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Resumo 

O colículo superior (SC) e colículo inferior (IC) estão envolvidos na geração de 

respostas comportamentais e cardiovasculares ao estímulo visual ou auditivo 

de ameaça. Neste estudo, investigamos a possibilidade de existirem neurônios 

comando no SC e IC que podem simultaneamente gerar respostas simpáticas e 

respiratórias. Em ratos anestesiados com uretana, a microinjeção de bicuculina 

(50 pmol/ 50 nL) em sítios específicos, produziu uma resposta caracterizada por 

disparos de atividade simpática do nervo renal (RSNA) e atividade do nervo 

frênico (PNA) altamente sincronizados. Os disparos de RSNA e PNA foram 

acompanhados de aumentos na pressão arterial (PA) e a maioria dos casos na 

frequência cardíaca (FC). Disparos sincronizados de RSNA e PNA também 

foram observados após o bloqueio neuromuscular, ventilação artificial e 

vagotomia, mostrando que estes não eram dependentes do feedback aferente 

dos pulmões. Em posse destes resultados, nós testamos a hipótese de que em 

condições onde neurônios coliculares são desinibidos, respostas simpática, 

respiratória e somatomotora coordenadas podem ser geradas por um estímulo 

natural do ambiente. Potentes aumentos sincronizados na atividade simpática, 

respiratória e somatomotora foram gerados em resposta ao estímulo auditivo, 

visual e somatosensorial após a desinibição de receptores GABAA em regiões 

específicas do colículo superior e inferior de ratos anestesiados, mas não em 

condições controle. Estas respostas foram observadas após remoção de 

grande parte do prosencéfalo, incluindo a amígdala e hipotálamo, indicando que 

as vias essenciais mediando essas respostas sincronizadas estão localizadas 

no tronco encefálico. A relação temporal entre as variáveis analisadas, sugerem 

que essas respostas são geradas por uma população de neurônios comando 

localizados no colículo superior e inferior.  

 

Palavras chaves:  colículo superior, colículo inferior, neurônio comando, 

comportamento defensivo, pressão arterial, atividade simpática, atividade do 

nervo frênico 
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Abstract 

The superior (SC) and inferior (IC) colliculi are believed to generate immediately 

cardiovascular and behavioural responses to auditory and visual threatening 

stimuli. In this study we examined the possibility that there are command 

neurons within the colliculi that can simultaneously drive sympathetic and 

respiratory. In urethane-anaesthetized rats, microinjections of bicuculline (50 

pmol in 50 nL) into sites within a circumscribed region in the deep layers of the 

superior colliculus and the central and external nuclei of the inferior colliculus 

evoked a highly distinctive response characterized by short bursts of renal 

sympathetic nerve activity (RSNA) and phrenic nerve activity (PNA). The bursts 

of RSNA and PNA were also accompanied by transient increases in arterial 

pressure and, in most cases, heart rate. Synchronized bursts of RSNA and PNA 

were also evoked after neuromuscular blockade, artificial ventilation, and 

vagotomy and so were not dependent on afferent feedback from the lungs. 

These findings raised the hypothesis that, under conditions where collicular 

neurons are disinhibited, co-ordinated cardiovascular, respiratory and 

somatomotor responses can be evoked by natural environmental sitimuli.  In 

response to natural auditory, visual or somatosensory stimuli, powerful 

synchronized increases in sympathetic, respiratory and somatomotor activity 

were generated following blockade of GABAA receptors in a specific region in 

the midbrain colliculi of anesthetized rats, but not under control conditions.  Such 

responses still occurred after removal of most of the forebrain, including the 

amygdala and hypothalamus, indicating that the essential pathways mediating 

these coordinated responses were located within the brainstem. The temporal 

relationships between the different outputs suggest that they are driven by a 

common population of “command neurons” within the colliculi. 

 

Key words:  superior colliculus, inferior colliculus, command neuron, defensive 

behavior, arterial pressure, sympathetic activity, phrenic nerve activity 
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1.  INTRODUÇÃO 

As situações de estresse psicológico encontram-se cada vez mais 

presentes no mundo atual, contribuindo para o aparececimento de doenças 

cardiovasculares. A resposta fisiológica ao estresse emocional consiste em um 

padrão intregrado de alterações que incluem a ativação do sistema nervoso 

simpático (Julius, 1993), ativação do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA), 

alterações respiratórias, além de alterações comportamentais incluindo medo e 

ansiedade. Tanto humanos quanto animais de laboratório ao se depararem 

com estímulos que induzem o susto ou ansiedade, respondem imediatamente 

com um reflexo de sobresalto (Grillon et al., 1998, Liebsch et al., 1998, Winslow 

et al., 2002). Um estudo realizado em humanos, mostrou que um barulho súbito 

ou um estímulo somatosensorial inesperado produz uma inspiração abrupta e 

aumento na atividade simpática da pele (Hagbarth et al., 1972). O reflexo de 

sobresalto é uma resposta estereotipada consequente da exposição a um 

repentino e inesperado estímulo. Na maioria dos casos, o reflexo é provocado 

por estímulo acústico, mas outras modalidades tais como visual, tátil ou 

vestibular também produzem respostas estereotipadas (Grillon, 2008). O 

reflexo de sobresalto é caracterizado por alterações motoras, autonômicas e 

respiratórias que permitem uma reação de luta/ fuga e/ou proteção do corpo 

contra um estímulo inesperado (Meinck, 2006, Grillon, 2008). Este padrão de 

alterações incluem a vasoconstrição na região esplâncnica, rins e pele 

(Eliasson et al., 1951, Abrahams et al., 1960, Feigl et al., 1964), aumento da 

frequência cardíaca e força de contração miocárdica (Rosen, 1961), bem como 

aumento na amplitude e frequência respiratória. Esse padrão de respostas é 

desencadeado rapidamente em animais acordados, para que os mesmos 
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estejam preparados para atender às demandas de uma resposta de luta ou 

fuga segundos após a exposição ao estímulo inesperado. Este reflexo é 

essencial para a sobrevivência do indivíduo, uma vez que ele mobiliza recursos 

do organismo para lidar com uma situação de emergência.  

Diversos núcleos encefálicos estão envolvidos na geração e integração 

das respostas cardiorrespiratórias produzidas por diferentes tipos de estímulo. 

Um conjunto de estruturas do sistema nervoso central (SNC) tais como  

substância cinzenta periaquedutal (PAG), hipotálamo dorsomedial (DMH), 

amígdala (Schmitt and Karli, 1980), colículo superior (SC) e colículo inferior 

(IC) (Brandao et al., 1993, Brandao et al., 1999, Brandao et al., 2003, Brandao 

et al., 2005), são descritos como parte do sistema cerebral aversivo. Estudos 

mostram que aumentos graduais na intensidade da estimulação elétrica na 

coluna dorsolateral da PAG, camada profunda do SC e IC produzem uma 

resposta comportamental de defesa, caracterizada por alerta (estado de 

alerta), freezing (imobilidade defensiva) e fuga, seguida por alterações 

autonômicas, como aumento na pressão arterial, frequência e contratilidade 

cardíaca (Hilton, 1982, Keay et al., 1988, Dean et al., 1989, Brandao et al., 

1993, Lamprea et al., 2002) e anti-nociceptivas (Nashold et al., 1969, Vargas et 

al., 2000, Castilho and Brandao, 2001, Bittencourt et al., 2005). 

Adicionalmente, Meloni & Davis mostraram que a microinjeção de bicuculina, 

um antagonista de receptor GABAA, no colículo superior produz uma 

exacerbação no reflexo de sobresalto de maneira dose-dependente (Meloni 

and Davis, 2000).  É  interessante notar que a exacerbação do reflexo de 

sobresalto foi observada somente após a desinibição das camadas profundas 

do SC e não das camadas superficiais. De maneira similar, Brandão e 
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colaboradores demonstraram que a microinjeção de bicuculina no colículo 

inferior (IC) produziu uma resposta comportamental caracterizada por pulos e 

corridas rápidas (Brandao et al., 1988). Esses estudos sugerem uma ação 

gabaérgica tônica inibitória em neurônios do colículo  superior e inferior, que 

participam da geração de respostas de alerta/ defesa. 

 

1.1. Colículo superior  

O colículo superior (SC) é uma região mesencefálica conhecida pela 

sua importância  no controle da orientação espacial quando guiada por 

estímulos visuais, auditivos e somatosensorias (Grobstein, 1988, Dean et al., 

1989, King, 2004, Boehnke and Munoz, 2008, Felsen and Mainen, 2008). 

Macroscopicamente, o SC é visto como duas protuberâncias na superfície 

dorsal do mesencéfalo sendo anatomicamente dividido em camadas diferentes 

e bem delimitadas.  Neurônios localizados nas camadas superficiais são 

responsivos quase exlusivamente à estímulos visuais, enquanto neurônios 

localizados nas camadas intermediárias e profundas  expressam sensibilidade 

à estímulos sensoriais de diversas modalidades (visual, auditivo e 

somatosensorial) e participam do  controle motor para orientação visual 

(Gandhi and Katnani, 2011).  

O SC recebe sinais visuais entre outros provenientes de um estímulo 

externo e processa essa informação para produzir uma resposta 

somatomotora apropriada (por exemplo resposta de orientação) (Dean et al., 

1989, Gandhi and Katnani, 2011). Esta região mesencefálica encontra-se 

envolvida em dois tipos de respostas comportamentais dependendo da 
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intensidade do estímulo: (1) resposta de orientação frente a um estímulo fraco/ 

não ameaçador (ex: caça de uma presa), ou (2) fuga/ aversão produzida por 

um estímulo forte/ ameaçador tal como a presença de um predador (resposta 

defensiva) (Dean et al., 1989, Brandao et al., 1999, Brandao et al., 2005, 

Cohen and Castro-Alamancos, 2010). Redgrave e colaboradores mostraram 

que a microinjeção bilateral de picrotoxina, um antagonista de receptor GABAA 

no SC, induziu fortes reações de aversão, defesa ou escape e exacerbação do 

reflexo de sobresalto a estímulos inesperados (Redgrave et al., 1981). Dessa 

forma, é possível afirmar que após a desinibição colicular, estímulos que em 

condições normais pareciam neutros, tornam-se ameaçadores e produzem 

respostas que somente estímulos ameaçadores são capazes de gerar 

(Blanchard et al., 1981). Um estudo realizando lesão eletrolítica do SC 

mostrou que lesões coliculares resultam em supressão do reflexo de 

sobresalto indicando que esses animais não são afetados por um estímulo 

visual ou auditivo (Goodale et al., 1975). Adicionalmente, foi mostrado que 

lesões do SC reduzem as respostas de defesa ao estímulo visual ameaçador, 

tal como a aproximação de um humano ao rato (Blanchard et al., 1981).  

As respostas comportamentais observadas após desinibição do SC 

estão associadas a respostas autonômicas, incluindo alterações na frequência 

cardíaca (FC), pressão arterial média (PAM) e padrão respiratório (Keay et al., 

1988). Keay e colaboradores mostraram que a estimulação elétrica das 

camadas superficiais e intermediárias do SC reduziram a pressão arterial sem 

alterar a frequência cardíaca, enquanto que a estimulação da camada 

profunda produziu aumentos na pressão arterial acompanhada por bradicardia 

ou taquicardia. Respostas similares porém com duração maior foram obtidas 
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após microinjeções unilaterais de bicuculina. Neste mesmo estudo ainda foram 

observados aumentos na frequência e amplitude respiratória após estimulação 

elétrica do SC (Keay et al., 1988). A estimulação química do SC de ratos 

anestesiados com o aminoácido excitatório N-metil D-aspartato (NMDA), gera 

em sua maioria aumentos na PAM, acompanhados por aumentos na FC e 

respiração (Keay et al., 1990). Em conjunto, esses estudos mostram que 

respostas cardiovasculares, respiratórias e comportamentais essenciais 

durante uma resposta de alerta são geradas após estimulação do colículo 

superior. 

 

1.2. Colículo Inferior  

O colículo inferior (IC), localizado lateralmente ao colículo superior e 

substância cinzenta periaquedutal, é descrito como um importante relé da 

informação auditiva ascendente para o núcleo geniculado medial (MGN) e 

córtex temporal. Esta região recebe sinais convergentes de núcleos auditivos 

e exerce uma função crítica mediando respostas comportamentais apropriadas 

à estímulos auditivos via projeções para o colículo superior (Casseday and 

Covey, 1996). A região dorsal do IC, composta pelo núcleo pericentral e 

núcleo dorsal, tem sido descrita como uma região envolvida na produção de 

convulsões audiogênicas (Simler et al., 1994, Klein et al., 2004), enquanto a 

região ventral do IC, composta pelo núcleo central e braço do colículo inferior 

(BIC), está predominantemente envolvida na filtragem de estímulos acústicos 

de natureza aversiva (Ferreira-Netto et al., 2007).  

 Estudos mostram que a desinibição do colículo inferior produz 

respostas de defesa caracterizadas pelo freezing, seguida por uma reação 
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explosiva de fuga, com corridas rápidas, pulos e giros (Brandao et al., 1988, 

Calvo and Coimbra, 2006). É interessante ressaltar a ocorrência de 

comportamentos de escape após microinjeção de bicuculina no IC de ratos 

acordados e descerebrados, indicando que este comportamento não 

necessariamente envolve processamento cortical, mas é integrado em um 

nível bem primitivo de organização subcortical (Brandao et al., 1988). Em 

todos estes estudos, as respostas comportamentais foram correlacionadas 

com uma diminuição na transmissão gabaérgica no IC (Frye et al., 1983, 

Breese et al., 1984). Um trabalho do mesmo grupo ainda mostrou que a 

ativação de receptores NMDA em sítios específicos do IC gera padrões 

distintos de comportamento, dependendo da população neuronal ativada 

(Cardoso et al., 1994). Esses comportamentos observados variaram desde 

reações adversas caracterizadas por corridas e pulos a estados de imobilidade 

que progrediam com convulsões. 

