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RESUMO

O cortex insular (IC) estd envolvido em respostas comportamentais e
fisiologicas ao estresse emocional. O controle das funcdes fisiol6gicas e das
respostas comportamentais ocorre de maneira sitio-especifica ao longo do eixo
rostrocaudal do IC. No entanto, uma topografia funcional da regulacdo das
respostas comportamentais causadas pelo estresse nunca foi avaliada.
Portanto, investigamos o papel de sub-regibes especificas ao longo do eixo
rostrocaudal do IC posterior no efeito ansiogénico causado pela exposi¢cao ao
estresse de restricdo agudo em ratos. Para isso, 0s ratos receberam
microinjecao bilateral do inibidor sinaptico nédo-seletivo CoCl, ou veiculo nas
porcdes rostral, intermediaria ou caudal do IC posterior antes de uma sesséo
de estresse de restricdo agudo. Em seguida, o comportamento no labirinto em
cruz elevado (LCE) foi avaliado imediatamente ap0s o estresse de restricdo. O
comportamento no LCE de animais n&o-estressados também foi investigado.
Observamos que o estresse de restricdo agudo diminuiu a exploracdo dos
bracos abertos do LCE em animais tratados com veiculo em todas as regifes
do IC posterior quando comparados com 0s animais nao-estressados, 0 que
indica um efeito comportamental do tipo ansiogénico. A evitacdo dos bracos
abertos do LCE foi completamente inibida em animais que receberam a
microinjecdo de CoCl> no IC posterior intermediario. No entanto, 0 mesmo
tratamento farmacoldgico nas sub-regides rostral ou caudal do IC posterior ndo
afetou as mudancas comportamentais evocadas pela restricdo no LCE. Em
conjunto, esses resultados sugerem uma regulacédo sitio-especifica do efeito
ansiogénico ao estresse emocional ao longo do eixo rostrocaudal do IC
posterior, indicando um papel proeminente da porcéo intermediaria nessa

resposta.

Palavras-chave: ansiedade; coértex pré-frontal; insula; estresse de restricao;

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 CoCl> 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 CoCl; 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. INTRODUCAO

A palavra estresse esta associada a definicdo proposta por Hans Selye
de uma resposta a uma ameaca, ou seja, uma resposta aguda e adaptativa a
um estimulo (MCEWEN; AKIL, 2020%). Todo organismo mantém um equilibrio
dindmico complexo, que é constantemente desafiado por estimulos internos ou
externos, denominados estressores. Os estressores compreendem uma lista
de fatores potencialmente adversos, que podem ser emocionais ou fisicos
(CHROUSOS, 2009). Nesse sentido, a homeostase € mantida através de
respostas fisiologicas e comportamentais coordenadas, incluindo ativagdes do
sistema nervoso autbnomo simpatico e do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenocortical (HPA). Na ativacdo do eixo HPA, neurbnios localizados no
nacleo paraventricular do hipotalamo (PVN) liberam o horménio liberador de
corticotropina (CRH), além da vasopressina, na eminéncia mediana; e esses
neuropeptideos entdo estimulam a liberacdo do horménio adrenocorticotrofico
(ACTH) a partir da hipofise anterior que, por sua vez, estimula a sintese e
liberacdo de glicocorticoides no cortex adrenal (cortisol em humanos e
corticosterona em roedores) (BORNSTEIN; BOTTNER; CHROUSOS, 1999;
HERMAN et al., 2016; MCEWEN; AKIL, 2020a). Essa resposta requer a
integracdo de varios sistemas, que envolvem 0s principais circuitos limbico-
neuroendocrinos. Os glicocorticoides promovem a mobilizacdo de energia para
todo o organismo e sado criticos para a sobrevivéncia. Além disso, o0s
glicocorticéides tém efeitos profundos na fisiologia sinptica, na regulacédo do
circuito de resposta ao estresse e no comportamento (HERMAN et al., 2016).

Além das respostas fisiologicas, o conjunto de alteracdes adaptativas
observadas durante situacbes aversivas também contempla respostas
comportamentais. De fato, estudos clinicos e pré-clinicos demonstraram
respostas ansiogénicas apds exposicao a estresse emocional ((BUYNITSKY;
MOSTOFSKY, 2009; RAJCANI et al.,, 2020). Esse quadro de ansiedade
aumenta o estado de alerta, cogni¢cdo e melhora o processamento sensorial e

as funcdes executivas, que constituem respostas adaptativas proeminentes a
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ameacas aversivas em curto prazo (DAVIU et al., 2019; MCEWEN et al., 2012;
MORRIS et al., 2020).

