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RESUMO 
 
da SILVA SOARES Jr., R. Estudo do envolvimento do sistema serotoninérgico do 

núcleo dorsal da rafe na elaboração do comportamento de defesa e da 

antinocicepção induzida pelo medo inato evocados por estimulação química dos 

corpos quadrigêmeos. 2019. 89 f. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2019. 

 
Há estudos que mostraram que o ácido N-metil-D-aspártico (NMDA), 

microinjetado nas estruturas do teto mesencefálico (corpos quadrigêmeos) de ratos 

evoca comportamentos defensivos do tipo pânico que podem ser seguidos por uma 

resposta antinociceptiva. Tem sido sugerido que respostas defensivas relacionadas ao 

medo organizadas por neurônios do tronco cerebral podem ser moduladas por 

projeções ascendentes mediadas pelo neurotransmissor 5-hidroxitriptamina (5-HT) do 

núcleo dorsal da rafe (NDR), e fenômenos antinociceptivos induzidos pelo medo inato 

podem ser organizados por vias serotoninérgicas descendentes também originadas no 

NDR. Os neurônios do NDR que originam tais conexões, por sua vez, podem ser 

moduladas por monoaminas que recrutam receptores 5-HT2A localizados no NDR. Não 

obstante, há uma escassez de estudos mostrando o papel dos receptores 5-HT2A do NDR 

na modulação do comportamento do tipo pânico e da antinocicepção induzida pelo medo 

inato organizados nos colículos superiores e inferiores. O objetivo deste estudo foi 

investigar a participação dos receptores 5-HT2A do NDR na modulação do 

comportamento de defesa organizado pelos corpos quadrigêmeos e da antinocicepção 

induzida pelo medo evocados por microinjeções de NMDA nos corpos quadrigêmeos. 

No experimento I, os animais receberam microinjeção de veículo (NaCl 0,9% / 0,2μL) ou 

6, 9 e 12 nmol NMDA no CI. No experimento II, foi realizado o pré-tratamento do NDR 

com microinjeções de veículo ou o antagonista seletivo do receptor 5HT2A (R-96544) nas 

concentrações de 5, 10 e 15 nM. Dez minutos depois, o NMDA na dose mais efetiva (12 

nmol) foi injetado no CI. Em ambos os experimentos, as respostas defensivas foram 

analisadas quantitativamente durante 10 min e, em seguida, as latências de retirada de 

cauda foram medidas a intervalos de 10 min durante 70 min. No experimento III, os 

animais receberam microinjeção de salina fisiológica ou NMDA (6, 9 e 12 nmol) nas 

cpSC. No experimento IV, a dose mais efetiva de NMDA (12 nmol) ou veículo foi 

precedida por microinjeções de veículo ou antagonista seletivo do receptor 5HT2A (R-

96544) em diferentes concentrações, 0.5, 5 e 10 nM. Ambos os efeitos pró-eversivos e 

antinociceptivos provocados pelas injecções intra-cpCS de NMDA foram atenuados pelo 

pré-tratamento do NDR com R-96544. No experimento V, a análise morfológica mostrou 

que os receptores 5-HT2A estão presentes nos interneurônios GABAérgicos do NDR. Em 

conjunto, esses achados sugerem que o bloqueio dos receptores 5-HT2A no NDR é 

capaz de atenuar tanto o comportamento defensivo do tipo pânico quanto a 

antinocicepção induzida pelo medo organizada pelos corpos quadrigêmeos. 

 
Palavras-chave: Ataques de Pânico. Antinocicepção induzida pelo medo. Comportamento 

de defesa. Receptor serotoninérgico 5HT2A. Receptor glutamatérgico NMDA. Corpos 

quadrigêmeos. Núcleo dorsal da rafe. 



ABSTRACT 

da SILVA SOARES, R. Jr. Study of the involvement of dorsal raphe nucleus 

serotonergic system in the elaboration of defensive behaviour and fear-induced 

antinociception elicited by corpora quadrigemina chemical stimulation. 2019. 89 

p. Dissertation (Master) - Ribeirão Preto Medical School, University of São Paulo, Ribeirão 

Preto, 2019. 

 
There are studies that suggest that N-methyl-D-aspartic acid (NMDA) 

microinjected into the midbrain tectum structures, such corpora quadrigemina, of rats 

evokes panic-like defensive behaviours that can be followed by an antinociceptive 

response. It has been suggested that fear-related defensive responses organised by 

brainstem neurons can be modulated by ascending projections mediated by the 

neurotransmitter 5-hydroxytryptamine (5-HT) of the dorsal raphe nucleus (DRN), and 

phenomena of innate fear-induced antinociception can be organised by descending 

serotonergic pathways also originating from the DRN. The DRN neurons that give rise 

to such connections, in turn, can be moduled by monoamines that recruit 5-HT2A 

receptors located in the DRN. Nevertheless, there is a shortage of studies showing the 

role of DRN 5-HT2A receptors in the modulation of panic-like behaviour and innate fear- 

induced antinociception organised by superior and inferior colliculi. The purpose of this 

study was to investigate the participation of DRN 5-HT2A receptors in the modulation 

of panic-like behaviour and antinociception evoked by corpora quadrigemina injections 

of NMDA. In experiment I, the animals received microinjection of vehicle 

(0.9%NaCl/0.2μL) or 6, 9 and 12 nmol NMDA into the IC. In experiment II, it was 

performed the pretreatment of DRN with microinjections of vehicle or the 5HT2A 

receptor selective antagonist (R-96544) in a concentration of 5, 10 and 15 nM. Ten 

minutes later, NMDA at the most effective dose (12nmol) was injected in the IC. In 

both experiments, the defensive responses were quantitatively analysed for 10 min 

and then the tail-flick withdrawal latencies were measured at 10 min-intervals for 70 

min. In experiment III, the animals received microinjection of physiological saline or 

NMDA (6, 9 and 12 nmol) into the deep layers of SC (dlSC). In experiment IV, the 

most effective dose of NMDA (12 nmol) or vehicle was preceded by microinjections 

of vehicle or 5HT2A receptor selective antagonist (R-96544) at different 

concentrations (0.5, 5, and 10 nM). Both proaversive and antinociceptive effects 

elicited by intra-dlSC injections of NMDA were attenuated by the pretreatment of the 

DRN with R-96544. In experiment V, the morphological analysis showed that 5-HT2A 

receptors are present in GABAergic interneurons in the DRN. Taken together, these 

findings suggest that the blockade of DRN 5-HT2A receptors decreased both panic 

attack-like defensive behaviour and fear- induced antinociception organised by the 

corpora quadrigemina neurons. 

Keywords: Panic attack. Fear-induced antinociception. Defensive behaviour. 5-HT2A 

receptor. NMDA glutamatergic receptor. Corpora quadrigemina. Dorsal raphe nucleus. 
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1.1 Transtorno do Pânico 

O transtorno do pânico é um subtipo do espectro de ansiedade 

caracterizado por episódios inesperados e recorrentes de ataques de pânico que 

consistem na sensação intensa de medo e mal-estar acompanhados por taquicardia, 

hiperventilação e aumento da pressão arterial média (ROY-BYRNE; PETER; 

MURRAY, 2006; BROWN; GLENN; CRASKE, 2009). A prevalência do transtorno de 

pânico é de 1,7% em adolescentes/adultos e o sexo feminino é o mais afetado em 

uma proporção de 2:1 (DSM-V, 2013). Embora esse transtorno psiquiátrico tenha 

seu diagnóstico descrito pela primeira vez na publicação do Diagnostic and Statistical 

Manual of Mental Disorders (DSM-III, 1980), existem referências prévias a essa 

condição clínica com diferentes terminologias como, por exemplo, o “coração de 

soldado”, descrito por Da Costa, após observar sintomas clínicos de palpitação e dor 

torácica em soldados de guerra (WOOLEY, 1982); a “astenia neurocirculatória”, 

descrita por Oppenheimer com seus pacientes que apresentavam dispneia, 

palpitação, dores torácicas, tontura e nervosismo (WHEELER, 1950) e a “síndrome 

de esforço” citada por Lewis quando observou a reação de indivíduos durante um 

esforço físico moderado (NIXON, 1993). 

O Manual Diagnóstico e Estatístico de Transtornos Mentais, em sua versão 

mais recente (DSM-V, 2013), descreve que, durante os ataques de pânico ocorrem 

sintomas, tais como palpitações, tremores, sudorese, angina pectoris, dispneia, perda 

do autocontrole e medo intenso. O transtorno de pânico também pode vir 

acompanhado de agorafobia, que é descrita como o medo de lugares abertos ou 

situações que induzam a sensação de falta de segurança ou impossibilidade de 

subterfúgio (GRAEFF; GUIMARÃES, 2012). O medo intenso observado no transtorno 

de pânico pode ser considerado como uma característica instintiva que contribui para 

a sobrevivência uma vez que seja capaz de induzir o comportamento defensivo contra 

situações aversivas de perigo iminente ou potencial (COIMBRA, 1992; 2006; MILLAN, 

2003; MISSLIN, 2003). Alguns relatos de pacientes também incluem a resposta de 

“congelamento” (como uma imobilidade defensiva) e o desejo de fuga imediata da 

situação (CASSANO; SAVINO, 1993; GOETZ, 1994). 

No sentido de entender melhor a fisiopatologia e substratos neurais 

envolvidos no transtorno de pânico, modelos animais têm sido utilizados pos-

sibilitando a obtenção de evidências experimentais que nos permitem estabelecer 
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algumas correlações e analogias entre o transtorno psiquiátrico e as respostas 

comportamentais defensivas expressas por animais de laboratório em situações 

aversivas (BLANCHARD; BLANCHARD, 1988; BLANCHARD, 2001; STEIN; 

BOUWER, 1997). Mesmo sabendo que existem dificuldades inerentes ao modelo de 

estudo das bases neurais do medo e transtornos psicopatológicos, houve, nas últimas 

décadas, um progresso considerável do conhecimento desses assuntos resultante do 

somatório de experimentos com animais de laboratório e dados clínicos de pacientes 

com lesões encefálicas, submetidos a procedimentos neurocirúrgicos e a estudos de 

neuroimagem. O padrão de resposta comportamental observado em estudos de 

experimentação animal como imobilidade defensiva, corrida ou saltos tem sido 

correlacionado com os ataques de pânico, uma vez que tais comportamentos são 

sensíveis a drogas clinicamente eficazes no tratamento do transtorno do pânico 

(BLANCHARD, 1997; GRAEFF, 1994; 2002; JENCK, 1995; PASCHOALIN-MAURIN, 

2018; SCHENBERG, 2010). 

Dentre todos os transtornos de ansiedade descritos na literatura, o 

transtorno do pânico está entre os mais estudados e, embora progressos significativos 

tenham sido obtidos nas últimas décadas, ainda existem lacunas importantes em 

termos de tratamento dessa condição clínica. As abordagens farmacológicas 

utilizadas nem sempre são eficazes e apresentam efeitos adversos que diminuem a 

adesão de pacientes ao tratamento farmacológico da doença, o que realça a grande 

importância da investigação científica para maior entendimento dos aspectos 

neurobiológicos do transtorno do pânico. 
 

1.2 Comportamento defensivo 

O estudo da neurobiologia do medo e o estabelecimento dos princípios 

etológicos do comportamento defensivo tiveram início com a publicação do livro “A 

expressão das emoções no homem e nos animais” (1872), escrito por Charles Darwin 

que descreve semelhanças entre as expressões comportamentais relacionadas às 

emoções primárias de seres humanos e de outros animais. A partir dessa obra, houve 

um progresso considerável do conhecimento em relação aos princípios etológicos do 

comportamento defensivo, o que contribuiu para o surgimento da ideia de que o medo 

e a ansiedade são emoções que apresentam um valor adaptativ por serem capazes 

de promover reações de defesa diante de situações aversivas que comprometem a 

sobrevivência das espécies (DEAKIN; GRAEFF, 1991; LEDOUX, 1991). 
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As estratégias comportamentais de defesa se desenvolveram por um longo 

período de seleção natural, conforme a teoria evolutiva de Darwin, surgindo certos 

padrões comportamentais defensivos, como a inibição comportamental e vigilância 

(GRAY, 1982; COIMBRA; BRANDÃO, 1993), congelamento (FANSELOW, 1980; 

COIMBRA, 1989) ou imobilidade defensiva (COIMBRA, 2017; PASCHOALIN- 

MAURIN, 2018), fuga (PANKSEPP, 1990; COIMBRA; BRANDÃO, 1993) ou 

imobilidade tônica (MENESCAL-DE-OLIVEIRA; HOFFMANN, 1993). Em último caso, 

quando não há possibilidade de subterfúgio, ocorrem as posturas amea-çadoras e 

vocalizações seguidas por ataque defensivo (defesa afetiva) (HESS; BRUGER, 1943) 

ou as posturas de submissão expressas para evitar o comportamento ofensivo do 

oponente dominante (MICZEK, 1984). A expressão das reações de defesa é 

acompanhada de alterações neurovegetativas e endócrinas amplamente estudadas, 

tais como aumento da pressão arterial, taquicardia, taquipneia (KEIM; SHEKAR, 

1996), piloereção, micção e defecção (SCHIMITEL, 2012; BLANCHARD; 

TAKANASHI, 1988). 

O comportamento de congelamento é um estado de imobilidade atenta que 

serve para evitar a detecção por predadores e para melhorar a percepção frente a 

uma ameaça em níveis intermediários (LANG; DAVIS, 2006; LOJOWSKA, 2015). A 

imobilidade tônica é um estado defensivo semelhante ao congelamento por ser 

caracterizada pela ausência de movimento em resposta à ameaça severa, mas é, em 

geral, induzido por manobras de contenção (LEITE-PANISSI, 2003; BASSI, 2018). No 

entanto, o comportamento de congelamento pode ocorrer no início da cascata de 

defesa, diferente da imobilidade tônica que ocorre posteriormente, como nos casos 

de contato físico onde a luta, a fuga e o congelamento não são mais ideais para a 

sobrevivência (EILAM, 2005; KOZLOWSKA, 2015). Diferente da imobilidade tônica 

passiva ("fingir-se de morto"), o congelamento prepara ativamente o animal para 

respostas defensivas adicionais (BLANCHARD, 2011; MISSLIN, 2003), como 

sugerido por respostas de sobressalto aumentadas em vez de diminuídas durante o 

comportamento de congelamento (LEATON; BORSZCZ, 1985; PLAPPERT, 1993). 

Os fatores ambientais também desempenham um papel importante na 

formação do comportamento defensivo, por exemplo, a distância do predador em 

relação à presa, e a presença de rotas de fuga, assim como a experiência prévia com 

um determinado estímulo aversivo influenciam na determinação das reações de 
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congelamento ou de fuga. A ameaça distal evoca reações de congelamento mais 

longas do que a ameaça proximal. Com as rotas de fuga disponíveis, o congelamento 

é mais curto e mais provável seguido de fuga em comparação com uma situação em 

que não há rotas de fuga disponíveis (ADAMS, 1979; BLANCHARD; BLANCHARD, 

1988; BLANCHARD, 2011). Robert e Caroline Blanchard classificaram em seus 

trabalhos as estratégias comportamentais exibidas por roedores de acordo com o 

nível de ameaça potencial ou real (BLANCHARD; BLANCHARD, 1988; BLANCHARD, 

1997). Em situações onde o risco de perigo é potencial, as estratégias observadas 

foram os comportamentos exploratórios cautelosos e hesitantes que possibilitam a 

aproximação e a investigação da possível ameaça, denominados de comportamentos 

de avaliação de risco (“risk assessment behaviour”). Tais estratégias estariam 

relacionadas à ansiedade em seres humanos e moduladas pelo complexo 

amigdaloide e pelo sistema septo-hipocampal. No contexto de risco real, porém distal, 

foi observada fuga ou congelamento evocados através da ação do complexo 

amigdaloide e da substância cinzenta periaquedutal ventral. Nos casos de ameaça 

real em que o predador estava muito próximo ou em contato direto com o animal, 

ocorria a fuga, modulada pela substância cinzenta periaquedutal dorsal, ou a luta 

defensiva modulada pelo hipotálamo (BLANCHARD; BLANCHARD, 1988; 

BLANCHARD, 1997; GRAEFF; GUIMARÃES, 2012). Em modelos de confronto entre 

presas e serpentes, o comportamento de avaliação de risco mostra-se exuberante, 

sendo precedido por alerta defensivo e seguido por imobilidade defensiva e fuga 

(URIBE-MARIÑO, 2012; COIMBRA, 2017; PASCHOALIN-MAURIN, 2018). 

A investigação do substrato neural relacionado com a elaboração do 

comportamento defensivo sugere que exista uma vasta gama de interconexões entre 

diversas regiões encefálicas. Esta relação funcional e neuroanatômica propõe a 

existência de conexões entre as colunas dorsais da substância cinzenta periaquedutal 

dorsal (SCPd), o hipotálamo medial, o complexo amigdaloide e a área septal (BEN- 

ARI, 1981; SIEGEL; POTT, 1988; GRAEFF, 1990), além de conexões diretas entre o 

a divisão dorsomedial do hipotálamo ventromedial e a SCPd (ULLAH, 2017) o que 

permite situar a SCPd no cerne do sistema encefálico de aversão, que coordenaria a 

geração e elaboração do medo (GRAEFF, 1981), ao lado de outras estruturas, como 

as camadas profundas do colículo superior (cpCS) (COIMBRA; BRANDÃO, 1993), e 

o núcleo central do colículo inferior (ncCI) (BRANDÃO,1993; CASTELLAN-BALDAN, 
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2006; OSAKI, 2003). O envolvimento de estruturas mesencefálicas na geração e 

elaboração do comportamento defensivo pode ser crucial para a execução de 

respostas rápidas e eficientes de defesa; primeiramente, engajando o animal em um 

comportamento de fuga, o que envolve o substrato neural dos corpos quadrigêmeos 

(CS e CI) (CALVO, 2018; COIMBRA, 2000; 2006; MCNALLY, 2004). 