De maneira similar ao SC, foi mostrado que as respostas 

comportamentais observadas após a ativação de neurônios no colículo inferior 

utilizando bicuculina metiodide, são acompanhadas por alterações 

cardiovasculares como  aumentos na pressão arterial e frequência cardíaca 

(Brandao et al., 1988) e outras alterações autonômicas características de uma 

reação de defesa, tais como a ereção dos pêlos, micção e defecação 

(Brandao et al., 1988, Brandao et al., 1993, Brandao et al., 2001). Estes 

estudos mostram que o IC está envolvido em respostas comportamentais e 

autonômicas que mimetizam um comportamento de medo produzido por 

ameaças ambientais (Brandao et al., 1988, Brandao et al., 1993, Brandao et 

al., 1994, Cardoso et al., 1994, Brandao et al., 1999, Troncoso et al., 2003). 
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Como mencionado anteriormente, estudos propõem que o IC é parte de um 

sistema generalizado do mesencéfalo, juntamente com SC e PAG, envolvido 

na integração de respostas somatomotoras e autonômicas frente um estímulo 

ameaçador sinalizado por estímulos visuais, auditivos e somatosensórios 

(Brandao et al., 1994, Stein, 1998). 

 

1.3. Relação entre colículos e demais regiões cerebrais  

Projeções aferentes para o colículo superior e colículo inferior 

O colículo superior é um centro integrador multimodal que recebe 

aferências visuais, auditivas, somatosensoriais, vestibulares e propioceptivas 

(Meredith and Stein, 1983, 1985). Vários estudos mostraram que o SC tem 

uma organização anatômica complexa, recebendo projeções de 

aproximadamente 40 estruturas subcorticais (Edwards et al., 1979, Dean et al., 

1989). Foram mostradas projeções diretas da retina e indiretas do córtex 

visual para o SC (Dean et al., 1989). Além disso, as informações auditivas 

parecem ser mediadas através da via central auditiva, conduzida do colículo 

inferior para o colículo superior (Sparks, 1988). Evidências anatômicas e 

funcionais sugerem uma modulação tônica inibitória da substância negra pars 

reticulata (SNpr) para o SC. Outras evidências ainda sugerem a presença de 

interneurônios gabaérgicos no SC responsáveis pela supressão da resposta 

comportamental produzida por estimulação sensorial (Okada, 1974, Sherk, 

1979).  

O colículo inferior contém uma densidade de receptores GABAA maior 

que qualquer outra região cerebral, e acredita-se que estes estão 

principalmente envolvidos no controle tônico de respostas motoras induzidas 
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por sinais auditivos (Edgar and Schwartz, 1990, Fubara et al., 1996, Peruzzi 

and Dut, 2004). O IC é estruturalmente parecido em todas as espécies animais 

e é referido como um centro integrador que recebe aferências do córtex 

auditivo e somatosensorial, núcleo coclear, complexo olivar, leminisco lateral 

entre outras estruturas (Casseday et al., 1976, Leitner and Cohen, 1985, 

Casseday and Covey, 1996, Li et al., 1998). De forma similar ao SC, estudos 

anatômicos mostraram projeções da substância negra e globo pálido para o 

colículo inferior em diferentes espécies animais (Olazabal and Moore, 1989, 

Moriizumi and Hattori, 1991, Casseday and Covey, 1996). 

 

Projeções eferentes do colículo superior e colículo inferior 

 As projeções eferentes do colículo superior têm sido estudadas 

principalmente com relação ao controle das funções motoras relacionadas ao 

comportamento de orientação ou fuga (Dean et al., 1989, Gandhi and Katnani, 

2011). Foram descritas projeções para os núcleos reticulares pontino e bulbar, 

mas estas são na maioria mediais e não parecem incluir núcleos que modulam 

a atividade simpática e respiratória como o bulbo ventro-lateral ou os grupos 

respiratórios ventrais e dorsais (Redgrave et al., 1987). Estudos prévios 

mostraram uma projeção direta do SC para PAG, direcionada exclusivamente 

para porção dorsolateral (dlPAG) (Furigo et al., 2010), que encontra-se 

envolvida na regulação de atividade simpática e respiratória (Keay et al., 1990, 

Iigaya et al., 2010). É importante ressaltar que a dlPAG e o SC possuem 

conexões anatômicas com diversas regiões envolvidas na resposta 

cardiovascular ao estresse emocional. Tanto o SC quanto o IC recebem 

projeções do córtex prefrontal medial (mPFC) (An et al., 1998, Floyd et al., 
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2001) e projetam-se para o núcleo cuneiforme (Redgrave et al., 1988).  

Adicionalmente existe uma projeção do SC para o hipotálamo lateral que 

também está envolvido na modulação simpática e respiratória.   

 De maneira similar, estudos anatômicos do IC, avaliaram suas projeções 

no processamento auditivo (Caicedo and Herbert, 1993, Aparicio et al., 2010) e 

pouco se sabe sobre as possíveis vias envolvidas no controle simpático e 

respiratório. Foi descrita uma projeção densa e direta do  IC para as camadas 

intermediárias e profundas do SC (Garcia Del Cano et al., 2006). Além disso, 

esse núcleo também projeta-se exclusivamente e densamente para a dlPAG 

(Garcia Del Cano et al., 2006). 

 

Justificativa 

 Populações distintas de neurônios no SC podem gerar padrões diferentes 

de respostas coordenadas que são de início rápido e apropriadas para um 

estímulo particular (Dean et al., 1989, Gandhi and Katnani, 2011). Da mesma 

maneira, evidências anatômicas, neuropsicológicas e comportamentais 

envolvendo o IC, tem proposto a existência de neurônios no IC que respondem 

a um estímulo auditivo particular, tal como o som emitido pela presa ou 

predador.  Esse estímulo é capaz de gerar respostas imediatas chamadas 

“padrão de ações fixas” que são apropriadas para cada tipo de estímulo 

(Casseday and Covey, 1996). 

 Essas observações levantam a possibilidade de que existem neurônios 

no colículo superior e inferior capazes de gerar além de respostas 

somatomotoras, respostas cardiorespiratórias coordenadas apropriadas para 
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uma resposta de defesa (fuga), iniciada por um estímulo ameaçador. Embora a 

maioria dos estudos sobre a participação do IC e SC na resposta de defesa 

avaliem a resposta comportamental dos animais, pouco foi investigado sobre 

as alterações autonômicas e respiratórias que acompanham esse fenômeno. 

Em particular, os ”padrões de ações fixas” referidos por Casseday & Covey 

(1996) provavelmente incluem essas alterações autonômicas e respiratórias e 

levantam a possibilidade de que as respostas motora e autonômica possam 

ser geradas por neurônios comando localizados no IC e SC. Neurônio 

comando é um único neurônio ou um grupamento de neurônios responsáveis 

pela co-ativação de uma ampla variedade de respostas por meio de múltiplas 

projeções para diferentes vias de saída. (Jansen et al., 1995b).  
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2.  OBJETIVO GERAL 

 Estudar a participação do colículo superior e inferior na geração de uma 

resposta autonômica cardio-respiratória e somatomotora coordenada 

produzidas pelo estímulo naturalístico. Os resultados desse estudo foram 

recentemente publicados (Iigaya et al., 2012, Muller-Ribeiro et al., 2014). 

 

2.1. Objetivos Específicos 

1)   Avaliar os efeitos da desinibição de neurônios localizados no colículo 

superior e inferior sobre os parâmetros cardiovasculares, atividade simpática 

do nervo renal e atividade do nervo frênico de ratos anestesiados; 

2)   Avaliar a resposta cardiovascular, respiratória e somatomotora de 

animais anestesiados a diferentes estímulos naturalísticos - estímulo auditivo, 

visual e somatosensorial  após desinibição de neurônios localizados no 

colículo superior e inferior; 

3)  Comparar os efeitos da desinibição de neurônios localizados nos lados 

direito e esquerdo do colículo superior e inferior sobre os parâmetros 

cardiovasculares, respiratório e somatomotor produzidas pelo estímulo 

naturalístico; 

4) Avaliar o efeito da inibição bilateral de diferentes núcleos relés tais como  

hipotálamo dorsomedial (DMH), substância cinzenta periaqueductal (PAG), 

núcleo cuneiforme (CnF) e núcleo parabraquial lateral (LPB) sobre a resposta 

simpática, respiratória e somatomotora sincronizada produzida pelo estímulo 

naturalístico;  

5) Reavaliar as possíveis conexões anatômicas do colículo superior e inferior; 
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6) Avaliar se as estruturas prosencefálicas são essenciais para geração da 

resposta cardiovascular, simpática e respiratória sincronizada ao estímulo 

naturalístico após a desinibição de neurônios coliculares em animais 

anestesiados. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Animais 

 Foram utilizados ratos da linhagem Sprague-Dawley pesando entre 330-

550 g, provenientes do Laboratório de animais da Universidade de Sydney e 

do Centro de recursos de animais, Perth, Austrália. Os animais foram 

acondicionados em caixas de plástico (64 cm x 20 cm), contendo 4 animais 

com livre acesso à água e comida. Os animais eram mantidos em um biotério 

com ciclo claro/escuro de 12 horas e temperatura mantida a 22 - 23ºC, 60% de 

umidade. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os 

regulamentos determinados pelo Guia de Experimentação Animal do Conselho 

de Saúde Nacional e Pesquisa Médica da Austrália e aprovados pelo Comitê 

de Ética Animal da Universidade de Sydney e Macquarie University (Sydney, 

Austrália).  

 

3.2. Procedimentos Gerais 

3.2.1. Anestesia 

Para a realização dos procedimentos cirúrgicos da primeira série de 

experimentos, os animais foram inicialmente anestesiados com isoflurano (2,0 

- 2,5% em 100% de oxigênio), administrado por via inalatória. Após canulação 

de artéria e veia femoral, a anestesia foi gradualmente substituída por uretana 

(1.3 g/kg, i.v), suplementado quando necessário. Na segunda série de 

experimentos, os animais foram anestesiados com uretana (1.3 g/kg, i.p), 

suplementado quando necessário. A adequação da anestesia foi verificada 

pela ausência do reflexo corneal e resposta ao estímulo nociceptivo na pata 
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traseira. A temperatura corporal foi mantida entre 37-38°C por um colchão de 

aquecimento. 

 

3.2.2. Traqueostomia 

Na superfície ventral do pescoço, próximo ao manúbrio esternal, foi 

realizada uma pequena incisão na pele do animal. Os músculos e tecido 

conjuntivo foram divulsionados para localização da traquéia. Foi realizado um 

pequeno orifício entre dois anéis cartilaginosos para a inserção de uma cânula 

(JELCO Plus - n° 14G 7068 – Johnson & Johnson MEDICAL). Dessa forma, 

possibilitou-se aspiração endotraqueal (se necessário), manutenção das vias 

aéreas pérvias e ventilação artificial em determinados protocolos 

experimentais. A ventilação artificial foi realizada através de um respirador 

para ratos (UGO Basile, Italy) com 100% de oxigênio, misturado com ar 

ambiente. O CO2 expirado foi continuamente monitorado e mantido entre 3,5 - 

4,5% (Capstar - 100, CWE Inc., USA) através do ajuste do volume (200 - 400 

ml volume corrente) e frequência respiratória.  

 

3.2.3. Canulação de artéria e veia femoral 

Foi realizada uma incisão na região inguinal direita para dissecação do 

feixe vásculo-nervoso femoral. A artéria femoral direita e a veia foram 

expostas e dissecadas para inserção de uma cânula intra-arterial e uma 

cânula intra-venosa, respectivamente. A cânula intra-arterial (DI 0,58 mm, DE 

0,6 mm, tubo de polietileno, Microtube Extrusions) foi inserida na artéria 

femoral e conectada a um transdutor de pressão para registro contínuo de 

pressão arterial pulsátil e FC. Os sinais de pressão arterial média (PAM) e FC 



 17 

foram obtidos a partir da pressão arterial pulsátil utilizando um conversor 

ACDC (1401, Cambridge Electronic Design (CED) Ltd, UK) e analisados 

através do sistema Power Lab (AD Instruments) e spike software (versão 6,2 

CED). A cânula intra-venosa (DI 0,58 mm, DE 0,96 mm, tubo de polietileno, 

Microtube Extrusions) foi inserida na veia femoral para a administração dos 

fármacos.  

 

3.2.4. Localização e isolamento dos nervos renal, esplâncnico, frênico e 

ciático 

Os animais tiveram o flanco lateral esquerdo tricotomizado. Uma área 

delimitada entre a última costela e a pata traseira foi exposta após a retirada 

da pele. Em seguida, foi divulsionada a musculatura paravertebral da região 

retroperitoneal até a localização do rim para o nervo renal e localização do 

gânglio celíaco para o nervo esplâncnico.  As extremidades da abertura 

cirúrgica foram fixadas em um campo operatório e com o auxílio de uma lupa, 

o nervo renal e nervo esplâncnico foram cuidadosamente localizados e 

dissecados (McDowall et al., 2007, Horiuchi et al., 2009, Iigaya et al., 2010). 

Esses nervos foram escolhidos pelo fato de representarem medidas do fluxo 

neuronal simpático da medula espinhal que inervam um dos maiores leitos 

vasculares no rato, o fluxo sanguíneo abdominal/mesentérico. Adicionalmente, 

a atividade simpática do nervo renal (RSNA) é diretamente correlacionada 

com a pressão arterial e acredita-se ser um indicador da atividade vasomotora 

simpática. 

 O nervo frênico esquerdo foi isolado a partir da exposição subescapular 

dorsal e dissecado medialmente ao plexo braquial. O nervo frênico inerva o 
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diafragma e permite a medida direta do controle respiratório central. Em 

determinados protocolos experimentais, os animais foram paralisados 

(brometo de pancuronium 2mg/ml) e o nervo vago foi cortado bilateralmente 

para eliminar a aferência dos receptores de estiramento pulmonar. 