Os transtornos de ansiedade em humanos sao conceituados como
transtornos de resposta mal-adaptativa a uma ameaca aguda (medo) e ameaca
potencial (ansiedade). Desta maneira, a ansiedade patolégica pode ser definida
como um estado fisiolégico e comportamental semelhante ao medo que
persiste em um ambiente ndo ameacador (EYSENCK; CALVO, 1992; ROSEN;
SCHULKIN, 1998). A ansiedade patolégica é a principal caracteristica nos
transtornos de ansiedade (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014),
gue incluem, transtorno de ansiedade generalizada (TAG), transtorno de
ansiedade social (TAS), transtorno do panico e transtorno de estresse poés
traumatico (TEPT).

O Relatorio Mundial de Saude Mental de 2022, divulgado pela
Organizacdo Mundial da Saude (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 milhdes de pessoas desenvolveram
ansiedade (OMS,2022). Estresse e ansiedade entrelacam bases
comportamentais e neurais, e essas semelhancas sao criticas para a
compreensdao de cada estado, bem como suas interacdes mutuas. Desse
modo, compreender 0os mecanismos subjacentes a essa relacdo bidirecional
pode ter grandes implicacGes clinicas para o gerenciamento de uma ampla
gama de psicopatologias (DAVIU et al., 2019). Apesar da relevancia do efeito
ansiogénico durante eventos estressantes, 0s mecanismos neurobiologicos
envolvidos ndo sdo completamente compreendidos.

As respostas ao estresse sdo mediadas por redes limbicas cerebrais
(LAMOTTE; SHOUMAN; BENARROCH, 2021; MCEWEN et al., 2012). Nesse
sentido, a ativacdo do cortex insular (IC) durante situacdes estressantes foi
relatada em humanos e roedores (CULLINAN et al., 1995; TOMEO et al.,
2022), e essa estrutura cortical vem sendo implicada na integracdo e
processamento de informagBes limbicas (AUGUSTINE, 1996; GOGOLLA,
2017; LAMOTTE; SHOUMAN; BENARROCH, 2021; SCHAEUBLE; MYERS,
2022). O IC em humanos foi descrito pela primeira vez como uma “ilha” do

cortex por Johann-Christian Reil em 1796 (insula em latim para ilha); e em
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1994 Antonio Damasio formulou a hipétese do IC como “marcador somatico”
de que o pensamento racional € inseparavel das emoc¢fes e sentimentos
representados no cérebro como estados corporais (DAMASIO, 1994,
NAMKUNG; KIM; SAWA, 2017a). Desde entdo estudos de neuroimagem
humana indicam uma relacdo do IC em diversos disturbios relacionados a
alteracoes 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 superficie lateral dos hemisférios, e localiza-se acima da metade rostral do
sulco rinal. Apesar da diferenca na localizagdo neuroanatomica, existe vasta
homologia na citoarquitetura, conexdes e funcbes do IC em humanos e
roedores (GOGOLLA, 2017; NAMKUNG; KIM; SAWA, 2017b; STEHBERG et
al., 2012). Nesse sentido, IC é macroscopicamente dividido em porcdes
anterior e posterior em humanos e roedores, e subdividido em trés sub-areas:
granular, desgranular e agranular.

Especificamente em relacdo as respostas do tipo ansiogénica
desencadeadas pelo estresse, estudos anteriores identificaram um
envolvimento do IC na modulacédo da interacdo social diminuida evocada pelo
choque na cauda (CHRISTIANSON et al., 2008, 2011). Um papel do IC na
ansiedade causada por dor crénica ou coabitacdo com um coespecifico com
dor crénica também foi relatado (BENASSI-CEZAR et al., 2021; ZHUO, 2019).
Além disso, a inibicdo optogenética do IC posterior preveniu a resposta
ansiogénica no labirinto em cruz elevado (LCE) causada por chogues nas
patas (GEHRLACH et al., 2019). Essas evidéncias demonstram claramente um
papel do IC na resposta ansiogénica provocada pelo estresse. No entanto,
todos esses dados foram obtidos por meio de modelos de estresse
relacionados a estimulos dolorosos, de modo que nunca foi relatado um
envolvimento do IC em alteracdes comportamentais causadas por estressores
isentos de dor.

