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INTRODUÇÃO 
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1- CONSIDERAÇÕES GERAIS SOBRE A ELABORAÇÃO DO MEDO

O comportamento defensivo tem sido descrito em decorrência de 

microinjeções de agentes antagonistas de receptores GABA-A ou de inibidores da 

enzima ácido glutâmico-descarboxilase em sítios mesencefálicos, cuja estimulação 

induz reações de fuga (BRANDÃO et ai., 1982, 1986, 1988). Vigorosas reações 

defensivas também podem ser evocadas por administrações de aminoácidos excitatórios 

ou drogas opiáceas no colículo inferior (CARDOSO et ai., 1992; 1994; BRANDÃO et 

al., 2001). Partindo desse pressuposto, o estudo de vias GABAérgicas e de projeções 

peptidérgicas opióides deve ser incluído na busca do substrato neural do medo, do 

pânico e da ansiedade, ressaltando-se mecanismos neuroquímicos que integram as 

reações de defesa desencadeadas por estímulos ambientais inatos ou aprendidos que 

sinalizem perigo: ambientes desconhecidos, a silhueta de predadores, expressões 

emocionais que indiquem raiva e ameaça de ataque, odor ou ruídos de um predador, 

vocalizações ameaçadoras de animais de uma mesma espécie na ocorrência de conflitos 

sociais ou qualquer outro fator que tenha adquirido significado de advertência por 

precederem consistentemente a ocorrência de estímulos nocivos ou dolorosos. 

Um estímulo inato ou aprendido que sinalize perigo e dano corporal iminente 

ativa circuitos neurais encefálicos responsáveis pela gênese e elaboração de estados 

aversivos (ADAMS, 1979; PANKSEPP, 1990; FANSELOW, 1991), que são 

interpretados em nossa espécie como estado motivacional do medo. Comportamentos 

defensivos podem então se expressar sob a furma de inibição comportamental e 

vigilância (GRAY, 1982; COIMBRA & BRANDÃO, 1993), imobilidade defensiva ou 

congelamento (FANSELOW, 1980; COIMBRA et al., 1989; ZHANG et al., 1990), 

fuga (PANKSEPP, 1990; COIMBRA & BRANDÃO, 1993), ou por imobilidade tônica 
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(MENESCAL-DE-OLIVEIRA & HOFFMANN, 1993), e por um conjunto de posturas 

ameaçadoras e vocalização seguidas por ataque (na impossibilidade de fuga), a que se 

denomina defesa afetiva (HESS & BRUGER, 1943). Posturas apaziguadoras de 

submissão são freqüentemente apresentadas no sentido de evitar um posterior 

comportamento ofensivo de um oponente dominante (ADAMS, 1979; MICZEK, 1984). 

A expressão do comportamento de defesa acompanha-se de acentuadas alterações 

neurovegetativas e endócrinas, largamente estudadas (MANCIA & ZANCHETTI, 1981; 

HILTON, 1982; LEÃO-BORGES etal., 1988). 

Em uma tentativa de investigar o substrato neural responsável pela elaboração 

do comportamento defensivo, assim como determinar os neurotransmissores envolvidos 

nas conexões entre estruturas encefálicas, cuja estimulação eliciaria reações de ira ou de 

medo, extensas investigações têm sido feitas com a utilização de neurotraçadores, de 

técnicas imunoistoquímicas, psicofarmacológicas e até mesmo utilização de clássicos 

métodos de estudo em neurofisiologia (STEINBUSH, 1981; FUCHS & SIEGEL, 1984; 

FUCHS et ai., 1985; BRANDÃO et ai., 1991, 1993; CARRIVE, 1993; COIMBRA & 

BRANDÃO, 1993; BRANDÃO et ai., 2001; EICHENBERGER e col., 2002). Somente 

para citar alguns achados, verificou-se a existência de fibras ascendentes, via 

hipotálamo anterior, para o complexo amigdalóide e núcleo do leito da estria terminal, 

assim como de fibras descendentes, através do hipotálamo medial, para o complexo 

mediano parafascicular do tálamo e substância cinzenta periaquedutal (FUCHS & 

SIEGEL, 1984; FUCHS et ai., 1985). Acrescente-se que o hipotálamo encontra-se 

diretamente envolvido nos mecanismos neurais que controlam as funções hipofisárias, 

comandando, dessa forma, as alterações endócrinas que acompanham o comportamento 

emocional (NAUTA, 1958; MARTIN, 1998; KUPFERMAN, 1991; LEDOUX, 1991). 
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Ao serem estudadas as áreas encefálicas que traçam a suposta trajetória do 

medo, descobriu-se uma vasta gama de interconexões entre elas, como a conhecida 

ligação funcional e neuroanatômica entre a substância cinzenta periaquedutal dorsal 

(SCPd), hipotálamo medial, amígdala e área septal (BEN-ARI, 1981; SIEGEL & POTT, 

1988; GRAEFF, 1990), o que permite situá-la no cerne do sistema encefálico aversivo, 

que coordenaria a geração e elaboração do medo (GRAEFF, 1981), ao lado de outras 

estruturas, como as camadas profundas do colículo superior (COIMBRA & 

BRANDÃO, 1993) e núcleo central do colículo inferior (BRANDÃO et ai., 1988, 1993; 

CARDOSO et ai., 1994). Efetivamente, danos realizados na SCPd prejudicam a defesa 

afetiva induzida por estímulos ambientais ou pela estimulação elétrica do hipotálamo 

dorso-medial e amígdala; muito embora a destruição dessas últimas estruturas não seja 

suficiente para afetar a reação de defesa evocada na SCPd (FERNANDEZ de MOLINA 

& HUNSPERGER, 1959). A fuga e outros comportamentos defensivos, como as 

reações de esquiva, são reduzidas por lesões na amígdala e SCPd (HORVATH, 1963; 

PELLEGRlNO, 1968; BLANCHARD & BLANCHARD, 1972; BLANCHARD et al., 

1979; ISAACSON, 1982). As lesões no núcleo central da amígdala amenizam as 

respostas aversivas evocadas por estimulação elétrica do núcleo central do coliculo 

inferior (MAISONNETTE et ai., 1996) e tem sido sugerido que o processamento 

emocional depende da informação aferente vinda do corpo geniculado medial para 

anúgdala (IW ATA et ai., 1987). Animais lesados na SCPd, caracteristicamente, além de 

exibirem poucas reações de medo, também não fugiam de estímulos dolorosos 

(MELZACK et ai., 1982) e, na presença de ruídos (LYON, 1964), mostraram resposta 

reduzida de fuga e esquiva ao choque nas patas (HALPERN, 1968). 
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Estudos usando imunorreatividade à proteína c-Fos corroboraram os estudos 

neurofisiológicos mostrando evidências que sugerem que a amígdala, o hipotálamo 

medial, a substância cinzenta periaquedutal dorsal, as camadas profundas do colículo 

superior e o colículo inferior constituem parte do sistema encefálico aversivo, pois essas 

áreas foram marcadas após a estimulação tanto elétrica quanto química da substância 

cinzenta periaquedutal dorsal ou seguida a exposição dos animais a estímulos 

ambientais aversivos e a predadores (SILVEIRA, SANDNER & GRAEFF, 1993). 

A estimulação elétrica ou a microinjeção de antagonistas de receptores GABA

A no colículo inferior eliciam um conjunto de respostas comportamentais caracterizado 

por corridas, saltos e rotações, a que se denomina comportamento explosivo de fuga. A 

imobilidade que antecede essas reações motoras e que se faz acompanhar de algumas 

alterações autonômicas denominamos de congelamento. O colículo inferior tem sido 

recentemente considerado como parte integrante do sistema encefálico aversivo, 

constituído, pelo que foi exposto acima, por estruturas como a substância cinzenta 

periaquedutal dorsal (SCPd), o colículo superior stratum griseum profundum, o 

hipotálamo dorso-medial e o complexo amigdalóide (BRANDÃO et ai, 1988; 1993). 

Há evidências de que a substância negra, parte reticulada (SNpr), envia 

projeções GABAérgicas ao colículo superior e à SCPd (ANDERSON & YOSHIDA, 

1977; VINCENT et ai., 1978; DI CHIARA et ai., 1979; COIMBRA et ai, 1989; 

COIMBRA et ai., 1998 a; EICHENBERGER et ai., 2002). A remoção das vias nigro

tectais, seja por meio de lesões eletrolíticas ou neuroquímicas, facilita as reações 

aversivas eliciadas pela estimulação do mesencéfalo dorsal, em seus substratos neurais 

mais craniais (BRANDÃO e SCHIMITT, 1987; COIMBRA et ai, 1989; COIMBRA e 

BRANDÃO, 1993; COIMBRA et ai.,1998 a). Assim também, lesões unilaterais da 
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substância negra, uma estrutura rica em neurônios GABAérgicos, podem alterar 

morfologicamente os substratos neurais responsáveis pela integração e elaboração de 

estímulos sensório-motores envolvidos no controle e na expressão de crises convulsivas 

audiogênicas (GARCIA-CAIRASCO & TRIVINO-SANTOS, 1989; GARCIA

CAIRASCO & SABBATINI, 1991; DORETTO & GARCIA-CAIRASCO, 1995). 

Dentre as estruturas auditivas do tronco encetãlico, o colículo inferior tem se 

mostrado como um ponto chave necessário para a iniciação de crises audiogênicas 

(GARCIA-CAIRASCO, 2002). As iesões bilaterais do colículo inferior bloquearam 

compietamente a expressão de crises audiogênicas em ratos (GARCIA-CAIRASCO & 

SABBATINI, 1991). Os achados sobre crise audiogênica mostraram que os 

bloqueadores GABAérgicos aumentam, enquanto os agonistas GABA-A atenuam o 

potencial evocado auditivo no colícuio inferior (BAGRI et ai., 1989). Estudos 

mostraram a ocorrência de corridas selvagens associadas com atividade convulsiva 

seguida à estimulação elétrica ou que se manifesta após a microinjeção de bicuculina no 

colículo inferior, sendo que tais efeitos comportamentais têm também sido correlatados 

com a diminuição da transmissão GABAérgica nessa região (FR YE et al., 1983; 

BREESE et ai., 1984). As respostas de fuga (COIMBRA et ai., 1996; 

EICHENBERGER et ai., 2002) são muito similares às respostas comportamentais que, 

algumas vezes, antecedem as crises convulsivas audiogênicas. Logo, é sugerido 

(GARCIA-CAIRASCO, 2002) que as crises audiogênicas e os padrões encontrados nas 

respostas de fuga evocadas por manipulações do colículo inferior, formam substratos 

neurais que se sobrepõem (TOMAZ et ai., 1992). 

Estudos vários evidenciaram também a implicação de mecamsmos 

GABAérgicos e opióides no controle dos substratos neurais que comandam o 
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comportamento defensivo no sistema encefálico aversivo (GRAEFF, 1990; CARDOSO 

et al., 1992; COIMBRA et al., 1992; COIMBRA & BRANDÃO, 1993, 1997). Os 

achados encontrados têm sugerido que mecanismos opióides podem estar envolvidos no 

controle de reações defensivas, uma vez que a administração de antagonistas opióides 

aumentaram os limiares aversivos eliciados por estimulação elétrica de algumas 

estruturas do mesencéfalo dorsal, como a substância cinzenta periaquedutal dorsal e o 

coiículo superior (COIMBRA et al., 1996). Achados recentes sugerem, ainda que os 

substratos neurais que controlam o comportamento defensivo no colículo inferior estão 

sob o controle inibitório opióide (CARDOSO et al., 1992; BRANDÃO et al., 1993, 

1994; COIMRA et al., 2000). 

Recentes estudos têm mostrado evidências de que muitas substâncias 

fluorescentes possuem a propriedade de serem transportadas retrogradamente, através 

dos axônios, até atingirem os corpos celulares, os quais são marcados por cores 

diversas, pela excitação por comprimentos de onda da ordem de 360 a 590 11m 

(CESARO et ai., 1979; CATSMAN-BERREVOETS et al., 1979; KUYPERS et ai, 

1980). Neurotraçadores anterógrados (REDGRAVE et ai., 1992) e bidirecionais 

(EICHENBERGER et ai., 2002) têm sido largamente utilizados para a determinação de 

conexões neurais. 

Projeções nigro-tectais têm sido consistentemente demonstradas na literatura, 

descrevendo-se, principalmente, aferências às camadas profundas (COIMBRA et ai., 

1998 a; EICHENBERGER et al., 2002) intermediárias e superficiais do colículo 

superior (REDGRA VE et al., 1992), provenientes da substância negra, parte reticulada 

(SNpr), e ao núcleo pericentral do colículo inferior (OLAZÁBAL & MOORE, 1989), 

provenientes da substância negra, parte lateral (SNpJ). 
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O presente trabalho é uma continuação do estudo realizado por Coimbra e 

Brandão em 1993. Nesse trabalho, os pesquisadores realizaram estimulações elétricas e 

químicas, estas com bloqueador de receptor GABA-A (bicuculina), em estruturas 

conhecidas por gerarem e organizarem o comportamento defensivo no teto 

mesencefálico como a substância cinzenta periaquedutal dorsal e camadas profundas do 

coiículo superior. Um dos objetivos desse estudo foi saber se as fibras GABAérgicas 

estriado-nigro-coliculares exerciam algum controle sobre o comportamento aversivo 

elaborado em estruturas do mesencéfalo dorsal. Para investigar essa questão foram 

estudadas os efeitos de lesões neuroquímicas da substância negra, parte reticulada ou da 

parte compacta, e de microinjeções de muscimol ou bicuculina nessa mesma estrutura, 

sobre os limiares aversivos obtidos por estimulação elétrica ou química do teto 

mesencefãlico. Foram registrados os limiares de vigilância, congelamento e fuga antes e 

depois da lesão ou da microinjeção de drogas na substância negra. Os resultados obtidos 

mostraram uma significante diminuição nos limiares de alerta, congelamento e fuga 

após a lesão neuroquímica da substância negra, parte reticulada, comprovando assim o 

aumento da sensitividade do teto mesencefálico à estimulação elétrica após a lesão de 

neurônios GABAérgicos de projeção nigro-tectal. Já a lesão da substância negra, parte 

compacta não modificou quaisquer dos limiares aversivos estudados. A lesão da SNpr 

também induziu um significante aumento da atividade locomotora, número de saltos e 

rotações após a microinjeção de bicuculina no teto mesencefálico, ao contrário, das 

lesões da SNpc não afetou quaisquer respostas aversivas evocadas por estimulação 

elétrica ou química do teto mesencefálico, e se apresentam como um controle adicional 

do efeito pró-aversivo das lesões neurotóxicas da SNpr. Manipulações farmacológicas 

dessa estrutura com microinjeções de agonistas e antagonistas GABAérgicos 
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simularam, farmacologicamente, um aumento ou uma diminuição de atividade na via 

estriado-nigral, o que interfere de maneira decisiva na atividade modulatória da via 

nigro-colicular, corroborando os dados anteriores e apontando o duplo elo GABAérgico 

estriado-nigro-colicular, de projeção cranial como um relevante circuito de controle das 

respostas defensivas elaboradas no colículo superior e na substância cinzenta 

periaquedutal. 

O aumento do comportamento de rotação após a lesão da SNpr já tinha sido 

sugerido por outros estudos (IMPERATO et ai., 1981; COIMBRA et ai., 1989) como 

sendo resultado da diminuição na transmissão GABAérgica através da via nigro

colicular. Logo, o aumento da manifestação do comportamento de fuga após a lesão da 

SNpr pode ter sido devido à remoção do controle inibitório exercido pelas fibras 

GABAérgicas no substrato neural do comportamento defensivo induzido por 

estimulação do mesencéfalo dorsal. 

No presente estudo pretendemos ampliar esses achados pesquisando parte do 

duplo elo GABAérgico estriado-nigro-tectai com relação a uma outra estrutura que 

também está envolvida com a geração e elaboração do comportamento defensivo no teto 

mesencefálico (BRANDÃO et ai., 1988, 1993; CARDOSO e col., 1992; BRANDÃO et 

ai., 1999): o colículo inferior, destacando-se a conformação citoarquitetônica da SN e 

com quais sítios coliculares seus diferentes neurônios se conectam. Assim, procuramos 

realizar, em princípio, uma abordagem puramente neuroanatômica das projeções nigro

tectais, utilizando-se traçadores retrógrado e anterógrado, microinjetados no teto 

mesencefálico ou na substância negra, parte reticulada, respectivamente. Em seguida, 

foi investigada a neuroanatomia funcional das projeções eferentes que partem da 

substância negra, parte reticulada, e se destinam ao substrato neural do medo, localizado 
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no colículo inferior, estudando o efeito de lesões eletrolíticas e neuroquímicas da SNpr 

sobre os limiares de congelamento e fuga, eliciados por estimulação elétrica do núcleo 

central do colículo inferior. Também pretendemos estudar as conexões 

intramesencefálicas caudais que conectam o núcleo central do colículo inferior com os 

substratos periaquedutais responsáveis por organizarem padrões não somente explosivos 

do comportamento que segue as sensações de medo, como a fuga, mas também padrões 

mais passivos, como o congelamento, todos gerados e organizados nas colunas dorsais e 

ventrais da substância cinzenta periaquedutal, que se apresenta como via de saída das 

respostas defensivas organizadas no teto mesencefálico. 
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2- MESENCÉFALO

O mesencéfalo é o componente mrus cranial do tronco encefálico e está 

localizado entre a ponte e o diencéfalo. O aqueduto de Sylvius atravessa o mesencéfalo 

longitudinalmente. O aqueduto é um estreito canal que une o III ao IV ventrículo e é 

circundado pela substância cinzenta periaquedutal. O teto do mesencéfalo está situado 

dorsalmente ao aqueduto; ventralmente estão localizados os dois pedúnculos cerebrais, 

os quais se dividem em uma parte dorsal, predominantemente celular, o tegmento, e 

outra ventral, formada por fibras longitudinais, a base do pedúnculo cerebral. O 

tegmento é separado da base por uma lâmina de substância cinzenta pigmentada, 

chamada substância negra, formada por neurônios que contêm melanina e outros 

neurotransmissores (F ALLON & LOUGHLIN, 1985). 