O nervo ciático foi exposto no meio da coxa a partir de uma preparação 

dorsolateral. O músculo biceps femoral foi separado do músculo vasto lateral e 

o nervo foi então dissecado. Com exceção do nervo renal, os nervos frênico 

esplâncnico e ciático tiveram sua extremidade distal cortadas e amarradas 

com linha de sutura. Os nervos foram posicionados sobre um par de eletrodos 

de prata acoplados a um micromanipulador, amplificados (x10000 CWE Inc., 

Ardmore, PA, USA), filtrados (0,1 - 3kHz) e amostrados a 5 kHz. O sistema de 

aquisição Spike 2 software (CED Ltd., Cambridge, UK) ou sistema Power Lab 

(AD Instruments) foram utilizados para retificar e integrar o sinal de atividade 

simpática do nervo renal (RSNA), atividade simpática do nervo esplâncnico 

(SpSNA), atividade do nervo frênico (PNA) e atividade do nervo ciático 

(ScNA). Dentro do campo cirúrgico foi adicionado óleo mineral (Nujol – 

Schering-Plough) à ± 37,5° C, para evitar ressecamento, isolar a captação do 

sinal dos nervos de ruídos externos e para condução da onda ultrassônica. 

Toda essa preparação permaneceu em observação por cerca de 30 minutos 

ou até estabilização das variáveis registradas para que se iniciassem os 

protocolos experimentais.  

 

3.2.5. Craniotomia e localização do colículo superior e inferior 

Os animais foram posicionados em um aparelho  estereotáxico, com a 

cabeça posicionada a 3,3 mm abaixo da linha interaural. Uma pequena porção 



 19 

da superfície dorsal (McDowall et al., 2007, Horiuchi et al., 2009, Iigaya et al., 

2010) do cérebro foi exposta para posterior inserção de micropipetas nos sítios 

do SC e IC de acordo com as coordenadas do Atlas de Paxinos e Watson: 7.1 

- 8.4 mm caudal ao bregma, 1.0 – 2.8 lateral a linha média e 4.0 – 7.5 mm 

ventral ao bregma (Paxinos and Watson, 2004). As pipetas de vidro (DI 0.2 

mm, DE 1 mm; SDR Clinical Technology Ltd.) foram confeccionadas a partir 

de um puxador de eletrodo à laser programável (P-2000 Laser Based 

Micropipette Puller, Sutter Instruments Co.). 

 

3.2.6. Drogas 

Microinjeção de bicuculina metiodide (50 pmol / 50 nl, Tocris) e 

picrotoxina (50 pmol / 50 nl, Sigma-Aldrich Inc.), ambos antagonistas de 

receptor GABAA, foram feitas no colículo superior e inferior utilizando uma 

micropipeta de vidro posicionada verticalmente em um micromanipulador. Para 

inibição do DMH, PAG, CnF e LPB foi utilizado muscimol (100 pmol / 100 nl, 

Sigma-Aldrich Inc.), agonista de receptor GABAA. Os fármacos continham 

microesferas de fluorescência (0.5% Lumafluor) para facilitar posterior análise 

histológica.  

 

3.2.7. Histologia 

 No final de cada experimento, os animais foram eutanasiados com 

overdose de cloreto de potássio (KCl, 3 M, 1 ml i.v.). Os cérebros foram 

removidos e armazenados durante 24 horas em formaldeído 4%. Os cortes 

coronais (100 μm) foram feitos com o auxílio de um vibrátomo (Leica VT 

1000S, Leica Microsystems, Sydney, Australia), montados em lâminas 
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gelatinizadas e corados com vermelho neutro a 1%.  Os sítios de microinjeção 

foram determinados utilizando um microscópio de fluorescência (Zeiss, 

Gottingen, Germany) e o Atlas de Paxinos & Watson como referência (Paxinos 

and Watson, 2004).  

 

3.3. Protocolos Experimentais 

 Protocolo 1: Efeito da desinibição de neurônios do SC e IC sobre os 

parâmetros cardiovasculares, atividade simpática do nervo renal e 

atividade do nervo frênico de ratos anestesiados respirando 

espontâneamente. 

  Os animais foram inicialmente anestesiados com isoflurano (2.0 – 2.5%) 

seguido de uretana (1.3g/kg, iv.) e respiravam espontaneamente. Foram 

realizadas microinjeções de bicuculina metiodide (50 pmol / 50 nl) em 119 

sítios do SC e IC utilizando coordenadas de 7.1 - 8.4 mm caudal ao bregma, 

1.0 – 2.8 lateral a linha média e 4.0 – 7.5 mm ventral ao bregma. Após a 

microinjeção de bicuculina, foi aguardado um período de pelo menos 30 

minutos ou até que as variáveis retornassem ao valor basal para realização de 

uma nova microinjeção em um sítio localizado 0,5 mm distante do sítio de 

microinjeção anterior (figura 1). 

 

  

 Figura 1: Diagrama esquemático do protocolo experimental 1 e 2. 
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Protocolo 2: Efeito da desinibição de neurônios do SC e IC sobre os 

parâmetros cardiovasculares, atividade simpática do nervo renal e 

atividade do nervo frênico de ratos anestesiados e artificialmente 

ventilados. 

Em 2 experimentos adicionais, os animais foram inicialmente 

anestesiados com isoflurano (2.0 – 2.5%) seguido de uretana (1.3g/kg, iv.), 

vagotomizados, paralisados, e artificialmente ventilados. De maneira similar ao 

protocolo anterior, foram realizadas microinjeções de bicuculina metiodide (50 

pmol / 50 nl) no SC e IC utilizando as coordenadas de acordo com o Atlas de 

Paxinos e Watson [(Paxinos and Watson, 2004)(figura 1)]. 

 

 Protocolo 3: Efeito da desinibição dos lados direito e esquerdo do 

colículo superior e inferior na resposta cardiovascular, respiratória e 

somatomotora de animais anestesiados a diferentes estímulos 

naturalísticos. 

Neste protocolo experimental, os animais foram anestesiados com 

uretana (1.3g/kg ip), paralisados, vagotomizados e artificialmente ventilados.   

Foram realizadas microinjeções de picrotoxina (50 pmol / 50 nl) nos lados 

direito e esquerdo do SC e IC seguido por estímulos naturalísticos (figura 2). O 

estímulo naturalístico foi testado em todos os animais antes e após desinibição 

da região. Foram utilizados 3 diferentes modalidades de estímulos sensoriais: 

1) estímulo auditivo; 2) estímulo visual e 3) estímulo somatosensorial. O 

estímulo auditivo consistia do som de uma palma feita aproximadamente a 30 

cm do animal. Em um teste separado, um microfone (B&K 4138 1/8 inch 

microfone 20 Hz a 60 kHz) e um amplificador (B&K 2610) foram usados para 
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registrar o som gerado pelas palmas realizadas durante os experimentos. A 

saída do sinal registrado foi digitalizada a 96 kHz (Edirol UA25EX) e uma 

análise espectral foi feita utilizando o Matlab (The Mathworks – V7.11). 

Presumindo que as barras de orelha do estereotáxico causam uma atenuação 

de 40 dB (maior que a atenuação produzida por protetores de orelha), a 

amplitude do som após a atenuação foi 30-40 dB maior que o limiar 

audiométrico para um rato, acima da frequência de 8 kHz a 30 kHz, que 

corresponde a faixa de frequência de melhor audição dos ratos (Heffner et al., 

1994). O estímulo visual consistia de uma luz clara direcionada diretamente ao 

olho do animal à uma distância de aproximadamente 20 cm, enquanto o 

estímulo somatosensorial foi um aperto forte na pata traseira com duração de 

aproximadamente 2 segundos utilizando uma pinça. 

 

 Figura 2: Diagrama esquemático do protocolo experimental 3. 
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Protocolo 4: Análise de possíveis conexões do colículo superior e inferior  

Para determinação das conexões anatômicas do coliculo, foi realizada 

microinjeção de colera toxina b, CTB – Alexa 555 (0.5 – 1%, 50 nl, Invitrogen) 

no SC (AP = - 7.6 mm, LL = 1.5 mm e DV = 4.5 mm) e IC (AP = -7.6 mm, LL = 

2.0 mm e DV = 4.0 mm). A microinjeção de CTB foi realizada através de uma 

micropipeta de vidro posicionada verticalmente em um micromanipulador, 5 

dias antes da eutanásia dos animais (figura 3). A interpretação da projeção 

como aferente ou eferente foi baseada na análise microscópica dos cortes 

coronais onde a projeção aferente é caracterizada pela marcação bem definida 

de corpos de neurônios (figura 16) enquanto que a projeção eferente é 

caracterizada pela marcação difusa que representa marcação de terminais 

axonais (figura 18).   

 

 

 Figura 3: Diagrama esquemático do protocolo experimental 4. 
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 Protocolo 5: Avaliar o efeito da inibição de diferentes regiões cerebrais 

sobre a resposta simpática, respiratória e somatomotora sincronizada 

produzida pelo estímulo naturalístico. 

Após identificação do sítio de microinjeção responsivo ao estímulo 

naturalístico, foi realizada microinjeção bilateral de muscimol (100 pmol / 100 

nl)  nas seguintes regiões: hipotálamo dorsomedial (AP = -3.2 mm, LL = 1.2  

mm e DV = 6.5 mm); substância cinzenta periaqueductal (AP = -7.6 mm, LL = 

0.6  mm e DV = 4.0 – 6.0 mm), núcleo cuneiforme (AP = -7.6 mm, LL = 1.5  mm 

e DV = 5.5 – 6.0 mm) e núcleo parabraquial lateral (AP = -9.4 mm, 2.1 mm e 

DV =  5.0 – 6.0 mm). Após inbição das regiões citadas acima, a microinjeção 

de picrotoxina seguida pelo estímulo naturalístico foi testada novamente (figura 

4).  

 

 

Figura 4: Diagrama esquemático do protocolo experimental 5. 
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Protocolo 6: Avaliar a resposta cardiovascular, respiratória e 

somatomotora de animais anestesiados ao estímulo naturalístico após 

descerebração pré-colicular. 

Em 4 animais, a microinjeção de bicuculina metiodide seguida pelo 

estímulo naturalístico foi testada antes e após a descerebração. Foram feitos 2 

buracos na calota craniana para acesso ao cérebro. Em seguida foi feita uma 

incisão na dura mater e transecção anteriormente ao colículo utilizando uma 

pinça fina. A descerebração à nível pré-colicular foi então iniciada utilizando 

um sistema de sucção (figura 5). Durante a sucção do tecido cerebral, a 

pressão arterial média dos animais foi reduzida (~5 - 10 mmHg) através da 

infusão de pentobarbital 13 mg kg-1, 5 ml i.v. , velocidade de 1ml min-1) para 

reduzir o sangramento.  

 

  

Figura 5: Diagrama esquemático do protocolo experimental 6. 
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3.4. Análise Estatística 

A média de disparos cíclicos foi feita para determinar a relação de tempo 

entre os disparos dos nervos renal e frênico e as alterações associadas na 

PAM e FC produzidas pela microinjeção de bicuculina no primeiro protocolo 

experimental. Para isto, os registros de RSNA e PNA foram retificados e 

posteriormente integrados com constante de tempo de 0.1 s. O pico de disparo 

da RSNA foi primeiramente identificado e em seguida os sinais das outras 

variáveis simultaneamente registradas (RSNA, PNA, MAP e FC) foram 

analisados entre 1.5 s antes a 2.5 s depois do trigger point (200 amostras/s). 

Este processo foi repetido para 10 disparos de RSNA e a média dessas 10 

curvas foram calculadas para todas as variáveis analisadas. A média de 

disparos cíclicos também foi usada para quantificar se o grau de ocorrência de 

disparos de RSNA foi correlacionado com o ritmo respiratório normal, chamado 

de index de correlação respiratório. Essa medida foi feita calculando a 

proporção da amplitude de oscilação (máximo - mínimo) da média de atividade 

do nervo frênico calculada pela “média de disparos cíclicos em um período de 

1,5 a 0,75 segundos antes do trigger point (pico de RSNA) até a média da 

amplitude das oscilações da PNA no mesmo período de tempo para cada um 

dos 10 registros individuais que foram usados para determinar a média de 

disparos cíclicos. Uma razão de 100% implicaria que o disparo de RSNA 

ocorreu exatamente no mesmo tempo do ciclo respiratório normal para cada 

um dos 10 registros individuais, enquanto um valor próximo à zero implicaria 

que o disparo de RSNA não teria nenhuma relação consistente com o ciclo 

respiratório normal. 
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As alterações produzidas pela microinjeção de bicuculina ainda no 

primeiro protocolo experimental foram comparadas utilizando teste-t de 

student. Diferenças entre 3 grupos experimentais foram analisadas pelo teste 

de variância (ANOVA). O teste chi-quadrado foi usado para determinar se as 

diferenças na distribuição regional dos sítios de microinjeção que produziram 

diferentes tipos de respostas eram estatisticamente significantes. 

Para os protocolos com estímulo naturalístico, a média de disparos 

cíclicos foi utilizada para determinar a relação de tempo entre os disparos de 

SpSNA, PNA e ScNA e as alterações na MAP produzidas pelo estímulo 

auditivo, visual e somatosensorial. Para isto, o registro de SpSNA, PNA  e 

ScNA foram retificados e posteriormente integrados (constante de tempo de 20 

ms). Para cada estímulo, o pico de disparo de SpSNA foram primeiramente 

identificado e em seguida amostras dos sinais das outras 4 variáveis 

simultaneamente registradas (SpSNA, PNA, ScNA e MAP) foram analisados 

entre 2.5 s antes a 2.5 s depois do trigger point (200 amostras/s). Este 

processo foi repetido para 4 - 19 estímulos e a média dessas curvas foram 

calculadas para todas as variáveis analisadas. O tempo do início no aumento 

na média dos sinais de SpSNA, PNA e ScNA foram então identificados em 

cada caso como o ponto onde: (i) o valor da media do sinal aumentou, 

relativamente ao valor precedente, em que a quantidade foi duas vezes maior 

que o desvio padrão de 10 valores precedents e (ii) a média do sinal continou 

a aumentar subsequentemente em direção ao valor do pico.  