Um controle sitio-especifico de respostas fisioldgicas e comportamentais
ao longo do eixo rostrocaudal do IC foi relatado em humanos e roedores. Por
exemplo, evidéncias obtidas em individuos e roedores nao-estressados

indicaram diferencas no controle de parametros fisiolégicos, como funcao
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cardiovascular e estimulos nocivos e sensoriais por diferentes locais ao longo
do eixo rostrocaudal do IC (CRAIG et al., 2000; OPPENHEIMER; CECHETTO,
2016). Um controle sitio-especifico das respostas ao estresse pelo IC posterior
também foi relatado. Por exemplo, documentamos recentemente que, embora
0 estresse de restricdo agudo cause alteracbes na ativagdo neuronal em
regides ao longo de todo o eixo rostrocaudal do IC, apenas os sitios do IC
posterior estavam envolvidos nas respostas cardiovasculares a esse estressor,
e esse controle pela sub-regido posterior ocorreu de uma maneira sitio-
especifica (TOMEO et al., 2022). Uma topografia funcional ao longo do eixo
rostrocaudal do IC também foi relatada no controle da expresséo e extin¢do do
medo condicionado (DE PAIVA et al.,, 2021; SHI et al., 2020). Em conjunto,
esses dados indicaram que os sitios ao longo do eixo rostrocaudal do IC
regulam de maneira diferente as respostas ao estresse. No entanto, até onde
sabemos, um controle especifico do local da resposta ansiogénica a estimulos
estressantes incondicionados pelo IC nunca foi documentado. A hipotese de
gue o efeito ansiogénico evocado pelo estresse é diferentemente modulado por
diferentes sitios ao longo do eixo rostrocaudal da sub-regido posterior do IC é
apoiada por recentes evidéncias de uma regulacdo sitio-especifica no IC
posterior na ansiedade em animais ndo-estressados (MENDEZ-RUETTE et al.,
2019; SHI et al.,, 2020). Portanto, neste estudo investigamos 0s papéis
especificos de sitios ao longo do eixo rostrocaudal do IC posterior na resposta
ansiogénica causada pela exposicdo a uma sessdo aguda de estresse de

restricdo em ratos.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

O objetivo geral do presente estudo foi investigar a participagao do IC
posterior no controle da resposta ansiogénica desencadeada pelo estresse de

restricdo em ratos.

2.2. Objetivo especifico

Avaliar diferencas entre as sub-regides ao longo do eixo rostracaudal do
IC posterior na resposta ansiogénica induzida por uma sessao de estresse de
restricdo agudo em ratos.
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3. MATERIAL E METODOS
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 agua e racdo durante todo
0 experimento (exceto durante os breves periodos 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 Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FCFAr-UNESP (aprovacgio
n° 10/2021).

3.2. Cirurgia de estereotaxia

Os animais foram submetidos a anestesia inalatéria com isoflurano (5%
para inducéo e 1,8% para manutencdo) utilizando sistema de anestesia de
baixo fluxo (Bonther, Ribeirdo Preto, S&o Paulo, Brasil). Em seguida, sob
anestesia, a cabeca foi raspada e imobilizada em aparelho estereotaxico
(Stoelting, Wood Dale, lllinois, EUA), e 0,3 ml de solucdo de lidocaina com
vasoconstritor (lidocaina 2% + fenilefrina 3%, Harvey Quimica Farmacéutica
Ind. e Comércio Ltda, Catanduva, Sao Paulo, Brasil) foi injetada por via
subcutanea, para anestesia local e reducdo do sangramento. O cranio foi
exposto através de uma incisdo na pele e a regiao foi limpa com solucéo salina
e peréoxido de hidrogénio a 10%. Todas as coordenadas foram referenciadas
pelos parametros obtidos no (G. PAXINOS, 1997a).

IC [ IC
Parametros Posterior Posterior Posterior
rostral intermediario Caudal

+5 mm +6mm +6,2mm
-5,5mm -6,5mm -6,5mm

Tabela 1 - Coordenadas para introducéo das canulas guia.
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ApO6s o posicionamento das canulas de acgo inoxidavel (26 G, 12 mm),
foram feitos orificios no cranio com o auxilio de uma broca odontoldgica, onde
as canulas foram introduzidas bilateralmente. As canulas foram fixadas ao
cranio com resina acrilica autopolimerizavel (Simplex, DFL, Ind. Com., Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil), e pequenos parafusos foram previamente
implantados no cranio para fixagdo da resina. Um mandril de 0,2mm de
didmetro foi introduzido na cénula, evitando sua obstru¢do durante o periodo
de recuperacdo. Como medida profilatica, ao final da cirurgia o animal recebeu
0,2mL de pentabidtico veterinario (Fontoura-Wyeth, Sao Paulo, Brasil) por via
intramuscular e 0,3mL do anti-inflamatério ndo esteroidal flunixina meglumina
(Banamine®, Schering Plow, Brasil) por via subcutanea. Os animais foram
mantidos em recuperacao por pelo menos quatro dias apds o procedimento

cirargico.