Os corpos quadrigêmeos são formados por quatro estruturas arrendondadas, que 

se apresentam na forma de pequenas colinas, dispostas aos pares, os colículos superiores 

e inferiores, separados pelo sulco cruciato. Os colículos superiores são maiores e mais 

escuros que os inferiores e estão relacionados com os órgãos da visão. O braço 

quadrigeminal superior se estende lateralmente e conecta cada calículo superior com um 

corpo geniculado lateral, situado no metatálamo. Os colículos inferiores são mais 

salientes que os colículos superiores, possuem uma massa de substância cinzenta 

denominada núcleo do calículo inferior (MACHADO, 2000) e estão envolvidos com o 

sistema auditivo (MARTIN, 1998). O braço quadrigerninal inferior une lateralmente 

cada calículo inferior a um corpo geniculado medial (CHUSID, 1970). 

As fibras do pedúnculo cerebelar superior envolvem o núcleo rubro, massa de 

substância cinzenta grande e oblonga, situada no tegmento do mesencéfalo 

bilateralmente, dorsal e ventralmente posicionada em relação à substância negra. 
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O teto do mesencéfalo é um centro nervoso muito importante, relacionado com a 

integração de funções sensoriais e motoras em vertebrados (Di SCALA et ai., 1984; 

BLOMQVIST et ai., 1990). Entretanto, durante a evolução, o córtex cerebral passou a 

desempenhar parte de suas funções, mudando consideravelmente sua importância nos 

mamíferos. Os colículos superiores são formados por uma série de camadas 

superpostas, alternadamente constituídas por substâncias branca e cinzenta, sendo que a 

camada mais profunda se confunde com a substância cinzenta central (MARTIN, 1998; 

MACHADO, 2000). O colículo inferior pode ser dividido em três componentes: o 

núcleo central, o núcleo externo e o núcleo pericentral, também chamado de córtex 

dorsal (MEININGER & BAUDRIMONT, 1977; MARTIN, 1998). O núcleo central 

recebe a maioria das aferências ascendentes ao mesencéfalo, por onde trafegam 

impulsos auditivos (ADAMS, 1979). Essas informações ascendem pelo lemnisco 

lateral, e ganham o corpo geniculado medial, através do braço do colículo inferior. 

Algumas fibras dessa via cruzam de um colículo para o outro, formando a comissura do 

colículo inferior. 
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3- O COLÍCULO INFERIOR, O NEUROTRANSMISSOR GABA E DE

SUA RELAÇÃO COM O COMPORTAMENTO DEFENSIVO 

Os sons são conduzidos pelo pavilhão auditivo à membrana timpânica e desta à 

orelha média e interna, que possui um mecanismo transdutor: a cóclea, local onde estão 

situados os receptores auditivos. A sensibilidade das células sensoriais dos receptores 

auditivos diferem ao longo da cóclea, caracterizando assim a organização tonotópica da 

membrana auditiva. As células sensoriais são inervadas por neurônios bipolares 

sensitivos situados no gânglio espiral, o qual se localiza no modíolo da cóclea. Os 

axônios desses neurônios se projetam aos núcleos cocleares ipsilaterais, localizados no 

bulbo. As projeções bilaterais vindas dos núcleos cocleares são enviadas ao complexo 

olivar superior, situado na ponte, e, deste ao núcleo central do colículo inferior no teto 

mesencefálico, através de uma via ascendente chamada de lemnisco lateral (MARTIN, 

1998; PURVES et ai., 2001). A projeção auditiva ascendente destina-se do núcleo 

central do colículo inferior ao núcleo do corpo geniculado medial, situado no 

metatálamo (KUDO & NIIMI, 1980), e em seguida se projeta ao córtex auditivo 

primário, localizado no giro temporal transversal de Heschl (MARTIN, 1998; PURVES 

et ai., 2001), figura 1. 

As vias auditivas possuem muitos locais onde as informações auditivas cruzam 

a linha média através de decussações e comissuras. Assim, as vias auditivas ascendentes 

em cada lado do tronco cerebral levam informações de ambos os ouvidos. Diante do 

exposto acima, as lesões unilaterais do tronco cerebral não causam surdez no ouvido do 

mesmo lado, mas podem produzir prejuízos na percepção auditiva, tais como a 

localização imprecisa de sons e tinidos. Já uma lesão no núcleo coclear pode produzir 
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surdez no ouvido ipsilateral, pms esse núcleo recebe uma projeção unicamente do 

ouvido ipsilateral (MARTIN, 1998). 
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Córtex cerebral 

Junção 
mesencéfalo

diencef álica 

Mesencéfalo 

Ponte 

Ponte 

Núcleo coclear: 

Bulbo 

Córtex auditivo 
primário 

Núcleo do 
lemnisco lateral 

Corpo trapezóide 

Complexo olivar 
superior 

Divisão coclear do VTII nervo craniano 

Figura 1- Organização geral do sistema auditivo mostrada em cortes realizados em 
diferentes níveis do tronco cerebral, de cortes coronais do diencéfalo e dos hemisférios 
cerebrais. Martin, 1998. 
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O colículo inferior é uma estrutura crítica para o processamento da informação 

auditiva no tronco encefálico (KUW ADA et ai., 1997). Ele consiste basicamente de 

uma massa central de células circundadas por um córtex. A massa central possui uma 

estrutura laminada e recebe a maioria das aferências auditivas ascendentes ipsilateral e 

contralateral vindas da ponte e do bulbo, e origina uma via auditiva "lemniscal" 

ascendente que vai ao núcleo do corpo geniculado medial, situado no metatálamo, o 

qual envia projeções axônicas para o córtex auditivo primário. Essa via possui uma 

organização tonotópica precisa, visto que os neurônios do núcleo central possuem 

sensibilidade máxima às freqüências de tons similares. Já o núcleo externo e o córtex 

dorsal originam vias "extralemniscais", nas quais a tonotopia é menos precisa (F A YE

LUND & OSEN, 1985; MARTIN, 1998). 

O núcleo central recebe informações de três fontes: de vias que se originam do 

núcleo olivar superior ipsi e contralateral; de vias do núcleo do lemnisco lateral ipsi e 

contralateral e de vias dos núcleos cocleares dorsal e póstero-ventral contralaterais. Tais 

núcleos estão relacionados com o processamento dos sons para a percepção auditiva e 

reflexos de ajuste, como as respostas comportamentais eliciadas após um susto de 

origem acústica (MARTIN, 1998). A oliva superior contribui para a organização 

sináptica do núcleo central do colículo inferior (OLIVER et ai., 1995). As vias auditivas 

ascendentes, que divergem do núcleo coclear em múltiplos tratos ascendentes, 

convergem para o núcleo central do colículo inferior, onde realizam sinapses (ZHANG 

et al., 1998). O colículo inferior tem um papel na orientação da cabeça e do corpo na 

direção do estímulo auditivo. 

O colículo inferior possui dois componentes que o conectam com as estruturas 

vizinhas: o braço do colículo inferior, que se extende ao corpo geniculado medial, e o 
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lemnisco lateral que conecta o colículo inferior com outros núcleos da via auditiva 

(MEININGER et ai., 1986). 

Estudos realizados em ratos e gatos mostraram projeções vindas do núcleo do 

corpo geniculado medial, situado no tálamo, e se estendendo para a amígdala 

(LEDOUX et al., 1990 a). O colículo inferior envia aferências auditivas a essas áreas 

talâmicas e a via para a amígdala tem sido implicada na resposta emocional 

condicionada à estímulos auditivos (LEDOUX et al., 1990 b ). 

Há muitos estudos que apontam o GABA como o maior neurotransmissor 

inibitório do colículo inferior (GOLDSMITH et al., 1995; MILBRANDT et ai., 1996) e 

a função normalmente desempenhada pelo GABA nessa estrutura é importante para a 

codificação de estímulos acústicos (Li et al., 1999) e para a habilidade de localizar a 

fonte do som (PARK et al., 1993). Esse neurotransmissor, não obstante, está envolvido 

com 30 a 50% de todos os neurônios do sistema nervoso central (GUIDOTTI et ai., 

1983). As mudanças na neurotransmissão do GABA no colículo inferior podem resultar 

em efeitos significativos na audição de animais mais velhos. Os receptores GABA-A 

podem passar por modificações modulatórias com o processo de envelhecimento. Tais 

mudanças foram observadas como um aumento da função do receptor em ratos mais 

velhos (MILBRANDT et al., 1996). 

No colículo inferior, o GABA é liberado de manetra cálcio-dependente 

(SHNEIDERMAN et al., 1993). Esse neurotransmissor é sintetizado a partir do 

glutamato, em uma reação catalisada pela enzima ácido glutâmico-descarboxilase. Esse 

processo ocorre não apenas no colículo, mas em todo o sistema nervoso onde o GABA é 

sintetizado. 
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As ações inibitórias mediadas pelo GABA são realizadas através de dois 

principais subtipos de receptores, conhecidos corno GABA-A e GABA-B (BOWERY 

et al., 1980). Esta classificação define o receptor GABA-A por ser sensível ao 

antagonismo realizado pela bicuculina (antagonista GABAérgico) e não afetado pelo 

baclofen (agonista GABAérgico tipo B). Já os receptores GABA-B não são afetados 

pelo antagonismo da bicuculina e são ativados pelo baclofen (HILL & BOWERY, 

1981 ). É importante citar que o agonista GABAérgico tipo A é o rnuscirnol. 

Recentemente foi identificado nos neurônios da retina de vertebrados, receptores GABA 

que não são afetados pela bicuculina e nem pelo baclofen e são chamados de GABA-C 

(JOHNSTON 1996; BORMANN, 2000). 

O receptor GABA-A é um receptor ionotrópico que controla um canal de cloro. 

Hoje se sabe que os receptores-canais ativados pelo GABA-A são formados a partir de 

urna proteína transrnernbrana constituída por cinco subunidades protéicas ( duas a 1, 

duas í3 2 e urna y 2) que contêm um poro central, o qual atravessa a membrana celular e 

é permeável a íons cloro e a outros ânions. Ao fixar o neurotransmissor, o receptor 

ionotrópico sofre urna alteração de sua conformação, resultando no aumento da 

permeabilidade do poro central aos íons cloro, provocando, assim, a hiperpolarização da 

célula neuronial, já que permite a entrada de mais íons cloro, negativamente carregados, 

na célula. Esse processo produz um efeito inibitório geral na atividade do neurônio 

(NUTT & MALIZIA, 2001). 

O receptor GABA-B é rnetabotrópico, ativando urna cascata de segundo 

mensageiro que ativa um canal de potássio. Esse receptor é urna rnacrornolécula distinta 

do canal-iônico, sobre o qual atua. Neste caso, o neurotransmissor atua indiretamente 

sobre o canal. Assim, o receptor ativa urna proteína fixadora-GTP (proteína G), a qual 
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ativa uma cascata de segundos mensageiros que modulam a atividade do canal-iônico 

(JOHNSTON, 1996). 

Os circuitos neurais do colículo inferior estão envolvidos com as vias de 

entrada, auditiva, e com a geração e elaboração do comportamento defensivo em 

resposta a um estímulo ameaçador (BRANDÃO et ai., 1994; BRANDÃO et ai., 1999; 

COIMBRA et ai., 2000). Alguns estudos mostraram que a microinjeção de agonistas 

GABAérgicos no colículo inferior reduziram as respostas aversivas eliciadas por 

estimulação elétrica dessa estrutura (MELO et ai., 1997; PANDOSSIO et ai., 1999). A 

microinjeção de antagonistas de receptores GABAérgicos nessa estrutura mimetizou os 

efeitos da estimulação elétrica, apontando assim para uma modulação inibitória tônica, 

GABAérgica, dessa região mesencefálica (BRANDÃO et ai., 1982; BRANDÃO et ai., 

1988). Assim também, estudos fisiológicos indicaram que o GABA aplicado a 

neurônios do colículo inferior exerece um efeito inibitório (FAINGOLD et ai., 1983). 

Alguns investigadores descobriram que o colículo inferior também se projeta 

para áreas corticais, principalmente aquelas situadas no lobo temporal (COOPER et ai., 

1976; MEININGER et ai., 1986). Outras projeções vindas do núcleo central do colículo 

inferior passam pelo corpo geniculado medial, depois vão para à amígdala, tálamo 

dorsomedial, terminando no córtex pré-frontal (FUSTER, 1989; BRODAL, 1992). 

Dessa forma, o colículo inferior é importante para a informação auditiva, sendo que 

perturbações nessa área podem alterar a transmissão da informação para os centros 

corticais. Estudos recentes mostram que ratos podem aprender a evitar a estimulação 

elétrica no núcleo central do colículo inferior, sugerindo que essa estimulação possui 

um caráter aversivo (TRONCOSO et ai., 1998). 
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As respostas comportamentais, sensona1s e autonômicas produzidas pela 

estimulação elétrica do núcleo central do colículo inferior são muito similares às reações 

de defesa observadas em situações ameaçadoras. Tais reações de defesa são integradas 

com a participação de estruturas corticais situadas no córtex pré-frontal. Em harmonia 

com essa afirmação, pesquisadores notaram um aumento dos níveis de dopamina no 

córtex pré-frontal, após a estimulação elétrica do núcleo central do calículo inferior 

(CUADRA et ai., 2000). Estudos anatômicos têm mostrado que o córtex pré-frontal faz 

conexões com áreas auditivas, localizadas no córtex temporal (FUSTER, 1989). 

O colículo inferior, juntamente com outras estruturas como o complexo olivar 

superior e o núcleo coclear, possibilitam ao animal a habilidade de caracterizar a 

localização do som (MASTERTON, 1992; MARTIN, 1998; PURVES et ai., 2001). 

Para o animal, seja ele presa ou predador, essa habilidade de reconhecer rapidamente 

sua posição com relação ao local de onde se origina o som é de fundamental 

importância para sua sobrevivência e para a de sua prole. 
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4- SUBSTÂNCIA NEGRA

A substância negra é a maior estrutura nuclear do mesencéfalo (MARTIN, 1998) 

e é classificada morfologicamente em três subdivisões: a parte compacta (SNpc), a parte 

reticulada (SNpr) e a parte lateral (SNpl). Há neurônios pequenos na substância negra, 

cujo diâmetro varia de 1 O µm a 45 µm, sendo que morfologicamente essas céluias se 

apresentam sob forma poligonal, fusiformes, triangulares, esféricas e semelhantes a 

elementos neurogliais (DANNER & PFISTER, 1982). 

A SNpc de roedores pode ser subdividida em uma parte rostral e outra, caudal, 

as quais apresentam diferentes características celulares. Na porção rostral, os neurônios 

consistem nos maiores e mais pigmentados da substância negra; caudalmente, as células 

são menores e mais pálidas (FALLON & LOUGHLl 1985). 

A SNpr está localizada adjacente à base do pedúnculo e contém GABA 

(MARTIN, 1998). Alguns trabalhos na literatura mostraram que áreas específicas do 

caudado-putamen se projetam topograficamente à SNpr (SZABO, 1967; STAINES, 

1980; BOLAM et ai., 1981; PARENT, 1990), figura 2 B. 

No rato, gato, macaco e no homem, a SNpl está localizada dorso-lateralmente à 

SNpr, e lateralmente à SNpc (HUBER et ai., 1943). No rato e no macaco, a SNpl possui 

menor extensão rostro-caudal e se inicia caudalmente às demais subdivisões da 

substância negra. Muitos de seus neurônios contêm dopamina ou colecistocinina, alguns 

dos quais se dirigem para dentro da região do núcleo peripeduncular (FALLON et ai., 

1983). 

A área tegmental ventral (ATV), localizada dorsomedialmente à substância 

negra contém neurônios dopaminérgicos e se projeta para o estriado (MARTIN, 1998; 

PURVES et ai., 2001). 
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A SNpc dá ongem ao sistema dopaminérgico nigro-estriatal (F AULL & 

MEHLER, 1978; BECKSTEAD et al., 1979; SWANSON, 1982; MARTIN, 1998) e a 

degeneração desse sistema é a maior causa das síndromes parkinsonianas. Por sua vez, a 

SNpr, junto com o globo pálido, constitui a principal fonte de saída dos núcleos basais. 

As duas principais projeções eferentes da SNpr se dirigem ao núcleo ventro-medial do 

tálamo (F AULL & MEHLER, 1978; GROFOV Á et al., 1982) e ao colículo superior 

(RINVIK et ai., 1976; F AULL & MEHLER, 1978; MA Y & HALL, 1986; WILLIAMS 

& FAULL, 1988; HARTING et ai., 1988; EICHENBERGER et al., 2002), figura 2 B. 

Os neurotransmissores potencialmente envolvidos são a dopamina e o GABA. 

Outras projeções provenientes de neurônios da substância negra, parte 

reticulada, destinam-se à formação reticular mesencefálica caudal e mais 

especificamente ao núcleo pedúnculo-pontino (BECKSTEAD, 1982; JACKSON & 

CROSSMAN, 1983; DENIAU & CHEVALIER, 1992). 
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4.1- Conexões Aferentes 

A aferência que se destina à substância negra é a projeção estriado-nigral 

(JOHNSON & CLEMENTI, 1959; FISHER et ai., 1986; BOLAM & SMITH, 1990) 

que provém de neurônios GABAérgicos localizados no caudado-putamen (GROFOV A, 

1975; RIBAK et ai, 1980), figura 2 B. A SNpr contém a mais alta concentração de 

GABA do encéfalo. É importante mencionar que o GABA, na SNpr, é encontrado não 

só em terminações axônicas, mas também no interior de corpos celulares (RIBAK et ai., 

1980). 

Uma segunda conexão aferente à substância negra é a via pálido-nigral 

(GERFEN et ai., 1982; SMITH & BOLAM, 1989); projeções que se destinam à região 

dorsal da SNpr e SNpc (RIBAK et ai., 1976; GERFEN et ai., 1982). O GABA parece 

ser o neurotransmissor envolvido também nessa via (RIBAK et ai., 1976, 1980). 

Outra importante aferência à substância negra consiste na via subtálamo-nigral 

(GERFEN et ai., 1982), cujo destino é a SNpr. Ao lado desta, há também a via córtico

nigral, que se origina no córtex motor e área 32, de Brodmann, e se destina à SNpr 

(GERFEN et ai., 1982), assim como a conexão tecto-nigral, recentemente descrita na 

literatura (EICHENBERGER et ai., 2002), que pode vir a modular as projeções 

GABAérgicas nigro-tectais. 
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4.2- Conexões Eferentes 

Projeções Dopaminérgicas 

A via funcionalmente mais relevante compreende as projeções ascendentes 

mesotelencefálicas (LINDIV ALL & BJÕRKLUND, 1978), compostas pelas vias nigro

estriatal, mesocortical e mesolímbica. 