A média de disparos cíclicos também foi utilizada para comparar a 

magnitude dos aumentos na MAP e os disparos de SpSNA e PNA produzidos 
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pelo estímulo auditivo, visual e somatosensorial. Para isto, foi analisado o 

aumento máximo nos valores médios de  MAP, SpSNA e PNA relativo aos 

níveis basais (pré estímulo). O nível basal considerado foi a média do valor 

das variáveis no período de 2,5 a 0,5 segundos antes do estímulo. A 

magnitude dos disparos de ScNA não foi analisada pois não foi detectado um 

nível de atividade basal do nervo ciático. 

Nestes experimentos, o teste t foi usado para determinar se a diferença 

no tempo entre o início do aumento na  (i) SpSNA e PNA, e (ii) SpSNA e ScNA 

produzidos pelo estímulo auditivo e visual foram significativamente diferentes 

de zero. Um teste t não pareado foi usado para determinar se a magnitude dos 

aumentos na PAM, SpSNA ou PNA eram significativamente diferentes quando 

produzidos por diferentes modalidades de estímulo. O nível de significância 

considerado foi P < 0.05. 
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4. RESULTADOS 

 

Descrição geral das respostas cardiovasculares e respiratórias 

produzidas pela microinjeção de bicuculina no colículo e regiões 

adjacentes. 

 Foram feitas microinjeções de bicuculina (50 pmol) em 119 sítios do 

colículo superior e inferior de ratos anestesiados respirando espontaneamente. 

Os sítios de microinjeção foram representados de acordo com o atlas de 

Paxinos e Watson (Paxinos and Watson, 2004) em 3 diferentes níveis (7.20, 

7.80 e 8.3 mm caudal ao bregma) e marcados em diferentes cores de acordo 

com o padrão de resposta observado. Os sítios de microinjeção localizaram-se 

nas camadas intermediárias e profundas do colículo superior, núcleo externo e 

central do colículo inferior, substância cinzenta periaquedutal (PAG), núcleo 

cuneiforme e núcleo pré cuneiforme (figura 6). 
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Figura 6: Diagrama esquemático das seções coronais do Atlas de Paxinos e 

Watson ilustrando os sítios de microinjeção de bicuculina no colículo superior 
e inferior. As diferentes cores indicam o padrão de resposta  obtido em cada 
sítio de microinjeção. InG, camada cinza intermediária do colículo superior; 
DpG, camada cinza profunda do colículo superior; DpWh, camada branca 
profunda do colículo superior; ECIC, cortex externo do colículo inferior; CnF, 
núcleo cuneiforme; PrCnF, núcleo pré-cuneiforme; dmPAG, porção 
dorsomedial da substância cinzenta periaquedutal; dl, porção dorsolateral da 
substância cinzenta periaquedutal; l, porção lateral da substância cinzenta 
periaquedutal; vl, porção ventrolateral da substância cinzenta periaquedutal; 
Aq, aqueduto; CIC, comissura do colículo inferior. 
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A microinjeção unilateral de bicuculina (50 pmol) no colículo superior e 

inferior produziu diferentes padrões de respostas classificadas de acordo com 

as alterações observadas na atividade do nervo frênico (PNA) e sua relação 

com as alterações na atividade simpática do nervo renal (RSNA). No primeiro 

tipo de resposta ( n=8),  foram observados aumentos na PNA e RSNA acima 

de 50% do nível basal acompanhados de alterações na PAM e FC (figura 7).  

Na maioria dos casos, a microinjeção de bicuculina  produziu alterações no 

padrão de atividade simpática do nervo renal, tais como disparos intensos com 

intervalos de tempo de 2-5 segundos. No entanto, neste primeiro tipo de 

resposta observado, a atividade do nervo frênico manteve um ritmo regular 

constante durante os disparos intensos de RSNA (figura 7C).  
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Figura 7: Exemplo de uma reposta produzida pela microinjeção de bicuculina sem 

disparos sincronizados de RSNA/PNA. O registro mostra as alterações na PA, FC, 

RSNA, PNA e frequência respiratória (A). Exemplo do registro expandido antes e após 

a microinjeção de bicuculina nos pontos indicados pela linha vertical cinza (B e C). 

Fotomicrografia do sítio de microinjeção indicado pelo * (D). Diagrama esquemático do 

corte coronal, ilustrando o sítio de microinjeção (E). 
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No segundo tipo, a resposta foi caracterizada por disparos sincronizados 

de RSNA e PNA (figura 8).  O início dos disparos sincronizados de RSNA e 

PNA ocorreram na maioria dos casos após o pico de um disparo regular de 

PNA (figura 8C). Cada disparo sincronizado de RSNA e PNA ainda foi 

acompanhado por um aumento na pressão arterial. Os disparos intensos de 

PNA observados após a desinibição desses sítios foram constantemente 

associados com disparos sincronizados na RSNA (figura 8D). 
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Figura 8: Exemplo de uma reposta com fortes disparos sincronizados de 
RSNA/PNA produzida pela microinjeção de bicuculina (A). B e C: Exemplo do 
registro expandido antes e após microinjeção de bicuculina nos pontos 
indicados pela linha vertical cinza. D: Exemplo do registro por um período de 
tempo maior, incluindo o exemplo (indicado pela barra vertical cinza) 
mostrado em C. 
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A média de disparos cíclicos foi usada para quantificar a magnitude e 

latência dos disparos sincronizados de RSNA e PNA e as alterações na PAM e 

FC. As respostas foram classificadas como forte, moderada e resposta em que 

as alterações na PNA não foram associadas com alterações na RSNA (figura 

9).  Respostas com forte disparo sincronizado de RSNA e PNA foram definidas 

como respostas em que a amplitude do pico de disparo sincronizado da PNA 

foi pelo menos 100% maior que a média basal (figura 9 A). Essas respostas 

foram observadas em 26 sítios de microinjeção.  Respostas com moderado 

disparo sincronizado de RSNA e PNA foram definidas como respostas em que 

a amplitude do pico de disparo sincronizado da PNA foi 30 - 99 % maior que a 

média basal (figura 9 B). Essas respostas foram observadas em 29 sítios de 

microinjeção. A média de disparos cíclicos foi feita em 5 respostas  nas quais a 

atividade do nervo frênico manteve um ritmo regular durante os disparos de 

RSNA após a microinjeção de bicuculina. Essa análise confirmou que em todos 

os casos, a média de disparos de RSNA não foi associada com aumentos 

significativos na atividade do nervo frênico (figura 9 C). 
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Figura 9: Exemplo da média de disparos cíclicos mostrando a média de 10 curvas de 

RSNA integrada, PNA integrada, PAM e FC para uma resposta com disparos de 

RSNA/PNA fortemente sincronizados (A), disparos de RSNA/PNA  moderadamente 

sincronizados (B) e disparos de RSNA/PNA não sincronizados (C). A linha potilhada 

ilustra o ponto de disparo e os sinais foram agrupados no período de 1.5 s antes a 2.5 

s depois do ponto de disparo. 
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Imediatamente após cada disparo forte de RSNA, foi observada uma 

redução no nível de RSNA comparada à atividade basal com duração de 1-2 

segundos. Essa redução pós disparo de RSNA foi consistentemente observada 

quando o disparo de RSNA era ou não associado com o disparo sincronizado 

de PNA (figuras 7C, 8C e 9). 

Nos 56 sítios de microinjeção restantes  (figura 6), as respostas 

produzidas pela microinjeção de bicuculina  não se enquadraram em nenhuma 

das categorias descritas acima. Na maioria dos casos nenhuma alteração ou 

uma pequena resposta entre RSNA e PNA foi observada.  

Diferenças significativas nas alterações de PAM, FC, RSNA e PNA 

produzidas pela microinjeção de bicuculina foram encontradas ao compararmos 

os grupos com forte e moderado disparos sincronizados de RSNA/PNA (figura 

10).   
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Figura 10: Alterações na PAM, FC, RSNA e PNA produzidas pela 

microinjeção unilateral de bicuculina. ** P <0,001 grupo com disparos de 

RSNA/PNA fortemente sincronizados vs. grupo com disparos de RSNA/PNA 

moderadamente sincronizados. 
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Na maioria dos sítios de microinjeção que produziram forte disparo 

sincronizado de RSNA/PNA (17 sítios de 26), houve um início de bradicardia 

transiente seguido por taquicardia como exemplificado na figura 11.  

 
 

 

Figura 11: A: Registro mostrando o exemplo de uma resposta produzida pela 

microinjeção de bicuculina com disparos de RSNA acompanhados por 

disparos de PNA e alterações associadas na PAM e FC. B: resultados da 

média de disparos cíclicos para essa resposta onde o pico do sinal de RSNA 

integrado foi tirado como ponto de disparo (indicado pela linha pontilhada). É 

importante notar que a resposta de FC foi bifásica, com um transiente inicial 

de bradicardia seguida por taquicardia. 
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Localização dos sítios de microinjeção produzindo diferentes tipos de 

repostas 

Como mostrado na figura 6, respostas com forte ou moderado disparo 

sincronizado de RSNA/PNA foram produzidas por microinjeções localizadas no 

colículo superior e inferior ou porções dorsomedial, dorsolateral e lateral da 

PAG, com exceção de 2 microinjeções localizadas na região dorsal do núcleo 

pré cuneiforme. Em particular, respostas com forte disparo sincronizado de 

RSNA/PNA foram produzidas por microinjeções localizadas na camada 

profunda do colículo superior e núcleo central e externo do colículo inferior. Em 

contraste, respostas com moderado disparo sincronizado de RSNA/PNA foram 

produzidas por microinjeções localizadas em regiões dorsais do núcleo externo 

do colículo inferior e nas camadas  intermediárias e profunda do colículo 

superior (figura 6). As microinjeções de bicuculina em regiões ventrais ao 

colículo  superior e inferior não produziram respostas ou produziram respostas 

sem sincronismo de disparos de RSNA e PNA. 

O teste chi quadrado foi feito para determinar se as diferenças 

observadas na distribuição dos sítios de microinjeção produzindo diferentes 

respostas eram estatisticamente significativas. Para isto, 3 diferentes regiões 

foram definidas como demonstrado na figura 12. Essas 3 regiões eram: 1) 

porção dorsal do colículo, 2) porção ventral do colículo e 3) região fora do 

colículo. A maioria das respostas com forte disparo sincronizado de 

RSNA/PNA (92%) foram obtidas na região ventral do colículo enquanto que 

respostas com moderado disparo sincronizado de RSNA/PNA (67%) e com 

pequeno ou nenhum disparo sincronizado de RSNA/PNA foram obtidas na 

região dorsal do colículo e região fora do colículo (P < 0,001).  
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Figura 12: Proporções relativas das respostas com forte, moderado e 

pequeno ou nenhum disparo de RSNA/PNA sincronizado. (DC) porção dorsal 

do colículo, (VC) porção ventral do colículo e (OC) regiões fora do colículo.  
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Relação de tempo entre os disparos de RSNA e PNA 

 A média de disparos cíclicos foi usada para determinar a latência entre os 

picos de disparo de RSNA e PNA, onde o ponto inicial foi o pico do disparo de 

RSNA. Como mostrado na figura 4, o pico de PNA ocorreu antes do pico de 

RSNA. No caso das respostas com forte disparo sincronizado de RSNA e 

PNA, a diferença de tempo entre entre o pico de disparo foi 41 ± 8 ms.  

 O início dos disparos de PNA aconteceram imediatamente após o pico do 

disparo regular de PNA (figura 8C). O fato desses disparos irregulares de PNA 

não acontecerem randomicamente durante o ciclo respiratório normal reflete 

nos resultados da análise da média de disparos cíclicos, que mostrou que a 

média de PNA que antecedeu os disparos sincronizados de RSNA/PNA 

mostrou um padrão cíclico na mesma frequência do ritmo respiratório regular 

(figuras 9 e 11B). O grau de ocorrência do disparo de RSNA correlacionado 

com o ritmo respiratório normal em curso foi calculado pelo index de 

correlação do ciclo respiratório. Nesse index de correlação de ciclo 

respiratório, um valor de 100% implica que o disparo de RSNA ocorreu 

exatamente no mesmo ponto do ciclo respiratório normal, enquanto que um 

valor próximo a zero implica o tempo de disparo de RSNA não apresentou uma 

correlação consistente com o ciclo respiratório normal. Esses resultados 

mostram que o index de correlação respiratória foi 30,6 ± 2,6% para as 26 

respostas onde ocorreu forte disparo sincronizado de RSNA/PNA, indicando 

que os disparos sincronizados de RSNA/PNA não aconteceram em pontos 

randomizados no ciclo respiratório normal. Como mostrado anteriormente, o 

início do disparo de PNA ocorreu em maior frequência imediatamente após o 

pico de um disparo regular de PNA (figura 8C). 
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 Para as 29 respostas onde ocorreu moderado disparo sincronizado de 

RSNA/PNA, e para as 5 respostas onde os disparos de RSNA/PNA 

aconteceram mas sem alteração significante no padrão de PNA, o index de 

correlação respiratória foi 28 ± 2% e 35,8 ± 3,6%. Os valores calculados para 

esse index não foram significativamente diferentes entre os 3 tipos de resposta 

(P=0,329). Portanto o tempo de início de disparo de RSNA em todos os casos 

foi relacionado ao ciclo respiratório normal, independentemente se o disparo 

de RSNA era ou não associado com o disparo de PNA. 