3.3. Estresse de restricao

Para o estresse de restricdo, os animais foram introduzidos em um tubo
plastico cilindrico (diametro = 6,5 c¢cm, comprimento = 15 cm, ventilado por
orificios de 1/2 polegada que preenchem aproximadamente 20% do tubo). Os
animais foram mantidos por um periodo de 60 min no tubo de restricdo
(BARRETTO-DE-SOUZA et al., 2022; GOMES-DE-SOUZA et al.,, 2021;
GOUVEIA et al., 2016), e cada animal foi submetido a apenas uma sessao de
restricdo para evitar habituacdo (BARRETTO-DE-SOUZA et al., 2022; BENINI
et al., 2019; PADOVAN; GUIMARAES, 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 restricdo
na expressao de comportamentos relacionados a ansiedade (BARRETTO-DE-
SOUZA et al., 2022; PADOVAN; GUIMARAES, 2000). O aparato utilizado para
o teste consistiu em dois bragos abertos e dois bracos fechados, com 50 cm de
comprimento e 10 cm de largura cada, unidos perpendicularmente e elevados
50 cm acima do solo. Os bragos fechados tinham paredes de 40 cm de altura

gue os cercavam, e o0s bracos abertos tinham uma borda lateral de acrilico de 1
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cm para evitar que 0os animais caissem. No intervalo entre cada animal, o
labirinto foi limpo com alcool 20%.

O comportamento no LCE foi registrado por uma camera de video por
um periodo de 5 min. Os roedores naturalmente evitam os bragos abertos do
LCE e drogas ansioliticas aumentam a exploracao desses bracos sem alterar a
frequéncia de entradas nos bragos fechados (CAROBREZ; BERTOGLIO,
2005). Portanto, foram calculadas a frequéncia de entradas nos bragos
fechados e a porcentagem de entradas e do tempo gasto nos bragos abertos
do LCE. O comportamento foi analisado automaticamente usando o software
Anymaze (Stoelting, Wood Dale, IL, EUA).

3.5. Microinjecéao intracerebral de drogas

As agulhas (33 G, Small Parts, Miami Lakes, Florida, EUA) usadas para
microinjecao intracerebral de drogas eram 1 mm mais longa do que as canulas
guias, e foram conectadas a uma seringa de 2 pl (7002-KH, Hamilton Co.,
Reno, NV, EUA) através de um tubo de polietiieno (PE-10) (Clay Adams,
Parsippany, NJ, EUA). As microinjecbes intra-IC foram realizadas em um
periodo de 5 s, e a agulha foi deixada na cénula guia por 60 s apds a
microinjecao antes de ser removida. As drogas foram injetadas em um volume
de 100 nL/lado (ALVES et al., 2013; ALVES; CRESTANI; CORREA, 2010;
MARINS et al., 2016; TOMEO et al., 2022).

3.6. Medicamentos e solucdes

O CoCl; (inibidor sinaptico ndo-seletivo) (cat. # 232696; Sigma-Aldrich,
St Louis, Missouri, Estados Unidos) e a uretana (cat. # U2500, Sigma-Aldrich)
foram dissolvidos em solucéo salina (0,9% NaCl). O antibiético (Pentabiotico,
Fort-Dodge, Campinas, SP, Brasil), o isoflurano (Isoforine®, Cristralia, Itapira,
Sao Paulo, Brasil) e o anti-inflamatério néo-esteroidal flunixina meglumina
(Banamine, Schering Plough, Cotia, SP, Brasil) foram utilizados conforme

fornecidos pelos fabricantes.

3.7. Determinacgéo histolégica dos locais de microinjec&o 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
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Evan a 1% foi microinjetado no cérebro para determinar os locais de injecao.
Os ratos foram, entdo, perfundidos e o cérebro foi removido, pés-fixado em
formaldeido a 10% por pelo menos 48 h a 4 °C e, em seguida, seccionado em
secoes frontais de 40 um de espessura usando um criostato (CM1900, Leica,
Wetzlar, Alemanha). A localizacdo dos sitios de microinjecéo foi determinada
em um microscopio de luz de acordo com o atlas do cérebro de ratos de
Paxinos & Watson (1997).