O conhecimento sobre como as reações defensivas são controladas no 

cérebro pode ser importante para aprimorar as intervenções farmacológicas de 

desordens psicopatológicas caracterizadas pelas reações defensivas, como consiste 

o transtorno de pânico comumente associado com as reações de congelamento, muito 

embora o comportamento fuga induzido por estimulação elétrica ou química de 

estruturas límbicas e paralímbicas tem sido comumente proposto como um modelo de 

ataques de pânico (BLANCHARD; BLANCHARD, 1988, CASTELLAN-BALDAN, 2006; 

NIERMANN, 2015; RIBEIRO, 2005; ROELOFS, 2010). 

 
1.3 Dor e antinocicepção induzida pelo medo 

Segundo a definição da Associação Internacional para o Estudo da Dor 

(IASP), a dor é uma sensação desagradável, associada a uma lesão tecidual real ou 

potencial, sendo, portanto, uma característica vital do sistema de defesa do organismo 

uma vez que comunique ao sistema nervoso o sinal necessário para iniciar uma 

resposta motora e minimizar o prejuízo físico (MERSKEY, 1994). Pessoas que não 

sentem dor, como ocorre na rara condição de insensibilidade congênita à dor com 

anidrose (CIPA, do inglês Congenital Insensitivity to Pain with Anhidrosis), relatam 

diversos problemas graves que comprometem a saúde e bem-estar como: 

automutilações, autoamputações e perda da visão, ainda na infância (AXELROD, 

2003). Tais características exemplificam o quanto a capacidade de sentir dor é 

importante em nossas vidas. 

Existe a orientação de que os termos dor e analgesia não sejam utilizados 

para se referir aos animais de modelo experimental, sendo mais adequado fazer uso 

das palavras “nocicepção” e “antinocicepção”, respectivamente (JONES, 1992). A 

nocicepção é a percepção sensorial no sistema nervoso central, evocada pela 

ativação de receptores sensoriais, denominados nociceptores, especializados em 

captar o estímulo nocivo (FÜRST, 1999; MILLAN, 1999). A antinocicepção pode ser 

definida como uma redução da capacidade de perceber estímulos nociceptivos e tem 
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sido considerada uma parte complementar do comportamento defensivo evocado pelo  

medo (COIMBRA, 1992, 2006, 2017; COIMBRA; BRANDÃO, 1997). A estimulação 

elétrica de regiões mesencefálicas, como a SCPd é capaz de deflagrar o 

comportamento defensivo (SCHENBERG, 2001), assim como a estimulação química 

realizada com microinjeções do aminoácido excitatório N-metil D-aspartato (NMDA) 

em outras regiões mesencefálicas é capaz de evocar comportamento defensivo do 

tipo pânico, caracterizado por corrida, saltos e congelamento (CASTILHO, 1999; 

COIMBRA, 2006; EICHENBERGER, 2002) seguido da antinocicepção induzida pelo 

medo (COIMBRA; BRANDÃO, 1993) que, nesse sentido, tem sido considerada 

como parte integrante da reação de defesa, e uma importante resposta adaptativa do 

organismo em situações de emergência devido à redução das respostas 

comportamentais recuperativas eventualmente causadas por estimulos álgicos 

(BASSI, 2018), em razão da elaboração de um comportamento defensivo induzido 

pelo medo inato (COIMBRA, 2006; 2017). 

Mecanismos opioides podem estar envolvidos no controle dessas reações 

defensivas organizadas por neurônios do tectum, pois a administração periférica de 

antagonistas de opioides endógenos aumenta os limiares aversivos induzidos por 

estimulação elétrica de algumas estruturas do mesencéfalo dorsal, tais como a SCPd 

e as cpCS (COIMBRA, 1996). Corroborando esses dados, evidências morfológicas e 

psicofarmacológicas da interação entre vias neurais opioides e GABAérgicas no 

controle de respostas defensivas induzidas por estimulação elétrica e química do 

mesencéfalo dorsal, mais especificamente dos corpos quadrigêmeos e SCPd 

(CASTELLAN-BALDAN, 2006; EICHENBERGER, 2002; RIBEIRO, 2005). Não 

obstante, surpreendemente, não é o sistema opioide, mas sim o sistema 

serotoninérgico que participa da elaboração da antinocicepção induzida pelo medo 

elaborado por estruturas do mesencéfalo dorsal (COIMBRA, 1992; COIMBRA; 

BRANDÃO,1997), possivelmente recrutando o sistema endógeno de modulação da 

dor (de OLIVEIRA, 2017). 

Contudo, não obstante o envolvimento do sistema opioide e GABAérgico 

no controle das respostas defensivas evocadas por ativação de neurônios do 

mesencéfalo dorsal, os processos antinociceptivos que seguem a estimulação elétrica 

desse substrato neural são mediados, dependendo do sítio de estimulação, por 

mecanismos opioides e não opioides (NICHOLS, 1989; COIMBRA, 1992), neste 
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último caso, provavelmente monoaminérgicos. Com efeito, recentes relatos na 

literatura sugerem que os substratos neurais que controlam o comportamento de 

defesa tanto no CS (COIMBRA; BRANDÃO, 1997), como no CI (CASTILHO, 1999) 

encontram-se sob controle serotoninérgico. 

Basbaum e Fields (1984) propuseram um circuito neural endógeno de 

inibição de dor, envolvendo estruturas da rafe e da formação reticular mesencefálica 

e pontina, ricas em monoaminas, que poderiam estar modulando a entrada do impulso 

nociceptivo no corno dorsal da medula espinal (CDME). As projeções nervosas que 

partem do NDR e se projetam ao núcleo magno da rafe, são caracterizadas por fibras 

serotoninérgicas descendentes que atingem a substância gelatinosa do CDME. Essas 

vias podem se projetar sobre interneurônios que hiperpolarizam os neurônios 

responsáveis pela primeira sinapse da via nociceptiva ascendente sensório-

discriminativa (BASBAUM; FIELDS, 1984; MELZACK; WALL, 1982). Embora exista 

um progresso considerável no entendimento de tais circuitos neurais, o envolvimento 

do sistema endógeno de inibição da dor nos processos antinociceptivos evocados 

por estimulação do teto mesencefálico ainda está pouco claro, assim como também 

não está completamente elucidado se receptores serotoninérgicos da subfamília 5-

HT2A modulam os processos antinociceptivos unicamente no mesencéfalo dorsal 

(COIMBRA, 1992; COIMBRA; BRANDÃO, 1997) ou se esse mecanismo 

serotoninérgico também se estende a núcleos do sistema endógeno de inibição de 

dor. 

 
1.4 Corpos Quadrigêmeos 

Os corpos quadrigêmeos são quatro eminências arredondadas separadas 

por dois sulcos perpendiculares em forma de cruz. As duas eminências localizadas 

bilateralmente na superfície dorsal do mesencéfalo são denominadas colículos 

superiores (CS), enquanto que as outras duas regiões ventrais consistem nos 

colículos inferiores (CI), e tais estruturas formam o teto mesencefálico (HOLE, 1992), 

conjuntamente com as colunas dorsais da SCP. 

O CS é organizado em camadas celulares e fibrosas alternadas, as quais 

são orientadas horizontalmente. Sua divisão anatômica compreende sete camadas, 

sendo elas a camada zonal (SZ), cinzenta superficial (SGS), óptica (SO), cinzenta 

intermediária (SGI), branca intermediária (SAI), cinzenta profunda (SGP) e branca 
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profunda (SAP). As camadas SZ, SGS e SO são localizadas mais superficialmente e 

desempenham um um importante papel no processamento de informações visuais 

recebendo projeções organizadas topograficamente, proveniente das células 

ganglionares da retina. Em contraste, temos as camadas SGI, SAI, SGP e SAP que, 

juntas, fomam as cpCS relacionadas com diversas modalidades sensoriais, além de 

receber impulsos de estruturas motoras do encéfalo para auxiliar na orientação visual 

e direcionar respostas comportamentais para pontos específicos no espaço (DEAN, 

1989; HOLE, 1992; MAY, 2006). 

O CI é formado pela região dorsal e ventral. A região dorsal possui os 

núcleos pericentral e dorsal descritos como uma região implicada em animais 

geneticamente modificados convulsões audiogênicas (SIMLER, 1994; KLEIN, 2004), 

enquanto que a região ventral é composta pelo núcleo central e braço do CI, regiões 

envolvidas com as vias auditivas, mas também responsivas a estímulos acústicos de 

natureza aversiva (DE FRANCESCHI, 2016; FERREIRA-NETTO, 2007). Efetiva-

mente, CI age primariamente como um núcleo auditivo envolvido na integração e no 

encaminhamento das percepções sensoriais sendo um importante relé da 

informação auditiva ao receber sinais convergentes de núcleos auditivos e mediar 

respostas comportamentais apropriadas à estímulos auditivos via projeções para o 

CS (CASSEDAY; COVEY, 1996). 

Os corpos quadrigêmeos, além de desempenharem funções importantes 

nos sistemas auditivo e visual, também parecem estar envolvidos com as reações 

defensivas frente a estímulos aversivos. Existem evidências mostrando a participação 

dessas estruturas mesencefálicas na elaboração do comportamento defensivo. A 

desinibição GABAérgica local, ou a estimulação química, com microinjeções de 

bicuculina ou NMDA, respectivamente, no CI e colículo superior (CS) evocam o 

comportamento do tipo pânico, como corrida, salto e congelamento (COIMBRA, 2006; 

EICHENBERGER, 2002; CASTILHO, 1999), seguido de antinocicepção induzida pelo 

medo  (BIAGIONI,  2013;  COIMBRA,  1992;  2006;  COIMBRA;  BRANDÃO,  1997; 

FREITAS, 2009; de FREITAS, 2014 b). Essas características sugerem que as 

estruturas que compõem os corpos quadrigêmeos parecem desempenhar um papel 

importante na percepção e na expressão dos comportamentos defensivos inatos. O 

envolvimento do mesencéfalo dorsal na geração e elaboração de medo e do 

comportamento defensivo pode ser crucial para a elaboração de respostas rápidas e 

eficientes de defesa; primeiro engajando o animal em um comportamento de fuga 
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explosiva (para o que participa o substrato neural dos corpos quadrigêmeos) e em 

seguida, após a ativação do complexo amigdaloide ou do hipotálamo é elaborado um 

comportamento mais bem organizado (KUDO; NIIMI 1980; MEININGER, 1986; 

HUFFMAN; HENSON 1990; COIMBRA, 1998; BRANDÃO, 1999; ULLAH, 2015, 

2017). Embora o CS e CI sejam intimamente relacionados, tratam-se de estruturas 

distintas que apresentam heterogeneidades morfológicas e funcionais (MIZE, 1996; 

OERTEL; DOUPE, 2000) de modo que ainda existem lacunas a serem preenchidas 

em relação ao entendimento de como essas estruturas atuam nas respostas de 

comportamento defensivo sendo relevante a investigação científica que explore as 

diferenças e semelhanças entre as reações elaboradas no CS e CI, confome foi feito 

no presente trabalho. 

 
1.5 Núcleo dorsal da rafe 

Os núcleos da rafe se estendem ao longo do eixo mediano e do plano 

paramediano do mesencéfalo rostral ao bulbo caudal. A região rostral apresenta os 

núcleos mediano da rafe, núcleo linear caudal e o núcleo dorsal da rafe (NDR), 

enquanto que os núcleos magno da rafe, obscurus da rafe e pallidus da rafe, 

juntamente com a parte adjacente da formação reticular lateral, compõem a divisão 

caudal da rafe (HORNUNG, 2003; FIELDS; BASBAUM, 1977). O NDR é constituído 

neurônios organizados de acordo com as regiões dorsal (DRD), ventral (DRV), asas 

laterais (DRW), caudal (DRC) e interfascicular (DRI). Tais sub-regiões possuem 

diferentes características morfológicas e funcionais sendo organizadas 

topograficamente ao longo do eixo rostro-caudal (ABRAMS, 2004; STEINBUSCH, 

1981). Muitos dos neurônios encontrados no NDR são serotoninérgicos, no entanto, 

um número substancial de células não-5-HT também estão presentes e mudulam as 

funções desta região encefálica, incluindo os neurônios dopaminérgicos 

(STRATFORD; WIRTSHAFTER, 1990) e interneurônios GABAérgicos (GAMRANI, 

1979; QING-PING, 1992) distribuidos de acordo com a organização topográfica 

funcional ao longo da região rostral e caudal do NDR (JACOBS; AZMITIA, 1992; 

DAY, 2004). 

A serotonina é amplamente encontrada no sistema nervoso central 

(DAHLSTRÖM, 1965; BARNES; SHARP, 1999) e o NDR é considerado a estrutura 

encefálica com a maior concentração de neurônios serotoninérgicos no cérebro com 

extensas fibras ascendentes que se projetam para outras estruturas encefálicas 
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(STEINBUSCH, 1981), além disso, a desregulação serotoninérgica está relacionada 

com doenças psiquiátricas (UNDERWOOD, 1999; LOWRY, 2008). A hipótese do 

papel dual da serotonina proposta por Deakin e Graeff (1991) sugere um papel 

importante do NDR uma vez que seja o local de onde se originam as duas vias 

serotoninérgicas envolvidas com a ansiedade. A via que se projeta para o complexo 

amigdaloide é relacionada com as respostas de ansiedade frente a um perigo 

potencial, e associada ao transtorno de ansiedade generalizada. Com o aumento da 

atividade serotoninérgica no complexo amigdaloide, ocorre um efeito ansiogênico. Em 

contraste, a via que se projeta para as regiões mesencefálicas, como a SCP, é 

relacionada com as respostas defensivas a uma ameaça proximal, associada ao 

transtorno de pânico. Com o aumento de 5-HT na SCP há um efeito panicolítico com 

a diminuição das respostas do tipo pânico caracterizadas pelo comportamento de fuga 

(DEAKIN; GRAEFF, 1991). 

O NDR também se encontra entre os núcleos mesencefálicos que possuem 

um papel relevante na integração de processos antinociceptivos através de projeções 

descendentes para a medula espinal integrando a via descendente da modulação da 

dor (YAARI, 1985). O NDR também envia projeções serotoninérgicas ao CI (FUXE, 

1965; KLEPPER; HERBERT, 1991), CS (VILLAR, 1988; WATERHOUSE, 1993; 

GRAHAM, 1977), o que sugere uma relação entre o NDR e os corpos quadrigêmeos. 

Além disso, as evidências experimentais de que esse núcleo da rafe participa na 

modulação de comportamentos defensivos (CRANSAC, 1998; BIAGIONI, 2013) 

reforçam a ideia de que o NDR é uma estrutura encefálica chave para a investigação 

do envolvimento do sistema serotoninérgico nas reações defensivas e na 

antinocicepção induzida pelo medo. 

 
1.6 Sistema serotoninérgico e receptores 5-HT2A 

A serotonina é uma indolamina sintetizada a partir da hidroxilação do 

aminoácido essencial L-triptofano, o qual sofre ação da enzima triptofano-hidroxilase 

convertendo-se no composto 5-hidroxitriptofano que, posteriormente, é 

descarboxilado, originando a 5-HT. Sua síntese é feita pelas células que possuem a 

enzima triptofano-hidroxilase como as células enterocromafins, as plaquetas e os 

neurônios de regiões encefálicas, como os núcleos da rafe (OWENS; NEMEROFF, 

1994). No sistema nervoso, a 5-HT age como um neurotransmissor capaz de atuar 
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em diferentes tipos e subtipos de receptores da família 5-HT1 a 5-HT7, os quais 

apresentam perfis farmacológicos distintos (BAXTER, 1995; HOYER, 1994). 

A 5-HT parece desempenhar um papel importante na regulação das 

respostas defensivas relacionadas à ansiedade e ao medo (GRAEFF, 1996; DEAKIN; 

GRAEFF,1991; GRAEFF, 2003). Esse neurotransmissor é amplamente encontrado 

no NDR, que é uma estrutura mesencefálica associada à gênese e regulação do 

comportamento defensivo semelhante à ansiedade e ao pânico (SPIACCI, 2012; 

BIAGIONI, 2013; YAMASHITA, 2017) bem como com mecanismos de controle da dor 

(KISHI, 2006; FREITAS, 2009). Conforme já foi dito no presente trabalho, os corpos 

quadrigêmeos participam das reações de defesa e antinocicepção induzida pelo 

medo. Evidências experimentais sugerem que os substratos neurais mesencefálico 

relacionados com o controle do comportamento defensivo, como o CS e o CI 

encontram-se sob controle serotoninérgico (CASTILHO, 1999; COIMBRA; 

BRANDÃO, 1997). A microinjeção de 5-HT diretamente na SCPd promove um efeito 

inibitório sobre a resposta de fuga induzida pela estimulação elétrica desta mesma 

estrutura. Tais efeitos inibitórios são bloqueados com o pré-tratamento local com a 

cetanserina, que é um antagonista preferencial de receptores 5-HT2A/2C, implicando 

na participação desse subtipo de receptores na modulação das respostas do 

comportamento defensivo do tipo pânico (SCHUTZ, 1985). 