A via nigro-estriatal se origina de neurônios dopaminérgicos ( e não

dopaminérgicos) localizados na SNpc, na SNpl e na SNpr (FALLON & MOORE, 

1978), figura 2 A. Algumas das projeções meso-estriatais, especialmente aquelas que se 

originam medialmente na SNpc, também se projetam para outras áreas do prosencéfalo, 

tais como o complexo amigdalóide, septo cerebral, tubérculo olfatório e neocórtex 

(FALLON & LOUGHLIN, 1982). 

A via mesolímbica tem o rigem na área tegmental ventral (ATV) e e m  á reas 

adjacentes, especialmente a região dorsal da SNpc, além da SNpl. As principais 

eferências se dirigem ao complexo amigdalóide (núcleos central, baso-lateral e 

intercalado). Rostralmente, projetam-se ao nucleus accumbens (F ALLON & MOORE, 

1978; SW ANSON, 1982). 

As projeções dopaminérgicas mesocorticais se originam de células dispersas na 

área tegmental ventral (ATV), região medial da SNpc e inervam o córtex pré-frontal, o 

giro do cíngulo e áreas suprarrinal e entorrinal (FALLON & MOORE, 1978; 

SW ANSON, 1982). 

Descreve-se também uma via dopaminérgica descendente, que tem origem na 

substância negra e que se destina ao núcleo mediano da rafe e locus coeruleus

(SW ANSON, 1982). 

26 



Figura 2 - A) Organização anatômica das aferências aos núcleos basais, 

mostrando as projeções vindas do córtex cerebral e da substância negra, parte 

compacta para o estriado (caudado-putamen). B) Organização anatômica, 

apontando os núcleos basais (segmentos interno e externo do globo pálido, 

caudado-putamen), a substância negra, parte reticulada, o colículo superior, os 

núcleos subtalâmicos, o tálamo e o córtex cerebral. Destaque para a via 

estriado-nigro-tectal. Purves e col., 2001. 
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4.3- Conexões Ef erentes 

Projeções Não-Dopaminérgicas 

A mais expressiva eferência não-dopaminérgica da substância negra se origina 

na SNpr e se destina ao tálamo, colículo superior (figura 3 B), formação reticular 

mesencefálica e substância cinzenta periaquedutal dorsal (RIOCH, 1929; F AULL & 

l\1EHLER, 1978; BENTIVOGLIO et ai., 1979; GERFEN et ai., 1982; APPELL & 

BEHAN, 1990; DENIAU & CHEVALIER, 1992; REDGRAVE et ai., 1992; 

EICHENBERGER et ai., 2002). O neurotransmissor usado por essa via parece consistir 

no GABA (KILPATRICK et ai., 1980; COIMBRA & BRANDÃO, 1993). 

A via nígro-tectal se origina de neurônios localizados na região ventro-medial 

(rostralmente) e ventro-lateral (caudalmente) da SNpr (FAULL & l\1EHLER, 1978; 

KILPATRICK et ai., 1982), e seus axônios se projetam para as camadas profundas do 

colículo superior de ambos os lados do mesencéfalo (GERFEN et ai., 1982; 

EICHENBERGER et ai., 2002). Os axônios que compõem a via nigro-tectal são finos e 

desmielinizados, formando sinapses nos estratos intermediários (F AULL & l\1EHLER, 

1978; REDGRA VE et ai., 1992) e profundo (EICHENBERGER et ai., 2002) do 

colículo superior. Essas projeções ainda se estendem à substância cinzenta 

periaquedutal dorsal (GROFOVÁ et ai., 1978; EICHENBERGER et ai., 2002) e 

parecem usar o GABA, como neurotransmissor inibitório (COIMBRA & BRANDÃO, 

1993; EICHENBERGER et ai., 2002). Há também indícios de projeções não

dopaminérgicas que se originam na SNpl e destinam-se ao núcleo pericentral do 

colículo inferior, além dos aspectos dorsais da porção caudal da substância cinzenta 

periaquedutal (YUKIHIKO et ai., 1991). 
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5- NÚCLEOS BASAIS

Os núcleos da base são constituídos pelo núcleo caudado, putamen e globo 

pálido. O núcleo caudado e o putamen compõem o estriado (striatum), também 

chamado neo-estriado, e o putamen e o globo pálido formam o núcleo lenticular. As 

estruturas funcionalmente relacionadas são o núcleo subtalâmico (Corpo de Luys), 

alguns núcleos talâmicos (complexo ventral anterior e ventral lateral) e a substância 

negra. O globo pálido e a substância negra, parte reticulada, são as principais fontes de 

saída do complexo dos núcleos basais (PURVES et ai., 2001). 

A maioria das conexões aferentes para os núcleos da base terminam no neo

estriado, o qual recebe entradas de duas fontes importantes: o córtex cerebral (figura 3 

A) e os núcleos intralaminares talâmicos. Cada área do córtex se projeta para um núcleo

distinto do neo-estriado e cada um desses núcleos possuem uma função comportamental 

definida. Assim, o putamen está relacionado primariamente ao controle motor, o 

caudado ao controle dos movimentos oculares e com determinadas funções cognitivas. 

O estriado ventral está envolvido com as outras áreas corticais que modulam os efeitos 

da emoção sobre o comportamento (KANDELL et al., 1995). 

A projeção estriado-nigral (figura 3 B) recebe fibras provenientes de áreas do 

corpo estriado para um mesmo local da substância negra (LOOPUIJT & VAN DER 

KOOY, 1985). Os neurônios estriatais, em sua maioria, que se projetam à substância 

negra são não-colinérgicos e constituem cerca de 96% da população neuronal do corpo 

estriado (HENDERSON, 1981 ), e a circuitaria interna estriado-palidal e neo-estriatal 

parece usar o GABA como neurotransmissor (RIBAK et al., 1979). 

Os canais de saída dos núcleos basais partem, em linhas gerais, do segmento 

interno do globo pálido, da substância negra, parte reticulada, e dos núcleos 
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subtalâmicos. Cada uma dessas projeções se dirige em parte ao córtex, por meio do 

tálamo, e parcialmente ao mesencéfalo, também estendendo-se a neurônios bulhares e 

motores espinhais. O striatum parece ser dividido em uma região límbica ventro-medial 

aferente e uma região não-límbica dorso-lateral, que recebe as pnnc1pa1s projeções 

motoras córtico-estriatais (NAUTA & DOMESICK, 1984). 

Os neurônios de tamanho médio do caudado e do putamen enviam projeções 

GABAérgicas inibitórias à divisão interna do globo pálido e à substância negra, parte 

reticulada. Os neurônios eferentes do globo pálido interno e da substância negra, parte 

reticulada, alcançam a via que faz a ligação dos núcleos basais com os neurônios 

motores corticais, localizados no córtex cerebral e no tronco encefãlico. A via para o 

córtex motor alcança primeiro o segmento interno do globo pálido, depois as projeções 

inibitórias chegam aos núcleos ventral anterior e ventral lateral do complexo talâmico, 

sendo enviadas diretamente, através dos núcleos talâmicos, para as áreas motoras do 

córtex, excitando-as. Já os axônios da substância negra, parte reticulada, fazem sinapses 

com os neurônios motores corticais do colículo superior (figura 3 B) que comanda os 

movimentos dos olhos (PURVES et ai., 2001) e também às camadas do colículo 

superior, que elaboram parte das reações de defesa, como o stratum griseum profundum 

(EICHENBERGER et ai., 2002). Outras saídas dos núcleos da base se dirigem para os 

córtices pré-motor e pré-frontal, por via talâmica (KANDELL et ai., 1995). 

Um possível papel dos núcleos da base no controle motor pode estar no 

processamento da informação, necessário para o planejamento e a iniciação de 

movimentos auto-iniciados, bem como podem relacionar-se com a organização dos 

ajustes posturais associados ao movimento (KANDELL et ai., 1995). 
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Figura 3 - A) As projeções córtico-estriatais. ACb, núcleo accumbens; Cpu, caudado-putamen; 
EP, núcleo endopeduncular; GP, globo pálido; LHb, núcleo habenular lateral; PB, núcleo 
parabraquial; PPTg, núcleo subtalâmico; Tu, tubérculo olfatório; VP, pálido ventral; VTA, área 
tegmental ventral. 
B) Projeções estriado-nigrais e o "sistema de saída" da parte reticulada da substância negra

(SNpr). CS, colículo superior; VTA, área tegmental ventral. Paxinos, G. (1985).
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6- OBJETIVO GERAL
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Estudar a participação de estruturas mesencefálicas como o colículo inferior 

(estratos aversivos), e a substância negra (parte reticulada), na geração, elaboração e 

modulação do comportamento aversivo que tem sido associado ao medo. 

6.1- Objetivos Específicos 

Estudar anatomicamente, com traçador fluorescente, de captação e transporte 

retrógrado (fast blue), e anterógrado (biodextran), não-fluorescente, parte do duplo elo 

inibitório, GABAérgico, estriado-nigro-tectal. 

Estudar os efeitos da diminuição da atividade da via nigro-colicular sobre as 

respostas aversivas eliciadas por estimulação elétrica do colículo inferior. 

Investigar, morfologicamente, as conexões intramesencefálicas caudais, 

conectando o núcleo central do colículo inferior (NCCI) com os substratos 

periaquedutais que organizam e elaboram a imobilidade defensiva e o comportamento 

de fuga. 

Investigar o efeito da estimulação química do colículo inferior ( com o bloqueio 

de receptores GABA-A no NCCI) sobre as respostas comportamentais de fuga, 

caracterizadas por cruzamentos, saltos, levantamentos e rotações. 
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7-MATERIAL E MÉTODOS
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7.1- Animais 

Foram utilizados ratos Wistar, machos, pesando 250-300g, vindos do biotério 

do Campus de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo. Esses animais foram 

mantidos em gaiolas individuais, com livre acesso à comida e água durante todo o 

experimento. Os experimentos foram realizados seguindo as recomendações gerais da 

Sociedade Brasileira de Neurociências e Comportamento (SBNeC), as quais são 

baseadas no Manual de Cuidados e Uso de Animais de Laboratório do Instituto 

Nacional de Saúde dos Estados Unidos da América. 

7.2- Traçamento das projeções nigro-tectais 

Em arumais previamente submetidos a uma c1rurg1a estereotáxica para a 

implantação de uma cânula-guia no colículo inferior, segundo as seguintes coordenadas: 

AP=8,8 mm; L=l,6 mm e DV=4,5 mm, foi microinjetado 0,5 µI de uma solução de 

"fast blue" a 1 % no núcleo central do colículo inferior. O traçador foi diluído em uma 

solução salina a 0,9 %. Depois de passados oito dias, os animais foram sacrificados com 

emanações de éter etílico, perfundidos com tampão fosfato em solução salina (O, IM, 

pH=7,3), e paraformaldeído a 4 %, por via intracardíaca. Em seguida, seus encéfalos 

foram removidos e mantidos na solução fixadora por 4 horas. Foram, então, mantidos 

em solução salina, tamponada, com sacarose a 10 % e a 20 %, por 12 horas em cada 

solução. Os encéfalos foram, por fim, congelados a -80° C, em isopentana resfriada em 

gelo seco, e levados a um criostato, onde secções de 20 µm foram obtidas. Estas, 

montadas entre lâmina e lamínula, com óleo mineral, foram analisadas em um 
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microscópio de fluorescência (Axiophot; Zeiss) equipado com filtros de excitação Bp 

360 rim ou 450-546 rim, espelho dicrótico FT 580 rim ou 510 rim e filtro de barragem 

LP 590 rim ou 520 rim. 

Para confirmar esse estudo neuroanatômico, um outro grupo de animais recebeu 

microinjeções de um neurotraçador anterógrado, a amina dextran biotinizada 

(biodextran; Molecular Probes), na parte reticulada da substância negra. Para isso, 

foram preparadas micropipetas com ponta de diâmetro entre 40 e 50 µm, preenchidas 

com biodextran a 10 %, dissolvida em tampão fosfato a 0,IM, em pH 7,3. O 

neurotraçador foi depositado no tecido neural por iontoforese (ponta do eletrodo 

positiva, corrente contínua, com pulsos de 5 µA, com 7 s de duração e 7 s de intervalo, 

cobrindo um período de 15 min, seguindo-se 10 min de repouso). Completado o período 

de microinjeção, a calvária foi recoberta com acrílico autopolimerizável para proteger a 

trepanação de impurezas. Passados três dias de pós-operatório, os animais foram 

profundamente anestesiados com pentobarbital sódico e perfundidos por via 

intracardíaca com salina tamponada, seguida de paraformaldeído a 4 %, em tampão 

fosfato, 0,IM, pH 7,3. Em seguida, os encéfalos foram removidos, processados para a 

obtenção de cortes congelados, como descrito acima, e secções de 60 µm foram obtidas 

no criostato (Microm) e depositadas em placas de acrílico, confeccionadas para a 

técnica de "free floating". Antes do processamento histoquímico da marcação com 

biodextran, a atividade da peroxidase endógena foi bloqueada por pré-incubação em 

soluções alcoólicas de concentração variada (50 %, 70 %, 50 %) por 15, 20 e 15 min, 

respectivamente (Metz et ai., 1989). A marcação por biodextran foi visualizada usando

se o método da avidina-biotina (ABC standart Elite kit; Vector Laboratories) com 

reação 3-3 diaminobenzidina (DAB; Sigma) peroxidase intensificada com níquel. As 
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secções foram lavadas em tampão fosfato, pH 7,3, montadas entre lâminas e lamínulas, 

e coradas com hematoxilina-eosina. 

O biodextran foi também microinjetado iontoforeticamente em um outro grupo 

de animais, no núcleo central do colículo inferior, com o intuito de investigar as 

conexões intramesencefálicas situadas nos estratos neurais dorsal e caudalmente 

localizados, responsáveis pela elaboração do comportamento de defesa. 

7. 3- Procedimentos cirúrgicos para os estudos psicofarmacológicos

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sódico (45mg/kg, i. p.) e 

fixados no aparelho estereotáxico (David Kopf, USA). A barra dos incisivos superiores 

foi posicionada a 3,3 mm abaixo da linha interaural, de forma que o crânio ficou na 

posição horizontal entre bregma e lambda. Um quimitrodo, feito de uma cânula-guia de 

aço inoxidável (0,6 mm, de diâmetro externo e 0,4 mm de diâmetro interno) conectado a 

um eletrodo encetãlico foi implantado no mesencéfalo, apontado para o núcleo central 

do colículo interior. O eletrodo foi feito de um fio de aço inoxidável, 160 µm de 

diâmetro, isolado em toda sua extensão, exceto na seção transversa da ponta, 

ultrapassando a cânula em 1 mm. O quimitrodo foi introduzido verticalmente, usando-se 

as seguintes coordenadas, tomando-se o lambda como ponto de referência para cada 

plano: ântero-posterior = 0,9 mm; médio-lateral = 1,5 mm; e dorso-ventral = 4,5 mm. 

Uma cânula-guia também foi implantada na substância negra, parte reticulada. 

Tomando-se o bregma como referência, a cânula foi implantada de acordo com as 

seguintes coordenadas: ântero-posterior = -5,8 mm; médio-lateral = 1,6 mm; dorso

ventral = 7,5 mm. O quimitrodo e a cânula foram fixados no crânio através de uma 
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resina acrílica e três parafusos de aço inoxidável. No final da cirurgia, cada cânula-guia 

foi selada temporariamente com um fio de aço inoxidável para proteção contra possíveis 

entupimentos. 

Em animais acordados, previamente submetidos à cirurgia estereotáxica para a 

implantação de um quimitrodo no núcleo central do colículo inferior, como descrito 

acima, foram microinjetados 0,2 µl de salina (NaCI a O, 9 % ) ou 40 11g / 0,2 µ1 de 

metiliodeto de bicuculina, e o comportamento resultante do bloqueio de receptores 

GABA-A no teto mesencefálico, e que também seguiu-se à administração central do 

veículo da solução que continha o antagonista farmacológico, foi avaliado durante 20

min. Passadas duas horas após as microinjeções, os animais, que haviam já retornado a 

suas respectivas gaiolas, foram sacrificados com emanações de éter etílico e perfundidos 

por via intracardíaca com salina tamponada, seguida de paraformaldeído a 4 %, em 

tampão fosfato, O,lM, pH 7,3. Em seguida o encéfalo foi removido, e imerso no fixador 

por 4h, a 4°C. 

7.4-Drogas 

Foram usados o metiliodeto de bicuculina (40 11g / 0,2 µl), o "fast blue" a 1 % 

(Sigma), o biodextran a 10 % (molecular Probes), reagentes ABC (Vector Laboratories), 

DAB (Sigma), dissolvidos em solução tamponada (PBS, O,lM, pH 7,3), e o ácido 

ibotênico (1 µg, Sigma) dissolvido em solução de cloreto de sódio a 0,9%. 
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7.5- Microinjeção intramesencefálica de drogas 

As drogas e seu respectivo veículo (salina a 0,9%) foram administrados no 

tegmento mesencefálico por meio de uma seringa Hamilton (modelo 701 - EUA), de 10 

µl, conectada a uma agulha dental (Mizzy - EUA), de 0,3 mm de diâmetro externo, 

através de um tubo de polietileno PE-50. A extremidade da agulha alcançava o tecido 

encefálico l mm abaixo do limite inferior da cânula-guia. 

Para se obter uma redução na atividade inibitória das vias nigro-coliculares, 

foram realizadas microinjeções unilaterais de ácido ibotênico, por meio de uma cânula

guia independente do quimitrodo e inserida na intimidade da substância negra, parte 

reticulada. A neurotoxina (1 µg; 0,5 µl) foi infundida, durante 60 s, 1 mm abaixo da 

cânula-guia, em ratos anestesiados com pentobarbital sódico. 

7. 6- Medidas das reações aversivas

Uma semana após a cirurgia, os animais foram colocados em uma arena circular 

(60cm de diâmetro e 50cm de altura, com o assoalho dividido em 12 seções), com o 

compartimento experimental iluminado com uma lâmpada fluorescente de 40 Watts. O 

mesencéfalo foi estimulado eletricamente através de um estimulador de corrente 

senoidal (Marseillan, Brasil). A estimulação da corrente foi monitorizada por um 

osciloscópio (Minipa, Brasil). A estimulação encefálica (60 Hz, 15 s) foi feita a 

intervalos de 1 min. com aumento de corrente a passos de 5 µA (pico a pico), até 

serem atingidos os limiares aversivos. 
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O limiar de congelamento foi operacionalmente definido pela intensidade 

mínima de corrente que, aplicada por duas vezes consecutivas, induzisse um conjunto 

de sinais caracterizados por arqueamento do dorso, exoftalmia, defecação, micção e 

retração das orelhas; o limiar de fuga, pela menor intensidade de corrente elétrica que, 

aplicada ao colículo inferior, induzia, em duas ocasiões seguidas, respostas de galope 

(corridas bruscas no interior da arena) ou o aparecimento de saltos. A determinação 

desses limiares era feita rotineiramente antes de qualquer teste experimental. 