3.8. Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM).
Todos os dados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism verséo
7.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA). Todos os parametros
comportamentais no LCE foram comparados usando ANOVA monofatorial.
Quando a ANOVA indicou diferencas estatisticas, o pos-teste de Bonferroni foi
usado para avaliar as diferencas especificas entre 0s 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
ansiogénico induzido pelo estresse de restricdo agudo, os animais foram
inicialmente submetidos a cirurgia estereotaxica para implantacdo de canulas
guias bilaterais direcionadas as sub-regides rostral, intermediaria ou caudal do
IC posterior, e foram deixados em recuperacgéo por pelo menos quatro dias. As
definicbes das sub-regides 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 experimentacdo pelo menos 60 minutos antes do inicio
do experimento para habituacédo as condicdes da sala. A sala de ensaio foi
climatizada (24°C) e isolada das demais salas. Um conjunto independente de
animais recebeu microinjecbes bilaterais de veiculo (NaCl 0,9%, 100nL) ou
CoCl, (inibidor sinaptico n&o-seletivo, 1mM/100nL) na sub-regido rostral,
intermediaria ou caudal do IC posterior. A dose de CoCl, foi baseada em
estudos anteriores do nosso grupo (ALVES et al., 2013; ALVES; CRESTANI;
CORREA, 2010; TOMEO et al., 2022). Dez minutos apds o tratamento do IC,
0s animais foram submetidos a uma sessdo de 60 minutos de estresse de
restricdo. Imediatamente apos o término da sessao de estresse (GOMES-DE-
SOUZA et al., 2021; MECHIEL KORTE; DE BOER, 2003), cada animal foi
colocado individualmente no LCE por um periodo de 5 minutos para avaliar
comportamentos relacionados a ansiedade. O efeito ansiogénico causado pelo
estresse de restricdo agudo foi avaliado comparando o comportamento dos
animais estressados com os de animais ndo-estressados (naive) (BARRETTO-
DE-SOUZA et al., 2022; GOUVEIA et al., 2016).

Figura 1 — Linha temporal do protocolo experimental.

Estereofaxia Esiresse de restrigdo Coranfe azul sitio
especifico no encefalo
Implante de cdnulas IC Tubo cilindrico /60 min Evan’s 1%
Recuperagdo/3 dias
Experimento Labirinfe cruz elevado Andlise do sitio
Habituagdo cond. Sala/60 min Gravagdo /5 min de injegdo

CoCl; (1nmel,/100nL)
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5. RESULTADOS

Representacfes esquematicas de sec¢bes coronais do cérebro de ratos
(G. PAXINOS, 1997b) mostrando os sitios de microinjecdo nas sub-regifes
rostral, intermediaria e caudal do IC posterior de todos os animais usados no
presente estudo sdo apresentados na Figura 2. A Figura 2 também mostra
fotomicrografias de seccdes coronais do cérebro de animais representativos
mostrando os sitios de microinjecdo em cada sub-regido do IC posterior

explorada no presente estudo.
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Figura 2 — Sitios de microinje¢cdes ao longo do eixo rostrocaudal do IC posterior.
(Superior) Fotomicrografia de secg¢bes coronais do cérebro mostrando os sitios de
microinjecdo de animais representativos nas sub-regides rostral, intermediaria e caudal do IC
posterior. As setas indicam o local da microinjecdo. (Inferior) Representacdes diagramaéticas
modificadas do atlas de cérebro de rato de Paxinos e Watson, indicando os sitios de
microinjecdo nas sub-regides rostral (imagem azul) (circulos brancos: solucdo salina; circulos
azuis: CoCl), intermediaria (imagem verde) (circulos brancos: salina; circulos verdes: CoCl2) e
caudal (imagem vermelha) (circulos brancos: solucéo salina; circulos vermelhos: CoCl.) do IC
posterior de todos os animais utilizados no presente estudo. Os nimeros indicam a distancia

em relagcdo ao bregma.
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5.1. Efeito da inibicdo sinptica ndo-seletiva na porgdo rostral do IC
posterior no efeito ansiogénico causado pelo estresse de restricao agudo

A andlise da porcentagem de entradas (F(,25=6,93, P=0,0034) e tempo
gasto (F,25=7,18, P=0,0040) nos bracos abertos do LCE indicou diferencas
entre os grupos experimentais (Fig. 3). A andlise post-hoc revelou que o
estresse de restricdo diminuiu as entradas (veiculo: P=0,0004; CoCls:
P=0,0112) e o tempo (veiculo: P=0,0035; CoCl,: P=0,0349) nos bracos abertos
do LCE em animais que receberam microinjecao de veiculo (100nL, n=8) ou do
inibidor sinaptico ndo-seletivo CoCl, (1 mM/100 nl, n=10) no IC posterior rostral,
guando comparado com animais naive (n=10) (Fig. 3).