 

Disparos de PNA e RSNA em ratos com bloqueio neuromuscular, 

vagotomizados e artificialmente ventilados 

Em 2 experimentos adicionais, os animais foram vagotomizados, 

paralisados e artificialmente ventilados. Sob essas condições, a microinjeção 

de bicuculina também produziu forte disparo sincronizado de RSNA/PNA (figura 

13). Os sítios de microinjeção que produziram essas respostas estavam 

localizados na camada profunda do colículo superior e no núcleo externo do 

colículo inferior como observado nos experimentos anteriores, utilizando 

animais respirando espontaneamente. É possível observar que os disparos 

sincronizados RSNA/PNA ocorreram após o disparo respiratório normal (na 

fase pós inspiratória), consistente com os resultados obtidos com os animais 

respirando espontaneamente. Este experimento ainda mostrou que a amplitude 

do disparo de PNA sincronizado com o disparo de RSNA foi parecido com o 

disparo regular de PNA antecendente. 
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Figura 13: Exemplo do registro de PA, RSNA e PNA antes (A) e após (B) 

microinjeção de bicuculina no colículo inferior de um rato vagotomizado, 

paralisado e articificialmente ventilado. 
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Respostas cardiovascular, respiratória e somatomotora ao estímulo 

auditivo, visual e somatosensorial após microinjeção de picrotoxina no 

colículo 

 Em uma nova série de experimentos, foram feitas microinjeções de 

picrotoxina (50pmol/ 50nl) em 124 sítios do colículo superior e inferior de ratos 

anestesiados, vagotomizados, paralisados e artificialmente ventilados. Sob 

condições basais, antes da microinjeção de picrotoxina, nenhuma alteração na 

atividade simpática do nervo esplâncnico, nervo frênico e nervo ciático foram 

produzidas pelo estímulo auditivo (palma das mãos; ex: figura 14 A), visual 

(flash de luz) ou somatosensorial (aperto forte na pata traseira) em ratos 

anestesiados. No entanto, o estímulo auditivo, visual ou somatosensorial após 

a microinjeção de picrotoxina em 57 sítios do colículo superior e inferior, gerou 

uma ativação imediata e sincronizada na SpSNA e PNA, seguida por aumento 

na PA (figura 14 A, B). Na maioria desses sítios, (37 de 57), a microinjeção de 

picrotoxina não alterou os níveis basais de SpSNA, PNA e ScNA e nos 20 

sítios de microinjeção remanescentes foram observados efeitos variáveis tais 

como uma resposta transiente ou uma resposta sustentada moderada. Em 7 

sítios positivos, foram observados disparos espontâneos sincronizados na 

SpSNA e PNA em adição aos disparos produzidos pelos estímulos após a 

desinibição do colículo superior e inferior.  

 Após a microinjeção de picrotoxina, o estímulo auditivo produziu uma 

resposta em 96% dos sítios positivos, enquanto que o estímulo visual e 

somatosensorial produziram respostas em 46 e 40 % respectivamente (figura 

15). Os 3 estímulos produziram respostas em 9 dos 35 sítios positivos nos 

quais todos os estímulos foram testados (figura 14 A). Em todos os 57 sítios de 
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microinjeção, aumentos na SpSNA e PNA foram sempre observados. As 

respostas simpática e respiratória ao estímulo de alerta ainda foram 

acompanhadas por uma resposta somatomotora (aumento na atividade do 

nervo ciático) em 30 dos 42 sítios de microinjeção nos quais a atividade do 

nervo ciático também foi registrada (figura 14 A, B). 
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Figura 14: (A) Exemplo de registro mostrando os efeitos de um estímulo 

auditivo (palma) na PA, SpSNA, PNA e ScNA antes e após microinjeção de 

picrotoxina num sítio responsivo do colículo. Nenhuma resposta foi obtida 

antes da injeção de picrotoxina, mas após microinjeção de picrotoxina, o 

estímulo auditivo bem como o visual (luz) e somatosensorial (aperto na pata 

traseira) produziu alterações em todas as variáveis. (B) Exemplo de uma 

resposta obtida em outro experimento em que o estímulo auditivo promoveu 

alterações em todas as variáveis enquanto o estímulo visual e 

somatosensorial não tiveram efeito. 
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Figura 15: Proporção de todos os sítios testados para os 3 diferentes 

estímulos sensoriais (palma, luz e aperto na pata traseira) nos quais cada 

estímulo produziu uma resposta.  
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 Em 5 animais foram comparadas as respostas pressora, simpática e 

respiratória produzidas pelo estímulo auditivo após microinjeção de picrotoxina 

nos lados direto e esquerdo do colículo superior e inferior. As respostas 

autonômicas e respiratória produzidas pelo estímulo auditivo foram similares 

após desinibição do lado direito e esquerdo do colículo (figura 16).  
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Figura 16: Alterações máximas na PAM, SpSNA e PNA provocadas pelo 

estímulo auditivo após microinjeção de picrotoxina nos lados direito e 

esquerdo do colículo superior. 
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Ao compararmos a magnitude das alterações na PAM, atividade 

simpática do nervo esplâncnico e atividade do nervo frênico produzidas pelos 3 

diferentes estímulos de alerta, não observamos nenhuma diferença entre a 

magnitude dessas respostas (figura 17). 

 

 

Figura 17: Alterações na PAM, SpSNA e PNA produzidas pelo estímulo 

auditivo, visual e somatosensorial após microinjeção unilateral de picrotoxina.  
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Relação do tempo entre as respostas produzidas pelos estímulos de 

alerta. 

 A característica marcante das respostas aos estímulos naturalísticos foi a 

estreita sincronia entre as respostas simpática, respiratória e somatomotora 

(figura 18). A média de disparos cíclicos foi feita para determinar a latência 

entre os picos dos disparos sincronizados de SpSNA, PNA e ScNA e as 

alterações associadas na PAM produzidas pelo estímulo auditivo (figura18). O 

início das respostas de PNA e ScNA ao estímulo auditivo consistentemente 

precederam o início do disparo de SpSNA (figura 18 C) por 26,0 ± 2.7 e 41,7 ± 

2,7 ms, respectivamente (figura 19 A). De maneira similar, início das respostas 

de PNA e ScNA ao estímulo visual precederam o início do disparo de SpSNA 

por 30,0 ± 4,2 e 48,3 ± 4,4 ms, respectivamente (figura 19 A). Essas diferenças 

no tempo de resposta em todos os casos foram significativamente diferente de 

zero, tanto para o estímulo auditivo quanto para o estímulo visual (P < 0.001). 

Além disso, a diferença entre o tempo do início das respostas de ScNA e 

SpSNA, foi maior que a diferença de tempo entre PNA e SpSNA quando o 

estímulo auditivo ou visual foram aplicados (P<0,01 e P<0,05; 

respectivamente, figura 19A). Deste modo, após o estímulo auditivo e visual, a 

resposta na ScNA ocorreu primeiro seguida pela resposta na PNA e então a 

resposta de SpSNA. No entanto, a latência das respostas na SpSNA relativas 

às respostas na PNA e ScNA não foram significativamente diferentes ao 

compararmos o estímulo auditivo e visual  (P > 0,3; figura 18A). Além disso, a 

magnitude dos disparos de SpSNA e PNA produzidas pelo estímulo auditivo 

foram em ambos os casos similares à resposta produzida pelo estímulo visual 

(figura 19 B). 
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Figura 18:. Média de disparos cíclicos das respostas produzidas pelo 
estímulo auditivo. A, exemplo da resposta produzida por um estímulo auditivo 
(palma) na PA, SpSNA, PNA e ScNA. B, média de disparos cíclicos para 10 
respostas produzidas pelo estímulo auditivo após microinjeção de picrotoxina 
no colículo. C, proporção da média das respostas (indicada pelo sombreado 
em B), mostrando que o início dos disparos de PNA e ScSNA ocorreram 
antes do início do disparo de SpSNA. O ponto de início de cada variável está 
mostrado pela linha vertical pontilhada. 
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Figura 19: Diferença de tempo e amplitude nas respostas produzidas pelo 
estímulo. A, histograma mostrando a diferença de tempo (média ± erro 
padrão da média) entre o início do disparo de SpSNA e início do disparo de 
PNA e ScNA. Os valores negativos indicam que os disparos de PNA e ScNA 
antecederam  os disparos de SpSNA. * P<0,05, ** P<0,01, ns, não 
significativo. B, histograma mostrando a magnitude das respostas produzidas 
pelo estímulo auditivo e visual na SpSNA e PNA através da média de 
disparos cíclicos. 
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Localização dos sítios de microinjeção positivos 

 Os sítios de microinjeção de picrotoxina foram representados na figura 15 

em diferentes cores  e símbolos de acordo com a modalidade do estímulo ao 

qual o sítio de microinjeção foi responsivo. A localização dos 57 sítios positivos 

para o estímulo naturalístico predominaram na camada profunda do colículo 

superior , núcleo central e externo do colículo inferior, com poucos sítios na 

região adjacente à porção lateral da PAG e núcleo pré-cuneiforme (figura 20 A). 

De maneira similar, os sítios de microinjeção de bicuculina capazes de gerar 

respostas simpática e respiratória sincronizadas também estavam localizados 

na mesma região. 

Não foi observada uma região específica do colículo superior e inferior 

responsiva para cada tipo de estímulo (auditivo, visual ou somatossensorial) 

(figura 20 B). 
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Figura 20: Diagrama esquemático das seções coronais do Atlas de Paxinos e 

Watson ilustrando os sítios de microinjeção de picrotoxina no colículo superior 

e inferior. A: distribuição dos sítios de microinjeção responsivos (círculos 

vermelhos) e não resposivos (círculos pretos) ao estímulo naturalístico. B: 

distribuição dos sítios de microinjeção responsivos a diferentes modalidades 

sensoriais. Os diferentes símbolos indicam a modalidade do estímulo 

naturalístico ao qual o sítio de microinjeção foi responsivo. InG, camada cinza 

intermediária do coliculo superior; DpG, camada cinza profunda do coliculo 

superior; DpWh, camada branca profunda do coliculo superior; ECIC, cortex 

externo do coliculo inferior; CnF, núcleo cuneiforme; PrCnF, núcleo pré-

cuneirforme; dmPAG, porção dorsomedial da substância cinzenta 

periaquedutal; dl, porção dorsolateral da substância cinzenta periaquedutal; l, 

porção lateral da substância cinzenta periaquedutal; vl, porção ventrolateral 

da substância cinzenta periaquedutal; Aq, aqueduto; CIC, comissura do 

colículo inferior. 
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Projeções Aferentes para o colículo superior e inferior 

A microinjeção unilateral do traçador CTB – Alexa 555 (0,5 – 1%, 50 nl) 

no colículo superior direito expressou densa marcação neuronal bilateral no 

córtex pré-frontal medial, mais especificamente na região pré-límbica (PL) e 

cingulado (Cg1) do córtex pré-frontal medial; e córtex motor secundário (M2). 

De maneira interessante também foi observada densa marcação bilateral de 

neurônios no hipotálamo ventromedial (VMH), córtex disgranular (RSD), córtex 

agranular (RSCc), córtex de associação parietal medial (MPtA), córtex de 

associação parietal lateral (LPtA), córtex somatosensório primário (SITr), córtex 

auditivo secundário (AuD) e primário (Au1) (figura 21). 

A inibição bilateral utilizando muscimol, um agonista de receptor GABAA, 

do hipotálamo dorsomedial (DMH), substância cinzenta periaquedutal (PAG), 

núcleo cuneiforme (CnF) e núcleo parabraquial lateral (LPB) não bloqueou a 

resposta simpática, respiratória e somatomotora sincronizada produzida pelo 

estímulo naturalístico após microinjeção de picrotoxina no colículo (dados não 

mostrados).  
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Figura 21: Diagrama esquemático e fotomicrografia de cortes coronais ao nível do 

córtex pré-frontal (A) e hipotálamo (B) mostrando marcação neuronal retrógrada 

após microinjeção de CTB no colículo superior. PL, região pré-límbica; Cg1, 

cingulado; M2, córtex motor secundário; VMH, hipotálamo ventromedial; DMH, 

hipotálamo dorsomedial; LH, hipotálamo lateral; RSD, córtex disgranular; RSCc, 

córtex agranular; MPtA, córtex de associação parietal medial; LPtA, córtex de 

associação parietal lateral; SITr, córtex somatosensório primário; AuD, córtex 

auditivo secundário e Au1, córtex auditivo primário.  
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Efeitos da descerebração 

Em 4 experimentos adicionais foi feita a descerebração pré colicular após 

microinjeção de bicuculina metiodide para determinar se as regiões encefálicas 

e prosencefálicas eram essenciais para obter as respostas cardiovasculares, 

simpática e respiratória ao estímulo naturalístico. Em todos esses 

experimentos, o sítio de microinjeção responsivo ao estímulo auditivo após 

desinibição do colículo foi identificado antes de iniciar a descerebração.  Após a 

remoção do prosencéfalo (figura 22 C), incluindo o córtex pré-frontal medial, 

amígdala, córtex auditivo, hipotálamo dosomedial, área perifornical e 

hipotálamo lateral, o estímulo auditivo foi capaz de gerar disparos altamente 

sincronizados de SpSNA e PNA somente após a desinibição da região colicular 

(figura 22 A e B). Similar aos experimentos com o cérebro intacto, a média de 

disparos cíclicos mostrou que o pico do disparo da PNA ocorreu milisegundos 

antes do pico da SpSNA, com uma diferença de -20 ± 4 ms entre o disparo de 

SpSNA e PNA. Como mostrado anteriormente, disparos espontâneos e 

sincronizados de atividade simpática e atividade respiratória foram obtidos após 

microinjeção de bicuculina em adição aos disparos sincronizados gerados pelo 

estímulo auditivo. 
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Figura 22: A, Exemplo da resposta produzida por uma série de palmas na PA, 

SpSNA e PNA após microinjeção de bicuculina no colículo em um rato após 

descerebração.  B, média de disparos cíclicos para 3 respostas produzidas 

pelo estímulo auditivo. O trigger point foi o início do aumento na SpSNA 

indicado pela linha pontinhada. C, Diagrama indicando a extensão da 

descerebração e fotografia comparando um cérebro intacto e cérebro após 

descerebração. 