Para os experimentos psicofarmacológicos, 40 11g de metiliodeto de bicuculina 

ou seu veículo (solução salina a 0,9 %; 0,2 µl) foram microinjetados no núcleo central 

do colículo inferior, e o comportamento dos animais ( cruzamentos, saltos, rotações e 

levantamentos) foi cuidadosamente registrado no teste do campo aberto (arena), de 1-1 

min., durante 20 min. Considerou-se um cruzamento, quando o roedor colocava as 

quatro patas em um dos compartimentos da arena; um levantamento, quando o animal 

erguia-se sobre as patas posteriores; um salto, quando o roedor arrojava-se, erguendo as 

quatro patas do assoalho da arena; e uma rotação, quando o animal realizava giros 

fechados, de 360°. 

7.7- Procedimento para a realização de lesões eletrolíticas da substância negra 

As lesões eletrolíticas da substância negra, parte reticulada foram produzidas em 

animais previamente anestesiados com pentobarbital sódico (40 mg/kg), através da 

passagem de uma corrente elétrica de 2 mA, durante 15 s, por um eletrodo monopolar, 

confeccionado a partir de um fio de aço inoxidável de 300 µm de diâmetro, e isolado em 

toda a sua extensão, excetuando-se a extremidade. Esse eletrodo era direcionado à 
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substância negra, parte reticulada através de uma cânuía-guia implantada cronicamente 

no tecido nervoso, ultrapassando-a em 1 mm. Um outro pólo era acoplado ao pavilhão 

auditivo do animal, cuja condutibilidade era favorecida pela presença de um chumaço 

de algodão embebido em solução salina a 0,9 %. 

7.8- Histologia para a determinação dos sítios de microinjeção de drogas 

Após a finalização dos experimentos, os animais eram profundamente 

anestesiados com pentobarbital sódico ( 45 mg/kg) até atingir uma depressão respiratória 

letal, seguida de uma incisão no tórax, com exposição do mediastino. O próximo passo 

era clampear a aorta descendente torácica, libertando o coração do envoltório 

pericárdico, para o puncionamento do ventrículo esquerdo, por meio de um equipo 

sanguíneo conectado a uma seringa de 60 ml, e era feita uma incisão no átrio direito, 

quando então os encéfalos eram perfundidos com solução salina a 0,9 %, seguida por 

solução de paraformaldeído a 4 %. Em seguida, os encéfalos eram removidos, 

seccionados em cortes coronais, para separação do tecido mesencefálico do restante do 

tecido nervoso. O bloco assim obtido era levado ao criostato, onde secções seriadas de 

20 µm eram realizadas e adequadamente montadas em lâminas gelatinizadas; 

posteriormente desidratadas, diafanizadas e coradas com azul de metileno. Em seguida, 

foram analisadas ao microscópio de luz, e os sítios de microinjeção de drogas foram 

assim assinalados em diagramas do atlas de Paxinos e Watson (1997). 
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7. 9- Análise estatística

Os dados com distribuição contínua (limiares aversivos) foram analisados 

usando-se o teste T de Student para amostras pareadas. Os dados de análise quantitativa 

do comportamento de fuga ( cruzamentos, saltos, rotações e levantamentos), por não 

terem uma distribuição normal, foram analisados através do teste de Wilcoxon. 
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8- RESULTADOS
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Todos os animais estudados e incluídos no presente trabalho apresentaram 

comportamento de fuga, expresso por corridas, saltos, eliciados de maneira explosiva e 

não direcionados, após a estimulação elétrica do núcleo central do colículo inferior. 

Apenas animais que apresentaram limiar de fuga abaixo de 200 µA foram considerados. 

A microinjeção do traçador fluorescente de captação e transporte retrógrado 

(jàst hlue a 1 %) no núcleo central do colículo interior (fig. 1) mostrou evidências 

neuroanatômicas da presença de neurônios fortemente marcados na substância negra, 

parte reticulada (fig. 2). Essas células neuroniais projetam-se ipsi (fig. 3 A e B) e 

contralateralmente (fig. 4 A e B) para os substratos neurais que elaboram o medo no 

núcleo central do colículo interior. Um diagrama da localização dos neurônios de 

projeção nigro-tectal é mostrado na figura 5. 

As microinjeções iontoforéticas do neutraçador anterógrado, a amina dextran 

biotinizada, na substância negra, parte reticulada (fig. 6 ), permitiu a identificação de 

neurônios que se projetam ipsí (fig. 7 A) e contralateralmente (fig. 7 B) para o núcleo 

central do colículo inferior. Fibras neurais varicosas e não-varicosas, ao lado de uma 

ampla rede sináptica são visualizadas na substância negra, parte reticulada (fig. 7 C). 

Terminações sinápticas foram observadas no núcleo central do colículo inferior (fig. 8), 

assim como foram identificadas profusas conexões sinápticas varicosas e fibras 

positivas para biodextran no núcleo central do colículo inferior (fig. 9), após a 

microinjeção do biodextran na SNpr. 

As lesões eletrolíticas unilaterais da SNpr (fig. 11 A e B), ipsilaterais aos sítios 

de estimulação elétrica situados no núcleo central do colículo inferior (fig. 10 A) 

induziram uma diminuição significante nos limiares de congelamento (T= 3,53; p<0,01, 

quando comparados com o controle, segundo o teste t de Student) e fuga (T= 5, 1 O; 
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p<0,01, quando comparados com o controle, segundo o teste t de Student) (fig. 12). 

Esses dados foram corroborados por microinjeções unilaterais de ácido ibotênico na 

substância negra, parte reticulada (fig 13), que também induziram uma diminuição 

significante nos limiares de congelamento (T= 2,66; p<0,001, quando comparados com 

o controle, segundo o teste t de Student) (fig.15) e nos limiares de fuga (T= 2,80;

p<0,001, quando comparado com o controle, segundo o teste t de Student) (fig.15). 

As lesões neuroquímicas unilaterais da substância negra, parte reticulada, 

ipsilaterais aos sítios de estimulação elétrica, onde se localizam os neurônios que 

processam e elaboram o medo no núcleo central do colículo inferior produziram edema, 

gliose reacional e degeneração de neurônios (fig. 14 A), enquanto que as fibras de 

passagem foram preservadas (fig. 14 B). 

O bloqueio de receptores GABA-A no substrato neural responsável pela 

organização do comportamento de defesa no núcleo central do colículo inferior (fig. 1 O 

B), induziu congelamento, seguido por uma clara ativação comportamental 

( comportamento explosivo de fuga), caracterizada por corridas, saltos e rotações 

defensivas, por tempo que variou de 15 a 20 min. de duração (fig. 16 e 17). 

Microinjeções de biodextran no núcleo central do colículo inferior mostraram 

neurônios se projetando profusamente para as colunas dorso-mediais e, principalmente 

laterais da substância cinzenta periaquedutal, nível caudal (fig. 18 e 19). Essa conexão 

colículo-periaquedutal se apresentou constituída por fibras varicosas grossas e finas e 

por fibras não-varicosas grossas e finas (fig. 19 e 20). 
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Figura 1- Fotomicrografia de um corte coronal do mesencéfalo dorsal de rato 
Wistar, mostrando (seta) o sítio de microinjeção de neurotraçador "fast blue" a 
1 % no núcleo central do colículo inferior. 

Barra: 360 µm. Coloração: azul de metileno. 
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Figura 2- Fotomicrografias de cortes transversais do mesencéfalo de rato Wistar, 
passando pela substância negra, parte reticulada (SNpr). Notar a presença de neurônios 
(setas), e seus prolongamentos (pontas de setas) marcados com traçador "fast blue" 
localizados na substância negra, parte reticulada ( ampliados em B). 

Barra: 198,61 µm em A e 22,52 µm em B. Microscopia de fluorescência. 
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Figura 3- Fotomicrografias de cortes coronais do tegmento do mesencéfalo, passando pela 
substância negra, parte reticulada, mostrando (setas) corpos celulares e seus 
prolongamentos (pontas de setas) de neurônios que se projetam ipsilateralmente para os 

substratos que elaboram o medo no colículo inferior. Barra: 24,83 µm em A e B. 
Microscopia de fluorescência. 
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Figura 4- Fotomicrografias de cortes coronais do tegmento do mesencéfalo, passando 
pela substância negra, parte reticulada, mostrando corpos celulares (setas) e 
prolongamentos (pontas de setas) de neurônios que se projetam contralateralmente 

para os substratos neurais do colículo inferior que elaboram o medo. Barra: 24,83 µm 
em A e B. Microscopia de fluorescência. 
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Figura 5- Diagrama mostrando os sítios neuroniais (círculos negros) que se 
projetam da substância negra, parte reticulada, ipsi em A e contralateralmente 
em B ao núcleo central do colículo inferior, tendo sido utilizado, como 
referência, prancha, do atlas de Paxinos e Watson (1997). 

50 



• 

Figura 6- Fotomicrografia de corte transversal do mesencéfalo de rato Wistar, 
passando pela substância negra, parte reticulada, mostrando (seta) o sítio de 

microinjeções iontoforéticas de biodextran. Barra: 380 µm. Coloração: 
hematoxilina / eosina. 
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Figura 7- Fotomicrogralias de cortes tra11svc1 :nis do 111ese11céfalo de ralo Wistar, pas:ando 
pela substância negra, parte reticuladn (/\ ·· C). /\ - B: Nolnr cot pus celulares de neurônios 
(setas) situados na substância negra, pi11IP. reticulada (SNpr), os quais se prnjeta111 
ipsilateralmentc (A) e contralatcralmcntc ( lq pnra o substrato 11c1.11al que elabora o medo uo 
núcleo central do colículo inforior. Um i11tenH.:u1Cmio (seta aberta) pode ser visualizado 
promovendo contato sináptico axo-somfilico colll neurônio de projeção nigro-coliculm. 
Algumas conexões sinápticas varicosa<; (selas 111c11rncs) aprescntam--se 1nolüsa111cntc 
distribuídas pela substância ;;� �ra, parte reticulada (vide detalhes cm C). C: Malha 
conectiva presente na substância negra, parte reticulada, onde se vêem libras neurais 
varicosas (pontas de setas cheias) e não-varicosas (pontas de setas abertas) cm ampla rede 

sináptica (setas menores). Uarra: 23,98 1m1 cm /\; 23,98 pm cm U e 23,98 �un c111 C. 
Coloração: hematoxilina / eosina. 
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Figura 8- Fotomicrografias de cortes coronais do mesencéfalo de rato Wistar, na região do 
núcleo central do colículo inferior. As setas apontam para terminações nervosas positivas para 
biodextran. Barra: 192 µm em A, B e D; 96 µm em C, E e F. Coloração: hematoxilina / 
eosma. 
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Figura 9- Fotomicrografías de cortes transvcrs<1is do mcsc11cél'alo de ratos Wistar, passando 

pelo núcleo central do calículo inferior (NCCI), sede <lc redes neurais responsáveis pela 

elaboração do comportamento defensivo. É possível visualizar as ftbrns positivas para 

biodextran (setas abertas), provenientes da substância negra, parte reticulada (SNpr); um 

neurônio de provável conexão colículo-nigral é mostrado em D (seta fechada). Profusas 

conexões sinápticas varicosas (pontas de setas abertas) mostram evidências da projeção 

nigro-colicular atingindo seu alvo no mesencéfalo dorsal, nível caudal. Barra: 9,60 1un em 

A; 9,60 µm em B; 9,60 �unem C; 9,60 1un cm D; 9,60 �un em E; 9,60 �un em F; 9,60 �un 

em G e 9,60 iun cm 11. Coloração: hcnwlo\ilin:i / cu�,i11a. 
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Figura 1 O- Localização dos sítios de estimulação elétrica (A) e de microinjeções 
(B, C, D e E) de salina (pontos abertas), N=6 e de bicuculina (pontos cheios),
N=6 em cortes coronais do teto mesencefálico, apresentadas em anagrama, do 
atlas de Paxinos e Watson (1997). 
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Figura 11- Fotomicrografias de cortes transversais do mesencéfalo de rato Wistar, 
mostrando (setas) a localização de duas lesões eletrolíticas (A e B) na substância 
negra, parte reticulada (SNpr), situadas ipsilateralmente aos sítios de estimulação 
elétrica realizada no colículo inferior. Os cortes coronais foram realizados em dois 
planos, situados mais caudal (A) e mais cranial (B), tendo-se como refência o eixo 
mediano. Barra: 98 µm em A e 173,91 µm em B. Coloração: hematoxilina / eosina. 

56 



200 .....-----------------------. 

... 

100 

o L--....L..----'---'-----L-----'-----........ --_,

Congela.mento Fuga 

c=J Antes

e:;] Depois

Figura 12- Efeito da lesão eletrolítica da substância negra, parte reticulada, sobre 

os limiares de congelamento e fuga eliciados por estimulação elétrica do núcleo 

central do colículo inferior. As colunas representam as médias, e as barras, o 

EPM, dos comportamentos de congelamento e de fuga, registrados antes 

(colunas pontilhadas) e depois (colunas pretas) da lesão eletrolítica da substância 

negra, parte reticulada. N=7; **p<0,01, quando comparado com o controle, 

segundo o teste de t de Student. 
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Figura 13- Folomicrogrnfias de cortç:, 11 n11wc1,:;,lis du mcsc11céli1lo uc mio Wdm, 

mostrando (selas) a locnli1.a,;ão das lcs0cs ncmoquímicas unilalt;tnis da sul stíi11L:ia 

negra, parle reticulada (:,;ipr), situadas ipsilatciahncnlc aos sítios de es!i1111iltwão 

elétrica do colículo inferior. Em A e B sfü> mostradas as lesões de menor tamauho. 

sendo B uma ampliação de A. C e D 1110s11 amas lesões de 111aior la111a11ho, sendo 1 > u111:1 

ampliação de C. narra: 192,01 �1111 cm J\, Wi, 15 pm em B, 192,01 �un cm C e%, 15 pm 

em D. Coloração: hematoxilina / eosin,t 
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Figura 14- Fotomicrografias de cortes transversais do mesencéfalo de rato Wistar, na 
região das lesões neuroquímicas unilaterais da substância negra, parte reticulada (SNpr), 
mostrando em A, uma área mais central da lesão (asterisco) a presença de edema, gliose 
reacional (ponta de seta fechada), polimorfonucleares (ponta de seta aberta) e neurônios 
em degeneração (setas fechadas). Em B podemos observar uma área imediatamente 
vizinha ao núcleo da microinjeção da neurotoxina. Notar a presença de gliose reacional 
(ponta de seta fechada), fibras de passagem preservadas (setas abertas) e neurônios em 
degeneração (setas fechadas). Barra: 23,98 µm em A e 23,98 µm em B. Coloração: 
hematoxilina / eosina. 
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Figura 15- Efeito da lesão neuroquímica da substância negra, parte reticulada, 

sobre os limiares de congelamento e fuga eliciados por estimulação elétrica do 

núcleo central do colículo inferior. As colunas representam as médias, e as 

barras, o EPM, dos comportamentos de congelamento e de fuga, registrados 

antes (colunas pontilhadas) e depois (colunas pretas) da lesão neuroquímica da 

substância negra, parte reticulada. N=lO; ***p<0,001, quando comparado com o 

controle, segundo o teste de t de Student. 
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Figura 16- Efeito das microinjeções de salina (0,2 µ1) ou de bicuculina

( 40 11g/0,2 µl) no núcleo central do colículo inferior de ratos Wistar,

sobre a incidência média do número de cruzamentos. As colunas 

representam as médias, e as barras, o EPM, do comportamento 

locomotor (cruzamentos), registrados após as microinjeções de salina 

(coluna pontilhada) e após as microinjeções de bicuculina (coluna preta). 

N=6; ***p<0,001, quando comparado com o controle, segundo o teste de 

Wilcoxon. 
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Figura 17- Efeito das microinjeções de salina (0,2 µl) ou de bicuculina (40

11g10,2 µl) no núcleo central do colículo inferior de ratos Wistar, sobre a

incidência média do número de levantamentos, saltos e rotações. As colunas 

representam as médias, e as barras, o EPM, dos comportamentos, registrados 

após as microinjeções de salina ( coluna pontilhada) e após as microinjeções de 

bicuculina (coluna preta). N=6; ***p<0,001, quando comparado com o controle, 

segundo o teste de Wilcoxon. 
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Figura 18- fotomicrografias de u)llcs unu11ais do 111cscucéfolo dorsal. 11ívd 
caudal, de Ratt11s non·egic11s. Mic1oi1ücções de biodexlran fornm rnalinidas 11<, 
núcleo central <lo colículo infe1it1r. J\ Folornicrogralta rcprcse11lativa do sítio de 
microinjeção (seta). U: Notar 1wl11 ônios (sclns) localizados no núcleo central do 
colículo inferior NCCI. cnviand,, pr Pjeçõcs neurais (pontas de selas) pai a as 
colunas dorso-rnlx.lial e lateral. 11í n:1 caud�1I. da substância periaqucdutal (SCP), 
ipsilateralmente. C: C::�;:e tnms,-e,sal da mi una dorso-mc<lial da SCP. mostrando 
a chegada da conexão NCCI-SCI'. com sinapses (setas abertas) na arborização 
dendrítica de corpos ncuro11iais (sela cheia) ali localizauos. D: Neurônios (setas 
cheias) locali,.ados na coluna do1s0-111cdial (topo) e lateral (parle inf'criur da 
figura) da SCP, recebendo çontalos si11:'iplicos (seta aberta) provenientes da via 

NCCI-SCP. Barra: \98,42 }UH cm A: 1254 }lln cm lt 24,83 pm em C e D. 
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Figura 19- Fotomicrografü.1s de cortes trnnsvcrsais da substância citv.cnla 
periaqucdutal (SCP), porção mais posterior, para oude destina-se a via colículo
periaquedutal. A: Fibras {selas) com Yaricosidades (selas abe1 tas) são 
identificadas profusamente na coluna dorso-medial da SCP, após a microüüeção 
de biodextran no núcleo central do colículo inferior. B: Fibras (setas cheias) com 
ramificações finas. varicosas (po11tns das setns) espiairnn-se 11a coluna Intera! da 
SCP. C: Corte trn11svc1sal da u,11111;1 l:1te1:1I cl:1 :;( :t >. nível cau<lnl. 111oslr:llldo 11111 
neurônio (seta cheia) 1 cccbc11do u 111lalns si11úpticos (seta aberta) prove11ic11tcs de 
neurônios lo(.;alizados 110 núdco cc11l1 ai do wlkulo inferior ipsolateral. Bana: 

9,93 µm em A e C': 12.54 11m cm 13. 
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Figura 20- Fotomicrografias de cortes lransversais do colículo inferior de 
Rartus 11orvegic11s, mostrando ns carncte1 íslicns morfológicas da via i11trntcctal. 
A: Fibras rnricosas grossas (selas) pronc�nientes do núcleo central do colkulo 
inferior (NCCI), projclan<lo-sc para as colunas caudais da substância 
periaquedutal (SCP). B: As selas apontam fibras não-varicosas finas do NCCI 
dirigindo-se para a SCP. C: Fibras não-varicosas grossas (seta cheia) e fibras 
finas, com rnricosi<la<les (sela abct ln) provenientes de neurônios do NCCI, 
cruzando o núcleo pericentral do colículo inl'erior, e <lirigin<lo-se às colunas 

caudais da SCP. narra: 9,93 µm. 
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9- DISCUSSÃO
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O presente trabalho oferece evidências neuroanatômicas e neurofisiológicas de 

conexões nigro-tectais e teto-tectais responsáveis pelo controle de respostas 

comportamentais induzidas pelo medo gerado no mesencéfalo dorsal, em estruturas 

mais caudais. Há evidências de que o receptor GABA esteja envolvido no processo de 

inibição de respostas defensivas evocadas por estimulação do teto mesencefálico 

(COIMBRA & BRANDÃO, 1993). 