A andlise também indicou diferencas entre os grupos experimentais no
numero de entradas nos bracos fechados do LCE (F2,25=3,45, P=0,0459) (Fig.
3). A anélise post-hoc revelou uma diferenga entre os animais submetidos ao
estresse de restricdo agudo que receberam veiculo e CoCl, (P = 0,0364) (Fig.
3).

IC Posterior Rostral
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Figura 3 — Comportamento no LCE - IC posterior rostral. Efeito da microinjecéo bilateral de
veiculo (n=8) ou do inibidor sinaptico néo-seletivo CoCl> (n=10) na sub-regido posterior rostral
do cértex insular (IC) sobre o comportamento no LCE apdés uma sessdo de estresse de
restricdo agudo. Animais que ndo foram expostos ao estresse de restricdo (naive, n=10) no dia
do teste foram usados como controle para os efeitos do estresse de restricdo agudo. O
tratamento do IC foi realizado 10 minutos antes do inicio da restricdo. As colunas representam
a média + EPM. *P<0,05 em relagdo ao grupo naive, #P<0,05 em relagdo ao grupo veiculo.
ANOVA monofatorial seguida de pos-teste de Bonferroni.
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5.2. Efeito da inibic&o sinaptica ndo seletiva na sub-regido intermediaria do IC
posterior no efeito ansiogénico causado por estresse de restricdo agudo

A andlise da porcentagem de entradas (F¢,25=12,57, P=0,0002) e do
tempo gasto (F¢25=16,16, P<0,0001) nos bracos abertos do LCE indicou
diferencas entre os grupos experimentais (Fig. 4). A analise post-hoc revelou
gue o estresse de restricdo diminuiu as entradas (P=0,0014) e o tempo
(P=0,0002) nos bracos abertos do LCE em animais tratados com veiculo
(200nL, n=8) no IC posterior intermediério em relacéo aos animais naive (n=10)
(Fig. 4). O efeito do estresse de restricdo agudo na porcentagem de entradas
(P=0,7088) e de tempo (P>0,9999) nos bracos abertos do LCE né&o foi
identificado em animais que receberam o inibidor sinaptico ndo-seletivo CoCl>
(2 mM/100 nl, n=10) no IC posterior intermediario antes da sessao de estresse
de restricdo (Fig. 4). Aléem disso, os valores de entradas (P=0,0002) e tempo
gasto (P<0,0001) nos bracos abertos nos animais tratados com CoCl, foram
maiores do que aqueles dos animais submetidos ao estresse de restricao e que
receberam microinjecdo de veiculo no IC posterior intermediario (Fig. 4). A
analise ndo indicou diferencas entre 0s grupos experimentais no numero de
entradas nos bragos fechados do LCE (F25=0,65, P=0,5301) (Fig. 4).
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Figura 4 — Comportamento no LCE - IC posterior intermediario. Efeito da microinje¢édo
bilateral de veiculo (n=8) ou do inibidor sinaptico néo-seletivo CoCl. (n=10) na sub-regido
posterior intermediéria do coértex insular (IC) sobre o comportamento no LCE apds uma sessao
de estresse de restricdo agudo. Animais que ndo foram expostos ao estresse de restricdo
(naive, n=10) no dia do teste foram usados como controle para os efeitos do estresse de
restricdo agudo. O tratamento do IC foi realizado 10 minutos antes do inicio da restricdo. As
colunas representam a média + EPM. *P<0,05 em relagdo ao grupo naive, #P<0,05 em relagao
ao grupo veiculo. ANOVA monofatorial seguida do pds-teste de Bonferroni.
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5.3. Efeito da inibicdo sinaptica ndo-seletiva na sub-regido caudal do IC
posterior no efeito ansiogénico causado por estresse de restricdo agudo