 

Intacto Descerebrado 
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Projeções Eferentes do colículo superior e inferior 

Após a  microinjeção unilateral do traçador CTB – Alexa 555 (0,5 – 1%, 

50 nl) no colículo superior direito foi observada densa marcação de terminais 

axonais ipsilaterais ao sítio de microinjeção na PAG, mais especificamente nas 

porções dorsomedial (dm), dorsolateral (dl), lateral (l) e ventrolateral (vl)  (figura 

23 A). Também foi observado marcação unilateral de terminais axonais no 

núcleo paragiganto celular lateral (LPGi), núcleo reticular gigantocelular ventral 

(GiV) e núcleo dorsal da oliva inferior (IOD), regiões estas que fazem parte do 

bulbo rostral ventromedial (RVMM), localizado no tronco encefálico (figura 23 

B). 
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Figura 23: Diagrama esquemático e fotomicrografia de cortes coronais ao nível do 

mesencéfalo - substância cinzenta periaquedutal (A) e tronco encefálico - bulbo rostral 

ventromedial (B) mostrando marcação neuronal anterógrada após  microinjeção de 

CTB no colículo superior. dm, porção dorsomedial; dl, dorsolateral; l, lateral; vl, 

ventrolateral da substância cinzenta periaquedutal; LPGi, paragiganto celular lateral; 

GiV, núcleo reticular gigantocelular ventral e IOD, núcleo dorsal da oliva inferior. 
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5. DISCUSSÃO 

Os principais resultados desse estudo mostram que o colículo superior e 

colículo inferior estão sob forte tônus inibitório gabaérgico. Após a remoção da 

inibição gabaérgica, neurônios localizados em sítios específicos do colículo 

superior e inferior, são responsáveis por iniciar simultaneamente aumentos na 

atividade somatomotora bem como autonômica e respiratória como parte de 

uma resposta coordenada a um estímulo naturalístico de ameaça. Além disso, 

a resposta sincronizada ao estímulo naturalístico manteve-se presente após 

remoção do prosencéfalo, indicando que o circuito essencial envolvido nesse 

reflexo encontra-se no tronco encefálico. 

Estudos prévios mostraram que a ativação química ou desinibição de 

neurônios no colículo superior podem gerar aumentos na PA, FC e respiração 

(Keay et al., 1988, Keay et al., 1990, Brandao et al., 1999). Nossos resultados 

corroboram com esses achados e mostram que a desinibição de neurônios 

localizados nessa região resulta em uma resposta simpática, respiratória e 

somatomotora altamente sincronizada. Os sítios de microinjeção que 

produziram os disparos de RSNA/ PNA mais intensos e que responderam ao 

estímulo naturalístico estavam localizados nos núcleos externo e central do 

colículo inferior e nas camadas profundas do colículo superior. De acordo com 

nossos achados, foi demonstrado previamente em ratos acordados, que a 

microinjeção de bicuculina nessas regiões produz uma resposta 

comportamental de defesa, caracterizada por fuga ou “freezing”(Caicedo and 

Herbert, 1993, Brandao et al., 1999, Brandao et al., 2005). 

Já está bem descrito que um estímulo ameaçador, gera além da resposta 

comportamental, uma resposta cardio-respiratória (Li et al., 1997, Kanbar et al., 
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2007, Dampney et al., 2008, Kabir et al., 2010). O aumento na pressão arterial, 

aumenta a perfusão do tecido músculo-esquelético ativo, enquanto que o 

aumento na RSNA, juntamente com aumentos na atividade de nervos 

vasomotores simpáticos redistribuem o aumento da atividade cardíaca  para o 

tecido músculo-esquelético ativo (Dampney et al., 2008). Ao mesmo tempo, o 

aumento na atividade respiratória, aumenta a captação de oxigênio nos 

pulmões. Portanto, nossos achados são consistentes com a proposta de que 

existem neurônios no colículo superior e inferior que são capazes de gerar 

respostas comportamentais altamente coordenadas, acompanhadas de 

alterações cardiovasculares e respiratórias apropriadas que permitem que  o 

animal escape de um estímulo ameaçador tal como a aparição de um predador 

sinalizado por uma via auditiva ou visual (Dean et al., 1989, Brandao et al., 

1999). 

 

Padrão de resposta simpática e respiratória gerada após desinibição de 

receptores GABA 

Foi demonstrado previamente que disparos de baixa frequência de 

atividade simpática similares aos observados no presente estudo, foram 

produzidos por microinjeções de bicuculina no núcleo paraventricular do 

hipotálamo (Kenney et al., 2001). Os mecanismos responsáveis por esse 

padrão de disparos são desconhecidos mas provavelmente devem ser 

consequentes do bloqueio completo da inibição GABA e resultante da 

hiperexcitabilidade dos neurônios (Heyer et al., 1981). Independente dos 

mecanismos precisos responsáveis pela geração dos disparos após 

microinjeção de bicuculina, foi observado um mecanismo na região colicular 
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capaz de gerar ativação altamente sincronizada de resposta simpática e 

respiratória. 

Como mostrado nos resultados, disparos irregulares de PNA foram 

distintos pelo fato de serem super-impostos sobre os disparos rítmicos normais 

de PNA e sempre associados com um disparo sincronizado de RSNA. Além 

disso, a média de disparos cíclicos mostrou que os disparos de RSNA eram 

sempre acompanhados de um aumento transiente mas substancial na PAM de 

10 -15 mmHg , sugerindo que a atividade simpática em outros leitos vasculares 

também estava aumentada.  

Por outro lado, alterações na FC foram mais variáveis, mas na maioria 

das vezes, bifásica, com uma bradicardia transiente inicial seguida por uma 

taquicardia. Apesar de não termos testado as contribuições ds nervos simpático 

e cardíaco vagal à resposta da frequência cardíaca, uma possível explicação 

para essa variabilidade seria o  aumento simultâneo tanto na atividade 

simpática quanto atividade vagal cardíaca. Tal co-ativação é comumente 

produzida pela estimulação de vários reflexos, incluindo o quimioreflexo, reflexo 

nociceptivo e reflexo ocular. Tem sido sugerido que tal ativação é padrão mais 

que exceção (Paton et al., 2005, Paton et al., 2006).   Além disso, é 

interessante notar que a co-ativação simpática e cardíaca vagal é 

frequentemente produzida quando um estímulo de alerta induz um reflexo de 

orientação (Abdeen et al., 1995, Baudrie et al., 1997), o que pelo menos 

quando sinalizado por um estímulo visual, é gerado por neurônios localizados 

no colículo superior (Dean et al., 1989, Stein, 1998). 
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Possível mecanismo responsável pela ativação simpática e respiratória 

sincronizada 

Existem dois possíveis mecanismos capazes de gerar os disparos 

sincronizados de RSNA e PNA observados neste estudo. Primeiro, um 

aumento na atividade respiratória ativaria receptores no pulmão ou caixa 

torácica que de maneira reflexa aumentaria a RSNA. Essa explicação pode ser 

descartada pois os disparos sincronizados RSNA/PNA foram observados em 

ratos vagotomizados, paralisados e artificialmente ventilados em que o 

feedback aferente relacionado ao enchimento do pulmão foi removido. Dessa 

forma, a explicação mais plausível seria que esses disparos sincronizados de 

RSNA e PNA sejam mediados por um mecanismo central comum gerado pela 

ativação de neurônios no colículo. De acordo com essa hipótese, os disparos 

de RSNA não aconteceram precisamente simultâneos aos disparos de PNA. 

Foi observado um leve atraso entre os disparos de PNA e RSNA de 41 ± 8 ms. 

Esse atraso seria esperado se os disparos em ambas RSNA e PNA fossem 

geradas por uma população comum de neurônios no colículo, uma vez que 

fibras pós ganglionares simpáticas não são mielinizadas (Janig, 1988) e por 

isso possuem uma velocidade de condução menor que os axônios mielinizados 

dos neurônios motores do frênico (Pickering and Jones, 2007). Não parecem 

existir projeções diretas do colículo superior ou inferior para neurônios motores 

do frênico ou neurônios pré ganglionares simpático renal na medula espinhal 

(Sly et al., 1999, Lois et al., 2009) e então os efeitos nesses grupamentos 

eferentes devem ser mediados via outros neurônios centrais propostos com S 

ou R na figura 24. 
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Disparos na RSNA foram observados algumas vezes sem sincronismo 

com disparos na PNA, apesar do oposto não ter ocorrido. Uma possível 

explicação para isto, seria o fato de que neurônios simpáticos centrais que 

recebem aferências de neurônios comando no colículo, tem um limiar de 

disparo mais baixo que neurônios respiratórios que também recebem 

aferências de neurônios comando (figura 24). 

Já está bem descrito que existem conexões entre o gerador de padrão 

respiratório, responsável pelo ritmo respiratório normal e neurônios centrais que 

comandam a atividade simpática (Adrian et al., 1932, Habler et al., 1994, 

Malpas, 1998). Poderia ser sugerido que os “neurônios comando” poderiam 

simplesmente enviar um projeção para o gerador de padrão respiratório  e 

indiretamente, gerar um aumento na atividade simpática via o acoplamento 

normal entre o gerador de padrão respiratório e fluxo eferente simpático. No 

entanto, existem 3 observações que sugerem que o acoplamento entre o 

gerador de padrão respiratório e fluxo eferente simpático não é o principal 

mecanismo. Primeiro, os disparos irregulares de PNA associados aos disparos 

de RSNA ocorreram em tempos diferentes no ciclo respiratório normal, apesar 

de terem ocorrido com maior frequência imediatamente após o pico de um 

disparo regular de PNA. Deste modo, eles parecem ser gerados por 

mecanismos diferentes daquele que comanda  o ciclo respiratório normal. 

Segundo, na maioria dos casos, a amplitude do disparo irregular de PNA foi 

moderado mas nunca associado com um aumento marcante na RSNA (figura 9 

B). Terceiro, e mais importante, nos experimentos com animais paralisados e 

artificialmente ventilados (figura 13 B), os disparos irregulares de PNA foram 

claramente distintos do disparo regular normal de PNA que antecedeu o 
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disparo irregular. Em todos os casos, a amplitude do disparo irregular de PNA 

foi similar ao disparo regular, mas somente o disparo irregular foi associado ao 

disparo sincronizado de RSNA. Portanto, é possível sugerir que o sincronismo 

entre os disparos de RSNA e PNA são devido um mecanismo separado do 

acoplamento respiratório - simpático que acontece durante a respiração normal. 

Neste modelo, nós propomos que os neurônios respiratórios que comandam a 

PNA em resposta à projeção de neurônios comando locais, exercem sua ação 

independente do gerador de ritmo respiratório (figura 24). 

Uma característica interessante dos disparos de RSNA quando 

acompanhados ou não por disparos sincronizados de PNA, foi o fato de cada 

disparo ter sido imediatamente seguido por um período de 1-2 s em que o nível 

de atividade simpática do nervo renal foi evidentemente reduzida quando 

comparada com nível de atividade basal. Tem sido mostrado que uma forte 

ativação de neurônios pré-ganglionares simpáticos tem um efeito depressor na 

sua própria excitabilidade, tanto que os neurônios podem se tornar inativos por 

um período de alguns segundos (Polosa, 1967). Este fenômeno explicaria a  

redução na atividade simpática do nervo renal após um disparo intenso. A 

importância funcional desse fenômeno de depressão pós excitação não está 

totalmente clara. Tem sido sugerido que neurônios pré-ganglionares simpáticos 

podem agir como um filtro passo-baixo, de maneira que as eferências desses 

neurônios correspondem com seus efetores (ex: musculatura vascular lisa) que 

são incapazes de responder à estimulação de alta frequência (Polosa, 1967). 

          Os disparos sincronizados tenderam a ocorrer mais frequentemente 

imediatamente após um disparo regular normal da PNA, durante o período pós 

inspiratório tanto em ratos respirando espontaneamente como ratos 
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artificialmente ventilados. Esse achado sugere que os neurônios comando 

responsáveis por gerar os disparos sincronizados de RSNA e PNA recebem 

uma aferência do gerador de padrão respiratório, tanto que a possibilidade de 

disparo é aumentada durante o período pós inspiratório. Portanto, como 

mostrado na figura 24, propomos que os neurônios comando localizados no 

colículo recebem pelo menos 3 inputs: 1) input tônico gabaérgico inibitório, 2) 

input tônico excitatório que produz uma potente ativação desses neurônios 

quando o input inibitório é bloqueado e 3) input modulatório do gerador de 

padrão respiratório. As possíveis projeções inibitórias e excitatórias do colículo 

superior são ainda desconhecidas. Existe pouca informação sobre a modulação 

local das aferências do gerador de ritmo respiratório para o colículo. Um estudo 

anatômico mostrou uma aferência de um grupo de células respiratórias rostro- 

ventrais no bulbo que poderiam exercer essa função (Gaytan and Pasaro, 

1998). 
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Figura 24: Diagrama esquemático  mostrando as projeções propostas por 

gerar respostas sincronizadas de RSNA/PNA. As setas indicam as 

projeções propostas que podem ser diretas (monosinápticas) ou indiretas 

(polisinápticas). O neurônio identificado como S regula a resposta simpática 

enquanto o neurônio identificado como R regula a atividade do nervo 

frênico. É proposto que esses neurônios recebem aferências de uma 

população comum de neurônios identificadas como neurônios comando 

localizados no colículo superior e inferior. Também é proposto que esses 

neurônios recebem uma aferência inibitória tônica (indicada pelo símbolo -), 

bem como uma aferência excitatória (indicada pelo símbolo +) de neurônios 

que geram o ritmo respiratório normal (ex: gerador de padrões respiratórios, 

RPG), bem como outras aferências excitatórias de estruturas 

desconhecidas. A aferência do RPG poderia aumentar a probabilidade de 

disparos de neurônios comando durante a fase inspiratória e pós 

inspiratória e isto poderia gerar uma melhor frequência de disparos de 

RSNA/ PNA durante estas fases no ciclo respiratório normal. Por último, é 

proposto que os neurônios S tem um limiar de disparo mais baixo que 

neurônios R, visto que houveram disparos de RSNA sem disparo de PNA 

enquanto que o contrário não foi observado.  
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Padrão de resposta simpática e respiratória gerada pelo estímulo 

naturalístico após desinibição de receptores GABA 

Já está bem descrito na literatura que um estímulo de alerta produz uma 

resposta cardiorespiratória caracterizada por aumentos na PA, FC, RSNA, 

atividade respiratória, bem como uma resposta comportamental de defesa (Li et 

al., 1997, Kanbar et al., 2007, Dampney et al., 2008, Kabir et al., 2010). O 

colículo superior tem uma função crítica na geração de respostas de 

orientação, de defesa ou de escape altamente coordenadas frente um estímulo 

visual, auditivo ou somatosensorial que requer uma ação imediata (Dean et al., 

1989, Cohen and Castro-Alamancos, 2010, Gandhi and Katnani, 2011). De 

maneira similar, o colículo inferior que recebe sinais de vários núcleos 

auditivos, também tem uma função importante em mediar respostas 

apropriadas (chamadas padrões de ações fixas) a sinais auditivos, via 

projeções ao colículo superior (Casseday and Covey, 1996). No presente 

estudo observamos que o estímulo naturalístico (auditivo, visual e 

somatosensorial) após desinibição do colículo produziu uma resposta 

cardiorespiratória e motora altamente sincronizada em ratos anestesiados. O 

padrão dessa resposta foi similar a resposta observada em animais acordados 

mas no entanto, experimentos utilizando estímulo de alerta nunca foram feitos 

em animais anestesiados. Nossos achados são consistentes com estudos 

prévios mostrando que neurônios no colículo podem gerar respostas 

autonômicas, respiratórias e comportamentais apropriadas a um estímulo de 

alerta, tais como  aparecimento de um predador sinalizado por um estímulo 

visual ou auditivo (Dean et al., 1989, Brandao et al., 1999). 
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Disparos sincronizados de SpSNA e PNA foram gerados por estímulos 

auditivo, visual ou somatosensorial após microinjeção de picrotoxina ou 

bicuculina (nos experimentos de descerebração). A microinjeção de picrotoxina 

em 7 sítios (de um total de 124) produziu disparos sincronizados de SpSNA e 

PNA espontâneamente (na ausência do estímulo auditivo). Em contraste, nos 

experimentos do protocolo 1, disparos sincronizados de atividade simpática e 

respiratória foram observados em 55 dos 129 sítios de microinjeção testados. 