Com efeito, o bloqueio de receptores GABA-A, seja com bicuculina ou com 

picrotoxina, no colículo inferior de ratos, resulta em comportamento de fuga, seguido de 

mudanças neurovegetativas, tais como o aumento da pressão arterial média e da 

freqüência cardíaca; respostas similares àquelas induzidas por estimulação elétrica e 

química da substância cinzenta periaquedutal dorsal (BRANDÃO et al., 1982; 

BRANDÃO et al., 1986; SCHIMITT et ai., 1986; BRANDÃO et al., 1988). Os 

componentes autonômicos da reação de defesa obtida no colículo inferior de ratos são 

qualitativamente similares às respostas conseguidas no hipotálamo (GRAEFF, 1981), 

muito embora as respostas de fuga evocadas por estimulação do colículo inferior sejam 

explosivas e não direcionadas, em comparação com o comportamento de defesa afetiva 

evocado por estimulação do hipotálamo, que são orientadas e precedidas por exuberante 

comportamento exploratório (BRANDÃO et ai., 1994). Essas descobertas corroboram 

a hipótese de que o tronco encefálico é um centro de integração de circuitos neurais 

responsáveis por mudanças autonômicas e somáticas da reação defensiva (TOMAZ et

al., 1988), enquanto a amígdala parece fornecer um controle mais refinado da 

intensidade e do momento da manifestação comportamental, enquanto o hipotálamo 

elabora comportamentos defensivos mais bem orientados. 
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Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que a lesão eletrolítica 

unilateral da substância negra, parte reticulada (SNpr), ipsilateral aos substratos neurais 

que organizam o comportamento defensivo, era seguida de um aumento da sensibilidade 

do teto mesencefálico à estimulação elétrica, expresso por uma significativa redução dos 

limiares aversivos de congelamento e fuga, evocados por estimulação do núcleo central 

do colículo inferior. Esses resultados psicofisiológicos sugerem que a SNpr envia 

projeções provavelmente inibitórias para o substrato neural que orgarnza o 

comportamento defensivo no teto mesencefálico, situado caudalmente, na região do 

colículo inferior, podendo ser, tais conexões neurais, importantes para o controle das 

respostas aversivas na região do núcleo central dessa estrutura. 

O estudo neuroanatômico comprovou essa projeção nigro-tectal, pois foi 

demonstrado que a microinjeção unilateral de um neurotraçador retrógrado fast blue no 

NCCI permitia a identificação de células fortemente positivas, com características muito 

sugestivas de neurônios, na substância negra, parte reticulada, localizados tanto ipsi 

quanto contralateralmente, considerando os substratos neurais situados no núcleo central 

do colículo inferior. A organização topográfica, na substância negra, dos neurônios que 

originam essas projeções coincide com a localização de neurônios que se projetam a 

sítios do mesencéfalo dorsal, mais cranialmente situados, especificamente considerando 

não somente as camadas intermediárias do colículo superior, como descrito na literatura 

(FALLON & LOUGHLIN, 1985; REDGRA VE et ai., 1992), mas também as camadas 

profundas do colículo superior e aspectos dorsolaterais da substância cinzenta 

periaquedutal (EICHENBERGER et ai., 2002), muito embora as células neuroniais 

estudadas no presente trabalho apresentem-se em distribuição mais ampla, situadas na 

parte reticulada da substância negra. 
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Há relatos na literatura que apontam para o aumento do comportamento 

rotatório resultante das lesões da SNpr como sendo um resultado da diminuição na 

transmissão GABAérgica na via nigro-colicular (F AULL & MEHLER, 1978; 

IMPERATO & DICHIARA, 1981; KILPATRICK et ai., 1982; COIMBRA et ai., 

1989). O aumento das manifestações das reações de fuga observado no presente estudo 

pode ter ocorrido como conseqüência da remoção do controle inibitório exercido pelas 

fibras GABAérgicas sobre o substrato neural mesencefálico que organiza o 

comportamento defensivo, questão essa já sugerida em publicações anteriores, no que se 

refere às camadas profundas do colículo superior e substância cinzenta periaquedutal 

dorsal (COIMBRA et al., 1989; COIMBRA & BRANDÃO, 1993). Outros estudos 

eletrofisiológicos e farmacológicos demonstraram a existência da projeção nigral 

GABAérgica originada em corpos celulares localizados na parte reticulada da 

substância negra e com terminais nervosos finalizando primariamente dentro das 

camadas intermediárias e profundas do colículo superior (BENTIVOGLIO et ai., 1979; 

CHEVALIER et ai., 1981; WILLIAMS & FAULL, 1988; HARTING et al., 1988; 

APPELL & BEHAN, 1990; DENIAU & CHEVALIER, 1992; COIMBRA et ai., 1998 

a; EICHENBERGER et ai., 2002). Com o atual trabalho, sugerimos que esse controle 

GABAérgico pode envolver sítios localizados também no núcleo central do colículo 

inferior. 

Os resultados descritos não excluem a participação de outras influências 

GABAérgicas, como aquelas oriundas do núcleo pedúnculo-pontino (CHILDS & 

GALE, 1984), sobre as reações aversivas induzidas por estimulação do teto 

mesensefálico. Por certo, a SNpr não é a única estrutura a enviar projeções 

GABAérgicas para sítios mesencefálicos, fato esse demonstrado quando da redução do 
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GABA colicular, após lesão da SN, que consiste em aproximadamente 25% 

(KILPATRICK et ai., 1982). Contudo, os presentes resultados evidenciam que a 

redução de aferências GABAérgicas ao teto mesencefálico causa uma significativa 

alteração no controle das respostas aversivas na região colicular. Além disso, foi 

demonstrado que os neurônios da parte reticulada da substância negra são vinte vezes 

mais sensíveis ao GABA, quando comparados aos neurônios da parte compacta dessa 

estrutura (GRACE & BUNNEY, 1979), e o GABA parece exercer um efeito inibitório 

tônico sobre os neurônios do colículo inferior, os quais elaboram o medo e o pânico 

(BRANDÃO et ai., 1988). 

As descobertas acima discutidas permitem sugerir uma função da substância 

negra na regulação e controle de algumas respostas emocionais (DICIIlARA et ai.,

1979; CHEVALIER et ai., 1981), como as sensações subjetivas de medo (COIMBRA 

et ai., 1989). Sabe-se que a estimulação elétrica do teto mesencefálico humano evoca 

sensações de medo e desejo de fuga (NASHOLD et ai., 1969). As reações 

comportamentais apresentadas por animais estimulados no mesencéfalo dorsal são 

bastante características, seguidas de alterações autonômicas que são evocadas durante as 

sensações subjetivas de medo (BRANDÃO et ai., 1990; COIMBRA et ai., 1993). Em 

detrimento disso, e considerando que os neurônios do teto mesencefálico mostram-se 

sensíveis à ação de drogas antipânico, as quais atenuam as respostas comportamentais 

evocadas pelo medo elaborado no mesencéfalo dorsal (SCHENBERG et ai., 2001), essa 

área tem se apresentado como provável sítio indicado como base neural da síndrome do 

pânico. Possivelmente, as projeções GABAérgicas nigro-tectais consistem em urna via 

inibitória que pode, seja agindo em sítios mais craniais do mesencéfalo (COIMBRA et

ai., 1993), seja mais caudalmente, como consiste nossa proposição, modular a 
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elaboração das sensações de medo e comportamento de defesa no tronco encefálico. 

Conseqüentemente, as projeções estriado-nigro-tectais podem vir a exercer uma função 

no controle das reações de pânico no sistema nervoso central. 

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem uma atividade modulatória 

da via nigro-tectal, provavelmente exercida por neurônios GABAérgicos inibitórios, 

sobre os substratos neurais responsáveis pelo processamento de estados aversivos no 

núcleo central do colículo inferior. Após a lesão dos neurônios situados na substância 

negra, parte reticulada, os limiares aversivos de congelamento e fuga diminuíram 

significativamente, sendo acompanhados por respostas comportamentais que lembram 

estados de ansiedade, medo e pânico, como respostas autonômicas de defecação, micção 

e exoftalmia, bem como corridas ao redor da arena. 

O estudo neuroanatômico corroborou os achados funcionais encontrados até o 

momento, ao identificar neurônios na substância negra, parte reticulada, após a 

microinjeção do traçador retrógrado "fast blue" no núcleo central do colículo inferior. O 

uso de um traçador predominantemente anterógrado, como o biodextran, confirmou a 

projeção nigro-tectal, ao permitir a identificação de fibras neurais no núcleo central do 

colículo inferior, quando de sua microinjeção na substância negra, parte reticulada. É 

possível que esse circuito venha a ser crucial para o controle das reações de defesa em 

momentos de risco iminente de vida, e possa vir a englobar o GABA como 

neurotransmissor, não afastando, contudo, a possibilidade desse sistema também vir a 

ser modulado por projeções opióides (COIMBRA et ai., 2000; EICHENBERGER et ai.,

2002). 

Evidências recentes, obtidas em investigação anterior, mostraram que 

estruturas que integram o sistema encefálico aversivo, tais como a substância cinzenta 
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periaquedutal e o colículo superior enviam projeções axonais para o colículo inferior 

(COIMBRA et ai., 1998 b), o que poderia influenciar a atividade de células neurônicas 

ali situadas. 

O presente trabalho apresentou evidências morfológicas da conexão entre 

estruturas situadas mais caudalmente no mesencéfalo, como o colículo inferior e sítios 

responsáveis pela elaboração do comportamento defensivo mais explosivo, expresso por 

fuga e saltos, assim como respostas comportamentais mais passivas tais como a 

imobilidade defensiva (CARRIVE, 1993) e a imobilidade tônica (MENESCAL-DE

OLIVElRA et ai., 1993). Com efeito, a microinjeção de um neurotraçador 

predominantemente anterógrado, a amina dextram biotinizada, no núcleo central do 

colículo inferior, mostrou fibras varicosas e não varicosas grossas e finas se projetando 

às colunas dorso-mediais e laterais da substância cinzenta periaquedutal, nível caudal. 

Essa conexão está em harmonia com os dados recentes na literatura, que apresentam 

evidências de projeções intratectais varicosas, ricas em B-endorfina, que exercem um 

efeito inibitório pré-sináptico em terminais GABAérgicos nigro-tectais 

(EICHENBERGER et ai., 2002). 

Nesse mesmo trabalho, estudos neuromorfológicos mostraram, ainda, neurônios 

localizados em estruturas mais craniais do mesencéfalo dorsal ( colículo superior e 

substância cinzenta periaquedutal dorsal) com varicosidades, as quais também enviavam 

projeções de volta à substância negra, parte reticulada. Muito embora evidências 

imunoistoquímicas de opióides endógenos (f3-endorfina) nas fibras nervosas com 

varicosidades, situadas nas colunas dorso-medial, dorso-lateral, ventral e ventro-lateral 

da substância cinzenta periaquedutal, nível caudal, tenham sido claramente 

identificadas, sua origem não foi precisada. É possível que pelo menos parte dessas vias 
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opióides possa ongmar-se de neurônios localizados no núcleo central do calículo 

inferior, que se avizinha dos sítios periaquedutais mais posteriores, onde aquelas foram 

identificadas mais profusamente. A presença de uma via modulatória opióide 

conectando o núcleo central do calículo inferior a aspectos caudais da substância 

cinzenta periaquedutal dorso-medial e da substância cinzenta periaquedutal dorso-lateral 

poderia permitir um controle fino e rápido das projeções nigro-tectais GABAérgicas, 

ora facilitando, ora dificultando a explosão de atividade dos substratos neurais que 

elaboram o medo nos apectos mais caudais do mesencéfalo dorsal. Fibras varicosas 

também foram encontradas nas camadas profundas do calículo superior, outra estrutura 

envolvida na elaboração do comportamento defensivo (EICHENBERGER et ai., 2002). 

Corroborando essa hipótese, outros estudos também mostraram tratos contendo 13-

endorfina que se projetam para a substância cinzenta periaquedutal dorsal (IBAT A et 

ai., 1985; SIM & JOSEPH, 1991). No que se refere à substância cinzenta periaquedutal, 

em seus aspectos ventrolaterais, precisamente, foram já consideradas relações inibitórias 

recíprocas entre GABA e encefalinas (WILLIAMS et ai., 1995). 

A conexão colículo-periaquedutal apresentada no presente trabalho 

complementou os dados obtidos por Eichenberger em 2002, os quais se apresentam 

como evidências psicofarmacológicas e imunoistoquímicas da interação entre os 

sistemas opióides e GABAérgicos na modulação de estados aversívos no mesencéfalo 

mais cranial, pois o bloqueio de receptores opióides no teto mesencefálico causou um 

aumento dos limiares de congelamento e fuga, eliciados por estimulação elétrica do 

mesencéfalo dorsal, ao lado da diminuição das diversas respostas comportamentais que 

seguem o bloqueio GABAérgico nas camadas profundas do calículo superior e nos 

aspectos dorsais da substância cinzenta periaquedutal. Essas evidências 
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psicofarmacológicas e neuroanatômicas da inibição pré-sináptica opióide exercida sobre 

terminais GABAérgicos localizados no mesencéfalo dorsal necessitavam de uma 

complementação morfológica, pois não explicavam os efeitos antiaversivos da 

microinjeção de antagonistas opióides inespecíficos e específicos sobre receptores µl, 

realizados no núcleo central do colículo inferior (COIMBRA et ai., 2000). 

O presente trabalho acrescentou evidências neuromorfológicas de novas 

conexões intramesencefálicas, demonstrando fibras varicosas e não varícosas vindas do 

núcleo central do colículo inferior e se projetando não somente para aspectos dorso

mediais e laterais da substância cinzenta periaquedutal, mas também atingindo o núcleo 

pericentral do colículo inferior. É possível que tais fibras varicosas sejam as mesmas 

que foram encontradas marcadas com anticorpos dirigidos contra opióides endógenos 

no trabalho de Eichenberger (2002), as quais atingiam sítios localizados no mesencéfalo 

mais cranial, precisamente entre as camadas profundas do colículo superior e a 

substância cinzenta periaquedutal. Contudo, não podemos afastar a possibilidade de 

haver outros circuitos provenientes tanto dos aspectos mais craniais como caudais do 

mesencéfalo dorsal, que modulam as respostas defensivas ali elaboradas. O novo 

circuito revelado pelos presentes achados permite-nos acrescentar que tais conexões 

possam se estender a regiões mais caudais do mesencéfalo, sendo oriundos de sítios 

localizados no núcleo central do colículo inferior. Conexões que podem se apresentar 

como um possível elo de ligação entre os neurônios que compõem o substrato neural 

que organiza o medo e o comportamento defensivo do colículo inferior (CARDOSO et

ai., 1994; CASTILHO et ai., 1999; PANDÓSSIO & BRANDÃO, 1999; BRANDÃO et

ai., 2001) com sítios da substância cinzenta periaquedutal dorsal que organizam o 
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comportamento defensivo (COIMBRA et ai., 1992; COIMBRA & BRANDÃO, 1997) e 

possivelmente respostas de pânico (SCHENBERG, 2001; 2002). 

Essa hipótese poderia explicar mais claramente a influência de opióides 

endógenos, tais como as encefalinas e as endorfinas, na atividade do substrato neural 

que elabora o medo nesta região mesencetãlica (COIMBRA et ai., 2000). Nossos 

estudos são ainda corroborados por evidências diretas que sugerem um efeito inibitório 

induzido por opióides endógenos na liberação do GABA na substância cinzenta 

periaquedutal (STILLER et ai., 1996). Efetivamente, para ser explicada a influência 

antiaversiva dos bloqueadores opióides no teto mesencefálico, nível caudal, seria 

preciso o envolvimento de um segundo mecanismo neural nessa circuitaria, tendo sido 

proposto, em trabalhos anteriores, que opióides endógenos exerceriam uma inibição pré

sináptica tônica nos terminais GABAérgicos do mesencéfalo dorsal (COIMBRA et al., 

1996; COIMBRA et ai., 2000). Nossos achados, além de apresentarem-se como 

evidência estrutural da conexão neuroanatômica ligando a substância negra, parte 

reticulada, rica em neurônios GABAérgicos, ao colículo inferior, avança no sentido de 

permitir a identificação de neurônios varicosos, possivelmente opióides, conectando os 

subnúcleos do colículo inferior entre si, e estes a substrato neural de colunas mais 

caudais da substância cinzenta periaquedutal. 