O receptor 5-HT2A é um receptor pré-sinaptico acoplado à proteína Gq 

(GPCR, do inglês G protein-coupled receptors) e sua ativação leva à 

despolarização da membrana de neurônios que o expressam. Por ser um receptor 

modulador localizado em terminais não-5HT é classificado como um 

heterorreceptor (BARNES; SHARP, 1999; TODOROVIC, 1997). Biagioni (2013) 

mostra em seu estudo que o uso de um potente antagonista serotoninérgico 

seletivo para receptores 5-HT2A (R-96544; Ki = 1.6 nM) na região do Locus 

Ceruleus (LC) não foi capaz de atenuar as respostas defensivas evocadas pela 

estimulação química de bicuculina na região do hipotálamo dorsomedial, porém 

diminuiu a antinocicepção induzida pelo medo. O trabalho sugere que os 

receptores 5-HT2A expressos no LC desempenham um papel de modulação na 

antinocicepção, mas poucos estudos verificaram a função destes receptores na 

região do NDR que é uma importante região mesencefálica na modulação da 

nocicepção e dos comportamentos defensivos do tipo pânico. Estudos clínicos e 
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pré-clínicos sugerem um papel importante dos receptores 5-HT2A na patogênese do 

transtorno do pânico (INADA, 2003; POBBE; ZANGROSSI, 2005; de OLIVEIRA, 

2011). Somado a isso, existem evidências de que na região do NDR, os receptores 

5-HT2A são expressos por interneurônios GABAérgicos (BOOTHMAN; SHARP, 

2005), porém novas evidências de abordagem em imunofluorescência podem 

contribuir para um entendimento mais amplo quanto a organização morfológia e 

possivel participação dos receptores do subtipo 5-HT2A presentes no NDR na 

modulação do comportamento defensivo e antinocicepção induzida pelo medo. 

Considerando o papel panicolítico dos antagonistas de receptores 

serotoninérgicos e o envolvimento dos receptores 5-HT2A nas respostas de 

comportamento defensivo evocadas pela estimulação química de regiões 

mesencefálicas e na modulação da nocicepção, a hipótese do presente trabalho é 

que a estimulação química dos corpos quadrigêmeos pode induzir o 

comportamento de defesa relacionado ao medo inato e às respostas do tipo pânico 

caracterizadas por congelamento e fuga, seguidas por antinocicepção induzida pelo 

medo. O bloqueio de receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT2A no NDR deve 

atenuar a antinocicepção induzida pelo medo inato, podendo afetar também a 

intensidade das respostas de comportamento defensivo elaborado pelos corpos 

quadrigêmeos. 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  2 OBJETIVOS 
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2.1 Objetivo geral 

Investigar o envolvimento dos receptores 5-HT2A presentes no núcleo dorsal 

da rafe na modulação do comportamento de defesa e da antinocicepção induzida pelo 

medo inato, eliciados pela estimulação química dos corpos quadrigêmeos. 

 
2.2 Objetivos específicos 

• Investigar o efeito da ativação de receptores NMDA do núcleo central do 

colículo inferior e das camadas profundas do colículo superior no 

comportamento de Rattus norvegicus. 

• Investigar o efeito da microinjeção de R-96544, antagonista seletivo para 

receptores 5-HT2A, no núcleo dorsal da rafe sobre as respostas de defesa e 

antinocicepção induzida pelo medo evocadas por estimulação química dos 

corpos quadrigêmeos. 

• Investigar a localização dos receptores 5-HT2A no núcleo dorsal da rafe por 

meio da técnica de imuno-histoquímica. 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  3 MATERIAL E MÉTODOS 
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3.1 Animais 

Foram utilizados 134 ratos machos, da cepa Wistar (Rattus norvegicus, 

Rodentia, Muridae), pesando entre 250-300g, com idade de 8-10 semanas, 

provenientes do Biotério Central do Campus da Universidadede São Paulo (USP) em 

Ribeirão Preto. Os roedores foram mantidos em grupos entre 4-5 animais em caixas 

de polipropileno, sob ciclo claro/escuro de 12/12h sob temperatura entre 24 ± 1ºC e 

sem privação de água e comida, exceto durante os registros comportamentais. Os 

experimentos foram aprovados e realizados segundo os princípios éticos elaborados 

pela Comissão de Ética em Experimentação Animal da FMRP-USP (processo 

017/2016) que estão em conformidade com o estabelecido pelo Conselho Nacional 

de Controle de Experimentação Animal (CONCEA). Todos os esforços foram feitos 

para minimizar o sofrimento dos animais. 

 
3.2 Drogas 

O agonista de receptores glutamatérgicos N-Methyl-D-aspartic acid 

(NMDA; Sigma/Aldrich, St. Louis, USA) foi utilizado nas concentrações de 6, 9 e 12 

nmol/0,2 µL solubilizado em NaCl a 0.9% (ULLAH, 2015). Também foi utilizado o 

antagonista seletivo para receptores do tipo 5-HT2A (2R, 4R)-4-hydroxy-2- [2-[2-[2-(3- 

methoxy) phenyl]ethyl] phenoxy] ethyl-1-methylpyrrolidine hydrochloride (R-96544; 

Ki = 1.6 nM; Tocris Bioscience, Avonmouth, Bristol, UK) nas concentrações de 0.5; 5; 

10 e 15 nM/0,2 µL (de FREITAS, 2014 b) solubilizado em veículo (DMSO a 10% e 

NaCl a 0,9%). Os respectivos diluentes foram utilizados como controle das drogas 

injetadas no tecido nervoso. 

 

3.3 Cirurgia 

Os animais foram anestesiados com cetamina na dose de 92 mg/kg 

(Ketamine Agener®, União Química Farmacêutica Nacional, Brasil; solução de 0.2 mL 

a 10%) e xilazina na dose de 9.2 mg/kg (Dopaser®, Hertape/Calier, Juatuba, Minas 

Gerais, Brasil) e levados a um aparelho estereotáxico (David Kopf, EUA), onde suas 

cabeças foram fixadas pelo rochedo temporal e incisivos superiores. Uma cânula-guia 

de 10 mm, confeccionada a partir de agulhas de microinjeção hipodérmica (diâmetro 

externo = 0,6 mm; diâmetro interno = 0,4 mm), foi implantada no mesencéfalo e  

posicionada a 1 mm acima do ncCI ou das cpCS conforme as seguintes coordenadas: 
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anteroposterior (AP) = -8,8 mm e -5,4 mm, médio lateral (ML) = 1,5 mm e 1,6 mm, 

dorsoventral (DV) = 4,5 mm e 3,6 mm, considerando o ncCI e as cpCS, respec-

tivamente. Outra cânula-guia independente de 15 mm foi introduzida verticalmente 

no tronco encefálico e posicionada a 1 mm acima da região central do NDR, 

segundo as coordenadas: AP = -8,0 mm, ML = 0,2 mm, e DV = 5,0 mm, traçadas, 

tomando-se o bregma como ponto de referência, estando as suturas lambdoide e 

bregmática no mesmo plano horizontal e de acordo com o Atlas de Paxinos e 

Watson (2007). Depois de implantada a cânula-guia, uma prótese de acrílico 

autopolimerizável foi fixada na calvária e esta foi ancorada por um parafuso de 

fornitura de aço inoxidável. No fim da cirurgia, um mandril foi colocado na cânula-guia 

para evitar obstruções de sua luz. 

Após a cirurgia, 60.000 U.I. de penicilina G benzatina e o analgésico anti-

inflamatório não esteroidal flumixin meglumine na dose de 2,5 mg/kg foram aplicados, 

por via intramuscular, em cada animal. 

 
3.4 Procedimento experimental 

 
3.4.1 Experimento I: microinjeção do agonista de receptores NMDA no ncCI 

O primeiro experimento foi realizado em grupos independentes de animais 

(n = 6) que foram submetidos à cirurgia estereotáxica para a introdução da cânula- 

guia direcionada ao ncCI, conforme as coordenadas citadas anteriormente no 

presente trabalho. Depois de um período pós-operatório de cinco dias, cada animal 

foi submetido a três registros de latência de retirada de cauda, segundo o teste de tail- 

flick, para determinar a linha de base do teste nociceptivo. No dia seguinte, o 

experimento foi feito com os animais separados de maneira randômica, e distribuídos 

nos grupos tratados com diferentes concentrações de NMDA (6, 9 e 12 nmol/0.2 μL) 

ou veículo (0.9% NaCl/0.2 μL). As microinjeções foram realizadas com uma agulha 

gengival (11 mm x 0,3 mm), conectada a um tubo de polietileno (PE-10) e a uma 

seringa de 5 µL (Hamilton, Reno, Nevada, USA) utilizada para injetar a droga (volume 

de 0.2 μL durante 15 s) com o auxílio de uma bomba injetora (Stoelting, Kiel, 

Wisconsin, USA). A agulha gengival permaneceu no local de microinjeção por mais 

30 segundos para prevenir o refluxo no final de cada microinjeção. Imediatamente 

após aplicar o NMDA na região do ncCI, os animais foram colocados no centro da 

arena circular e as respostas do comportamento defensivo foram quantificadas e 
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registradas por meio de uma câmera digital (Sony Handcam) durante 10 minutos em 

uma arena circular com paredes de acrílico (50 x 60 cm). Imediatamente após as 

respostas comportamentais, foi feito o teste nociceptivo aferido em intervalos de 10 

minutos até completar 70 minutos. 

 
3.4.2 Experimento II: Estudo efeito do pré-tratamento do NDR com R-96544 

sobre as respostas comportamentais decorrentes da estimulação química do 

ncCI 

O segundo experimento foi realizado em grupos independentes de animais 

(n = 6) que foram submetidos à cirurgia estereotáxica para a introdução de uma 

cânula-guia direcionada ao ncCI e outra direcionada ao NDR, conforme as 

coordenadas citadas anteriormente no presente trabalho. Depois de um período pós- 

operatório de cinco dias, cada animal foi submetido a três registros de latência de 

retirada de cauda (tail-flick) para determinar a linha de base do teste nociceptivo. No 

dia seguinte, o experimento foi feito com os animais separados de maneira randômica 

nos grupos pré-tratados com diferentes concentrações de R-96544 (5, 10 ou 15 

nM/0,2 µL) ou seu respectivo veículo (DMSO a 10% e NaCl a 0,9%) no NDR. Depois 

de 10 minutos, foi feita a administração da dose mais efetiva de NMDA determinada 

no experimento I ou veículo (0.9% NaCl/0.2 μL) no ncCI e então os animais foram 

colocados no centro da arena circular para que as respostas do comportamento 

defensivo fossem quantificadas e analisadas durante 10 minutos e, imediatamente 

após as respostas comportamentais, foi feito o teste nociceptivo aferido em 

intervalos de 10 minutos até completar os 70 minutos. 

 
3.4.3 Experimento III: microinjeção do agonista de receptores NMDA nas cpCS 

O terceiro experimento foi realizado em grupos independentes de animais 

(n = 6) seguindo o mesmo procedimento do experimento I; porém, com a introdução 

da cânula-guia direcionada as cpCS conforme as coordenadas citadas anteriormente. 

Em seguida, foram feitos os testes comportamental e nociceptivo conforme já foi 

descrito no presente trabalho. 

 

3.4.4 Experimento IV: Estudo do efeito do pré-tratamento do NDR com R-

96544 sobre as respostas comportamentais decorrentes da estimulação 

química no cpCS 
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O quarto experimento foi realizado em grupos independentes de animais 

(n = 6) seguindo o mesmo procedimento do experimento II; porém, com a introdução 

da cânula-guia direcionada as cpCS e no dia do experimento, os animais foram pré- 

tratados com diferentes concentrações de R-96544 (0.5; 5 e 10 nM/0,2 µL) ou seu 

respectivo veículo (DMSO a 10% e NaCl a 0,9%) no NDR. Depois foram feitos os 

testes comportamental e nociceptivo conforme já foi descrito no presente trabalho. 

 
3.4.5 Experimento V: Imunofluorescência 

A perfusão dos encéfalos foi feita de acordo com o que será descrito no 

item 3.6 Histologia. Cada corte possui 16 μm de espessura e foi montado em lâminas 

de vidro gelatinizadas, seco ao ar e mantido em solução de salina tamponada (0.1 M 

sodium phosphate buffer, LabSynth, Diadema, São Paulo, Brasil; pH 7.2) no pernoite. 

No dia seguinte, a recuperação antigênica com citrato de sódio 10 M (pH 6,0) foi 

realizada por 30 minutos em banho-maria a 40 °C. Os cortes foram lavados três vezes 

com solução tampão (fosfato de sódio 0,1 M) durante 5 minutos cada e glicina a 0,1 

M (Sigma-Aldrich) durante 30 minutos. As secções foram incubadas com imagem-IT 

(Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) durante 1 hora e depois incubadas com os 

anticorpos primários: IgG de coelho anti-receptor 5-HT2A (diluição 1: 200, Abcam Plc, 

Cambridge, UK) e IgG anti-GABA de camundongo (diluição 1: 200, Sigma-Aldrich). 

Foram realizadas três lavagens de 5 minutos cada para depois incubar os cortes 

com os anticorpos secundários (Alexa Fluor 488 cabra anti-coelho IgG 1: 500 e 

Alexa Fluor 568 cabra anti-camundongo IgG, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) durante 

120 minutos no escuro e lavados novamente mais três vezes. Por fim, as lâminas 

foram recobertas com Prolong com DAPI (Life Technologies) e as secções 

histológicas foram analisadas com o auxílio da microscopia (AxioImager Z1 com 

APOTOME, Zeiss). 

 

3.5 Análise comportamental 

As respostas do comportamento defensivo foram quantificadas e 

registradas por meio de uma câmera digital (Sony Handcam) durante 10 minutos em 

uma arena de acrílico, de paredes transparentes, medindo 50 x 60 cm, com o assoalho 

dividido em doze secções iguais (figura 1). As reações defensivas foram analisadas
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através de um software de uso livre (X-PloRat), desenvolvido no Laboratório de 

Comportamento Exploratório da Faculdade de Filosofia, Ciências e Letras da 

Universidade de São Paulo – Campus Ribeirão Preto (TEJADA, 2007). Os 

comportamentos foram classificados como congelamento (imobilidade defensiva de 

pelo menos 6 s, seguida de alterações neurovegetativas), fuga (corrida e salto) e o 

número de  cruzamentos na arena. Assim, foram registradas a frequência (número 

de incidência de resposta comportamental) e a duração de cada resposta. 

A resposta de corrida é considerada um comportamento de fuga explosiva 

no qual o animal expressa caminhada acelerada com passos rápidos podendo 

também apresentar postura alternada com movimentos de balanço das patas 

anteriores e posteriores. Já o salto vertical é caracterizado como uma fuga orientada 

para a superfície superior da arena de acrílico (SCHENBERG, 2001). O 

congelamento consiste na interrupção do comportamento em curso por pelo menos 6 

segundos, com arqueamento do dorso e retração das orelhas, acompanhado de 

reações autonômicas visíveis, como micção, piloereção e/ou exoftalmia (de 

FREITAS, 2014 a). 

A reação de cruzamento é qualificada como a passagem do animal de um 

quadrante do assoalho da arena para o outro, levando em consideração o 

posicionamento das quatro patas em um quadrante adjacente àquele em que se 

situava o animal. 

 

Figura 1: Arena circular. 
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3.6 Testes nociceptivos 

Todos os ratos tiveram seus limiares nociceptivos aferidos utilizando o teste 

de retirada de cauda (Tail-Flick). Cada animal foi colocado em um recipiente de 

contenção e teve sua cauda posicionada sobre uma fonte de calor (Tail-Flick 

Instrument; Stoelting – Figura 2) cuja elevação progressiva de calorimetria era 

imediatamente interrompida, tão logo o animal retirasse a cauda do dispositivo. 

A linha de base (LB) foi formada pela média de três latências de retirada de 

cauda (LRC), tomadas em intervalos de 5 minutos e, quando necessário, um pequeno 

ajuste da intensidade na corrente elétrica era realizado com o propósito de se obterem 

três LRC, aferidas entre 2,5 e 3,5 s. Toda LRC foi normalizada em um índice de 

analgesia (IA) usando-se para isso a seguinte fórmula:  

 

O limiar nociceptivo foi igualmente aferido em sequência à estimulação 

química dos corpos quadrigêmeos, logo após o arrefecimento das respostas de 

defesa ativas, sendo imediatamente registradas as latências de retirada de cauda em 

intervalos de 10 minutos, durante 70 minutos após o comportamento de fuga (t0, t10, 

t20, t30, t40, t50, t60 e t70). 

 

Figura 2: Analgesímetro usado para o teste de retirada de cauda. 



Material e Métodos 34 
 

3.7 Histologia 

Após os registros psicobiológicos, os animais foram anestesiados com 

cetamina na dose de 92 mg/kg (Ketamine Agener®, União Química Farmacêutica 

Nacional, Brazil; solução de 0.2 mL a 10 %) e xilazina na dose de 9.2 mg/kg 

(Dopaser®, Hertape/Calier, Juatuba, Minas Gerais, Brazil) e perfundidos por meio de 

uma bomba de perfusão (Master Flex® L/S TM), através de punção do ventrículo 

cardíaco esquerdo, com solução de NaCl 0,9%, em volume suficiente para retirar todo 

o sangue do animal (± 200 ml), seguida de solução tamponada de paraformaldeído a 

4%, em volume suficiente para fixar os tecidos (± 200 ml). O encéfalo de cada animal 

foi retirado e mantido no fixador por no mínimo 4 horas e, posteriormente, foram 

crioprotegidos por imersão em soluções de sacarose a 10% e a 20% durante 12h em 

cada solução. Depois desse período, os encéfalos foram congelados e seccionados 

com o auxílio de um criostato (HM 505 E, Microm, Zeiss) para obtenção de cortes com 

40 µm de espessura, os quais foram montados em lâminas de vidro gelatinizadas. Os 

cortes também foram secos ao ar e corados com hematoxilina e eosina (HE) em um 

sistema motorizado de coloração de lâminas (Autostainer LX, Leica, Alemanha). 