A andlise da porcentagem de tempo gasto (F.26=7,1, P=0,0030) nos
bracos abertos do LCE indicou diferencas entre os grupos experimentais (Fig.
5). A analise post-hoc revelou que o estresse de restricdo diminuiu o tempo
(veiculo: P=0,0063; CoCl,: P=0,0163) nos bracos abertos do LCE em animais
tratados com veiculo (100nL, n=7) ou com o inibidor sinaptico nao-seletivo
CoCl2 (1 mM/100 nl, n=12) no IC posterior caudal, quando comparados com 0s
animais naive (n=10) (Fig. 5). A andlise ndo indicou diferengas entre 0s grupos
experimentais no numero de entradas nos bracos fechados (F(,26=0,30,
P=0,7422) e na porcentagem de entradas nos bracos abertos (F.26=2,4,
P=0,1090) do LCE (Fig. 5).
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Figura 5 — Comportamento no LCE - IC posterior caudal. Efeito da microinjecdo bilateral de
veiculo (n=7) ou do inibidor sindptico ndo-seletivo CoCl. (n=12) na sub-regi@o posterior caudal
do cortex insular (IC) sobre o comportamento no LCE apdés uma sessdo de estresse de
restricdo agudo. Animais que ndo foram expostos ao estresse de restricdo (naive, n=10) no dia
do teste foram usados como controle para os efeitos do estresse de restricdo agudo. O
tratamento do IC foi realizado 10 minutos antes do inicio da restricdo. As colunas representam
a média + SEM. *P<0,05 em relagdo ao grupo naive, #P<0,05 em relacdo ao grupo veiculo.
ANOVA monofatorial seguida do pos-teste de Bonferroni.
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6. DISCUSSAO

Este estudo fornece o primeiro relato de uma topografia funcional ao
longo do eixo rostrocaudal do IC na regulacdo da resposta ansiogénica
evocada pelo estresse emocional. De fato, ndés observamos que a inibicao
sinaptica ndo-seletiva causada pela microinjecéo local de CoCl, no IC posterior
intermediario inibiu completamente a resposta ansiogénica no LCE causada
pela exposicdo a uma sessdo aguda de estresse de restricdo. Por outro lado, a
inibicdo sinaptica ndo-seletiva nas sub-regides rostral ou caudal do IC posterior
nao afetou a evitacdo dos bracos abertos do LCE causada pelo estresse de
restricdo 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 analise comportamental no
LCE ap0s a exposicdo a um estressor agudo, como 0 estresse de restricao,
tem sido relatada como uma ferramenta eficaz para investigar o efeito
ansiogénico causado por estimulos estressantes (BALI; JAGGI, 2015;
BUYNITSKY; MOSTOFSKY, 2009; CAMPOS et al., 2013; MECHIEL KORTE;
DE BOER, 2003). Assim, a diminuicdo da exploracdo dos bragos abertos do
LCE identificada no presente estudo apds a exposicado ao estresse de restricao
foi consistentemente relatada em roedores por nds 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 evidéncias de um papel proeminente
de sitios no IC em -0,40 a -0,92 mm em relacdo ao bregma (ou seja, IC
posterior intermediario) na resposta ansiogénica ao estresse de restricdo
agudo. Nossos resultados de alguma forma contrastam com evidéncias
anteriores de que o antagonismo do receptor glutamatérgico ndo-NMDA no IC
a -0,5 mm do bregma néo afetou a exploracdo dos bracos abertos de LCE em
animais naive (ou seja, ndo-estressados) (MENDEZ-RUETTE et al., 2019). Em
conjunto com esses resultados anteriores, os achados relatados aqui indicam
gue o recrutamento de circuitos da sub-regido intermediaria do IC posterior
para o controle de comportamentos relacionados a ansiedade depende da
situacdo. Nesse sentido, essa regido IC parece ser relevante no controle e

expressdo da resposta ansiogénica causada pela exposicdo ao estresse, mas
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sem papel na ansiedade inata observada em situacdes de auséncia de
estresse.

Em relagéo a potenciais redes neurais relacionadas ao envolvimento do
IC posterior intermediario na resposta ansiogénica ao estresse de restricdo, a
amigdala e o cortex pré-frontal medial (CPFm) sdo densamente inervados por
todas as regides do IC posterior, incluindo a sub-regido posterior intermediaria
(GEHRLACH et al., 2019, 2020; ZHANG et al., 2022). Assim, nucleos da
amigdala e o CPFm tém sido implicados no efeito ansiogénico causado pelo
estresse de restricdo agudo (CICCOCIOPPO et al., 2014; VILA-VERDE et al.,
2016). Estudos anteriores também identificaram que a ativacdo quimiogénica
de neurbnios que se projetam para o nucleo do leito da estria terminal (NLET)
localizados em uma regiao entre o IC posterior rostral e intermediario (~ 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 a ansiedade (LUCHSINGER et al., 2021).
Portanto, considerando que o NLET tem sido implicado na resposta
ansiogénica evocada pelo estresse de restricdo agudo (GOMES-DE-SOUZA et
al., 2021; GOUVEIA et al., 2016), essa estrutura limbica também pode fazer
parte da via neural relacionada ao controle da resposta ansiogénica ao
estresse de restricado pelo IC posterior intermediario. As projecdes do IC para o
hipocampo séo originadas principalmente do IC posterior rostral (GEHRLACH
et al., 2020). A ideia de que o hipocampo ndo esta envolvido no controle de
comportamentos relacionados a ansiedade pelo IC posterior intermediario é
ainda apoiada por evidéncias de que a inibicdo do hipocampo nao afetou as
mudancas comportamentais no LCE evocadas pelo estresse de restricao
(SCOPINHO et al., 2013).