A aversão no teto mesencetãlico é modulada, segundo vários estudos não 

somente por mecanismos opióides (COIMBRA et al., 1996; COIMBRA et ai., 2000), 

GABAérgicos (COIMBRA et al., 1989; COIMBRA & BRANDÃO, 1993), mas 

também por aminoácidos excitatórios (CARDOSO et ai., 1994; BRANDÃO et ai., 

2001). Em harmonia com esses resultados, o presente trabalho mostrou, ainda, 

evidências de que o bloqueio de receptores GABAérgicos, com a microinjeção de 
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bicuculina no núcleo central do colículo inferior, induziu uma vigorosa resposta 

defensiva, caracterizada por congelamento, seguido por corridas, saltos e rotações 

amplas. Contudo, ao lado dessas manifestações comportamentais, que sugerem o 

bloqueio GABAérgico tônico sobre neurônios situados no colículo inferior, outras 

evidências apontaram para a modulação opióide no sistema encefálico aversivo 

(BRANDÃO et ai., 1990, 1993, 1994), onde se destaca o colículo inferior como 

possível sede para esses microcircuitos neurais (CARDOSO et ai., 1992; COIMBRA et

ai., 2000). 

Estudos conflitantes mostraram que as microinjeções de baixas doses de 

morfina no teto mesencefálico atenuaram de maneira dose-dependente as conseqüências 

aversivas de sua estimulação elétrica (JENCK, SCHMITT & KARLI, 1986; 

BRANDÃO et ai., 1990; CARDOSO et ai., 1992). No entanto, altas doses de morfina, 

quando localmente injetadas nessa região, causam uma ativação comportamental com 

saltos, mostrando, dessa maneira, uma grande similaridade com a reação observada após 

a estimulação elétrica ou após a microinjeção de bloqueadores de receptores 

GABAérgicos no teto mesencefálico (MOTTA & BRANDÃO, 1993). Este efeito 

excitatório, produzido pela morfina, não foi revertido pelo naloxone (JACQUET et ai.,

1987). Como a bicuculina mimetiza, e o GABA, por si só, bloqueia esta ação da 

morfina não reversível por naloxone, Jacquet e Squires (1988) sugerem que essa 

excitação da morfina é em parte devida ao bloqueio de receptor GABA-A. 

A atenuação de conseqüências aversivas da estimulação elétrica do colículo 

inferior, mediada pela morfina, pode ser parcialmente de natureza opióide, pois foi 

antagonizada por administrações prévias de naloxone no colículo inferior (CARDOSO 

et ai., 1992). Microinjeções de altas doses de morfina, contudo, mimetizam os efeitos da 
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estimulação elétrica do colículo inferior, e esse efeito pró-aversivo não foi bloqueado 

pela injeção prévia de naloxone, o que sugere o envolvimento de outros mediadores no 

controle de respostas de defesa elaboradas no colículo inferior (CARDOSO et ai.,

1992). Dessa maneira, a interação entre mecanismos GABAérgicos e opióides descrita 

entre as camadas profundas do colículo superior e a substância cinzenta periaquedutal 

podem também vir a ocorrer no colículo inferior, pois a bicuculina microinjetada nessa 

estrutura produz ativação comportamental com saltos, com características similares 

àquelas induzidas por microinjeções de morfina ou estimulação elétrica dessa estrutura 

(BRANDÃO et ai., 1988; CARDOSO et al.,1992). É possível que a ampla rede neural 

identificada no colículo inferior possa incluir conexões também ricas em peptídeos 

opióides, promovendo inibição pré-sináptica em conexões GABAérgicas provenientes 

da SNpr e que se destinam ao substrato neural da SCP, responsáveis pela geração e 

elaboração do medo e de respostas de pânico. Como os sítios que orgamzam o 

comportamento aversívo no colículo inferior também encontram-se sob controle 

inibitório de conexões GABAérgicas nigro-tectais, esse elo GABAérgico nigro

colicular mais caudal, modulado por intemeurônios peptidérgicos opióides, ou mesmo a 

ação direta de intemeurônios opióides sobre o substrato neural que elabora o medo no 

colículo inferior, podem vir a promover finas regulações da circuitaria colicular e 

periaquedutal durante a elaboração de respostas defensivas. 

Assim, é possível que a ativação concatenada de redes neurais estriatais e 

mesencef'alicas, possam prover projeções que, ativando ou inibindo microcircuitos 

intramesencefálicos, mediados pelo GABA e por peptídeos opióides, resultem na 

exacerbação ou bloqueio de enérgicas respostas de defesa que permitam que o animal 

elabore o comportamento mais adequado para o contexto experimental em que se 
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insere, ou para melhor adptar-se ou reagir ao tipo de conflito com o qual ele está sendo 

confrontado, durante os embates intra e interespecíficos que permeiam sua capacidade 

de sobrevivência e perpetuação da espécie. 

78 



10- CONCLUSÕES
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• A estimulação elétrica do núcleo central do colículo inferior evoca uma

clara ativação comportamental explosiva de fuga.

• O bloqueio de receptores GABA-A no núcleo central do colículo inferior

também é seguido de respostas defensivas, geradas provavelmente pelo

medo, o que sugere que o substrato neural do colículo inferior encontra

se sob bloqueio GABAérgico tônico.

• Técnicas neuroanatômicas clássicas de neurotraçamento de vias,

utilizando substâncias de captação e transporte retrógrado e anterógrado

apresentam evidências de uma nova via nigro-colicular, que conecta a

parte reticulada da substância negra, rica em GABA, ao núcleo central do

colículo inferior.

• A diminuição de atividade na vta nigro-colicular, seJa por lesões

eletrolíticas ou neuroquímicas na intimidade da substância negra, parte

reticulada, sensibiliza o teto mesencefálico à estimulação elétrica,

despertando respostas defensivas mais vigorosas, em detrimento da

ativação do substrato neural do colículo inferior que organiza o medo e o

comportamento de fuga.

• Neurônios conectando o núcleo central do coliculo inferior às colunas

dorso-mediais e laterais da substância cinzenta periaquedutal apresentam

fibras varicosas e não-varicosas grossas e finas e podem apresentar-se
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como um importante aporte neural que venha modular respostas 

comportamentais elaboradas na substância cinzenta periaquedutal, nível 

caudal. 

• Circuitos intramesencefálicos e nigro-coliculares apresentam-se como o

mais novo substrato neural descoberto que exerce um potencial efeito

modulatório sobre as respostas de medo e pânico organizadas no calículo

inferior.
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A estimulação elétrica e química de algumas estruturas mesencefálicas, 

tais como a substância cinzenta periaquedutal dorsal ( SCPd), as camadas 

profundas do colículo superior (CPCS) e o núcleo central do colículo inferior 

(NCCI) eliciam respostas defensivas, associadas ao medo, que muito se 

assemelham àquelas que caracterizam a síndrome do pânico em humanos. A 

substância negra, rica em neurônios GABAérgicos, recebe aferências também 

GABAérgicas provenientes do corpo estriado e se projeta para o mesencéfalo 

dorsal, mais cranialmente, modulando o substrato neural do medo no colículo 

superior e SCPd. 

O objetivo deste trabalho foi investigar se essas conexões GABAérgicas 

nigro-tectais também se estendem ao substrato aversivo do colículo inferior de 

ratos, determinando sua influência sobre a modulação de respostas aversivas 

eliciadas por estimulação elétrica do teto mesencefálico dorsal, situado 

caudalmente. Também foi estudada a neuroanatomia de conexões entre o núcleo 

central do colículo inferior e as colunas dorsais e ventrais posteriores da 

substância cinzenta periaquedutal. A via foi traçada com o neurotraçador 

tluorescente "fast blue", de captação e transporte retrógrado, microinjetado no 

núcleo central do colículo interior (NCCI) e com o biodextran, um 

neurotraçador, anterógrado, microinjetado na substância negra, parte reticulada 

(SNpr) ou no NCCI. Os efeitos da diminuição de atividade dessa via foram 

estudados, através de lesões eletrolíticas e neuroquímicas ( com ácido ibotênico) 

da substância negra, parte reticulada. 

O neurotraçamento retrógrado mostrou células neuroniais localizadas na 

substância negra, parte reticulada que se projetam ipsi e contralateralmente ao 
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núcleo central do colículo inferior. Essa conexão nigro-tectal foi confirmada 

pelo neurotraçamento anterógrado, que mostrou fibras axônicas no núcleo 

central do colículo inferior, após a microinjeção de biodextran na substância 

negra, parte reticulada. Tanto a lesão eletrolítica como a lesão neuroquímica da 

substância negra, parte reticulada, sensibilizaram o teto mesencetàlico à 

estimulação aversiva. O estudo das conexões intramesencefálicas, estudadas 

através da microinjeção iontoforética de biodextran no núcleo central do colículo 

inferior, permitiu a identificação de uma via rica em fibras varicosas conectando 

o NCCI, às colunas dorsomediais e laterais mais posteriores da substância

cinzenta periaquedutal (SCP). 

O bloqueio de receptores GABA-A no núcleo central do colículo inferior 

induziu vigorosas respostas defensivas, caracterizadas por congelamento, 

seguido de corridas, saltos e rotações, sugerindo o bloqueio GABAérgico tônico 

sobre neurônios localizados no substrato neural responsável pela elaboração do 

comportamento defensivo no núcleo central do colículo inferior. 
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12- ABSTRACT
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The electrical and chemical stimulation of some midbrain structures, such as 

the dorsal periaqueductal gray matter (DPAG), deep layers of the superior colliculus 

and central e pericentral nucleus of the interior colliculus, elicit defensive behavior, 

similar to these feel-like reactions described in panic disorder. The substantia nigra, a 

midbrain structure rich in GABAergic neurons, also receives GABAergics inputs from 

the striatum and sends inputs to the dorsal mesencephalon, more rostrally, modulating 

the neural substrate offear in the superior colliculus and DPAG. 

The aim of this work consist in studying if these GABAergic connections reach 

also modulatory targets in the aversive substrate of the interior colliculus, effecting 

aversive responses elicited by electrical stimulation of the caudal midbrain tectum. The 

neuroanatomy of the connections between the central nucleus of the interior colliculus 

and the dorsal columns of the periaqueductal gray matter was also investigated. The 

nigrotectal pathway was labeled with retrograde tluorescent neurotracer fast blue, 

microinjected in the central nucleus of the inferior colliculus and with the non

tluorescent neurotracer biodextran, iontophoretically microinjected in the substantia 

nigra, pars reticulata (SNpr). The etlects of the decrease of the activity of this pathway 

were studied, through electrolytic and neurochemical lesions (with ibotenic acid) of the 

substantia nigra, pars reticulata. 

The retrograde neurotracer showed neuronal cells located in the substantia 

mgra, pars reticulata, both ipsi- and contralaterally. This nigro-tectal pathway was 

corroborated by the anterograde neurotracer (BOA), that showed axonal fibers in the 

central nucleus of the inferior colliculus. Both the electrolitic and the neurochemical 

lesions of the SNpr decreased the aversive theresholds elicited by electrical stimulation 

of the interior colliculus. Intramesencephalic connections were studied by means of 
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iontophoretical microinjections of biodextran in the central nucleus of the inferior 

colliculus, allowing the identification of pathway with axons rich in varicosities 

connecting the central nucleus of the inferior colliculus to caudal dorsomedial and 

lateral columns of the periaqueductal gray matter, where fear-induced bahavior may be 

organized. 

The GABA-A receptors blokade in the central nucleus of the inferior 

colliculus was followed by vigorous defensive responses, characterized by freezing, 

following by running, jumping and rotations, suggesting a tonic inhibitory role of 

GABAergic pathways on the neural substrate responsible by elaboration of fear-like 

responses in the interior colliculus, central nucleus. 
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Efeito da Lesão Eletrolítica da SNpr sobre os Limiares Aversivos 

Eliciados por Estimulação Elétrica do Colículo Inferior 

CONGELAMENTO FUGA 

Antes Depois Antes Depois 

K3 60 50 70 60 
K4 110 60 130 70 
K5 100 20 110 80 
K6 90 90 180 110 
K14 90 30 120 50 
K12 100 80 170 140 
K13 120 60 140 100 

Média 95,71 55,71 131,43 87,14 
EPM 7,19 9,48 14,05 11,89 

�= 0:01 
�= 3 53

1 \T= 5,10
:p= 0,002 1 
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Efeito da Lesão Neuroquímica da SNpr sobre os Limiares Aversivos 

Eliciados por Estimulação Elétrica do Calículo Inferior 

CONGELAMENTO FUGA 

Antes Depois Antes Depois 

GARIII 150 130 170 150 
GBRI 130 100 150 130 
GB RIII 100 80 140 130 
GCRI 100 80 130 100 
GC RII 100 80 130 100 
GD RIII 80 50 130 100 
GHRIX 50 50 100 80 
GFRI 60 50 80 70 
GFRIII 100 80 130 100 
GFRVI 70 60 100 90 

Média 94 76 

1 
1261 

1051EPM 9,68 8,05 8,33 7,78 

1
T= -2,66 IT= -2 80
p= 0,0077 :e= o,Oos1 
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Efeito das Microinjeções de Salina e de Bicuculina no NCCI sobre a 

Incidência Média do Número de Cruzamentos 

SALINA BICUCULINA 

RI 224 RIIX 456 
RXII o RIV 448 
RXIII 144 RX 264 
RV 280 RIII 544 
RII 120 RVII 336 
RXX 136 RIX 864 

1
485,331Média 150,66 !Média

EPM 39,16 EPM 85,71 

1u= 1,0 

:p= 0,0065 1 
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Efeito das Microinjeções de Salina e de Bicuculina no NCCI sobre a 

Incidência Média do Número de Levantamentos 

SALINA BICUCULINA 

RI 14 RIIX o 
RXII o RIV 63 

RXIII 9 RX 33 

RV o RIII o 
RII o RVII 18 
RXX o RIX 10 

Média 3,831 IMédia 
1

20,661 EPM 2,51 EPM 9,86 

1u= 9 o
:p= o.'1240 1 
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Efeito das Microinjeções de Salina e de Bicuculina no NCCI sobre a 

Incidência Média do Número de Saltos 

SALINA BICUCULINA 

RI o RIIX 22 

RXII o RIV 16 

RXIII o RX 6 

RV o RIII 32 

RII o RVII 4 
RXX o RIX 8 

Média o \Média 
1

14,661
EPM o EPM 4,43 

U= 0,00 

p= 0,0021 
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Efeito das Microinjeções de Salina e de Bicuculina no NCCI sobre a 

Incidência Média do Número de Rotações 

SALINA BICUCULINA 

RI o RIIX 26 

RXII o RIV 10 
RXIII o RX 4 

RV 29 RIII 57 

RII 2 RVII 23 
RXX 13 RIX 4 

Média 7,33 
1�:�

a 

1 
20,661 EPM 4,8 8,21 

1u= a.o
:p= 0,1062 1 
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Abstract 

The effects of central administration of opioid antagonists on the aversive responses elicited by electrical (at the freezing and 
escape thresholds) or chemical stimulation (crossings, rearings, tumings and jumps, induced by microinjections of bicuculline) of 
the midbrain tectum were determined. Central microinjections of naloxone and naltrexone in the mesencephalic tectum caused a 
significant increase in the freezing and escape thresholds elicited by electrical midbrain tectum stimulation. Furthermore, both opioid 
antagonists caused a significant decrease in the mean incidence of aversive beha�ioral responses induced by rnicroinjections of 
bicuculline in the deep layers of the superior colliculus (DLSC) and in dorsal aspects of the periaqueductal gray matter (DPAG), 
as compared with controls. These findings suggest an opioid modulation of the GABAergic inhibitory inputs controlling the aversive 
behavior elicited by midbrain tectum stimulation. ln fact, immunohistochemical evidence suggests that the dorsal mesencephalon 
is rich in �-endorphin-containing neurons and fibers with varicosities. Iontophoretical microinjections of the neurotracer biodextran 
in the substantia nigra, pars reticulata (SNpr), show nigro-tectal pathways connecting SNpr with the sarne neural substrate of the 
DP AG rich in neuronal cells immunoreactive for opioid peptides. Labeled neurons of the DLSC and periaqueductal gray matter 
send inputs with varsicosities to ipsi- and contralateral DPAG and ipsilateral SNpr. These findings, in addition to the psychopharmac
ological evidence for the interaction between opioid and GABAergic mechanisms, offer a neuroanatornical basis of a possible 
presynaptic opioid inhibition of GABAergic nigro-tectal neurons modulating the fear in aversive structures of the cranial mesen
cephalon, in a short link, and maybe through a major neural circuit, also in GABA-containing perikarya of nigro-tectal neurons. 
© 2002 Elsevier Science Ltd. Ali rights reserved. 

Keywords: Superior colliculus; Periaqueductal gray matter; Fear: Defensive reactions; Nigro-tectal pathways: GABA: 13-endorphin: GABAA receptor 

1. Introduction

Gradual increase in the intensity of electrical stimu
lation of the dorsal periaqueductal gray matter (DPAG), 
deep layers of the superior colliculus (DLSC), and 
inferior colliculus elicits, in a progressive manner, 

* Cmresponding author. Te!.: +55-16-633-3035; fax: +55-16-633-
1786. 