Posteriormente foi feita a análise morfológica com o auxílio de um microscopio de luz 

(AxioImager Z1, Zeiss, Alemanha) para a confirmação dos sítios de microinjeção das 

drogas. As posições das pontas das agulhas de microinjeção foram assinaladas em 

diagramas modificados do atlas de Paxinos e Watson (2007). Somente animais com 

a presença de sinais de microinjeções dentro dos corpos quandrigêmeos e do NDR 

foram incluídos na análise estatística. 

 

3.8 Análise Estatística 

Os dados foram inicialmente submetidos a um teste de normalidade 

(Shapiro-Wilk). Todas as análises estatísticas foram realizadas no programa 

GraphPad Prism versão 7.0 (GraphPad Software Inc., California, USA). O estudo do 

comportamento foi feito através da análise de variância de uma via (one-way ANOVA)  

pa os experimentos I e III e de duas vias (two-way ANOVA) para o experimento IV 

seguida pelo teste post hoc de Newman-Keuls nos experimentos I e II, ou do teste 

post hoc de Tukey nos experimentos III e IV. Os limiares nociceptivos foram avaliados 

através da análise de variância para medidas repetidas (two-way RM-ANOVA) 

seguida pelo teste post hoc de comparações múltiplas de Bonferroni nos experimentos 

I e II e de Tukey nos experimentos III e IV, considerando as medidas de LRC. 



Material e Métodos 35 
 

Em todos os casos, os resultados foram expressos como média + erro 

padrão da média (média ± EPM) e os valores de p < 0,05 foram considerados 

estatisticamente significantes. 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 4 RESULTADOS
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4.1 Experimento I 

4.1.1 Localização dos sítios de microinjeção 
 

A figura 3 apresenta os diagramas das secções coronais que ilustram os 

sítios histologicamente confirmados de microinjeção de NMDA ou veículo no CI de 

todos os animais submetidos ao experimento I. Ao lado dos desenhos esquemáticos 

há, também, uma fotomicrografia de um sítio representativo de microinjeção de droga 

no CI. 

 

Figura 3. Diagramas des secções coronais esquemáticas do mesencéfalo de rato mostrando os 

locais de microinjeções (círculos negros) de NMDA ou veículo no colículo inferior (CI) representados 

em ilustrações modificadas, extraídas do atlas de Paxinos e Watson (2007). A imagem apresentada à 

direita é uma fotomicrografia de uma seção transversal mesencefálica, mostrando um sítio 

representativo de microinjeção de droga no CI (seta). Coloração: hematoxilina e eosina. Barra: 500 µm. 

 
4.1.2 Efeito da microinjeção do agonista de receptores NMDA no ncCI de ratos 
 

De acordo com a ANOVA de uma via seguida do teste post hoc Newman- 

Keuls, houve um efeito significativo do tratamento na frequência [F (3,20) = 10,95, p 

<0,001] e duração [F (3,20) = 11,97, p <0,001] de congelamento. O tratamento do ncCI 

com NMDA a 6, 9 e 12 nmol causou um efeito dose-dependente na frequência de 

congelamento (p <0,05, p <0,01 e p <0,001, respectivamente). Além disso, o 

congelamento eliciado pelo tratamento do ncCI com 12 nmol de NMDA foi 

significativamente diferente daquele expresso pelo grupo que recebeu 6 nmol de 

NMDA (teste post hoc Newman-Keuls; p <0,05). Apenas o tratamento do ncCI com 12 

nmol de NMDA foi capaz de aumentar a duração do comportamento de 

congelamento (teste post hoc Newman-Keuls; p <0,001) em comparação com o 
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grupo tratado com salina fisiológica. A dose mais alta de NMDA causou um efeito 

significativamente diferente daquele causado pelo NMDA doses menores (teste post 

hoc Newman-Keuls; p <0,01 em todos os casos, figura 2A-B. 

Considerando o comportamento de fuga expresso por corrida e saltos, de 

acordo com a ANOVA de uma via, houve efeito significativo do tratamento na 

frequência [F(3,20) = 16,44, p <0,001] e duração de corrida [F(3,20) = 12,64, p <0,001] e 

na frequência de salto [F(3,20) = 3,95, p <0,05]. O tratamento do ncCI com 12 nmol de 

NMDA aumentou a frequência (teste post hoc Newman-Keuls; p <0,001) e a duração 

(p <0,001) do comportamento de fuga expresso por corrida comparado com o grupo 

controle, e o comportamento de fuga evocado pelo NMDA na dose mais alta também 

foi significativamente diferente daquele apresentado pelos grupos tratados com NMDA 

em doses mais baixas (6 e 9 nmol), considerando tanto a frequência (p <0,001) quanto 

a duração do comportamento de fuga expresso por corrida (p <0,001, figura 2C-D). 

Considerando o comportamento de fuga expresso pelo salto, apenas o 

tratamento do ncCI com 12 nmol de NMDA evocou esse comportamento do tipo 

pânico (teste post hoc Newman-Keuls; p <0,05) e esse efeito foi significativamente 

diferente do eliciado por NMDA na dose de 6 nmol (p <0,05, figura 2E). Além disso, 

houve um efeito significativo do tratamento na frequência [F(3,20) = 3,90, p <0,05] de 

cruzamentos. Neste caso, apenas o tratamento do ncCI com 12 nmol de NMDA 

aumentou significativamente (p <0,05) a frequência de cruzamentos, o que também 

foi estatisticamente diferente da incidência de cruzamentos após tratamento do ncCI 

com NMDA na menor dose de 6 nmol (p <0,05), de acordo com a ANOVA de uma via, 

seguida pelo teste post hoc Newman-Keuls (figura 2F). 
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Figura 4. Efeito da microinjeção de NMDA (6, 9 e 12 nmol) ou veículo (NaCl 0,9%; 0,2 µL) no colículo 

inferior (CI) na frequência (A, C, E e F) e duração (B e D) do comportamento de congelamento (A e 

B), corrida (C e D), saltos (E) e cruzamentos (F); n = 6 por grupo. As colunas representam a média e 

as barras o EPM. *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001 em relação ao grupo tratado com salina (veh); 

#p<0.05, ##p<0.01 e ###p<0.001 em comparação com o grupo tratado com 6 nmol de NMDA; ++p<0.01 

e +++p<0.001 em relação ao grupo tratado com 9 nmol de NMDA, de acordo com a ANOVA de uma 

via seguida pelo teste post hoc Newman-Keuls. 



Resultados 40 
 

O tratamento do ncCI com NMDA em todas as doses usadas no presente 

trabalho causou antinocicepção induzida pelo medo. De acordo com a ANOVA de 

duas vias (two-way RM-ANOVA de medidas repetidas), houve efeito significativo do 

tratamento, [F(3,20) = 8.66, p < 0.001], do tempo [F(8,160) = 82.36, p < 0.001] e da 

interação tratamento versus tempo [F(24,160) = 9.44, p < 0.001]. O comportamento de 

fuga do tipo pânico foi seguido por um aumento significativo da LRC observada no 

teste tail-flick de 0 a 30 minutos (teste post hoc de comparações múltiplas de 

Bonferroni; p < 0.05) depois do tratamento com todas as doses de NMDA em 

comparação com o grupo controle (teste post hoc de Bonferroni; p < 0.05 em todos os 

casos). Aos 40 minutos após o comportamento de fuga, apenas o grupo tratado no 

ncCI com 9 nmol de NMDA teve diferença significativa na LRC em relação ao grupo 

controle (teste post hoc de Bonferroni; p < 0.05). A antinonicepção induzida pelo medo 

eliciada no grupo tratado com NMDA na dose de 12 nmol apresentou diferença 

significativa em relação àquela expressa pelo grupo tratado no ncCI com 6 nmol de 

NMDA do 0 aos 20 minutos (teste post hoc de Bonferroni; p<0.05), como mostrado na 

figura 5. 
 

 

 

Figura 5. Efeito da microinjeção de NMDA (6, 9 e 12 nmol) ou veículo (Veh = NaCl 0,9%; 0,2 µL) no 

colículo inferior (CI) em relação a antinocicepção induzida pelo medo. A antinocicepção causada pelo 

comportamento defensivo foi registrada pelo teste de retirada de cauda (tail-flick); n=6 por grupo. 

Aumentos nos limiares nociceptivos foram representados como médias ± EPM. *p <0.05 em 

comparação com o grupo controle veículo (veh); +p <0.05 em relação ao grupo tratado com 6 nmol de 

NMDA, segundo a ANOVA de medidas repetidas, seguida pelo teste post hoc de Bonferroni. 
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4.2 Experimento II 

4.2.1 Localização dos sítios de microinjeção 
 

A figura 6 apresenta os diagramas das secções coronais que ilustram os 

sítios histologicamente confirmados de microinjeção de NMDA ou veículo no ncCI e 

de R-96544 ou veículo no NDR de todos os animais submetidos ao experimento II. Ao 

lado dos desenhos esquemáticos também temos a fotomicrografia de um sítio (seta) 

representativo da microinjeção de drogas no ncCI e no NDR. 

 
 

Figura 6. Diagramas de secções transversais do encéfalo de rato mostrando os locais de microinjeção 

(círculos negros) de drogas no mesencéfalo, referentes ao pré-tratamento do núcleo dorsal da rafe 

(NDR) com R-96544 (5, 10 e 15 nM) ou veículo, seguido de administração de veículo ou NMDA na 

dose de 12 nmol no núcleo central do coliculo inferior (ncCI), retratados em ilustrações do atlas de 

Paxinos e Watson (2017). As imagens à direita são fotomicrografias de secções coronais 

mesencefálicas que cujas setas indicam o local de microinjeção das drogas no ncCI e NDR. Coloração: 

hematoxilina e eosina. Barra: 500 µm. 
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4.2.2 Efeitos do pré-tratamento com R-96544 no NDR sobre o comportamento 

de defesa e antinocicepção induzidos pela administração do agonista de 

receptores NMDA no ncCI de ratos 

 

Semelhante ao primeiro experimento, de acordo com a ANOVA de uma via, 

o tratamento do ncCI com veículo ou NMDA na dose de 12 nmol (Veh/NMDA) 

aumentou significamente a frequência [F(5,30) = 8.49, p < 0.001] e a duração [F(5,30) = 

8.93, p < 0.001] do congelamento em comparação com o grupo controle (Veh-Veh). 

O pré-tratamento do NDR com R-96544 em diferentes concentrações (5, 10 and 15 

nM) diminuiu a frequência e a duração (teste post hoc de Newman-Keuls; p < 0.001 

em todos os casos) de ”congelamento”. O pré-tratamento do NDR com R-96544 na 

concentração de 15 nM (R-15/veh) não teve efeito per se (teste post hoc Newman-

Keuls; p > 0.05) comparado com o grupo controle (Veh-Veh), tanto no que se refere 

à frequência quanto à duração do congelamento, conforme mostrado na figura 7A-B. 

Considerando o comportamento de fuga expresso por corrida e saltos, de 

acordo com a ANOVA de uma via, houve efeito significativo do tratamento na 

frequência [F(3,30)=9.33, p < 0.001] e na duração [F(3,30)=15.05, p < 0.001] do 

comportamento de fuga expresso por corridas e também na frequência [F(3,30)=6.75, p 

< 0.05] do comportamento de fuga expresso por saltos. O grupo pré-tratado com 

veículo no NDR e tratado com NMDA no ncCI (Veh-NMDA) apresentou um aumento 

na frequência e duração de corrida (teste post hoc Newman-Keuls; p < 0.001 em 

ambos os casos) e também na frequência de saltos (teste post hoc Newman-Keuls; p 

< 0.001) comparado ao grupo controle (veh-veh). O pré-tratamento do NDR com R- 

96544 em diferentes concentrações (5, 10 e 15 nM) diminuiu significativamente a 

frequência (teste post hoc Newman-Keuls; p < 0.001 em todos os casos) e a 

duração (teste post hoc Newman-Keuls; p < 0.001 em todos os casos) de corrida 

(figura 7C-D). O pré- tratamento do NDR com R-96544 em todas as concentrações 

(5, 10 e 15 nM) diminuiu significativamente (teste post hoc Newman-Keuls; p < 0.05) 

o comportamento de fuga expresso por saltos (figura 7E). 

Em relação ao número de cruzamentos, houve efeito significativo do 

tratamento [F(5,30)=6.30, p < 0.001]. O grupo tratado com NMDA (Veh-NMDA) 

aumentou o número de cruzamentos (teste post hoc Newman-Keuls; p < 0.01), e o 

pré-tratamento do NDR com R-96544 em diferentes concentrações (5, 10 e 15 nM) 

diminuiu esse efeito (teste post hoc Newman-Keuls; p < 0.01 em todos os casos) 

conforme mostrado na figura 7F. Já o grupo pré-tratado com R-96544 no NDR na 
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concentração de 15 nM e veículo no ncCI (R-15/veh) não teve efeito per se (teste post 

hoc Newman-Keuls; p > 0.05) comparado com o grupo controle tratado com veículo 

(veh-veh). 

Figura 7. Efeito da microinjeção de R-96544 (5, 10 e 15 nM) ou veículo (10% DMSO) no núcleo 

dorsal da rafe (NDR) na frequência (A, C, E e F) e na duração (B e D) de congelamento (A e B), corrida 

(C e D), saltos (E) e no número de cruzamenos (F) evocados pela microinjeção de NMDA (12 nmol/0,2 

µL) ou veículo (NaCl 0,9%; 0,2 µL) no colículo inferior (CI); n = 6 por grupo. As colunas representam a 

média e as barras o EPM. **p<0.01 e ***p<0.001 comparados com o grupo controle (Veh-Veh); 

++p<0.01 e +++p<0.001 comparado com o grupo tradado com NMDA (Veh-NMDA), de acordo com a 
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ANOVA de uma via, seguida pelo teste post hoc Newman-Keuls. 

De maneira similar ao experimento I, observamos o comportamento de 

defesa evocado pelo tratamento do ncCI com NMDA seguido pela antinocicepção 

induzida pelo medo, além disso, o pré-tratamento do NDR com R-96544 diminuiu 

significativamente tanto o comportamento de defesa, quanto a antinocicepção 

induzida pelo medo inato. De acordo com a ANOVA de duas vias (RM-ANOVA-de 

medidas repetidas), houve efeito significativo do tratamento [F(5,30) = 37.78, p < 0.001], 

do tempo [F(8,240) = 91.71, p < 0.001] e da interação tratamento versus tempo [F(40,240) 

= 24.74, p < 0.001]. A ativação dos neurônios no ncCI (Veh-NMDA) aumentou a LRC 

no teste de tail-flick do tempo 0 aos 30 minutos (teste de comparações múltiplas de 

Bonferroni; p < 0.05) quando comparado com o grupo controle (Veh-Veh). Os grupos 

pré-tratados no NDR com R-96544 nas concentrações de 10 nM (R-10/NMDA) e 15 

nM (R-15/NMDA) diminuíram a antinocicepção induzida pelo medo de 0 aos 30 

minutos após o comportamento de fuga, quando comparados ao grupo controle, 

tratado com NMDA (Veh/NMDA) (Teste post hoc Bonferroni; p < 0.05). Também 

houve diferença significativa destes dois grupos (R-10/NMDA e R15/NMDA) 

comparado com o grupo pré-tratado no NDR com R-96544 na concentração de 5 nM 

(R-5/NMDA) de 0 aos 30 minutos depois do comportamento de fuga evocado pela 

estimulação química do ncCI. O R-96544 per se (R-15/Veh) não teve efeito intrínseco 

na LRC (Teste post hoc Bonferroni; p > 0.05), comparado com o grupo controle 

(Veh/Veh) conforme mostrado na figura 8. 

 

Figura 8. Efeito da microinjeção de R-96544 (5, 10 e 15 nM) ou veículo (10% DMSO) no núcleo 
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dorsal da rafe (NDR), seguido pela microinjeção de NMDA na dose de 12 nmol ou veículo (NaCl 0.9%; 

0.2 µL) no colículo inferior (CI) em relação à antinocicepção induzida pelo medo. A antinocicepção 

causada pelo comportamento defensivo foi registrada pelo teste de retirada de cauda (tail-flick); n = 6 

por grupo. Aumentos nos limiares nociceptivos foram representados como médias ± EPM. *p <0.05 

comparado com o grupo controle, tratado com veículo (Veh-Veh); #p <0.05 comparado com o grupo 

controle tratado com NMDA (Veh/NMDA); +p <0.05 comparado com o grupo pré-tratado no NDR com 

R-96544 na concentrações de 5 nM (R-5)/NMDA), de acordo com a ANOVA de duas vias (RM-

ANOVA de medidas repetidas), seguida pelo teste post hoc de Bonferroni. 

 

4.3 Experimento III 

4.3.1 Localização dos sítios de microinjeção 

A figura 9 apresenta os diagramas das secções transversais do 

mesencéfalo de Rattus norvegicus que ilustram os sítios de microinjeção de NMDA 

ou veículo no cpCS de todos os animais submetidos ao experimento I. Ao lado dos 

desenhos esquemáticos há também uma fotomicrografia representativa do sítio (seta) 

de microinjeção de droga no CS. 

