,0002) e tempo 

gasto (P<0,0001) nos braços abertos nos animais tratados com CoCl2 foram 

maiores do que aqueles dos animais submetidos ao estresse de restrição e que 

receberam microinjeção de veículo no IC posterior intermediário (Fig. 4). A 

análise não indicou diferenças entre os grupos experimentais no número de 

entradas nos braços fechados do LCE (F(2,25)=0,65, P=0,5301) (Fig. 4). 

 

 

Figura 4 – Comportamento no LCE - IC posterior intermediário. Efeito da microinjeção 
bilateral de veículo (n=8) ou do inibidor sináptico não-seletivo CoCl2 (n=10) na sub-região 
posterior intermediária do córtex insular (IC) sobre o comportamento no LCE após uma sessão 
de estresse de restrição agudo. Animais que não foram expostos ao estresse de restrição 
(naive, n=10) no dia do teste foram usados como controle para os efeitos do estresse de 
restrição agudo. O tratamento do IC foi realizado 10 minutos antes do início da restrição. As 
colunas representam a média ± EPM. *P<0,05 em relação ao grupo naïve, #P<0,05 em relação 
ao grupo veículo. ANOVA monofatorial seguida do pós-teste de Bonferroni. 
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5.3. Efeito da inibição sináptica não-seletiva na sub-região caudal do IC 

posterior no efeito ansiogênico causado por estresse de restrição agudo 

A análise da porcentagem de tempo gasto (F(2,26)=7,1, P=0,0030) nos 

braços abertos do LCE indicou diferenças entre os grupos experimentais (Fig. 

5). A análise post-hoc revelou que o estresse de restrição diminuiu o tempo 

(veículo: P=0,0063; CoCl2: P=0,0163) nos braços abertos do LCE em animais 

tratados com veículo (100nL, n=7) ou com o inibidor sináptico não-seletivo 

CoCl2 (1 mM/100 nl, n=12) no IC posterior caudal, quando comparados com os 

animais naive (n=10) (Fig. 5). A análise não indicou diferenças entre os grupos 

experimentais no número de entradas nos braços fechados (F(2,26)=0,30, 

P=0,7422) e na porcentagem de entradas nos braços abertos (F(2,26)=2,4, 

P=0,1090) do LCE (Fig. 5). 

 

 

 

Figura 5 – Comportamento no LCE - IC posterior caudal.  Efeito da microinjeção bilateral de 
veículo (n=7) ou do inibidor sináptico não-seletivo CoCl2 (n=12) na sub-região posterior caudal 
do córtex insular (IC) sobre o comportamento no LCE após uma sessão de estresse de 
restrição agudo. Animais que não foram expostos ao estresse de restrição (naive, n=10) no dia 
do teste foram usados como controle para os efeitos do estresse de restrição agudo. O 
tratamento do IC foi realizado 10 minutos antes do início da restrição. As colunas representam 
a média ± SEM. *P<0,05 em relação ao grupo naïve, #P<0,05 em relação ao grupo veículo. 
ANOVA monofatorial seguida do pós-teste de Bonferroni. 
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6. DISCUSSÃO 

Este estudo fornece o primeiro relato de uma topografia funcional ao 

longo do eixo rostrocaudal do IC na regulação da resposta ansiogênica 

evocada pelo estresse emocional. De fato, nós observamos que a inibição 

sináptica não-seletiva causada pela microinjeção local de CoCl2 no IC posterior 

intermediário inibiu completamente a resposta ansiogênica no LCE causada 

pela exposição a uma sessão aguda de estresse de restrição. Por outro lado, a 

inibição sináptica não-seletiva nas sub-regiões rostral ou caudal do IC posterior 

não afetou a evitação dos braços abertos do LCE causada pelo estresse de 

restrição agudo nos ratos. 

O LCE é um teste amplamente utilizado para avaliar a ansiedade em 

roedores (CALHOON; TYE, 2015; CAMPOS et al., 2013; CRYAN; HOLMES, 

2005). Nesse sentido, a abordagem envolvendo a análise comportamental no 

LCE após a exposição a um estressor agudo, como o estresse de restrição, 

tem sido relatada como uma ferramenta eficaz para investigar o efeito 

ansiogênico causado por estímulos estressantes (BALI; JAGGI, 2015; 

BUYNITSKY; MOSTOFSKY, 2009; CAMPOS et al., 2013; MECHIEL KORTE; 

DE BOER, 2003). Assim, a diminuição da exploração dos braços abertos do 

LCE identificada no presente estudo após a exposição ao estresse de restrição 

foi consistentemente relatada em roedores por nós e outros grupos 

(BARRETTO-DE-SOUZA et al., 2022; BIRMANN et al., 2021; GOUVEIA et al., 

2016; SCOPINHO et al., 2013). 

Os dados relatados aqui fornecem evidências de um papel proeminente 

de sítios no IC em -0,40 a -0,92 mm em relação ao bregma (ou seja, IC 

posterior intermediário) na resposta ansiogênica ao estresse de restrição 

agudo. Nossos resultados de alguma forma contrastam com evidências 

anteriores de que o antagonismo do receptor glutamatérgico não-NMDA no IC 

a -0,5 mm do bregma não afetou a exploração dos braços abertos de LCE em 

animais naive (ou seja, não-estressados) (MÉNDEZ-RUETTE et al., 2019). Em 

conjunto com esses resultados anteriores, os achados relatados aqui indicam 

que o recrutamento de circuitos da sub-região intermediária do IC posterior 

para o controle de comportamentos relacionados à ansiedade depende da 

situação. Nesse sentido, essa região IC parece ser relevante no controle e 

expressão da resposta ansiogênica causada pela exposição ao estresse, mas 
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sem papel na ansiedade inata observada em situações de ausência de 

estresse. 