E-mail address: nccoimbr@fnup.usp.br (N.C. Coimbra).

defensive behavior characterized by autonomic reac
tions, alertness, freezing and escape (Brandão et ai. 
1988, 1990; Coimbra et al. 1989, 2000; Cardoso et al. 
1992, 1994; Coimbra and Brandão 1993, 1997; Melo and 
Brandão, 1995). It has been established that the brain 
aversive system (Graeff, 1990), comprising the medial 
hypothalamus, amygdala, and mesencephalic structures, 
such as DPAG, DLSC and inferior colliculus, constitutes 
the main neural substrates for the integration of aversive 
states in the central nervous system (Olds and Olds, 
1963; Adams, 1979). Severa! lines of evidence clearly 

0028-3908/02/$ - see front matter © 2002 Elsevier Science Ltd. All rights reserved. 
PII: S0028-3908(01 )00155-1 
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implicate GABAergic, serotoninergic and opioid
mcdiated mcchanisms in lhe contrai of the neural sub
strates commanding defensive behavior in this aversive 
system (Brandão et ai., 1982; Bandler et ai., 1985; 
Schmitt et al., 1986; Graeff, 1990; Cardoso et ai., 1992; 
Coimbra et ai., 1992; Coimbra and Brandão 1993, 1997). 
Opioid-mcdiatcd mechanisms have been a focus of 
attention in the search for the neural basis of aversion 
in the midbrain tectum. The effects of opioid agonists 
depend on the type of receptors with which they internet. 
lt has been shown that µ-agonists function as positive 
reinforcers and K-agonists cause aversive states (Mucha 
and Herz, 1985; Bechara and Vanderkooy, 1987; Bals
Kubik et ai., 1989). Morphine has more affinity for µ
than for K-receplors (Martin, 1983). The OPAG has sig
nificant leveis of both µ- and K-receptors (Mansour et 
ai., 1988), and it has been reported lhal microinjections 
of low doses of morphine inlo lhe dorsal aspects of the 
pcriaqueductal gray matter (PAG) of.rats attenuale in a 
dose dependent manner thc aversive consequenccs of 
this eleclric stimulalion (Jenck ct ai. 1983, 1986; Bran
dão et ai. 1985, 1990). High doses of morphine, how
ever, when locally injected into this structure cause a 
behavioral activation together with jumps which shows 
a great similarity to the reaction observed following elec
trical stimulation of midbrain tectum or after microinjec
tions of GABA blockers into OPAG (Motta and Bran
dão, 1993). Opioid mechanisms may be involved in the 
contrai of these defensive reactions since morphine 
microinjections into OPAG produce either antiaversive 
(10 nmol) or aversive effects (30 nmol), which, respect
ively, reduced and increased entry and time spenl in the 
open arms and other behaviors associated with risk 
assessment (Anseloni et ai., 1999). Interestingly, 
microinjections of opioid antagonists, such as naloxone, 
in ventral aspects of the PAG attenuate the fear elicited 
by peripheral noxious stimuli (Fanselow and Bolles, 
l 979a,b) and it has been suggested that opioid mech
anisms may be involved in the control of the defensive
reactions since peripheral administrations of opioid
antagonists cause an increase of aversive thresholds elic
ited by electrical stimulation of the DPAG and DLSC
(Coimbra et ai., 1996).

Although midbrain tectum structures, such as DPAG, 
DLSC and inferior colliculus are involved with fear
related behavioral patterns, it is not clear if these neural 
substrates responsible for motivational aspects of the 
fear in the brainstem are also implicated in the defensive 
patterns that follow painful sensations. The involvement 
of endogenous opioids in aversive reactions induced by 
stimulation of the midbrain tectum is also unclear. The 
present work examines the effects of central adminis
tration of naloxone or naltrexone on aversive responses 
elicited by electrical and chemical stimulation (with cen
tral microinjections of GABAA blocker bicuculline) of 
dorsal sites of the PAG and DLSC. The neural pathways 

anc.l ncurons of lhe mic.lbrain rich in GABA and endogen
ous opioi<ls werc also stu<lic<l in thc prescnt work. 

2. Material and methods

2.1. A11i111als 

Male Wistar rats weighing 250-300 g from the animal 
facility of the Faculty of Medicine of Ribeirão Preto of 
the University of São Paulo were used. These animais 
were housed in individual plcxiglass cages and given 
free access to food and waler throughout the experiment. 
They were kept in the experimental roam for 48 h prior 
to the experiment on a 12 h light/12 h dark cycle (lights 
on al 7:00 a.m.) at 23-25ºC. Ali lhe cxpcriments were 
pcrformcd in accordance with the rccommendation of 
SBNcC (Brazilian Society for Ncuroscience and 
Bchavior), which is basc<l on the US National lnstitule of 
Health Guidc for Cure and Use of Laboratory Animais. 

2.2. Neuroanatomical proced11res 

2.2. I. Neurotracing of nigro-tectal pathways and of 
intrinsic circuitry of the mesencephalic tectum 

ln twelve animais, previously anesthetized with 
sodium pentobarbital (45 mg/kg, IP), biotinylated dex
tran amine (BOA: molecular weight, 3000; Molecular 
Probes) (Veenman et ai., 1992) was microinjected into 
the tectum or into the tegmentum of the mesencephalon, 
through a micropipette implanted in lhe midbrain, aimed 
at the OLSC or substantia nigra, pars reticulata (SNpr). 
The upper incisor bar was set at 3.3 mm below the 
interaural tine such that the skull was horizontal between 
bregma and lambda. The micropipette was introduced 
vertically using the following coordinates with the 
bregma serving as the reference for each plane: antero
posterior, -5.8 mm; mediolateral, 0.7 and 2.0 mm; dor
soventral, 4.6 and 8.0 mm, respectively, for OLSC and 
SNpr. Micropipettes were made with a tip diameter of 
40-50 µm filled with 10% BOA dissolved in 0.01 M
phosphate buffer, pH 7.4. BOA was deposited by ion
tophoresis: electrode tip positive, OC current pulses
5 µA, 7 s on, 7 s off, over a period of 15 min. After the
injection was completed, a protective layer of sterile
gelatine foam was laid in the bone cavity above the mes
encephalon and the bone was closed with cyanoacrylate
glue thickened with dental cement powder. Three to four
days after surgery the animal was deeply anesthetized
with sodium pentobarbital (45 mg/kg, IP) and perfused
transcardially at a rate of 3.5 ml/min with a 20 ml saline
followed by 100-200 mi of 2% paraformaldehyde and
2% glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4.
After fixation, the brains were sectioned and the mesen
cephalon was disconnected from the diencephalon and
pons. The midbrains were rinsed in 1 O and 20% sucrose
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dissolveu in 0.1 M phosphate buffcr, pH 7.4, at 4ºC for 
at least 12 h, in each solution. Tissue fragments wcre 
immersed in 2-methylbutane (Sigma), frozen on dry ice 
(30 s), cmbcddcd in Tissue Tek O.C.T. and cut with a 
cryoslal (HM 505 E, Microm). Endogenous peroxidase 
activity was blocked by prcim:uhation in 50, 70 and 50% 
cthanol solutions for 15. 20 and 15 min, respectively 
(Metz ct ai., 1989). BOA labcling was visualizc<l using 
the avi<lin-biotin method (ABC standard Elite kit; Vector 
Laboratories) with a nickel-enhanced DAB reactions. Ali 
steps of the development proccss have bccn described by 
Veenman et ai. ( 1992). The sections were then washed 
thoroughly with 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4, 
mounted on glass slides. counterstaincd with hematoxy
lin-eosin and coverslippcd with Canada balsam. 

2.3. /111111wwlzistochemical procedures 

2.3. /. Tissue preparation 

The animais were anesthetized with sodium pentobar
bital (45 mg/kg. IP) and pcrfused through lhe left vcn
tricle. The blood was washed out with cold, oxygen 
enriched, Ca2+-free Tyrods's buffer (40 mi at 4ºC) fol
lowed by 200 mi 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 midbrains were quickly 
removed and immersed for 4 h in fresh fixative at 4ºC. 
After fixation, the brains were sectioned, disconnecting 
the mesencephalon from the diencephalon and pons. The 
midbrains were rinsed in 10 and 20% sucrose dissolved 
in 0.1 M sodium phosphate buffer (pH 7.4), at 4ºC for 
at least 12 h, in each solution. Tissue pieces were 
immersed in 2-methylbutane (Sigma), frozen on dry ice, 
embedded in Tissue Tek O.C.T. and cut with a cryostat, 
at -25ºC. 

Subsequently the sections were mounted on glass 
slides coated with chrome alum gelatin to prevent 
detachment of the sections during the incubation pro
cedure. The sections were immediately processed for 
immunohistochemistry. 

2.3.2. lmmunohistochemical staining 
The mesencephalic sections were removed from the 

cryostat and maintained at room temperature for 2 h, and 
then rinsed in phosphate buffer (0.1 M; pH 7.3) for an 
additional 30 min. The antiserum was developed in rab
bit using �-endorphin bound to keyhole limpet hemocy
anin (KLH) with carbodiimide as immunogen. The mor
phological aspects laken into consideration in order to 
describe and characterize the perikarya of the opioid 
neurons were the size and shape of the perikarya, the 
characteristics of their processes, the topographical dis
tribution patterns of cells and the accuracy of the immu
nohistochemical staining. The following schedule sum
marizes the immunohistochemical procedure: ( 1) 
preincubate with normal goat serum, diluted 1 :50 for 2 h; 

(2) rinsc with PBS containing OJ<¼, tríton X-100 for
30 min; (3) incubation with �-cndorphin (BioGcncx,
ready to use) antibody (step omitted in control
situations); (4) rinse with buffercd 0.05% saline, for
30 min; (5) incubation with goat antirabbit lgG (ready
to-usc link), biotinylalcd, for 3 h, in humid chamber; (6)
rinse as in the fourth step; (7) incubation with horserad
ish peroxidasc-conjugalcd slreptavidin (rcady-to-use
HRP label), for 2 h, at 4ºC, in humid chamber; (8) rinse
as in fourth step; (9) apply 3,3'-diaminobenzidine
(DAB); (10) counterstaining with alcoholic Harris' hem
atoxylin ( 10% ); ( 11) rinse with distilled water for
30 min; ( 12) dehydrate with alcohol. cleared with xylene
and mount the sections with synthctic Canada halsam.

2.4. PsychopharmacoloRical pro<·ecl11res 

2.4./. Surgery 
The animais were anesthetized with sodium pentobar

bital (45 mg/kg, IP) and fixed in a slereotaxic frame 
(David Kopf, USA). A chemitrode made of a stainless 
steel guide-cannula (o.d. 0.6 mm, i.d. 0.4 mm) glued to 
a brain electrode was implanted in lhe midbrain, aimed 
at the DPAG or the DLSC. The electrode was made of 
stainless steel wire, insulated excepl at the cross-section 
of the tip reaching I mm below the lower end of the 
cannula. The upper incisor bar was set at 3.3 mm below 
the interaural line such that the skull was horizontal 
between bregma and lambda. The chemitrode was intro
duced vertically using the following coordinates with the 
bregma serving as the reference for each plane: antero
posterior, -5.8 mm; mediolateral, 0.4 mm to DPAG, 
and 1.2 mm to DLSC; and dorsoventral, 5.0 mm to 
DPAG and 4.6 mm to DLSC. The chcmitrode was fixed 
to the skull by means of acrylic resin and two stainless 
steel screws. The electrode wire was connected to a male 
pin, parallel to the outer end of the cannula. Together, 
they could be plugged into an amphenol socket at the 
end of a flexible electrical cable and used for brain 
stimulation. At the end of the surgery each guide-can
nula was sealed with a stainless steel wire to protect it 
from obstruction. 

2.5. Procedure 

One week after surgery, the animais were placed in 
an arena (circular enclosure, 60 cm in diameter and 
50 cm high) with the floor divided into 12 sections. This 
arena was situated in an experimental compartment 
illuminated with a 40 W fluorescenl lamp (350 lx at the 
arena floor levei). The rats were allowcd a I O min period 
of habituation in the enclosure at lhe beginning of each 
session. Afterwards, the brain was electrically stimulated 
by means of a sine wave stimulator. The stimulation cur
rent was monitored by measuring the voltage drop across 
a I K resistor with an oscilloscope (Minipa, MO-! 250S). 
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Brain stimuli (60 Hz) were presented at 1 min intervals 
with the current intensity increasing by steps of 1.4 µA 
(rms) for measurements of the aversive thresholds. 
Freezing threshold was operationally defined as the low
est intensity producing immobility in two consecutive 
ascending series of electrical stimulation accompanied 
hy at least two of the following autonomic reactions: 
urination, defecation, piloerection or exophthalmus. The 
current intensity producing running (gallop) or jumping 
in two successive triais was considered to be the escape 
threshold. Animais with an escape threshold above 
200 µA (rms) were discarded from the experiment. 

lmmcdiately aftcr the rccording of haseline values the 
animais wcre gcntly wrappcd in a cloth, hand-hcld and 
reccived 5 µg/0.2 µI of naloxone, naltrexone or saline 
(NaCI, 0.9%; 0.2 µ!), microinjccted inlo DLSC or in the 
DPAG. As the cross-section of the tip of the needle 
reaches I mm below the lower end of lhe guíde-cannula, 
lhe central administration of drugs was made in the same 
site in which electrical stimuli were applied. The effects 
of drug administrations were then evaluated on the 
aversive thresholds induced by electrical stimulation of 
the mesenccphalic tectum. The effects of these opioid 
antagonists on the mean incidence of aversive behavioral 
responses induced by microinjections of bicuculline in 
the midbrain tectum were also investigated in inde
pendent groups of animais. For this, the GABA-A recep
tor blocker was administered I O min after microinjection 
of the opioid antagonists, in the DLSC or in the DPAG. 
Both microinjections of saline or opioid and GABAergic 
antagonists were made in the same site of the midbrain 
tectum. The behavioral aversive responses (crossings, 
rearings, turnings and jumps) were recorded for 30 min. 
Each animal received a maximum of two treatments (an 
opioid antagonist or its vehicle plus bicucullíne, or only 
bicuculline dissolved in saline). 

2.6. Histology 

Upon completion of the experiments, the animais were 
anesthetized with sodium pentobarbital (thiopenthal, 
45 mg/kg bodyweight, IP) and perfused through the left 
ventricle. The blood was washed out with Tyrod's buffer 
(40 mi at 4ºC) followed by 200 mi 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 brains 
were quickly removed and soaked for 4 h in fresh fixa
tive at 4ºC. After fixation, the brains were sectioned, 
disconnecting the mesencephalon from the diencephalon 
and pons. The midbrains were rinsed in 10 and 20% 
sucrose dissolved in 0.1 M sodium phosphate buffer (pH 
7.3) at 4°C for at least 12 h, in each solution. Tissue 
pieces were immersed in 2-methylbutane (Sigma), 
frozen on dry ice (30 min), embedded in Tissue Tek and 
cut on a cryostat (HM 505 E, Microm, Zeiss). Sub
sequently the slices were mounted on glass slides coated 

with chrome alum gelatine to prevent dctachment and 
stained with methylene blue in order lo localize the pos
itions of the electrode tips according to lhe Paxinos and 
Watson atlas (Paxinos and Watson, 1997). Data from 
rats with electrode tips located outside the DLSC and 
DPAG were not included in lhe slatistical analysis. 

2. 7. Statistical analysis

Detenninations of statistical significances were made 
using a 11011-parametric test (Mann-Whitney U-test) as 
the data were not nonnally distributed. 

2.8. Dmgs 

ln lhe psychopharmacological study, naloxonc 
(Sigma), naltrexone (Sigma) and hicuculline methiodide 
(Sigma) were each dissolved in physiological saline 
(0.9%) shortly before use. Physiological saline also 
served as vehicle conlrol. The doses used were: 5.0 µg 
of naloxone and naltrexone; 40 ng or bicucullinc. ln lhe 
neuroanatomical and immunohistochcmical procedures 
BDA (Molecular Prohes), P-endorphin antibody 
(BioGenex), streptavidin BioGcnex kit and 3,3' -diami
nobenzidine (Sigma) were used. 

3. Results

Eighty four sites in the brainstem were studied in this 
work. The electrode tips were situated mostly in the 
DLSC and dorsal periaqueductal gray as illustrated in 
Fig. l .  The present results show that gradual increases 
in the intensity of electrical stimulation of the dorsal 
aspects of the PAG and DLSC of rats induce, in a pro
gressive manner, characteristic aversive responses such 
as alertness, freezing and escape. Initially, in successive 
ascendant series of electrical stimulation, the animais 
interrupt their ongoing behavior, manifesting arousal. 
Next, the rodents present immobility accompanied by 
neurovegetative reactions. Thereafter, they engage in 
vigorous escape attempts or jump attacks. Microinjec
tions of the GABA-A receptor blocker bicuculline into 
the midbrain tectum elicited freezing followed by an 
explosive reaction of escape, with rapid running, jumps 
and turns, which lasted approximately 20 min. 

Central microinjections of the opioid antagonists 
caused a significant increase in the aversive thresholds. 
Naloxone caused an increase of the freezing (Mann
Whitney U-test: U=0.O, p<0.000 l )  and escape (Mann
Whitney U-test: U=0.0, p<0.0001) thresholds (Fig. 
2(A)). Similar findings were observed following the 
microinjections of naltrexone. This agent caused a sig
nificant increase in the freezing (Mann-Whitney U-test: 
U=5.5, p<0.0l) and escape (Mann-Whitney U-test: 
U=5.0, p<0.01) thresholds (data i\lustrated in Fig. 2(B)). 
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Fig. 1. Location of sites of electrical stimulation of lhe midbrain tectum (closed circles) and sites (open circles) in which iontophoretical microinjec
tions of biotinylated dextran amine were made, depicted in diagrams from the Paxinos and Watson atlas. ln the mesencephalic tectum, the number 
of points is apparently less than the total number of rats used (84) because several points coincide . 
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Fig. 2. Effect of central administration of saline (NaCI; 0.9%), naloxone (A) or naltrexone (B), ai a dose of 5 µg/0.2 µ1, on aversive thresholds 
elicited by electrical midbrain tectum stimulation. Increases in mean freezing and escape thresholds are reported as individual differences (L',,) 

between the values measured just before and 10 min after drug administration. Columns represent the means and bars the SEM. N=l6, for saline 
and naloxone and N=8, for naltrexone; **p<0.Ol; ***p<0.001 as compared to the control, Mann-Whitney V-test. 

Pretreatment with central microinjections of naloxone 
or naltrexone, 10 min before chemical stimulation of the 
midbrain tectum with bicuculline, caused a significant 
decrease in the fear-related responses elicited by this 
GABA antagonist. Naloxone reduced the number of 
crossings (Mann-Whitney: U=7.5; p=0.01), jumps 
(Mann-Whitney: U=4, p=0.00 l ), turns (Mann-Whitney: 
U=S.5; p=0.01) and rearings (Mann-Whitney: U=lO; 
p<0.05). Similar results were obtained with naltrexone. 
Pretreatment with naltrexone of the DPAG and DLSC 

also induced a decrease in the number of crossings 
(Mann-Whitney: U=l; p=0.001), jumps (Mann-Whit
ney: U=4; p=0.001) and turns (Mann-Whitney: U=8; 
p=0.01). Pretreatment with local microinjections of 
saline before GABA-A blockade in the dorsal mesen
cephalon with bicuculline did not cause significant dif
ferences when compared to controls (p>0.05 in ali 
cases). These data are illustrated in Fig. 3. 

The iontophoretical microinjections of BOA in the 
SNpr, showed positive axons in the DLSC/DPAG, sug-



G.C.D. Eichenberger er ai./ Neumpharmacoloxy 42 (2002) 48-59 53 

400 iOO 

f/1 � 
80 

OI 300 
e 

OI 

·.;; 
e 

f/1 
·;: 

e
o

60 CI) 

(..) a: 

... 200 ... 

o o 

... ... 
Q) Q) 40 "" .Q 

E E 
::, 

100 
::, 

z z 

20 

100 100 

80 "' 80 

... 
o. ::, 

E ,-. 