 

 

Figura 9. Diagramas das secções transversais do mesencéfalo de rato mostrando os locais de 

microinjeções de NMDA nas doses de 6 (■), 9 (▲), 12 (●) nmol/ 0,2 µL ou veículo (○) no colículo 

superior (CS) representados em ilustrações modificadas do atlas de Paxinos e Watson (2007). A 

imagem apresentada à direita é uma fotomicrografia de uma seção coronal mesencefálica cuja seta 

indica o local da microinjeção de droga no CS. Coloração: hematoxilina e eosina. Barra: 500 µm. 
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4.3.2 Efeitos da microinjeção do agonista de receptores NMDA nas cpCS de 

ratos 

De acordo com a ANOVA de uma via, seguida pelo teste post hoc de Tukey, 

houve efeito significativo do tratamento na frequência [F(3,20) = 15.98; p < 0.001] e na 

duração [F(3,20) = 4.808; p < 0.05] de congelamento. O tratamento das cpCS com 

NMDA em diferentes doses (6, 9 e 12 nmol) causou efeito dose-dependente na 

frequência (p < 0.01, p < 0.001 e p < 0.01 respectivamente) e na duração (teste post 

hoc Tukey; p < 0.05) de congelamento (figura 10 A e B). 

Considerando o comportamento de fuga caracterizado por reações de 

corrida e saltos, houve efeito significativo do tratamento na frequência [F(3,20) = 3.895; 

p < 0.05], mas não na duração [F(1,568, 7,841) = 3.778; p > 0.05] do comportamento de 

fuga, de acordo com a ANOVA de uma via. Somente a dose mais alta de NMDA (12 

nmol) no CS causou efeito estatisticamente diferente daquele causado no grupo 

controle (Veh-Veh), considerando a frequência (p < 0.05) do comportamento de 

fuga, de acordo com o teste post hoc Tukey (figura 10 C e D). Além disso, de acordo 

com a ANOVA de uma via, houve efeito significativo do tratamento do CS com 

NMDA na frequência [F(3,20) = 3.156; p < 0.05] de cruzamentos. Contudo, somente a 

dose mais alta de NMDA (12 nmol) foi capaz de aumentar significativamente a 

frequência de cruzamentos (teste post hoc Tukey; p < 0.05), comparado com o 

grupo controle (Sal), conforme mostrado na figura 10 E. 
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Figura 10. Efeito da microinjeção de NMDA (6, 9 e 12 nmol) ou de salina (NaCl 0,9%; 0,2 µL) no CS 

na frequência (A, C e E) e duração (B e D) de congelamento (A e B), fuga (C e D) e cruzamentos (E); 

n = 6 por grupo. As colunas representam a média e as barras o EPM. *p<0.05 comparado com o grupo 

controle tratado com salina (Sal), de acordo com a ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de 

comparações múltiplas de Tukey. 
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A ativação dos neurônios no CS com o agonista de receptores NMDA em 

todas as doses (6, 9 e 12 nmol) evocou antinocicepção induzida pelo medo em ratos. 

De acordo com a ANOVA de duas vias (RM-ANOVA), houve efeito significativo do 

tratamento [F(3,20) = 3.767; p < 0.05], do tempo [F(8,160) = 42.42; p < 0.001] e da interação 

tratamento versus tempo [F(24,160) = 3.938; p < 0.001]. O grupo de ratos tratados com 

microinjeções de NMDA na dose mais alta (12 nmol) apresentou antinocicepção de 0 

a 20 minutos após o comportamento defensivo de fuga. O grupo tratado no CS com a 

dose intermediária de NMDA (9 nmol) e a dose mais baixa (6 nmol) teve um aumento 

de LRC do tempo 0 aos 10 minutos e no tempo 0, respectivamente, em comparação 

ao grupo controle (Sal), de acordo com o teste post hoc Tukey (p < 0.05 em todos os 

casos), como mostrado na figura 11. 

 

Figura 11. Efeito da microinjeção de NMDA (6, 9 e 12 nmol) ou veículo (Veh = NaCl 0,9%; 0,2 µL) no 

colículo superior (CS) em relação à antinocicepção induzida pelo medo. A antinocicepção causada 

pelo comportamento defensivo foi registrada pelo teste de retirada de cauda (tail-flick); n = 6 por 

grupo. Aumentos nos limiares nociceptivos foram representados como médias ± EPM. *p<0.05 em 

comparação com o grupo controle tratado com veículo (Veh), de acordo com a ANOVA (RM-ANOVA – 

comparações múltiplas) de duas vias, seguida pelo teste post hoc de Tukey. 

 

4.4 Experimento IV 

4.4.1 Localização dos sítios de microinjeção 

Confirmação histológica dos sítios de microinjeção de NMDA (12 nmol) ou 

de veículo na região das cpCS e de microinjeção de R-96544 (0.5; 5 e 10 nM) ou 

veículo no NDR representados em cortes transversais da figura 12. 
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Figura 12. B: Diagramas de secções transversais do encéfalo de rato, passando pelos corpos 

quadrigêmeos e NDR, mostrando os locais de microinjeção de R-96544 nas concentrações 0.5 (♦), 5 

(■) e 10 (▲) nM seguido da administração de NMDA (12 nmol) nas cpCS. Grupos controles: Pré-

tratamento do NDR com R-96544 nas concentrações 0.5 (◊), 5 (□), 10 (∆) nM seguido da administração 

de veículo (NaCl 0,9%; 0,2 µL) nas cpCS. Pré-tratamento do NDR com veículo seguido da 

microinjeção de NMDA (●) ou veículo (○) nas cpCS. As imagens são retratadas em ilustrações 

modificadas do atlas de Paxinos e Watson (2017). As imagens à direita são fotomicrografias de 

secções transversais mesencefálicas ilustrando o local de microinjeção das drogas no CS e no NDR. 

Coloração: hematoxilina e eosina. Barra: 500 µm. 
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4.4.2 Efeitos do pré-tratamento do NDR com R-96544 sobre o comportamento 

de defesa e antinocicepção induzida pelo medo evocado pela administração do 

agonista de receptores NMDA nas cpCS de ratos 

De acordo com a ANOVA de duas vias, houve efeito significativo nos 

tratamentos do NDR [F(3.40) = 35.71; p<0.001] e das cpCS [F(1.40) = 78.35; p<0.001] e 

também na interação entre eles [F(3.40) = 35.71; p<0.001] em relação ao número de 

congelamento. Semelhante ao que observamos no experimento III, de acordo com a 

ANOVA de duas vias, o tratamento das cpCS com NMDA na dose de 12 nmol evocou 

congelamento, tendo havido aumento significativo da frequência (p<0.001) e da 

duração (p<0.001) de congelamento quando comparado com o grupo controle, tratado 

com veículo (Veh-Veh) nas cpSC. O pré-tratamento do NDR com R-96544 em 

diferentes concentrações (0.5; 5 e 10 nM) diminuiu tanto o número (teste post hoc 

de Tukey; p<0.001 em todos os casos) quanto a duração (teste post hoc de Tukey; 

p<0.001 em todos os casos) do congelamento evocado pela microinjeção de NMDA 

nas cpCS. 

O pré-tratamento do NDR com R-96544 em diferentes concentrações, 

seguido pela administração de veículo nas cpCS não apresentou efeito 

estatisticamente significativo nem na frequência, nem na duração (teste post hoc de 

Tukey; p>0.05 em ambos os casos) de congelamento em comparação com o grupo 

controle, tratado com veículo no NDr e veículo nas cpCS (Veh-Veh), conforme 

mostrado na figura 13 A e B. 

No que concerne ao comportamento de fuga, de acordo com a ANOVA de 

duas vias, houve efeito estatisticamente significativo do tratamento no NDR [F(3.40) = 

3.946; p < 0.05] e nas cpCS [F(1.40) = 22.04; p < 0.001] e também da interação entre 

esses fatores [F(3.40) = 3.946; p < 0.05]. A microinjeção de NMDA nas cpCS evocou 

uma elevada frequência e duração de fuga (teste post hoc de Tukey; p < 0.001 em 

ambos os casos) em comparação com o grupo controle, tratado com veículo (Veh- 

Veh). O pré-tratamento do NDR com R-96544 nas maiores concentrações (5 e 10 nM) 

diminuiu significativamente a frequência (teste post hoc de Tukey; p < 0.01 em ambos 

os casos) e a duração (teste post hoc de Tukey; p < 0.05 em ambos os casos) do 

comportamento de fuga, enquanto que a menor concentração de R-96544 foi capaz 

de diminuir apenas a duração da fuga (teste post hoc de Tukey; p < 0.05), ilustrado 

na figura 13 C e D. 
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O pré-tratamento do NDR com o R-96544 nas concentrações 0.5; 5 e 10 

nM não apresentou efeito per se nem no congelamento, nem no comportamento de 

fuga (teste post hoc de Tukey; p > 0.05 em todos os casos), em comparação com o 

grupo controle, tratado com veículo (Veh-Veh), conforme mostrado na figura 13 A e 

D. 

De acordo com a ANOVA de duas vias, houve efeito significativo do 

tratamento nas cpCS [F(1.40) = 44.56; p < 0.001], mas não no NDR [F(3.40) = 1.698; p < 

0.05] e interação entre esses fatores [F(3.40) = 1.35; p < 0.05]. O grupo de ratos que 

recebeu a microinjeção de veículo seguida pela administração de R-96544 no NDR 

exibiu um maior número de cruzamentos (teste post hoc de Tukey; p < 0.001) em 

relação ao grupo controle (Veh-Veh). Além disso, o pré-tratamento do NDR com R- 

96544 em diferentes concentrações (0.5; 5 e 10 nM) que não foi capaz de diminuir o 

número de cruzamentos (teste post hoc de Tukey; p > 0.05 em todos os casos) em 

comparação com o grupo controle, tratado com NMDA (Veh-NMDA), ilustrado na 

figura 13 E. 
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Figura 13. Efeito da microinjeção de R-96544 (0.5; 5 e 10 nM) ou veículo (10% DMSO) no núcleo dorsal 

da rafe (NDR) na frequência (A, C e E) e duração (B e D) de congelamento (A e B) e de fuga (C e D), 

e no número de cruzamentos (E) evocados pela microinjeção de NMDA na dose de 12 nmol ou veículo 

(NaCl 0.9%;0.2 µL) nas cpCS; n=6 por grupo. As colunas representam a média e as barras o EPM. 

*p<0.05 em comparação com o grupo controle, tratado com veículo (Veh-Veh); #p<0.05 em 

comparação com o grupo controle tratado com NMDA (Veh-NMDA), de acordo com a ANOVA de duas 

vias, seguida pelo teste post hoc de Tukey. 

De maneira semelhane aos experimentos anteriores, o comportamento 

defensivo foi evocado com o tratamento das cpCS com NMDA, o que foi 

acompanhado pela antinocicepção induzida pelo medo. Além disso, o pré-

tratamento do NDR com R-96544 diminuiu de maneira significativa tais respostas 

aversivas relacionadas ao comportamento defensivo. De acordo com a ANOVA de 
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duas vias (RM-ANOVA), houve efeito significativo do tratamento [F(7,40) = 28.3, p < 

0.001], do tempo [F(8,320) = 35.1, p < 0.001] e da interação tratamento versus tempo 

[F(56,320) = 14.9, p < 0.001]. A ativação dos neurônios nas cpCS promovida pela 

microinjeção do agonista de receptores NMDA precedida pela administração de 

veículo no NDR aumentou a LRC no teste tail-flick durante os primeiros 40 minutos 

após os comportamentos defensivos (teste comparações múltiplas de Tukey; p < 

0.001), em comparação com o grupo controle, tratado com veículo (Veh-Veh). O pré-

tratamento do NDR com R-96544 nas concentrações de 5 e 10 nM diminuiu a 

antinocicepção induzida pelo medo, também durante os 40 minutos, em comparação 

com o grupo controle tratado nas cpCS com NMDA (Veh-NMDA) e com o grupo pré-

tratado no NDR com R-96544 na concentração de 0.5 nM (teste post hoc Tukey; p < 

0.001 em ambos os casos) conforme mostrado na figura 14 F. 

As microinjeções de R-96544 no NDR seguidas pela administração de 

veículo nas cpCS não tiveram efeito per se na LRC, de acordo com o teste post hoc 

Tukey; p > 0.05), conforme mostrado na figura 14 F. 
 

 
 

Figura 14. Efeito da microinjeção de R-96544 (0.5; 5 e 10 nM) ou veículo (10% DMSO) no NDR seguida 

pela microinjeção de NMDA (12 nmol/0.2 µL) ou veículo (NaCl 0.9%; 0.2 µL) nas cpCS na 

antinocicepção induzida pelo medo. A antinocicepção causada pelo comportamento defensivo foi 

registrada pelo teste de retirada de cauda (tail-flick); n = 6 por grupo. Aumentos nos limiares 

nociceptivos foram representados como médias ± EPM. *p < 0.05 comparado com o grupo controle, 

tratado com veículo (Veh-Veh); #p < 0.05 em comparação com o grupo tratado com NMDA 

(Veh/NMDA); +p < 0.05 em comparação com o grupo pré-tratado no NDR com R-96544 na 

concentração 0.5 nM, de acordo com a ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de Tukey. 
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4.5 Experimento V 

4.5.1 Localização morfológica dos receptores 5-HT2A nos neurônios do NDR 

Foi identificada marcação de receptores 5-HT2A presentes nos corpos de 

neurônios GABAérgicos tanto na região dorsal (DRD, do inglês sub-region Dorsal of 

the Dorsal Raphe Nucleus) quanto nas asas laterais (WRD, do inglês Lateral Wings 

of the Dorsal Raphe Nucleus) do NDR, o que nos permite considerar que tais 

receptores podem estar atuando na modulação serotoninérgica de projeções 

eferentes do NDR, via interneurônios GABAérgicos presentes no NDR (Figura 15). 

 

Figura 15. Fotomicrografias de seções transversais da região dorsal (DRD, do inglês sub-region Dorsal 

of the Dorsal Raphe Nucleus) e das asas laterais (WRD, do inglês Lateral Wings of the Dorsal Raphe 

Nucleus) do NDR, mostrando através da imuno-histoquímica a marcação de GABA e do receptor 5-

HT2A em pericaria (setas) neuroniais. A ponta de seta indica as fibras dos interneurônios 

GABAérgicos. Barra: 20 µm. 
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  5 DISCUSSÃO 
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O presente trabalho mostrou que o bloqueio dos receptores 5-HT2A no NDR 

reduziu as reações defensivas e a antinocicepção induzida pelo medo incondicionado, 

evocada pela estimulação química do ncCI e das cpCS com NMDA. Inicialmente, 

mostramos que a facilitação da neurotransmissão de aminoácidos excitatórios através 

da ativação de receptores ionotrópicos de NMDA desencadeia os comportamentos de 

congelamento e de fuga. Tais respostas defensivas foram consideradas como 

respostas do tipo pânico semelhantes aos ataques de pânico observados na clínica 

psiquiátrica (BLANCHARD; BLANCHARD, 1988; BLANCHARD, 2001; SHEKHAR, 

1994; SCHENBERG, 2001). De fato, existem evidências mostrando que o 

comportamento de congelamento provocado pela estimulação elétrica de regiões 

mesencefálicas de animais de laboratório é altamente responsivo ao tratamento 

crônico com a fluoxetina, fármaco clássico do grupo de inibidores seletivos de 

recaptação de serotonina que possui efeito panicolítico (BORELLI, 2004). Nossos 

dados mostram que as doses crescentes de NMDA administradas no ncCI e nas 

cpPCS provocaram um padrão comportamental defensivo, caracterizado pelo estado 

de congelamento e de fuga expressa por corrida e saltos. 

A estimulação dos corpos quadrigêmeos com NMDA na maior dose foi a 

mais efetiva em evocar o comportamento de fuga caracterizado por corrida vigorosa, 

colisão com as paredes da arena circular e saltos horizontais durante episódios de 

corrida rápida. No final dos comportamentos explosivos de fuga, os animais exibiram 

reações de congelamento duradouras, o que também é considerado uma resposta do 

tipo pânico (SCHENBERG, 2001; URIBE-MARIÑO, 2012). Nossos dados corroboram 

estudos prévios que mostraram que a estimulação química de neurônios do 

mesencéfalo com NMDA (ULLAH, 2015), incluindo o CI (CARDOSO 1994, BRANDÃO 

1993) evoca o congelamento seguido por um vigoroso comportamento de fuga, em 

consequência da ativação de estruturas límbicas (LAMPREA, 2002). A resposta de 

congelamento, que segue os comportamentos explosivos de fuga, também foi 

observado em alguns estudos usando outras abordagens experimentais, como a 

estimulação elétrica do teto mesencefálico (BRANDÃO, 2008; MARTINEZ, 2007; 

SAITO, 2015). Por exemplo, Ruiz-Martinez e colaboradores observaram que o 

congelamento ocorreu também após o término dessa estimulação (PSF, do inglês 

post-stimulation freezing) (MARTINEZ, 2007). De fato, os comportamentos 

defensivos evocados por microinjeções de NMDA tanto no CS quanto no CI parecem 
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ser similares àqueles desencadeados por animais submetidos à estimulação elétrica 

em estruturas do teto mesencefálico, com a vantagem de ativar apenas os corpos 

neuroniais e não fibras de passagem. 