Em relação a potenciais redes neurais relacionadas ao envolvimento do 

IC posterior intermediário na resposta ansiogênica ao estresse de restrição, a 

amígdala e o córtex pré-frontal medial (CPFm) são densamente inervados por 

todas as regiões do IC posterior, incluindo a sub-região posterior intermediária 

(GEHRLACH et al., 2019, 2020; ZHANG et al., 2022). Assim, núcleos da 

amígdala e o CPFm têm sido implicados no efeito ansiogênico causado pelo 

estresse de restrição agudo (CICCOCIOPPO et al., 2014; VILA-VERDE et al., 

2016). Estudos anteriores também identificaram que a ativação quimiogênica 

de neurônios que se projetam para o núcleo do leito da estria terminal (NLET) 

localizados em uma região entre o IC posterior rostral e intermediário (~ 0 mm 

do bregma) aumentou o tempo gasto no lado escuro da caixa claro-escura, 

indicando, assim, um envolvimento da via IC→BNST no processamento de 

comportamentos relacionados à ansiedade (LUCHSINGER et al., 2021). 

Portanto, considerando que o NLET tem sido implicado na resposta 

ansiogênica evocada pelo estresse de restrição agudo (GOMES-DE-SOUZA et 

al., 2021; GOUVEIA et al., 2016), essa estrutura límbica também pode fazer 

parte da via neural relacionada ao controle da resposta ansiogênica ao 

estresse de restrição pelo IC posterior intermediário. As projeções do IC para o 

hipocampo são originadas principalmente do IC posterior rostral (GEHRLACH 

et al., 2020). A ideia de que o hipocampo não está envolvido no controle de 

comportamentos relacionados à ansiedade pelo IC posterior intermediário é 

ainda apoiada por evidências de que a inibição do hipocampo não afetou as 

mudanças comportamentais no LCE evocadas pelo estresse de restrição 

(SCOPINHO et al., 2013). 

Os resultados relatados no presente estudo que indicam que as sub-

regiões rostral e caudal do IC posterior não estão envolvidas na resposta 

ansiogênica ao estresse de restrição são inconsistentes com estudos 

anteriores que avaliaram a ansiedade em animais não-estressados. De fato, 

estudos explorando o controle sítio-específico ao longo do eixo rostrocaudal do 

IC identificaram que lesões eletrolíticas ou o antagonismo do receptor 

glutamatérgico não-NMDA centrado em sítios identificados no presente estudo 

como IC posterior rostral aumentaram a exploração dos braços abertos do LCE 
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em animais naive, o que indica um papel ansiolítico desta região do IC 

(MÉNDEZ-RUETTE et al., 2019; SHI et al., 2020). Por outro lado, o 

antagonismo do receptor glutamatérgico não-NMDA no IC posterior caudal 

diminuiu as entradas nos braços abertos do LCE, o que sugere uma influência 

dessa região do IC na expressão de comportamentos relacionados à 

ansiedade no LCE  (MÉNDEZ-RUETTE et al., 2019). No entanto, nossos 

achados estão de acordo com a evidência de que a lesão eletrolítica no IC 

posterior caudal não teve efeito no comportamento no LCE em ratos não-

estressados (SHI et al., 2020). Os dados anteriores que indicam um papel das 

sub-regiões rostral e caudal do IC posterior no comportamento do tipo-ansioso 

são consistentes com evidências de projeções proeminentes dessas sub-

regiões do IC para estruturas límbicas, como a amígdala (GEHRLACH et al., 

2019, 2020; LUCHSINGER et al., 2021; SHI et al., 2020). Portanto, assim como 

afirmado acima para a sub-região intermediária, parece que o recrutamento de 

circuitos do IC posterior rostral e caudal para o controle de comportamentos 

relacionadas à ansiedade também é dependente da situação. Nesse sentido, 

contrário ao observado em relação ao IC posterior intermediário, as sub-

regiões rostral e caudal do IC posterior parecem ser relevantes no controle e 

expressão da ansiedade inata, mas sem um papel na resposta ansiogênica 

causada pela exposição ao estresse. 

Embora não relacionado ao efeito ansiogênico, o IC posterior rostral e 

caudal está envolvido na expressão de outros efeitos comportamentais e 

respostas fisiológicas evocadas pelo estresse de restrição. De fato, a lesão 

eletrolítica de sítios no IC (+1,21 a +0,62mm do bregma) identificados no 

presente estudo como IC posterior rostral diminuiu o enterramento do restritor 

em camundongos submetidos ao estresse de restrição, um comportamento 

interpretado como uma resposta de medo (PARK; CHO; HUH, 2022). Portanto, 

além de um controle dependente da situação, o IC posterior rostral também 

pode estar engajado de maneira diferente na regulação de respostas de medo 

e ansiedade a eventos estressantes. O IC posterior rostral também foi proposto 

estar envolvido no comportamento de luta e aumento da pressão arterial 

observado durante o estresse de restrição agudo (LUCHSINGER et al., 2021; 

TOMEO et al., 2022), enquanto o IC posterior caudal está relacionado ao 
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aumento da frequência cardíaca provocada pelo estresse de restrição (TOMEO 

et al., 2022). 

 

7. CONCLUSÃO 

Os resultados relatados no presente estudo indicam um controle sítio-

específico da resposta ansiogênica ao estresse emocional ao longo do eixo 

rostrocaudal do IC posterior. Nossos dados indicam um envolvimento da sub-

região intermediária do IC posterior no efeito ansiogênico identificado no LCE 

provocado pelo estresse de restrição agudo. No entanto, as áreas rostral e 

caudal parecem não estarem envolvidos nesta resposta comportamental. 
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