::, 60 
... 

60 .., o 

-
... 

o CI) 
.o ... 
E Q) 40 40 .Q :, 

E z 

:, 

z 

20 20 
* * * * 
* * * * 
* * 

D Bicuculline lllll Sol,ne +81cuculline ■ Noloxone+Bicuculline 

eg Noltrexone+Bicuculline 

Fig. 3. Mean incidence of avcrsive bchavioral responses induced by 
microinjcctions of bicuculine in the midbrnin tectum (MT) before and 
afler the unilateral infusion of saline (NaCI: 0.9%), naloxone 
(5 µg/0.2 µI) or naltrexonc (5 µ.g/0.2 tt.1) and bicuculline (40 ng/0.2 µ]) 
in the mesencephalic tectum. The columns represem the means anel 
the bars lhe SEM. The open columns represent lhe behavior recordeei 
after the local (MT) injeclions of bicuculline (40 ng/0.2 µI) dissolved 
in saline. The hatched columns indicatc the bchavioral rcsponscs aftcr 
local microinjcctions of the salinc (0.2 µI), naloxone or naltrexone plus 
bicuculline. N=8, *p<0.05; *"p:o,;0.01. ***p:o,;0.001. a� compareci with 
the control, Mann-Whitney U-test. 

gcsting a connective pathway b tween SNpr and neurons 
of the dorsal mesencephalon involved with the gener
ation and elaboration of fear and defensive behavior 
{Fig. 4(A)). ln addition. the neurotracing showed posi
tive neurons in DLSC and DPAG with varicosities that 
send inputs back to the SNpr (Figs. 4 and 5). Microinjec
tions of this anterograde and retrograde ncurotraccr in 
thc DLSC showed neurons, axonal conncctions with var
icosities and synapses with neuronal cells located in dor
sal midbrain tcctum both ipsi- and contralaterally to the 
sites in which biodextran was microinjected (Fig. 6). 
Cells with similar characteristics were found in the SNpr 
( data not shown ). 

The immunohistochemical staining of the aversi ve 

Fig. 4. Phot.omicrographs of lransversal sections of the dorsal mesen
cephalon of the R. 11orvegicus at the levei of the �uperior colliculus 
(SC), showing reciprocai neural pathways connecting substantia nígra. 
pars reticulata (SNpr) and the aversivc neural substrate of the dorsal 
mesencephalon, in cranial aspects. These pathways were traced with 
the anterograde-retrograde neurotracer biotinylated dextran amine 
(10%) iontophoretically microinjected inlo SNpr. Arrows point out 
neurons located in the intermediated (A) and dcep laycrs ((B) and (D)) 
of the superior colliculus (DLSC) and in thc dorsolateral column (C} 
of tbe periaqueductal gray matter (DPAG). Arrowheads point to the 
nigro-tectal pathway (A) and axon� rich in varicosities of neurons situ
ated in DPAG and DLSC ((B)-(D)). Note that some of these neurons 
send inputs to dorsal aspects of the PAG anel DLSC ((B) and (C)) :md 
send projections back to lhe SNpr (D). Bars=l88.2 µm in (A); 47.1 µm 
in (B). (C) and (Dl. PAG-Petiaqueductal gray matter; SC-Supcrior col
liculus. 

structures of the dorsal mesencephalon showed �-endor
phin-containing neurons located in the DLSC and 
DPAG. The axons of these neurons are rich in varicos
ities and there are more similar projections labeled in 
caudal PAG than in the DLSC (Figs. 7 and 8). 

4. Discussion

The elcctrícal stimulation of the mesencephalic tectum 
has becn descrihed as aversíve in animais ( Dean et ai.. 



54 G.C.D. Eichenberger et ai./ Neuropharmacolor::y 42 (2002) 4, ,IJ

Fig. 5. Photomicrograph� of cross-scclions of the midbrain tectum of 
R. Non·egicus Arrows point to ncurons with varicosities located in
the deep layer� of thc superior colliculus (A) and in the dorsolatcral
column of the periaqueductal gray matter (B). Arrowheads point to
neuronal connection� wilh varicositics (magnified in (C)). Bars=24 µm
in (A) and (BJ; 9.6 µ111 in (C).

Fig. 6. Photomicrographs of cross-�ections of the midbrain tectum of 
R. norvegicus. Closed arrows point to neurons wíth varicosities located
in the deep layers of thc superior colliculus (SC) and in thc dorsal
columns of the periaqueductal gray matter (PAG), identified after
microinjections of biotinylated biodextran in the midbrain tecrnm.
Neurons magnified in (B) send axons to the sarne and opposite side
of the midbrain tectum in which microinjections of thc neurotracer
were made. Arrowheads point to neuronal connections with varicos
ities to the dorsomedial (A) and dorsolateral (B) PAG on the opposite
side of the microinjections of thc biodextran. Open arrows point to
thin axons and terminal buttons located in the deep laycrs of the
superior colliculus (B) and in dorsal columns of the PAG ((C) and
(D)). Bars=95.92 µm in (A); 24 µm in (BJ, (C) and <D).

1988; Leão-Borges et al., 1988; Coimbra 1991, 1995; 
Cardoso et ai. 1992, 1994; Brandão et ai., 1994; Melo 
and Brandão, 1995) and in man ( ashold et ai., 1969). 
Freezing and flight behavior are widely described in the 
literature as fear-related rcsponses (Coimbra et al. 1989, 
1992; Coimbra and Brandão 1993, 1997 ). The present 
results show that electrical and chemical stimulation of 
the midbrain tectum induced alertness, fü:ezing and vig
orous escape behavior. Similar aversive responses, along 
with autonomic reactions resemb]ing a defense behavior, 
have also been observed following blockade of GABA-

A receptors in the aversive -.tructures of the mesen-
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Fig. 7. Photomicrographs of cross-sections of the midbrain tectum of 
R. ,wrvegicus. Arrows point to immunolabeled neuronal fibers positive
to �-endorphin, situated in dorsomedial (A), dorsolateral (B). ventral
(C) and ventrolateral (D) columns of the periaqueductal gray matter.
Arrowheads point to immunolabeled fibers, rich in varicosities. of �
endorphin containing neurons. Bars=24 µm.

cephalic tectum (Coimbra et al. 1989, 1992; Coimbra 
1991, 1995; Coimbra and Brandão, 1993). 

ln the present study we examined the role played by 
opioid mechanisms in the neural substrates mediating 
aversive states in the dorsal mesencephalon. The results 
obtained clearly show that narcotic antagonists attenuate 
the behavioral responses elicited by electrical stimu
lation of aversive sites located in the dorsal PAG and 
DLSC. Toe significant increase of the freezing and 
escape thresholds that follow midbrain tectum stimu
lation suggests that endogenous opioids such as enke
phalins and endorphins can exert a modulatory effect on 
neural substrates of fear at the mesencephalic levei. 

Other studies reported recently demonstrated that 
similar results can be obtained with peripheral adminis
tration of opioid antagonists on aversive thresholds elic
ited by stimulation of the dorsal mesencephalon, in cran
ial aspects (DPAG and DLSC) (Coimbra et al., 1996), 
and in more caudal levei (inferior colliculus), in which 
local microinjections of opioid antagonists also caused 
antiaversive effects (Coimbra et al., 2000). ln addition, 
in the dorsal midbrain, microinjections of naltrexone in 
the central nucleus of the inferior colliculus caused a 

I 
A 

/ 

I 

f 

Fig. 8. Photomicrographs of cross-sections of the midbrain tectum of 
R. 11on•egicus. Arrows point to immunolabeled neurons positive to �
endorphin. situated in the deep layers of the superior colliculus (A)
and in the dorsal columns of the periaqueductal gray matter (B). 

Arrowheads point to immunolabeled fibers to P-endorphin. Axon with
varicosities in ventral periaqueductal gray matter. of P-endorphin con
taining neurons wa� magnified in (C). Bars=9.ó µm.
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greater antiaversive effect as compared with local 
administration of naloxone in the superior colliculus and 
DPAG as compared to central effect of naltrexone, 
although naltrexone had a greater effect on bicuculline 
microinjections. It is possible that the local microinjec
tíons of these pharmacological antagonists in diff erent 
sites of cranial aspects of the dorsal mesencephalon in 
the continuum DLSC/DPAG controlling fear and 
defense may explain the differences between the iriten
sity of the effect of these drugs. ln fact, the functional 
neuroanatomy and the target of neurotransmitters 
involved in the elaboration of fear in the dorsal midbrain 
and adjacent nuclei are not precisely uniform (Cardoso 
et ai., 1992; Motta and Brandão, 1993; Terra and Garcia
Cairasco, 1994; Maisonnette et ai., 1996; Coimbra et ai., 
2000; Brandão et ai., 2001 ). Even considering the PAG, 
for example, there was in its dorsal and ventrolateral 
aspects the involvement of a complex interaction of 
cholinergic, opioid and GABAergic mechanisms in 
descending pain modulation, as well as in the modu
lation of tonic immobility, an inborn defensive behavior 
characterized by a temporary state of reversible motor 
inhibition as a last resource of defense used by prey to 
reduce the probability of continued attack on the part of 
the predator (Monassi et ai. 1997, 1999). ln addition, the 
neural circuit of the corpora quadrigemina controlling 
fear is not similar (Kilpatrick et ai., 1982; DiScala et ai., 
1983a,b; Coimbra and Brandão, 1993; Brandão et al., 
2001). We observed that while the explosive escape 
behavior elicited by electrical stimulation of the DLSC 
stops as soon as the mesencephalic tectum stimulation 
was switched off (Coimbra and Brandão, 1993; Coimbra 
et ai., 1996), in the caudal mesencephalon this behavior 
is more vigorous and enhanced in its intensity for a few 
seconds during and immediately after the electrical 
stimulation of the inferior colliculus, a structure in which 
endogenous opioids, GABA and excitatory amino acids 
are also involved in the modulation of the fear (Coimbra 
et al., 2000; Brandão et al., 2001). These findings sug
gest the presence of a neural link in the inferior collicu
lus in which action potentials may reverberate, increas
ing the intensity and duration of the aversive response. 
This circuit may facilitate the elaboration not only of 
fear but also of audiogenic seizures, epilepsy and post
ictal analgesia in the inferior colliculus (Cardoso et al., 
1994; Terra and Garcia-Cairasco, 1994; Coimbra et ai. 
2000, 2001; Moraes et al., 2000). 

The present findings are in agreement with previous 
reports that demonstrated opioid involvement in the 
freezing threshold elicited by peripheral nociceptive 
stimulation. The freezing behavior that follows painful 
electric shock was found to increase when the animal 
was pretreated with the opiate antagonist naloxone 
(Fanselow and Bolles; l 979a,b ). ln addition, the freezing 
behavior that occurs following footshock was found to 
increase in rats in which naloxone was injected into the 

ventrolateral regions of the PAG (Hammer and Kapp, 
1986). ln the present work, both central administration 
of naloxone and naltrexone increased the freezing and 
escape thresholds induced by central midbrain stimu
lation, at the levei of the DPAG and DLSC. This fact 
suggests an opioid control of fear in the mesencephalic 
t ctum. A recent report showed evidence that central 
microinjections of morphine in the inferior colliculus, 
caused opposite effect on neural substrates of aversion, 
depending on the dose. Low doses of morphine which 
activate µ-receptors produce antiaversive effects, and 
pro-aversive effects result from the activation of K
receptors by higher doses of morphine (Cardoso et al., 
1992). On the other hand, microinjections of naloxonaz
ine, a µ 1 -opioid antagonist, into the inferior colliculus 
also cause antiaversive effect (Coimbra et ai., 2000). 
However, as the present results were obtained with non
specific pharmacological antagonists (naloxone and 
naltrexone) microinjected in more cranial aversive sub
strates of the dorsal midbrain, other opioid receptors may 
be involved in the modulation of fear through opioid 
antagonism on neurons of the cranial mesencephalic tec
tum responsible for the elaboration of defensive behavi
or. 

While those previous studies examined the opioid 
effect on aversive reactions elicited at the levei of 
inferior colliculus, the present results show the effect of 
the blockade of opioid receptor on aversive reactions 
elicited by electrical stimulation of the DLSC and dorso
lateral PAG. The defensive behavior recorded at two dif
ferent intensities (at freezing and escape threshold) and 
obtained after fear elicitation by electrical stimulation of 
the DPAG and of the DLSC can be under endogenous 
opioid contrai. To explain the antiaversive effect of the 
opioid blockade in the mesencephalic tectum seen in the 
present results and in other findings reported previously 
(Coimbra et al. 1996, 2000), we might consider a poss
ible interactíon between opioid and GABAergíc mech
anisms in the dorsal mesencephalon. Psychopharmacol
ogical evidence of opioíd inhibitory inputs on 
GABAergic neurotransmission in the mesencephalic tec
tum was presently demonstrated and corroborated by the 
finding of opioid-positive neurons in the same substrates 
in which GAB�ergic neurons of the substantia nigra 
send inhibítory connections. ln support of this hypoth
esis, electrical stimulation of the PAG of the midbrain 
increased the immunoreactivity to �-endorphin and met
enkephalin in the ventriculo-cisternal perfusate (Bach 
and Yaksh, 1995). ln the present work we found not only 
�-endorphin positive neurons in the aversive structures 
of the dorsal mesencephalon, in its cranial aspects, but 
also �-endorphin-containing fibers spreading widely in 
the DLSC and mainly in DPAG. ln fact, there is evi
dence that, in the brain, many �-endorphin-contaíning 
tracts project to the DPAG (Finley et ai., 1981; lbata et 
al., 1985; Sim and Joseph, 1991 ). These neurotransmit-
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ters may exert an inhibitory action on GABAergic inputs 
to the mesencephalic tectum, modulating the defensive 
behavior elicited from midbrain structures whose stimu
lation causes aversive responses. Psychopharmacological 
and neurophysiological evidences of GABAergic inhibi

·tory pathways in these mesencephalic structures were
recently reported in the literature (Coimbra et ai. 1989,
1998; Coimbra and Brandão, 1993; Maisonnette et al.,
1996), and corroborate the neuroanatomical findings of
this pathway in the present study. However, the present
results do not exclude the participation of other GABA
ergic influences, e.g. from pedunculopontine nucleus
(Childs and Gale, 1984) and from substantia nigra, but
mainly connected to the intermediated layers of the
superior colliculus (Gerfen et al., 1982), since ít has been
demonstrated that the reduction of collicular GABA by
substantia nigra lesions is about 25% (Kilpatrick et al.,
1982). As a matter of fact, the opiate blockade on inhibi
tory GABAergic inputs may justify the antiaversive
effect of opioid antagonists on behavioral responses elic
ited from midbrain tectum stimulation. However, evi
dence indicates that opioid antagonists may also have
effects on gamma-aminobutyric acid (Sawynok et al.,
1979; Moroni et ai., 1982) and a recent finding indicates
that the effects of naltrexone may be at least partially
mediated by an action at the GABA-linked chloride
channel, rather than directly at the GABA receptor
( Gewiss et al., 1994).

Our present results point to an antiaversive action of
opioid antagonists naloxone and naltrexone on the avers
i ve consequences of the electrical and chemical stimu
lation of the dorsal mesencephalon. Considering the
hypothesis in which endogenous opioid inputs cause
inhibitory effects in their synaptic terminais, the effects
observed in this work may be due to a presynaptic inhi
bition of �-endorphin-immunoreactive neurons on
GABAergic terminais at mesencephalic levei. However,
we might also consider the possibility that opioid input
may act on the cell bodies of GABAergic neurons. The
similarity between the morphology of the �-endorphin
containing fibers of the dorsal mesencephalon and the
processes of the mesencephalic neurons connected with
the substantia nigra suggests that 13-endorphin-containing
neurons may exert their influence on DPAG/DLSC neu
rons, in a short link, and, maybe through a major circuit,
also in GABA-containing perikarya of nigro-tectal neu
rons, causing the antiaversive action of opioid receptor
antagonists. ln fact, considering the bi-directional trans
port of biodextran, neurons with varicosities of the dor
solateral columns of the PAG may send inputs toward
ventral aspects of this structure and DLSC, and very
similar neuronal cells of the DLSC located close to dor
solateral PAG may send axons with varicosities to the
dorsolateral column of PAG and effectively to SNpr.
These particular findings were corroborated by microin
jections of biodextran in the mesencephalic tectum

showing neural connections between neurons of the 
DLSC and DPAG and neurons located in DLSC and dor
somedial and dorsolateral columns of the PAG situated 
ipsi- and contralaterally to the sites of microinjections 
of the neurotracer. However, other opioid intemeurons 
may be involved in this circuitry. ln fact, at least in the 
ventrolateral PAG, reciprocai inhibitory relationship 
between GABA and enkephalins has been considered 
(Williams et al., 1995), and a recent report provided 
direct experimental evidence for an opioid-induced inhi
bition of tonic GABA release in the PAG, in more ven
tral aspects (Stiller et al., 1996). It is possible that similar 
neural circuitry may be involved in the dorsal aspects 
of the PAG and in the DLSC, controlling the defensive 
behavior. Corroborating this hypothesis the interaction 
between opioid pathways and GABAergic mechanisms 
in the mesencephalon controlling pain that follows 
aversive behavior was already described in the literature, 
and µ-opioid receptor may be involved in this neural 
network, since microinjections of naltrexone and cys2

, 

tyr3
, orn5, pen7-amide (a seletive µ-opioid receptor 

antagonist) reversed the antinociception produced by 
GABA antagonism in the midbrain PAG 
(Roychowdhury and Fields, 1996). ln addition, recent 
reports discussed evidences that point to a multi-compo
nent modulation of aversion in the midbrain tectum, in 
which the authors considered an association of GABA, 
opioid and excitatory amino acid mechanisms in the con
trol of defensive behavior organized in the dorsal mid
brain (Brandão et ai. 1994, 1999). Electrical stimulation 
of the dorsal midbrain may partially activate these cir
cuits and this neural circuitry working at different steps 
of the aversion may elaborate the defensive behavior. 
Some of these circuits may overlap, and the interactions 
between opioid peptides and GABA, as discussed in the 
present work, or between opioid and glutamate or sero
tonin and GABA or excitatory aminoacids, as suggested 
in previous reports (Urca et al., 1980; Tao and Auerbach, 
2000), are interesting evidences for the presence of inte
grative circuits in the elaboration of fear and fear
induced analgesia in the brain. 
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