Além disso, os resultados apresentados mostram claramente que os 

comportamentos defensivos do tipo pânico organizados pelos corpos quadrigêmeos 

foram seguidos por antinocicepção induzida pelo medo não condicionado. Esta 

antinocicepção tem sido considerada uma importante resposta defensiva que 

acompanha as reações afetivas. Há evidências de que essa resposta antinociceptiva 

relacionada ao medo não condicionado ocorre devido ao recrutamento de neurônios 

localizados nas estruturas límbicas e paralímbicas que estão conectadas ao sistema 

endógeno modulador da dor (COIMBRA, 2016; FALCONI-SOBRINHO, 2017; 

FANSELOW, 1986; RHODES, 1978) e é semelhante àquelas respostas 

antinociceptivas exibidas por roedores que estão expostos a uma situação de risco a 

vida (COIMBRA, 2017). Não iginoramos o fato de que o próprio contentor utilizado 

pela técninca de tail-flick pode ter um efeito estressor considerável nos animais, o 

que por sua vez pode influenciar nas respostas nociceptivas, porém, devemos 

considerar também que todos os ratos foram submetidos sob as mesmas condições 

durante os experimentos e ao comparar os grupos tratados com os controles 

encontramos diferenças significativas. O tail-flick já é uma técnica validade e muito 

utilizada para testes nociceptivos desde que foi descrita pela primeira vez na 

literaruta por D'Amour e Smith em 1941 (D'AMOUR; SMITH, 1941), o que aumenta a 

nossa convicção quanto a validade dos nossos dados e nos permite afirmar que tais 

distinções encontradas nos nossas grupos experimentais se dão pelo efeito dos 

fármacos utilizados neste trabalho.  

Os presentes resultados corroboram estudos prévios que demonstraram 

que comportamentos defensivos de fuga elaborados por estruturas do teto 

mesencefálico, como a cpCS, SCPd (COIMBRA, 1992) e o CI (CASTILHO, 1999; 

COIMBRA, 1997) são seguidos por resposta antinociceptiva não opioide. Há 

evidências de que pelo menos parte da antinocicepção induzida pelo medo, 

desencadeada pela ativação do teto mesencefálico, recruta os mecanismos 

serotoninérgicos do sistema endógeno de modulação da dor (BASBAUM, 1984; de 

OLIVEIRA, 2017). Tais vias originadas a partir dos neurônios de estruturas 

mesencefálicas recrutam estruturas da medula oblonga, como o núcleo magno do rafe 
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e o complexo reticular gigantoce-lular/paragigantocelular antes de chegar ao CDME 

(de OLIVEIRA, 2017). O presente trabalho apresenta evidência de que há um 

envolvimento dos receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT2A, presentes no NDR, na 

elaboração da antinocicepção induzida pelo medo eliciado pela ativação química dos 

neurônios localizados nos corpos quadrigêmeos. 

De fato, estudos neurofisiológicos mostraram que a ativação da 

neurotransmissão glutamatérgica pode promover liberação de 5-HT (CELADA, 2001). 

Considerando que a estimulação elétrica dos neurônios do mesencéfalo dorsal e 

fibras de passagem podem promover uma facilitação da atividade serotoninérgica no 

sistema endógeno de modulação da dor (de OLIVEIRA, 2017), podemos supor que 

o aumento no limiar nociceptivo provocado pela microinjeção de NMDA nos corpos 

quadrigêmeos é devido a uma possível liberação de 5-HT nos núcleos reticulares 

monoaminérgicos do tronco encefálico, cujas projeções descendentes podem 

controlar a atividade do CDME e dos neurônios que compõem as vias espino- 

talâmicas (RAHMAN, 2011). 

Quando os animais receberam microinjeções de R-96544, antagonista 

seletivo de receptores 5-HT2A (OGAWA, 2002), no NDR, houve uma significativa 

diminuição da incidência dos comportamentos de congelamento e fuga, evocados 

pela administração de NMDA nos corpos quadrigêmeos, sugerindo uma alta 

sensibilidade de redes neuais CI e do CS ao aumento da atividade de aferências 

serotoninérgicas ao NDR. Tais resultados são semelhantes ao que foi observado por 

Nogueira e Graeff (1995), que microinjetaram DOI, um agonista seletivo a receptores 

do tipo 5-HT2A, na SCPd, o que causou um aumento do limiar de estimulação 

elétrica nessa mesma estrutura para induzir respostas de fuga. Este efeito 

panicolítico foi bloqueado com o pré-tratamento da SCPd com um antagonista de 

receptores 5-HT2A. Neste mesmo estudo, os agonistas de receptores 5-HT1A (8-OH-

DPAT e BAY-R-1530) também atenuaram as respostas de fuga, ao passo que o 

inverso ocorreu com o pré-tratamento da SCPd com um antagonista de receptores 5-

HT1A (NAN-190). É curioso ver que os receptores do tipo 5-HT1A e 5-HT2A parecem 

promover o mesmo papel de modulação do comportamento de defesa, apesar de 

desempenharem mecanismos distintos ao serem ativados. Os receptores do tipo 5-

HT1A são acoplados à proteína Gi, promovendo uma hiperpolarização da membrana 

pós-sináptica, devido ao aumento na permeabilidade de membrana ao K+, o que 
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produz um efeito inibitório nos neurônios serononinérgicos que expressam esse 

autorreceptor. Já os receptores do tipo 5-HT2A são acoplados à proteína Gq 

promovendo uma despolarização da membrana pós-sináptica, devido ao aumento 

de Ca2+ intracelular, produzindo um efeito de ativação nas células que expressam 

tais heterorreceptores (HOYER, 2002). Acredita-se que a serotonina poderia exercer 

sua ação ativando neurônios inibitórios da SCPd. Embasando essa hipótese, sabe-

se que mais de 70% dos receptores do tipo 5-HT2A estão em interneurônios 

GABAérgicos em todas as colunas da SCP (NOGUEIRA; GRAEFF, 1995; 

GRIFFITHS; LOVICK, 2002). 

Seguindo essa mesma linha de raciocínio, um possível mecanismo que 

pode justificar as respostas observadas no presente trabalho é a presença dos 

receptores 5-HT2A em interneurônios GABAérgicos que modulam as projeções 

serotoninérgicas do NDR. Com o bloqueio do receptor que despolariza os neurônios 

de modulação inibitória de vias de projeção, é possível que tenha ocorrido um 

aumento na liberação de 5-HT no teto do mesencéfalo, promovendo o efeito 

panicolítico, caracterizado pela diminuição da resposta defensiva evocada pela 

ativação dos neurônios dos corpos quadrigêmeos. No sentido de fornecer um 

embasamento morfológico para essa hipótese, fez-se um estudo imunoistoquímico 

para localizar o tipo de neurônio que expressa os receptores 5-HT2A no NDR. Foi 

observada uma sobreposição da marcação dos neurônios GABAérgicos com 

receptores 5-HT2A na região central do NDR (DRD), sugerindo que estes estão 

localizados nos interneurônios inibitórios. Existem evidências de que o NDR envia 

projeções serotoninérgicas para regiões do teto mesencefálico como CS (EDWARDS, 

1990; VILLAR, 1988; VERTTES, 1991). Considerando que o bloqueio dos 

receptores 5-HT2A do NDR, por meio de microinjeções locais de R-96544, diminui a 

atividade dos interneurônios GABAérgicos que estariam promovendo uma 

modulação inibitória das projeções serotoninérgicas eferentes que partem da região 

WRD (onde notamos maior marcação de fibras GABAérgicas) para o CS (VILLAR, 

1988), podemos argumentar que o aumento da atividade das vias serotoninérgicas do 

NDR aos corpos quadrigêmeos atenuaram os comportamentos de congelamento e 

fuga organizados no CS e CI. 
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Figura 16. Representação esquemática da possível modulação inibitória dos receptores 5-HT2A via 

interneurônios GABAérgicos que interagem com as fibras serotoninérgicas que partem do NDR e se 

projetam ao teto do mesencéfalo (CS e CI). Em vermelho estão representados os interneurônios 

GABAérgicos que promovem a modulação inibitória das células eferentes presentes no NDR. Em 

azul, está a representação dos neurônios serotoninérgicos que se projetam aos corpos 

quadrigêmeos. Os receptores 5-HT2A presentes nos interneurônios GABAérgicos (heterorreceptores) 

interagem com os agonistas serotoninérgicos endógenos liberados no NDR. Quando estes receptores 

são ativados, promovem a despolarização dos interneurônios GABAérgicos que regulam a atividade 

dos neurônios serotoninérgicos que se projetam para outras estruturas que organizam o 

comportamento defensivo. Ilustração modificada do atlas de Paxinos e Watson (2007). 

 

Evidências morfológicas indicam a existência de vias serotoninérgicas que 

partem do NDR e se projetam ao teto do mesencéfalo (PARENT, 1981). Além disso, 

a administração sistêmica do DOI, agonista de receptores 5-TH2, aumentou as células 

imunopositivas para proteína Fos no NDR e os neurônios com marcação para 

receptores 5-HT2 estavam colocalizados com corpos celulares imunopositivos para 

GABA (do inglês gamma aminobutyric acid) (BOOTHMAN; SHARP, 2005). No mesmo 

trabalho, sugere-se que o aumento na expressão de Fos no NDR induzido por DOI foi 

mediado por receptores 5-HT2A, uma vez que este efeito foi bloqueado por um 

antagonista seletivo (MDL100907) de receptores 5-HT2A, enquanto que o bloqueio dos 

receptores 5-HT2B/2C com SB206553, não foi capaz de promover uma resposta similar. 

Desta forma, nossos dados reforçam a ideia de que projeções serotonérgicas do NDR 
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ao teto mesencefálico podem ser moduladas pelos receptores 5-HT2A localizados em 

neurônios do NDR. 

Os presentes resultados corroboram estudos que mostram que o aumento 

da liberação de 5-HT através de abordagens farmacológicas em estruturas 

mesencefálicas dimini as reações de fuga relacionadas ao ataque de pânico 

(GRAEFF, 1996). Pobbe e Zangrossi mostraram que a ativação de receptores 

serotoninérgicos na SCPd promovida pelo agonista seletivo de receptores 5-HT1A 

(WAY-100635) injetado no NDR, atenuou as respostas de fuga expressa por roedores 

submetidos ao teste do labirinto em T-elevado. O efeito panicolíco do pré-tratamento 

com WAY-100635 no NDR foi bloqueado com o pré-tratamento da SCPd com 

cetanserina, um antagonista preferencial de receptores 5-HT2A/2C. Tais resultados 

indicam que os receptores 5-HT1A no NDR desempenham uma modulação inibitória e 

os receptores 5-HT2A na SCPs parecem mediar o efeito da 5-HT no comportamento 

de fuga (POBBE; ZANGROSSI, 2005). Em relação à resposta antinociceptiva que se 

seguiu aos comportamentos defensivos provocados pela estimulação química do CI 

e CS com NMDA, as microinjeções intra-NDR de R-96544 em concentrações mais 

altas foram capazes de reduzir a antinocicepção induzida pelo comportamento de 

fuga. Já foi proposto que o sistema serotoninérgico poderia mediar a antinocicepção 

induzida pelo medo não condicionado, desencadeada pela estimulação elétrica e 

química da cpCS, SCPd (COIMBRA, 1992) e CI (CASTILHO, 1999; COIMBRA, 

1997). Há estudos que demonstraram que a antinocicepção induzida pela 

estimulação dos neurônios de estruturas mesencefálicas pode ser revertida com 

microinjeções de cetanserina nas cpCS (COIMBRA, 1997) e pelo pré-tratamento do 

núcleo magno da rafe com ritanserina, um antagonista preferencial de receptores do 

tipo 5-HT2A/2C (de OLIVEIRA, 2017). Apesar dessas evidências farmacológicas 

serem importantes, o presente trabalho utilizou um antagonista com maior afinidade 

pelo receptor 5-HT2A, corroborando a ideia de que os receptores 5-HT2A modulam as 

respostas de comportamento defensivo em estruturas mesencefálicas. 

Nosso estudo apoia a hipótese de que a elaboração da antinocicepção 

induzida pelo medo não condicionado eliciada pela estimulação química dos corpos 

quadrigêmeos depende do recrutamento de receptores 5-HT2A no NDR, uma vez que 

a microinjeção do antagonista seletivo a esses tipos de receptores atenuou as 

respostas de comportamento defensivo seguidas pela antinocicepção induzida pelo 

medo, evocadas pela ativação dos neurônios nos corpos quadrigêmeos com NMDA. 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

  6 CONCLUSÃO 
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Em conclusão, os dados obtidos no presente trabalho sugerem que: 

 
• A estimulação química tanto do CI quanto do CS com o agonista de 

receptores NMDA em diferentes doses (6, 9 e 12 nmol) é capaz de evocar 

comportamentos defensivos seguidos da antinocicepção induzida pelo medo, sendo 

a dose de 12 nmol a mais efetiva em eliciar comportamentos do tipo ataque de pânico 

em ambas as estruturas que constituem o teto mesencefálico. 

• Receptores 5-HT2A presentes no NDR possuem um papel 

importante, tanto na modulação do comportamento defensivo do tipo pânico, quanto 

de processos antinociceptivos elaborados no CI e no CS, uma vez que o bloqueio de 

tais receptores com o R-96544 foi capaz de atenuar as respostas pró-aversivas e a 

antinocicepção induzida pelo medo inato, observadas com a estimulação dos 

receptores de NMDA no teto mesencefálico. 

• Receptores 5-HT2A colocalizam-se com interneurônios GABAérgicos 

presentes no NDR, o que nos faz considerar a possibilidade de que tais receptores 

exercem sua modulação via interneurônios de função inibitória; porém, estudos mais 

aprofundados parecem pertinentes para melhor compreensão do envolvimento da 

neurotransmissão GABAérgica sobre vias serotoninérgicas eferentes do NDR, que 

possam modular a atividade de estruturas do tectum. 
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A B S T R A C T

It has been established that chemical stimulation of the inferior colliculus (IC) of laboratory animals evokes fear-
related defensive responses, which are considered panic attack-like behaviours. In addition, there is evidence
that defensive reactions provoked by chemical stimulation of midbrain tectum neurons may induce an anti-
nociceptive response. Morphologically, the IC receives projections from other mesencephalic structures, such as
the dorsal raphe nucleus (DRN), a region rich in serotonergic neurons that play a critical role in the control of
defensive behaviours. Moreover, this monoaminergic brainstem reticular nucleus is suggested to comprise the
endogenous pain modulatory system. The aim of the present study was to investigate the role of DRN 5-hy-
droxytryptamine 2A (5-HT2A) receptors in Wistar rats by local microinjection of R-96544 (a selective antagonist
of the 5-HT2A receptor) at doses of 5, 10 or 15 nM on defensive reactions and fear-induced antinociception
evoked by chemical stimulation of the central nucleus of the IC with NMDA (6, 9 or 12 nmol). Behavioural
responses were analysed for 10 min, and then the nociceptive threshold was measured at 10 min intervals for
70 min. The dose of 12 nmol of NMDA was the most effective in causing panic attack-like defensive behaviours
and much higher hypoalgesia. In addition, both effects were attenuated by pretreatment of the DRN with R-
96544. These findings suggest the critical participation of DRN 5-HT2A receptors in the modulation of panic
attack-like defensive behaviour and unconditioned fear-induced antinociception organised by neurons in the
central nucleus of the IC.

1. Introduction

Ethoexperimental approaches to the defensive reactions displayed
by laboratory animals allow us to better understand the behavioural
alterations that occur in individuals experiencing a panic attack-like
response [1–5]. It has been established that some midbrain tectum
structures, such as the periaqueductal grey matter (PAG) [6,7], the deep
layers of the superior colliculus (dlSC) [6,8–10], and the inferior col-
liculus (IC) [1,11–14], when electrically or chemically stimulated,
trigger defensive responses, which are considered panic attack-like
behaviours [9,13]. Electrical stimulation of the IC of laboratory animals
caused alertness, freezing end escape behaviours, followed by 5-

hydroxytryptamine (5-HT)-mediated antinociception [11].
The N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor is an ionotropic ex-

citatory amino acid receptor that requires binding of glutamate or as-
partate neurotransmitters for its activation, and its dysfunction is re-
lated to some psychiatric diseases [15]. Intra-mesencephalic
administration of NMDA elicits defensive escape reactions in laboratory
animals [1,7]. There is evidence that chemical stimulation of the cen-
tral nucleus of the IC of Wistar rats with NMDA evokes defensive be-
havioural responses, expressed by running and jumping [1]. After the
end of the defensive escape behaviour, the tail-flick test revealed an
increase in the nociceptive threshold of the animals, a phenomenon
known as instinctive fear-induced antinociception that is consistently
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reported in the literature [11,16–18].
The dorsal raphe nucleus (DRN) is another mesencephalic structure

involved in the unfolding of the antinociceptive process [19–21]; it
sends serotonergic projections to the IC [22] and is known to be in-
volved in the modulation of defensive behaviours [23]. Serotonin is
widely found in the central nervous system [24,25], and the DRN is
considered the midbrain structure with the higher concentration of this
neurotransmitter. The 5-hydroxytryptamine-2 (5-HT2) subfamily of
serotonin receptors has been extensively mapped [26]. A quantitative
radioautographic study has shown a significant density of 5-HT2 re-
ceptors in some midbrain structures, such as the DRN [27]. This evi-
dence was confirmed using in situ hybridisation for 5-HT2 receptor
mRNA [28]. 5-HT2 receptors are also densely localised on neurons of
the brainstem reticular formation [29], in which there are structures
related to the endogenous pain modulatory system, such as the nucleus
raphe magnus, the DRN, and the gigantocellular/paragigantocellular
reticular nuclei [18,35]. More specifically, there is evidence showing a
significant concentration of 5-HT2A receptors distributed in the DRN
[30,31]. Interestingly, it seems that, unlike the 5-HT1A autoreceptor,
the 5-HT2A receptor is found on GABAergic interneurons instead of
serotonin-labelled perikarya of the DRN [32]. However, ascending
serotonergic projections from the DRN reach rostral limbic structures,
such as the septal area [33,34] lateral hypothalamic nucleus [36] and
dorsomedial hypothalamus [23]. Medial hypothalamus neurons are
connected to dorsal midbrain structures [37] that send connections
back to raphe nucleus neurons [6], a neural network that can be re-
cruited during the enactment of defensive responses organised by
midbrain tectum neurons.