O fato de que disparos sincronizados de SpSNA e PNA ocorreram com uma 

frequência maior após a microinjeção de bicuculina comparado com 

picrotoxina pode ser devido a diferença nas propriedades farmacológicas das 

duas drogas. Além de bloquear os receptores GABA, a bicuculina metiodide 

também bloqueia canais de potássio de pequena condutância ativados por 

cálcio (Kleiman-Weiner et al., 2009), que podem potenciar o disparo de 

neurônios dependentes de NMDA (Johnson and Seutin, 1997). Em contraste, a 

picrotoxina não apresenta esse efeito (Kleiman-Weiner et al., 2009). Portanto, 

sob condições basais, a bicuculina metiodide parece ser mais potente que a 

picrotoxina na ativação de neurônios coliculares que então geram disparos 

sincronizados de SpSNA e PNA. Consistente com nossos achados, disparos 

altamente sincronizados de atividade neuronal foram observados após 

aplicação de bicuculina metiodide em cortes cerebrais contendo o tálamo, 

enquanto que na presença de picrotoxina esses disparos de atividade neuronal 

foram menos frequentes (Kleiman-Weiner et al., 2009). De maneira similar, 

estudo prévios mostraram que a microinjeção de bicuculina em outras regiões 

tal como o núcleo paraventricular do hipotálamo ou medula espinhal produziu 
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disparos de atividade simpática (Kenney et al., 2001, Kenney et al., 2003, 

Goodchild et al., 2008). 

Apesar da bicuculina metiodide e picrotoxina apresentarem algumas 

diferenças nas propriedades farmacológicas, uma propriedade em comum é 

que ambas bloqueiam receptores GABAA (Kleiman-Weiner et al., 2009). Os 

resultados deste estudo mostram que em ratos anestesiados, o bloqueio de 

receptores GABAA  presentes no colículo superior e colículo inferior permite a 

geração de respostas simpática, respiratória e somatomotora sincronizadas 

produzidas pelo estímulo naturalístico que normalmente não são observadas 

em condições controle. No entanto, outros experimentos são necessários para 

determinar se os receptores GABAA que suprimem essa resposta são 

sinápticos ou extra sinápticos, uma vez que tanto a picrotoxina quanto a 

bicuculina bloqueiam ambos os tipos de receptores. 

 

Possível mecanismo responsável pela resposta simpática, respiratória e 

somatomotora sincronizada ao estímulo naturalístico 

Duas evidências sugerem que as respostas produzidas pelo estímulo 

naturalístico são geradas pela ativação de uma população de neurônios 

comando localizados no colículo. Primeiro, em todos os 57 casos quando uma 

resposta foi gerada após o estímulo naturalístico, houveram aumentos 

simultâneos em ambas SpSNA e PNA. Segundo, os aumentos na SpSNA e 

PNA foram altamente sincronizados, de maneira que o início dos disparos de 

SpSNA induzidos pelo estímulo auditivo ou estímulo visual ocorreram com um 

pequeno atraso comparado com o início dos disparos da PNA (25 - 30 ms). É 

improvável que o atraso entre o disparo de PNA e SpSNA sejam explicados 
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pela diferença no número de sinapses nas vias descendentes, visto que o 

tempo de transmissão para sinapses no tronco encefálico é tipicamente < 1 ms 

(Pellet, 1990). No entanto, esse atraso seria esperado caso ambas respostas 

fossem geradas pela mesma população de neurônios uma vez que como 

mencionado anteriormente, axônios pós ganglionares simpáticos tem uma 

velocidade de condução menor que axônios dos neurônios motores do nervo 

frênico (Janig, 1988, Pickering and Jones, 2007).  Ao mesmo tempo, não 

podemos excluir a possibilidade que as respostas simpática e respiratória 

podem ser geradas por populações separadas de neurônios coliculares que 

podem ser ativados simultaneamente por sinais auditivos, visuais ou 

somatosensoriais.   

Em 42 sítios de microinjeção responsivos, além do registro de SpSNA e 

PNA, também foi feito o registro simultâneo de atividade do nervo ciático. Em 

30 dos 42 sítios de microinjeção responsivos, os aumentos na SpSNA e PNA 

induzidos pelo estímulo naturalístico também foram acompanhados por 

aumentos na ScNA. O disparo de ScNA induzido pelo estímulo visual e auditivo 

também antecedeu o disparo de Sp SNA, o que pode ser explicado pelo fato 

dos nervos motores do nervo ciático possuírem uma velocidade de condução 

maior que as vias eferentes simpáticas (Thomas et al., 1981, Janig, 1988). A 

inabilidade de detectar respostas na ScNA em alguns experimentos podem ser 

resultado de dificuldades técnicas em detectar atividade motora no nervo 

ciático ou pela diferença na sensibilidade de vias motoras comparadas com a 

atividade do nervo frênico e  atividade simpática sob condições de anestesia. 

Outra explicação seria o fato de alguns neurônios coliculares responsáveis por 

mediar respostas respiratórias e cardiovasculares não influenciarem a atividade 
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somatomotora ou terem um limiar de ativação maior e dessa forma respostas 

na Sc NA não foram detectadas durante o registro. Mesmo assim, os 

resultados deste estudo sustentam a hipótese de que existe uma população de 

neurônios comando no colículo responsáveis por gerar uma reposta 

autonômica, respiratória e somatomotora sincronizada à estímulos multimodais. 

Consistente com essa idéia, as camadas intermediárias e profundas do colículo 

superior contém neurônios multissensoriais que respondem à estímulos visuais, 

auditivo e somatosensoriais (King and Palmer, 1985, Meredith and Stein, 

1986a, b, Huffman and Henson, 1990, May, 2006, Hirokawa et al., 2011). Em 

particular, Meredith e Stein demonstraram uma convergência de aferências 

visuais, auditivas e somatosensoriais em várias células individuais na camada 

profunda do colículo superior (Meredith and Stein, 1986b). Estudos futuros são 

necessários para determinar se neurônios multissensoriais no SC podem 

simultaneamente gerar respostas simpática, respiratória e somatomotora ou se 

essas respostas são geradas por populações separadas de neurônios 

coliculares. 

 

Considerações metodológicas 

O estímulo auditivo utilizado foi o som de uma palma feito 

aproximadamente à 30 cm do animal. O rato foi posicionado nas barras de 

ouvido de maneira que a membrana do tímpano não foi perfurada. A presença 

das barras de orelha poderiam ter reduzido a amplitude do sinal auditivo, mas 

como descrito nos métodos, a medida da intensidade e espectro do som da 

palma, indicam que a amplitude do som excedeu o limiar auditivo, mesmo este 

tendo sido atenuado pelas barras de ouvido. Além disso, o fato de que as 
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respostas foram produzidas pelo estímulo auditivo, demonstram que o sinal 

auditivo não foi eliminado pelas barras no ouvido. Não foi feita uma avaliação 

sistêmica da relação entre a magnitude do estímulo auditivo e a magnitude das 

respostas produzidas, apesar de em alguns experimentos termos utilizados 

palmas mais brandas e mais fortes. Nestes casos, não foram observados 

efeitos distintos na intensidade do estímulo auditivo e magnitude da resposta 

produzida, sugerindo que as repostas eram um fenômeno tudo  ou nada. De 

maneira similar, o estímulo visual e somatosensorial também produziram uma 

resposta clara ou nenhuma resposta. 

O nervo ciático contém fibras somatomotoras e fibras simpáticas pós 

ganglionares (43), mas dois fatores indicam que as respostas observadas na 

atividade deste nervo não representam um aumento na atividade simpática. 

Primeiro, o início da resposta na ScNA ao estímulo auditivo e visual, antecedeu 

o início das alterações na SpSNA por 4,7 ± 2.7 e 48,3 ± 4,4 ms, 

respectivamente (Figura 19), consistente com uma resposta mediada por fibras 

de condução rápida mielinizadas do que fibras simpáticas pós ganglionares não 

mielinizadas de condução lenta. Além disso, diferente da SpSNA, não foi 

detectado atividade basal na ScNA, o que seria esperado se a atividade 

simpática estivesse sendo registrada. Apesar de não podermos excluir a 

possibilidade de que aumentos na atividade simpática podem contribuir para a 

resposta na ScNA, nós acreditamos que esta resposta reflete 

predominantemente aumentos na atividade somatomotora do nervo. 
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Vias neurais do colículo não são lateralizadas 

Em humanos, o hemisfério direito é descrito como dominante para 

geração de respostas fisiológicas ao estresse (Henry, 1997, Wittling, 1997), 

tendo uma função preferencial durante o processo emocional (Gainotti, 1983, 

Robinson et al., 1984).  Xavier e colaboradores (2009) mostraram que as vias 

cardiovasculares descendentes do DMH, região importante para respostas 

cardiovasculares ao estresse, são predominantemente lateralizadas e  que o 

DMH direito exerce um controle maior nas alterações de frequência cardíaca 

durante  estresse emocional (Xavier et al., 2009). De maneira similar, injeções 

de bicuculina na porção dorsal da PAG produziu aumentos na acuidade visual 

e reatividade tátil contralateralmente ao sítio de microinjeção, indicando a 

ocorrência de assimetria sensorial nesta região durante a resposta de fuga 

(Blanchard et al., 1986). No presente estudo não observamos diferenças na 

magnitude e padrão de resposta produzido pelo estímulo naturalístico após 

desinibição dos lados direito e esquerdo do colículo. Em concordância com 

nossos resultados, Brandao e colaboradores (1988) também não observaram 

lateralização nas respostas sensoriais que acompanham as alterações 

comportamentais produzidas pela microinjeção de bicuculina no colículo inferior 

(Brandao et al., 1988). Portanto, a lateralidade nas respostas sensoriais e 

cardiovasculares que acompanham o comportamento de fuga é uma 

característica observada no DMH e  PAG, mas não no colículo superior e 

inferior. 

É interessante notar que o estímulo auditivo e visual foram aplicados 

bilateralmente, enquanto o estímulo somatosensorial foi realizado na pata 

traseira somente de um lado. Respostas para o estímulo somatosensorial foram 
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obtidas após a microinjeção de picrotoxina em regiões ipsilaterais e 

contralaterais do colículo, indicando que a desinibição unilateral de neurônios 

coliculares foi capaz de desmascarar respostas aos sinais somatosensoriais 

tanto do lado ipsilateral quanto contralateral. Consistente com esse achado, 

estudos mostraram que os sinais somatosensoriais projetam-se bilateralmente 

para o SC (Wiberg et al., 1987), e que também existem interconexões extensas 

entre o lado direito e esquerdo do colículo (Jen and Au, 1986, Jiang et al., 

1997). 

 

Vias centrais envolvidas na resposta sincronizada mediada pelo colículo  

Projeções aferentes para colículo superior e inferior 

As camadas profundas do SC recebem aferências de regiões corticais e 

subcorticais envolvidas nas funções motoras, sensoriais e cardiovasculares. 

Foram descritas projeções de importantes estruturas envolvidas na resposta 

cardiovascular ao estresse emocional como o córtex pré-frontal medial (mPFC), 

hipotálamo, núcleo cuneiforme e substância cinzenta periaquedutal para o 

colículo superior (Edwards, 1975, Grofova et al., 1978, Edwards et al., 1979, 

Fries, 1985). As maiores fontes de projeções somatosensoriais para o SC 

descritas são o núcleo espinhal trigeminal, corno dorsal da medula espinhal e 

córtex somatosensorial (Edwards et al., 1979, Huerta et al., 1981). Ainda foram 

mostradas aferências de regiões envolvidas no controle motor como a 

substância negra pars reticulada e córtex motor (Fries, 1985, Castellan-Baldan 

et al., 2006). O colículo inferior é uma região crítica no sistema auditivo e 

essencial para audição normal. Ele recebe projeções diretas do córtex auditivo 

bem como de núcleos pontinos auditivos e tálamo (Beyerl, 1978, Winer et al., 
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1998). Estudos anatômicos ainda mostraram projeções do núcleo basal da 

amígdala, substância negra, núcleo prabraquial, núcleo geniculado medial e 

hipotálamo (Adams, 1980, Winer et al., 1996, Marsh et al., 2002). No 

presente estudo reavaliamos as projeções aferentes para o SC à nível cortical 

e hipotalâmico. Nossos resultados confirmam estudos prévios mostrando 

marcação neuronal em regiões corticais como o mPFC, córtex motor, 

somatosensorial e auditivo. Além disso foi observada densa marcação neuronal 

na região hipotalâmica, mais especificamente no hipotálamo ventromedial, 

hipotálamo lateral e DMH. 