Os resultados relatados no presente estudo que indicam que as sub-
regides rostral e caudal do IC posterior ndo estdo envolvidas na resposta
ansiogénica ao estresse de restricdo sdo inconsistentes com estudos
anteriores que avaliaram a ansiedade em animais nao-estressados. De fato,
estudos explorando o controle sitio-especifico ao longo do eixo rostrocaudal do
IC identificaram que lesdes eletroliticas ou 0 antagonismo do receptor
glutamatérgico ndo-NMDA centrado em sitios identificados no presente estudo

como IC posterior rostral aumentaram a exploracéo dos bragos abertos do LCE
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em animais naive, o que indica um papel ansiolitico desta regido do IC
(MENDEZ-RUETTE et al., 2019; SHI et al., 2020). Por outro lado, o
antagonismo do receptor glutamatérgico nao-NMDA no IC posterior caudal
diminuiu as entradas nos bracos abertos do LCE, o que sugere uma influéncia
dessa regido do IC na expressdo de comportamentos relacionados a
ansiedade no LCE (MENDEZ-RUETTE et al.,, 2019). No entanto, nossos
achados estdo de acordo com a evidéncia de que a lesdo eletrolitica no IC
posterior caudal ndo teve efeito no comportamento no LCE em ratos nao-
estressados (SHI et al., 2020). Os dados anteriores que indicam um papel das
sub-regides rostral e caudal do IC posterior no comportamento do tipo-ansioso
sdo consistentes com evidéncias de projecdes proeminentes dessas sub-
regides do IC para estruturas limbicas, como a amigdala (GEHRLACH et al.,
2019, 2020; LUCHSINGER et al., 2021; SHI et al., 2020). Portanto, assim como
afirmado acima para a sub-regiéo intermediaria, parece que o recrutamento de
circuitos do IC posterior rostral e caudal para o controle de comportamentos
relacionadas a ansiedade também é dependente da situacdo. Nesse sentido,
contrario ao observado em relacdo ao IC posterior intermediario, as sub-
regides rostral e caudal do IC posterior parecem ser relevantes no controle e
expressdo da ansiedade inata, mas sem um papel na resposta ansiogénica
causada pela exposicao ao estresse.

Embora néo relacionado ao efeito ansiogénico, o IC posterior rostral e
caudal estd envolvido na expressdo de outros efeitos comportamentais e
respostas fisioldégicas evocadas pelo estresse de restricdo. De fato, a leséo
eletrolitica de sitios no IC (+1,21 a +0,62mm do bregma) identificados no
presente estudo como IC posterior rostral diminuiu 0 enterramento do restritor
em camundongos submetidos ao estresse de restricdo, um comportamento
interpretado como uma resposta de medo (PARK; CHO; HUH, 2022). Portanto,
além de um controle dependente da situagcédo, o IC posterior rostral também
pode estar engajado de maneira diferente na regulacéo 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 pressdo arterial
observado durante o estresse de restricdo agudo (LUCHSINGER et al., 2021;

TOMEO et al.,, 2022), enquanto o IC posterior caudal esta relacionado ao
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aumento da frequéncia cardiaca provocada pelo estresse de restricado (TOMEO
et al., 2022).

7. CONCLUSAO

Os resultados relatados no presente estudo indicam um controle sitio-
especifico da resposta ansiogénica ao estresse emocional ao longo do eixo
rostrocaudal do IC posterior. Nossos dados indicam um envolvimento da sub-
regido intermediaria do IC posterior no efeito ansiogénico identificado no LCE
provocado pelo estresse de restricdo agudo. No entanto, as areas rostral e

caudal parecem néo estarem envolvidos nesta resposta comportamental.
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