Interestingly, fear-related defensive behaviours organised by IC
neurons, as described above, was attenuated by local microinjections of
methysergide, a non-specific 5-HT receptor antagonist, and ketanserin,
which acts with higher specificity at 5-HT2A/2C receptors [11]. This
neural network plays a critical role in the modulation of fear-induced
antinociception [18,23,35]. In addition to the involvement of DRN
neurons in the modulation of pain, DRN serotonergic ascending path-
ways to midbrain tectum have been proposed to regulate panic-related
behaviours [38,39]. For example, increases in 5-HT release in the dorsal
periaqueductal grey matter (dPAG), accomplished via blockade of 5-
HT1A receptors by microinjection of WAY-100635 into the DRN, can
inhibit escape behaviours of rodents submitted to the elevated T-maze
test. In this same study, pretreatment of the dPAG with ketanserin was
able to impair the panicolytic effects caused by microinjection of WAY-
100635 into the DRN [40]. In fact, it seems that 5-HT1A/2A receptors
localised in mesencephalic structures mediate panic attack-like beha-
vioural responses. Interestingly, Biagioni et al. (2013) [23] showed that
escape behaviours organised by neurons of the medial hypothalamus
(MH), a diencephalic region also involved in the mediation of panic
attack-like defensive reactions [41], can be attenuated by reduction of
the activity of 5-HT excitatory ascending pathways from the DRN via
microinjections of the selective serotonergic neurotoxin 5,7-dihydrox-
ytryptamine (5,7-DHT) into the DRN.

Based on the evidence presented above, the hypothesis of the pre-
sent work is that the 5-HT2A receptor of DRN neurons is involved in the
organisation of also in the unconditioned fear-induced antinociception
enacted in the caudal aspect of the dorsal midbrain. Accordingly, pre-
treatment of the DRN with the selective 5-HT2A receptor antagonist R-
96544 [42] should impair both freezing and escape behavioural re-
sponses elicited by chemical stimulation of the IC. The aim of the
present work was to study the role played by DRN serotonergic neurons
in defensive behaviours and unconditional fear-induced antinociception
organised by the central nucleus of the IC. The role played by 5-HT2A

receptors of the DRN neurons in defence and pain was also investigated.

2. Materials and methods

2.1. Ethical approval

All experiments were performed in compliance with the re-
commendations of the Committee for Ethics in Animal Experimentation
of the Ribeirão Preto Medical School of the University of São Paulo
(CEUA-FMRP-USP; process 017/2016), which agrees with the ethical
principles in animal research adopted by the National Council for
Animal Experimentation Control (CONCEA) and were approved by the
CEUA-FMRP-USP on 02/02/2016.

2.2. Animals

Male Wistar rats (Rattus norvegicus, Rodentia, Muridae), weighing
250–300 g (n = 6 per group) from the animal facility of the FMRP-USP
were used. These animals were housed in groups of four in plexiglass
cages (41 × 34 cm) and given free access to food and water throughout
the experiment. They were habituated to the experimental room for
48 h prior to the experiment on a 12 h light/12 h dark cycle (lights on
at 7 am) at 24 ± 1 °C.

2.3. Drugs

An N-methyl-D-aspartic acid receptor agonist (NMDA; Sigma/
Aldrich, St. Louis, USA) was microinjected into the IC at different doses
(6, 9 and 12 nmol); saline (0.9% NaCl) served as a control. The selective
5-HT2A receptor antagonist (2R,4R)-5-[2-[2-[2-(3-methoxyphenyl)
ethyl]phenoxy]ethyl]-1-methyl-3-pyrrolidinol hydrochloride (R-96544;
Tocris Bioscience, Avonmouth, Bristol, UK) was microinjected into the
DRN at doses of 5, 10 and 15 nM; the vehicle (10% dimethyl sulfoxide
and 0.9% NaCl) was used as a control.

2.4. Stereotaxic surgery

Animals were anaesthetised with ketamine at 92 mg/kg (Ketamine
Agener, União Química Farmacêutica Nacional, São Paulo, Brazil) and
xylazine at 9.2 mg/kg (Calmium, União Química Farmacêutica
Nacional, São Paulo, Brazil) and placed in a stereotaxic frame (David
Kopf, Tujunga, CA, USA). Stainless steel guide cannulae (outer diameter
0.6 mm, inner diameter 0.4 mm) were implanted in the DRN and the
central nucleus of the IC, targeting a point 1 mm above each of these
mesencephalic nuclei. The following coordinates were used for the DRN
and IC: anteroposterior: −8.04 mm and −8.88 mm; mediolateral:
−0.2 mm and −1.5 mm; and dorsoventral: −5.2 mm and −3.6 mm.
The coordinates were based on Paxinos and Watson’s Rat Brain in
Stereotaxic Coordinates [43], with the bregma serving as a reference for
each plane. Each guide cannula was fixed to the skull using acrylic resin
and 1 stainless steel screw to protect it from obstruction. At the end of
the surgery, each animal received an intramuscular injection of peni-
cillin G benzathine (120000 IU; 0.1 mL) and a subcutaneous injection of
the non-steroidal analgesic and anti-inflammatory flunixin meglumine
(2.5 mg/kg) (Schering-Plough, São Paulo, SP, Brazil).

2.5. Experimental procedure

2.5.1. Behavioural tests
Defensive behavioural responses were recorded for 10 min using a

video camera (Handycam, Sony Corporation, Osaki, Shinagawa-ku,
Tokyo, Japan). The behavioural tests were performed in a circular
arena with transparent acrylic walls. The floor of the circular arena was
divided into twelve equal sections used to count crossings.

Freezing (defensive immobility) reactions were defined by im-
mobility for at least 6 s followed by a visible autonomic reaction, such
as defecation, exophthalmia and/or micturition. Both the frequency
(number of behavioural events) and the duration of this behaviour were

R. da Silva Soares et al. Behavioural Brain Research 357–358 (2019) 71–81

72



analysed over a span of 10 min [23,44]. Escape behaviour was recorded
as the frequency (number of responses) and duration of running and as
the frequency (number) of horizontal jumps. Additionally, the number
of crossings, characterised as 4 paws within a given division of the floor
of the circular arena, was used as a quantitative measure of escape
behaviour [45,46].

2.5.2. Microinjection of an N-methyl-D-aspartic acid receptor agonist in the
IC

Five days after surgery, each animal was subjected to the tail-flick
test to determine the baseline nociceptive threshold. Thereafter, in-
dependent groups of Wistar rats were randomly assigned to receive
microinjections of 6, 9 and 12 nmol/0.2 μL NMDA or vehicle (0.9%
NaCl/0.2 μL) in the IC. Microinjections were performed using a dental
needle (0.3 mm OD) 1 mm longer than the guide cannulae, aiming at
the central nucleus of the IC. A polyethylene tube (PE-10) linked to a
5 μL syringe (Hamilton, Reno, Nevada, USA) connected to an infusion
pump (Stoelting, Kiel, Wisconsin, USA) was used to inject the drug (a
volume of 0.2 μL over 15 s). To prevent reflux, the dental needle was
left in place for 30 s after the end of each injection. After the intra-IC
microinjection of NMDA, the behavioural reactions exhibited by the
rodents in a circular arena (50 cm width × 60 cm high) with trans-
parent acrylic walls situated in an experimental room illuminated with
a 40 W fluorescent lamp (350 Lux at the arena floor level) were quan-
titatively analysed for 10 min. The rats were allowed a 10 min period of
habituation in the arena at the beginning of each experimental session.
Following the behavioural tests, the nociceptive thresholds were mea-
sured at 10 min intervals for 70 min. Both the wall and the floor of the
circular enclosure were cleaned with 5% alcoholic solution after each
session.

2.5.3. Microinjection of the selective 5-HT2A receptor antagonist R-96544
into the DRN

After a postoperative period of five days, the baseline nociceptive
threshold of each animal was determined using the tail-flick test.
Thereafter, independent groups of Wistar rats were randomly assigned
to receive a pretreatment microinjection of 5, 10 or 15 nM R-96544 or
vehicle (0.9% NaCl/0.2 μL) into the DRN. Ten minutes later, NMDA at
12 nmol/0.2 μL was microinjected into the IC. The microinjection
procedure was similar to the one used in the previous experiment. After
the administration of NMDA into the IC, the defensive responses dis-
played by the rats in the circular arena were quantitatively analysed for
10 min, and immediately after the behavioural tests, the tail-flick
withdrawal latencies were measured at 10 min intervals for 70 min.

2.5.4. Nociceptive testing
The rats had their nociception thresholds compared using the tail-

flick test. Each animal was placed in a restraining apparatus (Insight,
Ribeirão Preto, Brazil) with acrylic walls, and its tail was placed on a
heating coil (tail-flick Analgesia Instrument; Insight, Ribeirão Preto,
Brazil). The amount of heat applied to the tail was increased until the
animal removed its tail from the apparatus. The coil (Ni/Cr alloy;
26.04 cm in length × 0.02 cm in diameter) began at room temperature
(approximately 20 °C), and then an electrical current was applied to
increase the temperature of the coil at a rate of 9 °C/s [46]. If necessary,
small adjustments were made to the intensity of the electrical current at
the beginning of the experiment to obtain three consecutive tail-flick
latencies (TFL) between 2.5 and 3.5 s. If the animal did not remove its
tail from the heater within 6 s, the apparatus was turned off to prevent
damage to the skin. Three baseline measurements of control TFL were
taken at 5 min intervals. TFL were also measured every 10 min for
70 min (t0, t10, t20, t30, t40, t50, t60, and t70) immediately after the
end of the defensive behaviour assay.

2.5.5. Histology
Upon completion of the experiments, each animal was anaesthetised

with ketamine at 92 mg/kg (Ketamina®) and xylazine at 9.2 mg/kg
(Dopaser®) and perfused through the left cardiac ventricle using an
infusion pump (Master Flex® L/S TM, Vernon Hills, IL, USA). The
thoracic descending aorta was clamped, the pericardium was removed
to allow perfusion through left ventricle, and the blood was washed out
with Tyrode’s solution (40 mL at 4 °C). The animal was then perfused
with 200 mL ice-cold 4% (w/v) paraformaldehyde in 0.1 M sodium
phosphate buffer (pH 7.3) for 15 min at a pressure of 50 mmHg. The
encephalon was quickly removed and maintained in 4% paraf-
ormaldehyde for at least 4 h and was then immersed in a 10% sucrose
solution for 48 h. Tissue pieces were immersed in 2-methylbutane
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), frozen on dry ice (30 min), embedded
in Tissue-Tek, and cut on a cryostat (CM 1950, Leica, Mannheim,
Germany). Slices were then mounted on glass slides that were coated
with chrome alum gelatin to prevent detachment and stained in a ro-
botic Autostainer (CV 5030 Leica Autostainer) with haematoxylin-
eosin. The sections were viewed under a motorised photomicroscope
(AxioImager Z1, Zeiss, Oberkochen, Germany), and the positions of the
tips of the guide cannulae were localised according to Paxinos and
Watson's Rat Brain in Stereotaxic Coordinates atlas [43]. Data from rats
with guide cannulae tips located outside their target regions (IC and/or
DRN) were not included in the statistical analysis.

2.5.6. Statistical analysis
The software used in the present work for statistical analyses was

GraphPad Prism version 7.0. The data are expressed as the
mean ± S.E.M. One-way analysis of variance (one-way ANOVA) fol-
lowed by a Newman-Keuls post hoc test was used to analyse the data
from the behavioural studies. Two-way repeated-measures analysis of
variance (two-way RM-ANOVA) followed by Bonferroni’s multiple
comparison test was used to analyse the tail-flick latencies. In all cases,
p < 0.05 was considered statistically significant.

3. Results

3.1. Effect of increasing doses of intra-IC NMDA on defensive behaviour
and unconditioned (instinctive) fear-induced antinociception

Histologically confirmed sites of NMDA microinjection into the in-
ferior colliculus are shown in schematic drawings of coronal sections in
Fig. 1.

3.1.1. Defensive behaviour
According to one-way ANOVA followed by a Newman-Keuls post hoc

test, there was a significant effect of treatment on the frequency
[F(3,20) = 10.95, p < 0.001] and duration [F(3,20) = 11.97,
p < 0.001] of freezing. Treatment with NMDA at 6, 9 and 12 nmol
evoked a dose-dependent response in the frequency (p < 0.05,
p < 0.01 and p < 0.001 respectively) of freezing. In addition, there
was a significant difference between the results of intracollicular
treatment with 12 nmol and 6 nmol NMDA (Newman-Keuls post hoc
test; p < 0.05). Only the intracollicular treatment with NMDA at
12 nmol was able to increase the duration of freezing (Newman-Keuls
post hoc test; p < 0.001) compared with the physiological saline-
treated group, and the effect of the highest dose of NMDA was sig-
nificantly different from those of the lower doses (Newman-Keuls post
hoc test; p < 0.01 in all cases, Fig. 2A and B).

Regarding escape behaviour expressed by running and jumping,
there was a significant effect of treatment on the frequency
[F(3,20) = 16.44, p < 0.001] and duration [F(3,20) = 12.64,
p < 0.001] of running and on the frequency [F(3,20) = 3.95,
p < 0.05] of jumping according to one-way ANOVA. Treatment of the
central nucleus of the IC with NMDA at 12 nmol increased the fre-
quency (Newman-Keuls post hoc test; p < 0.001) and duration
(p < 0.001) of running compared with the control group, and the es-
cape behaviour elicited by NMDA at that highest dose was also
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significantly different from that displayed by groups treated with
NMDA at lower doses (6 and 9 nmol), in terms of both the frequency
(p < 0.001) and the duration (p < 0.001, Fig. 2C and D) of running.
With regard to the escape behaviour expressed by jumping, only the
intracollicular treatment with NMDA at 12 nmol evoked this aversive
stimulus-induced panic-like behaviour (Newman-Keuls post hoc test;
p < 0.05) and that effect was significantly different from the effect
caused by NMDA at a dose of 6 nmol (p < 0.05, Fig. 2E). In addition,
there was a significant effect of treatment on the frequency
[F(3,20) = 3.90, p < 0.05] of crossing, a quantitative measure of es-
cape behaviour. In this case, only the intracollicular treatment with
NMDA at 12 nmol significantly increased (p < 0.05) the frequency of
crossing, and NMDA at the highest dose was also significantly different
from NMDA at the lowest dose of 6 nmol (p < 0.05, Fig. 2F), ac-
cording to one-way ANOVA followed by a Newman-Keuls post hoc test.

3.1.2. Unconditioned fear-induced antinociception
The activation of the central nucleus of the IC with NMDA at any

dose used in the present work caused unconditioned fear-induced an-
tinociception in rodents. According to two-way RM-ANOVA, there were
statistically significant effects of treatment [F(3,20) = 8.66,
p < 0.001], time [F(8,160) = 82.36, p < 0.001], and the interaction of
treatment and time [F(24,160) = 9.44, p < 0.001]. The panic-like es-
cape behaviour was followed by significant increases in tail-flick la-
tencies from 0 to 30 min after the intracollicular treatment with NMDA
at all doses used when compared with the control group (Bonferroni’s
multiple comparison test; p < 0.05 in all cases). At 40 min, only the
tail-flick latencies of rats treated with intracollicular microinjections of
NMDA at 9 nmol were significantly different compared to the latencies
shown by the control group (Bonferroni’s multiple comparison test;
p < 0.05). The unconditioned fear-induced antinociception displayed
by animals treated with intracollicular microinjections of NMDA at the
highest dose of 12 nmol was significantly different from that of groups
treated with NMDA at 6 nmol from 0 to 20 min (Bonferroni’s multiple
comparison test; p < 0.05), as shown in Fig. 3.

3.2. Effect of DRN pretreatment with R-96544 on defensive behaviour and
unconditioned fear-induced antinociception evoked by intracollicular
microinjections of NMDA at the highest dose

Histologically confirmed sites of R-96544 microinjection into the
DRN and NMDA microinjection into the inferior colliculus are shown in
schematic drawings of midbrain coronal sections in Fig. 4.

3.2.1. Defensive behaviour
Similar to the first set of experiments, according to one-way

ANOVA, IC treatment with NMDA at 12 nmol (vehicle-NMDA-treated
group) significantly increased the frequency [F(5,30) = 8.49,
p < 0.001] and duration [F(5,30) = 8.93, p < 0.001] of freezing
compared with the vehicle-vehicle-treated control group. Pretreatment
of the DRN with R-96544 at different doses (5, 10 and 15 nM) de-
creased the frequency (Newman-Keuls post hoc test; p < 0.001 in all
cases) and duration (Newman-Keuls post hoc test; p < 0.001 in all
cases) of freezing. DRN pretreatment with R-96544 per se (R-96544-
15nM-vehicle-treated group) had no effect (Newman-Keuls post hoc test;
p > 0.05) on the frequency or duration of freezing compared with the
vehicle-vehicle-treated group, as shown in Fig. 5A and B.

Regarding escape behaviour expressed by running and jumping,
according to one-way ANOVA, there was a significant effect of treat-
ment on the frequency [F(3,30) = 9.33, p < 0.001] and duration
[F(3,30) = 15.05, p < 0.001] of running and on the frequency
[F(3,30) = 6.75, p < 0.05] of jumping. The vehicle-NMDA-treated
group displayed increased frequency and duration of running
(Newman-Keuls post hoc test; p < 0.001 in both cases) and frequency
of jumping (Newman-Keuls post hoc test; p < 0.001) compared with
the vehicle-vehicle-treated control group. Pretreatment of the DRN with
R-96544 at different doses (5, 10 and 15 nM) significantly decreased
the frequency (Newman-Keuls post hoc test; p < 0.001 in all cases) and
duration (Newman-Keuls post hoc test; p < 0.001 in all cases) of run-
ning (Fig. 5C and D). DRN pretreatment with R-96544 at all doses (5, 10
and 15 nM) significantly decreased (Newman-Keuls post hoc test;
p < 0.05) escape behaviour expressed by jumping (Fig. 5E). In regard
to crossing, there was also a significant effect of treatment
[F(5,30) = 6.30, p < 0.001]. The vehicle-NMDA-treated group had an
increased frequency of crossing (Newman-Keuls post hoc test;
p < 0.01), and pretreatment of the DRN with R-96544 at different
doses (5, 10 and 15 nM) decreased that escape-related motor response
(Newman-Keuls post hoc test; p < 0.01 in all cases), as shown in
Fig. 5F. With regard to all behaviours describe above, R-96544 at 15 nM
per se caused no intrinsic effect (Newman-Keuls post hoc test; p > 0.05)
compared with vehicle-vehicle treatment (Fig. 5).

3.2.2. Unconditioned fear-induced antinociception
Similar to the first experiment, the defensive behaviour elicited by

treatment of the central nucleus of the IC with NMDA was followed by
unconditioned fear-induced antinociception, and pretreatment of the
DRN with R-96544 significantly decreased this instinctive fear-induced

Fig. 1. Schematic transverse sections of the rat midbrain showing histologically confirmed microinjection sites of NMDA or vehicle into the inferior colliculus (IC), which are depicted on
illustrations from Paxinos and Watson’s stereotaxic atlas [43]. The image presented on the right is a photomicrograph of a mesencephalic transverse section showing a representative site
of drug microinjection into the IC. Scale bar: 500 μm. Staining: haematoxylin and eosin.
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hypoalgesic response. According to two-way RM-ANOVA, there were
statistically significant effects of treatment [F(5,30) = 37.78,
p < 0.001], time [F(8,240) = 91.71, p < 0.001] and the interaction of
treatment and time [F(40,240) = 24.74, p < 0.001]. The activation of
neurons in the central nucleus of the IC (vehicle-NMDA-treated group)
increased the tail-flick latencies during the first 30 min of the test
period (Bonferroni’s multiple comparison test; p < 0.05), compared
with the vehicle-vehicle-treated control group. R-96544 at 10 nM/
NMDA and R-96544 at 15 nM/NMDA treatment decreased the un-
conditioned fear-induced antinociception for the first 30 min of the test,
compared with the vehicle/NMDA-treated group (Bonferroni’s post hoc

test; p < 0.05). The unconditioned fear-induced antinociception dis-
played by the R-96544 at 10 nM/NMDA- and R-96544 at 15 nM/
NMDA-treated groups was also significantly different from that dis-
played by the R-96544 at 5 nM/NMDA-treated group from 0 to 30 min
after escape behaviour elicited by chemical stimulation of the IC. R-
96544 per se (R-96544 at 15 nM/vehicle-treated group) had no intrinsic
effect on tail-flick latencies (Bonferroni’s post hoc test; p > 0.05)
compared with the vehicle-vehicle control treatment, as shown in
Fig. 6.

Fig. 2. Effect of central microinjections of NMDA (6, 9 and 12 nmol) or vehicle (NaCl 0.9%; 0.2 μL) into the inferior colliculus (IC) on the frequency (A, C, E and F) and duration (B and D)
of freezing (A and B), running (C and D), jumps (E) and crossings (F); n = 6 per group. The columns represent the mean, and the bars the standard error of the mean. *p < 0.05,
**p < 0.01 and ***p < 0.001 compared with the vehicle (veh)-treated control group. #p < 0.05, ##p < 0.01 and ###p < 0.001 compared with the NMDA at 6 nmol-treated
group. ++p < 0.01 and +++p < 0.001 compared with the NMDA at 9 nmol-treated group (according to one-way ANOVA followed by Newman-Keuls post hoc test).
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Fig. 3. Effect of the central microinjection of NMDA (6, 9 and 12 nmol) or vehicle (NaCl 0.9%; 0.2 μL) into the inferior colliculus (IC) on unconditioned fear-induced antinociception.
Antinociception caused by defensive behaviour was recorded using the tail-flick test; n = 6 per group. Data are presented as the mean ± standard error of the mean. *p < 0.05
compared with the vehicle (veh)-treated control group. +p < 0.05 compared with the NMDA at 6 nmol-treated group (according to two-way RM-ANOVA followed by Bonferroni’s
multiple comparison tests).

Fig. 4. Schematic transverse sections of the rat encephalon showing histologically confirmed microinjection sites for pretreatment of the dorsal raphe nucleus (DRN) with R-96544 (5, 10
and 15 nM) or vehicle followed by administration of NMDA at 12 nmol or vehicle into the inferior colliculus (IC), which are depicted on illustrations from Paxinos and Watson’s
stereotaxic atlas [43]. The image on the right is a photomicrograph of a mesencephalic transverse section showing a representative site of drug microinjection into the IC or DRN. Scale
bar: 500 μm. Staining: haematoxylin and eosin.
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4. Discussion

The present study showed that the blockade of 5-HT2A receptors in
the DRN reduced defensive reactions and unconditioned fear-induced
antinociception evoked by chemical stimulation of the central nucleus
of the IC with NMDA. Initially, we showed that the facilitation of ex-
citatory amino acid neurotransmission via activation of NMDA iono-
tropic receptors elicited freezing and defensive escape behaviours.
These defensive responses are considered panic attack-like responses
[47–50]. In fact, freezing behaviour elicited by dorsal midbrain electric
stimulation was shown to be highly responsive to chronic treatment
with the classic panicolytic drug fluoxetine [51]. Here, increasing doses

of NMDA administered in the central nucleus of the IC provoked a
progressive defensive behavioural pattern, characterised by alertness
(data not shown), freezing, and running interspersed with jumps. Sti-
mulation of the IC with the highest dose of NMDA caused non-oriented/
explosive escape behaviour, characterised by vigorous running, colli-
sion with the walls of the circular arena and horizontal jumps during
fast running episodes. Interestingly, at the end of the explosive escape
behaviours, the animals exhibited long-lasting freezing reactions.
Freezing is also considered a panic-like response [50,52]. Our findings
corroborate previous studies that showed that chemical stimulation of
midbrain tectum neurons with NMDA [7], including the neurons of the
IC [1,53] evokes freezing followed by vigorous escape behaviour and

Fig. 5. Effect of the central microinjection of R-96544 (5, 10 and 15 nM) or vehicle (10% DMSO) into the dorsal raphe nucleus (DRN) on the frequency (A, C, E and F) and duration (B and
D) of freezing (A and B), running (C and D), jumps (E) and crossings (F) evoked by the microinjection of NMDA at 12 nmol or vehicle (NaCl 0.9%; 0.2 μL) into the inferior colliculus (IC);
n = 6 per group. The columns represent the mean, and the bars represent the standard error of the mean. **p < 0.01 and ***p < 0.001 compared with the vehicle (veh)-veh-treated
control group. ++p < 0.01 and +++p < 0.001 compared with the veh-NMDA-treated group (according to one-way ANOVA followed by Newman-Keuls post hoc test).
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subsequent activation of limbic structures [54]. Freezing after the ex-
plosive escape behaviours was also observed in some studies using
other experimental approaches such as electrical stimulation of the
mesencephalic tectum [55–57]. For example, Ruiz-Martinez et al.
(2007) [56] observed that freezing also occurred after termination of
this stimulation (post-stimulation freezing; PSF). In fact, the defensive
behaviours evoked by microinjections of NMDA in the IC seem to be
similar to those triggered in animals subjected to electrical stimulation
of midbrain tectum structures, with the advantage of specifically acti-
vating neuronal perikarya.

In addition, the present results clearly show that the panic attack-
like defensive behaviours organised by neurons of the central nucleus of
the IC were followed by unconditioned fear-induced antinociception.
That instinctive fear-induced antinociception is considered an im-
portant defensive response that accompanies affective reactions. There
is evidence that this unconditioned fear related-antinociceptive re-
sponse occurs due to the recruitment of neurons localised in limbic and
paralimbic structures that are connected to the endogenous pain
modulatory system [6,46,58,59] and is similar to the antinociceptive
responses displayed by rodents that are exposed to a dangerous situa-
tion [4,60]. In addition, our data corroborate previous studies that
demonstrated that explosive defensive escape behaviours enacted by
mesencephalic tectum structures, such as the dlSC/dPAG [16] and the
IC [11,17], are followed by a non-opioid antinociceptive response.
There is evidence that at least part of the unconditioned fear-induced
antinociception elicited by midbrain tectum activation occurs through
recruitment of the serotonergic mechanisms of the endogenous pain
modulatory system [61] by midbrain tectum outputs [6]. These path-
ways, which originate from the mesencephalic tectum neurons before
reaching the dorsal horn of the spinal cord (DHSC), recruit medulla
oblongata structures, such the nucleus raphe magnus and the gigan-
tocellular/paragigantocellular reticular pars alpha nuclei [18]. The
present work provides the first evidence for the involvement of DRN 5-
HT2A serotonergic receptors in the mechanism of unconditioned/in-
stinctive fear-induced antinociception elicited by NMDA-induced acti-
vation of the central nucleus of the IC.

In fact, neurophysiological studies have shown that the activation of
glutamatergic neurotransmission can promote 5-HT release [62]. Con-
sidering that electrical stimulation of dorsal midbrain neurons and

fibres of passage can promote a facilitation of serotonergic activity in
the endogenous pain modulatory system [18], we can hypothesise that
increases in nociceptive threshold elicited by intracollicular micro-
injection of NMDA are due to a possible release of 5-HT in mono-
aminergic brainstem reticular nuclei whose descending inputs can
control the activity of neurons in the dorsal horn of the spinal cord
spinal that project to the thalamus [63].

Interestingly, when animals received microinjections of the selec-
tive 5-HT2A receptor antagonist R-96544 in the DRN at the doses used
in the present work, the incidence of freezing and escape behaviours
evoked by intra-IC administration of NMDA significantly decreased,
suggesting that the IC is highly sensitive to the panicolytic effect of DRN
pretreatment with R-96544. One possible neurochemical mechanism to
explain that panicolytic effect is that the blockade of 5-HT2A receptors
located on GABAergic interneurons can disinhibit ascending ser-
otonergic outputs from the DRN to the dorsal midbrain, decreasing the
aversive effect of NMDA-induced activation of IC neurons. Ascending
serotonergic pathways from the DRN, a midbrain structure rich in
serotonin-labelled perikarya [33], have already been demonstrated
elsewhere [34]. In addition, systemic administration of the 5-TH2 re-
ceptor agonist DOI increased the number of Fos-immunopositive cells
within the DRN. Interesting, those DRN 5-HT2 receptor-labelled neu-
rons are co-localised with glutamic acid decarboxylase-immunolabelled
cells [32]. In the same work, it is suggested that the increase in DRN Fos
expression induced by DOI is mediated by 5-HT2A receptors since this
effect was blocked by the 5-HT2A receptor antagonist MDL100907,
whereas the blockade of 5-HT2B/2C receptors with the antagonist
SB206553 did not cause a similar effect.

Taken together, our data reinforce the idea that DRN-IC ser-
otonergic projections can be modulated by 5-HT2A receptors located on
DRN GABAergic interneurons. In addition, increases in the activity of
serotonergic efferent pathways from the DRN to the central nucleus of
the IC cause attenuation of freezing and defensive escape behaviours.
Our findings corroborate studies showing that increasing the release of
5-HT from DRN terminals by pharmacological means diminishes panic
attack-related jumping reactions [64,65]. In agreement with that evi-
dence, Pobbe and Zangrossi [40] showed that the release of serotonin in
dPAG, induced by microinjection of the 5-HT1A receptor agonist WAY-
100635 into the DRN, impaired the escape response displayed by

Fig. 6. Effect of the central microinjections of R-96544 (5, 10 and 15 nM) or vehicle (10% DMSO) into the dorsal raphe nucleus (DRN) followed by microinjection of NMDA at 12 nmol or
vehicle (NaCl 0.9%; 0.2 μL) into the inferior colliculus (IC) on unconditioned fear-induced antinociception. Antinociception caused by defensive behaviour was recorded using the tail-
flick test; n = 6 per group. The data are presented as the mean ± standard error of the mean. *p < 0.05 compared with the vehicle (veh)/veh-treated control group. #p < 0.05
compared with the veh/NMDA-treated group. +p < 0.05 compared with the R-96544 at 5 nM (R-5)/NMDA-treated group (according to two-way RM-ANOVA followed by Bonferroni’s
multiple comparison test).
modulate
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rodents in elevated T-maze test. That panicolytic effect of DRN pre-
treatment with WAY-100635 was abolished by pretreatment with the
preferential 5-HT2A/2C receptor antagonist ketanserin in the dPAG.
These results indicate that DRN 5-HT1A receptors are under tonic in-
hibitory influence by endogenous 5-HT. In addition, 5-HT2A receptors
in the dPAG seem to mediate the effect of 5-HT on escape behaviour.

Regarding the antinociceptive response that followed the defensive
behaviours elicited by chemical stimulation of the IC with NMDA, intra-
DRN microinjections of R-96544 at higher doses were able to reduce
that fear-induced antinociception. The 5-HT system has already been
proposed to mediate unconditioned fear induced-antinociception eli-
cited by electrical and chemical stimulation of the dlSC/dPAG [17] and
IC [11]. Studies have shown that the unconditioned fear-induced an-
tinociception elicited by the stimulation of midbrain tectum neurons
can be reversed by intra-mesencephalic (dlSC and dPAG) microinjec-
tion of ketanserin [17] and by pretreatment of the nucleus raphe
magnus and gigantocellularis/paragigantocellularis pars alpha reticular
nuclei with ritanserin [18]. However, the pharmacological evidence
that 5-HT2A receptors modulate this fear-related antinociceptive re-
sponse is still incomplete, since ketanserin and ritanserin also act on
other receptor subtypes such as 5-HT2C [26,66]. Our study supports the
hypothesis that the unconditioned fear-induced antinociception elicited
by chemical stimulation of the central nucleus of the IC response de-
pends on the involvement of DRN 5-HT2A receptors, since microinjec-
tion of the selective and potent 5-HT2A receptor antagonist R-96544
into the DRN impairs the unconditioned fear-induced antinociception
elicited by chemical stimulation of the IC.

Interestingly, although all the NMDA doses used were able to induce
fear-induced antinociception, the lower doses (6 and 9 nmol) increased
only the frequency of freezing without inducing running or jumping. In
fact, freezing is a relevant ethological component of the defensive be-
haviour continuum [51,67,68], and significant fear-induced anti-
nociception follows not only escape [6] but also freezing, as previously
demonstrated [16,17]. Defensive immobility is a common response
displayed by prey during confrontation with their natural predators
[4,5,52,69–71]. Interestingly, chronic peripheral treatment with the
serotonin uptake inhibitor fluoxetine decreases freezing behaviour eli-
cited by electrical stimulation of the dorsal midbrain [52], suggesting
that unconditioned freezing behaviour is a panic attack-related beha-
vioural response.

With regard to the possible limitations of the present work, we can
consider the fact that only one division each of the dorsal raphe nucleus
(the central part) and the inferior colliculus (the central nucleus) was
chosen for each central neuropharmacological treatment. The result
could be better supported by a neurotracing assay followed by im-
munohistochemistry for the 5-HT2A receptor. However, although the
central nucleus of the inferior colliculus is mainly related to auditory
ascending pathways, it has already been demonstrated that both elec-
trical [12,72] and chemical [3,14] stimulation of that nucleus elicits
defensive behaviour and non-opioid fear-induced antinociception
[11,73]. Finally, in addition to evidence demonstrating direct con-
nexions between the dorsal raphe nucleus neurons and limbic struc-
tures, such as the medial hypothalamus [21] and dorsal midbrain [23],
a previous radioautographic study demonstrated that DRN 5-HT2 re-
ceptors were labelled with the 5-HT2 agonists [3H]ketanserin and [3H]
mesulergine [27].

In conclusion, our findings demonstrated that the blockade of DRN
5-HT2A receptors decreased both panic attack-like defensive behaviour
and fear-induced antinociception elicited by chemical stimulation of
the IC neurons with NMDA. However, although the selective blockade
of 5-HT2A receptors with DRN microinjections of R-96544 caused an
impairment of freezing and escape responses at all doses of the drug,
only the higher doses of R-96544 microinjected into the DRN were able
to diminish unconditioned fear-induced antinociception. This suggests
that DRN 5-HT2A receptors are critically involved in the modulation of
panic-like responses organised by IC neurons and mediate fear-induced

antinociceptive responses triggered by a neural substrate in the dorsal
midbrain.
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