 

Resposta sincronizada ao estímulo naturalístico independe de estruturas 

prosencefálicas  

Após remoção de todo prosencéfalo, incluindo o córtex pré-frontal, 

amígdala, córtex auditivo e hipotálamo, o estímulo auditivo ainda foi capaz de 

gerar disparos de SpSNA e PNA altamente sincronizados após, mas não antes 

da microinjeção de bicuculina na região responsiva do colículo. Esse resultado 

mostra que o circuito essencial facilitando as respostas simpática, respiratória e 

motora  está localizado no tronco encefálico ou medula espinhal uma vez que a 

resposta sincronizada ao estímulo auditivo manteve-se presente após remoção 

de todo prosencéfalo. Evidências demonstram que o colículo é rico em células 

neuronais positivas para GABA mas pouco se sabe sobre as projeções 

modulatórias exercidas por estas células (Peruzzi and Dut, 2004). Seria 

possível especular que o córtex pré-frontal medial, região envolvida na resposta 

cardiovascular ao estresse agudo (Muller-Ribeiro et al., 2012) seria uma 

provável fonte de projeções excitatórias glutamatérgicas, enquanto o 
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hipotálamo seria uma possível região com projeções inibitórias para o colículo 

superior e inferior. No entanto, os experimentos de descerebração descartam a 

participação dessas estruturas na resposta simpática, respiratória e 

somatomotora sincronizada envolvendo a modulação gabaérgica no colículo 

superior e inferior. Nossos achados ainda corroboram e extendem achados 

prévios mostrando que as respostas iniciadas por um estímulo somatosensorial 

ou estímulo auditivo de ameaça, são dependentes de relés sinápticos 

localizados no SC e IC, mas não no tálamo, hipotálamo ou córtex. Esses 

neurônios provavelmente devem ser interneurônios locais (Mize, 1992) ou 

neurônios que projetam-se para o colículo superior e inferior a partir de outros 

núcleos tal como a substância negra. No presente estudo não analisamos a 

marcação neuronal ao nível da substância negra,  mas estudos anatômicos 

mostraram uma projeção gabaérgica direta da substância negra pars reticulata 

(SNpr)  para o colículo superior e inferior (Redgrave et al., 1992, Castellan-

Baldan et al., 2006) e esta via poderia assim inibir tonicamente neurônios 

comando capazes de gerar respostas de defesa e autonômicas coordenadas 

ao estímulo naturalístico. Estudos funcionais mostraram que respostas de 

defesa produzidas por estimulação elétrica ou química do colículo superior ou 

inferior em ratos acordados são exacerbadas após o bloqueio de neurônios na 

SNpr, enquanto que a ativação de neurônios na SNpr exercem um efeito 

contrário, ou seja, reduzem a resposta de defesa (Coimbra and Brandao, 1993, 

Nobre et al., 2004, Castellan-Baldan et al., 2006).  
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Vias centrais envolvidas na resposta sincronizada mediada pelo colículo 

Projeções eferentes do colículo superior e inferior 

Os estudos anatômicos sobre as projeções do colículo superior foram 

feitos com relação ao controle das funções motoras relacionadas com 

respostas de orientação e fuga (Janig, 1988, May, 2006). Foram descritas 

projeções para os núcleos reticulares pontino e bulbar, mas estas projeções 

são mediais e parecem não incluir os núcleos conhecidos pelo controle na 

função simpática e respiratória, tais como o bulbo rostral ventro-lateral ou grupo 

respiratório dorsal e ventral (Redgrave et al., 1987). De maneira similar, 

estudos analisando as vias eferentes do IC, focaram no processamento 

auditivo e existe pouca informação a respeito das possíveis vias do IC 

envolvidas na regulação das funções simpática e respiratória. Foi demonstrado 

uma densa projeção do colículo inferior para o colículo superior, que poderia 

conectar-se com neurônios no colículo superior responsáveis por regular a 

atividade simpática e respiratória (Garcia Del Cano et al., 2006). 

 Estudos prévios analisando as projeções do colículo superior mostraram 

uma projeção direta para PAG, mais especificamente para a porção 

dorsolateral (Redgrave et al., 1987, Furigo et al., 2010) que regula atividade 

simpática e respiratória (Subramanian et al., 2008, Iigaya et al., 2010) e para o 

hipotálamo lateral (Fallon and Moore, 1979). Nossos resultados de marcação 

anterógrada estão de acordo com estudos prévios que mostraram que as fibras 

eferentes do SC seguem uma via ipsilateral na PAG e RVMM (Redgrave et al., 

1986, Furigo et al., 2010). Estudos anatômicos e funcionais sugerem que o 

colículo e dlPAG tem uma relação muito próxima e seria provável que a 

resposta sincronizada ao estímulo naturalístico fosse mediada pela PAG ou 
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hipotálamo dorsomedial (Dean et al., 1989, Gandhi and Katnani, 2011), visto 

que foi demonstrado que as respostas cardiovasculares e respiratórias 

produzidas pela dlPAG são dependentes de atividade neuronal do hipotálamo 

dorsomedial (de Menezes et al., 2009, Horiuchi et al., 2009), conhecido por ter 

uma função importante na resposta cardiovascular ao estresse (DiMicco et al., 

2002, Fontes et al., 2011).  No entanto, observamos neste estudo que essas 

projeções não estão envolvidas no controle da resposta simpática, respiratória 

e somatosensorial sincronizada ao estímulo naturalístico, visto que a resposta 

manteve-se presente após a inibição bilateral do DMH e PAG.  

Outra possível região envolvida nesta resposta sincronizada seria o 

núcleo cuneiforme, visto que a ativação desta região produz aumento na 

atividade simpática, bem como resposta de "freezing" (Mitchell et al., 1988, 

Verberne, 1995). Estudos anatômicos mostraram uma projeção direta do 

colículo superior para o núcleo cuneiforme (Keay et al., 1988, Furigo et al., 

2010) e deste para o colículo inferior (Boyle et al., 1980). No entanto, essa 

hipótese também foi descartada uma vez que a inibição bilateral do CnF não 

alterou a resposta autônomica, respiratória e somatomotora coordenada ao 

estímulo naturalístico após desinibição do colículo.  

Visto que o estímulo naturalístico alterou o ritmo respiratório, encurtando 

o tempo expiratório, uma provável região envolvida na resposta respiratória ao 

estímulo naturalístico seria o  núcleo parabraquial lateral (LPB). O LPB é uma 

região crítica no controle da duração das fases respiratórias (Chamberlin and 

Saper, 1992, 1994) e além do mais, um estudo anatômico mostrou uma 

projeção do LPB para o colículo inferior (Adams, 1980). Entretando, a 
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microinjeção bilateral de muscimol no LPB não teve efeito sobre a resposta 

respiratória produzida pelo estímulo naturalístico. 

Um achado interessante do presente estudo foi a marcação ipsilateral de 

terminais axonais na RVMM, que inclui parte da LPGi e GiV (figura 23). Esta 

região foi inicialmente identificada por Strack e colaboradores (1989) como uma 

das regiões no cérebro que contém neurônios que regulam o fluxo eferente 

simpático (Strack et al., 1989). Recentemente Furlong e colaboradores 

observaram a expressão de c-Fos, um marcador de atividade neuronal, na 

RVMM após o estresse por jato de ar, indicando uma importante função desta 

região na regulação de respostas cardiovasculares induzidas por estresse 

(Furlong et al., 2014). Adicionalmente, Carrive & Gorissen (2008) 

demonstraram que o medo condicionado resulta em expressão de neurônios 

positivos para Fos na RVMM (Florenzano et al., 2008). A RVMM é uma região 

que contém 30 - 50% de neurônios pré-motores que projetam-se para o gânglio 

estrelado, bem como neurônios pré motores simpáticos renais(Schramm et al., 

1993, Jansen et al., 1995a). Portanto, é possível especular que neurônios pré-

motores simpáticos localizados na RVMM possam mediar as respostas 

simpatoexcitatórias induzidas pelo estímulo naturalístico após desinibição 

colicular.  

 Baseado nos resultados desse estudo propomos que após a remoção do 

tônus gabaérgico de neurônios coliculares, um estímulo natural de alerta é 

capaz de gerar uma resposta simpática, respiratória e somatomotora 

sincronizada. Essa resposta independe de regiões localizadas no telencéfalo e 

diencéfalo. No entanto, as vias eferentes envolvidas na resposta sincronizada 

produzida pelo estímulo naturalístico continuam desconhecidas e futuros 
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estudos funcionais para identificar as vias do colículo superior e inferior 

responsáveis pela resposta cardiorespiratória e somatomotora sincronizadas 

produzidas pelo estímulo naturalístico serão necessários (figura 25). 
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Figura 25: Diagrama esquemático  mostrando as conexões de estruturas 

localizadas no telencéfalo e diencéfalo com o colículo superior e inferior. As 

setas indicam as projeções propostas que podem ser diretas 

(monosinápticas) ou indiretas (polisinápticas). É proposto que os neurônios 

comando presentes no colículo superior e infeiror recebem uma aferência 

inibitória tônica (indicada pelo símbolo -), bem como uma aferência 

excitatória (indicada pelo símbolo +). Uma vez bloqueado o tônus inibitório 

gabaérgico, os neurônios comando geram uma resposta simpa'tica, 

respiratória e somatomotora coordenada via projeções para o estruturas 

ainda desconhecidas. 
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6. CONCLUSÃO 

  Estudos prévios mostram que o colículo é uma estrutura chave 

envolvida nas respostas cardiovasculares, respiratória e comportamentais ao 

estímulo ameaçador. Os resultados do presente estudo sugerem que existe 

uma população de neurônios comando nesta região capaz de gerar 

simultâneamente respostas cardiovasculares, respiratória e somatomotora 

como parte de uma reação de defesa altamente coordenada e generalizada. 

Esta visão é compatível com a proposta de Redgrave e colegas (Redgrave et 

al., 1987, Keay et al., 1988, Dean et al., 1989, Keay et al., 1990) e de Casseday 

e Covey de que neurônios no colículo superior e inferior podem gerar tanto 

respostas de orientação imediatas como respostas de defesa que são 

essenciais para uma situação emergência (Casseday and Covey, 1996). O fato 

da resposta simpática e respiratória ser potentemente gerada pelo estímulo 

naturalístico após desinibição do colículo na preparação de descerebração 

reforça a idéia de que essa região exerce uma importante função como um relé 

primário na geração de respostas somatomotora, autonômica e respiratória a 

um estímulo de alerta (Casseday and Covey, 1996).    

LeDoux (1994) sugeriu que uma via subcortical, incluindo um input direto 

do tálamo para a amígdala lateral, mediando uma rápida reposta subconsciente 

ao estímulo de ameaça (LeDoux, 1994). No presente estudo, a resposta 

sincronizada ao estímulo auditivo ainda manteve-se presente  após remoção da 

amígdala. Dessa forma, é possível sugerir que o colículo possa mediar uma 

resposta ainda mais rápida e primitiva.  O colículo superior e inferior são 

homólogos do teto óptico e torus semicircularis, respectivamente, ambos 

desenvolvidos primariamente em vertebrados (Stein and Gaither, 1981, 
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Belekhova et al., 2002). Muitos neurônios no teto óptico de répteis e peixes são 

multisensórios (Meredith and Stein, 1986a, b, Stein, 1998, May, 2006). 

Portanto, seria aceitável especular que as respostas sincronizadas geradas 

pelo colículo são parte de um sistema de defesa filogeneticamente antigo, 

capazes de gerar respostas cardiovasculares, respiratória e somatomotora 

como parte de uma reação imediata e coordenada ao estímulo de ameaça.  
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Iigaya K, Müller-Ribeiro FC, Horiuchi J, McDowall LM,
Nalivaiko E, Fontes MA, Dampney RA. Synchronized activation
of sympathetic vasomotor, cardiac, and respiratory outputs by
neurons in the midbrain colliculi. Am J Physiol Regul Integr Comp
Physiol 303: R599 –R610, 2012. First published July 18, 2012;
doi:10.1152/ajpregu.00205.2012.—The superior and inferior col-
liculi are believed to generate immediate and highly coordinated
defensive behavioral responses to threatening visual and auditory
stimuli. Activation of neurons in the superior and inferior colliculi
have been shown to evoke increases in cardiovascular and respi-
ratory activity, which may be components of more generalized
stereotyped behavioral responses. In this study, we examined the
possibility that there are “command neurons” within the colliculi that
can simultaneously drive sympathetic and respiratory outputs. In
anesthetized rats, microinjections of bicuculline (a GABAA receptor
antagonist) into sites within a circumscribed region in the deep layers
of the superior colliculus and in the central and external nuclei of the
inferior colliculus evoked a response characterized by intense and
highly synchronized bursts of renal sympathetic nerve activity
(RSNA) and phrenic nerve activity (PNA). Each burst of RSNA had
a duration of �300–400 ms and occurred slightly later (peak to peak
latency of 41 � 8 ms) than the corresponding burst of PNA. The
bursts of RSNA and PNA were also accompanied by transient in-
creases in arterial pressure and, in most cases, heart rate. Synchro-
nized bursts of RSNA and PNA were also evoked after neuromuscular
blockade, artificial ventilation, and vagotomy and so were not depen-
dent on afferent feedback from the lungs. We propose that the
synchronized sympathetic-respiratory responses are driven by a com-
mon population of neurons, which may normally be activated by an
acute threatening stimulus.

command neuron; defensive behavior; heart rate; arterial pressure

THE MAMMALIAN SUPERIOR COLLICULUS is a key brain region that
receives visual and other signals arising from a stimulus in the
external environment and processes these signals to produce an
appropriate somatomotor response (e.g., an orienting response,
in which the head and eyes are moved to allow focusing on a
novel stimulus) (19, 26). In addition, however, there is consid-
erable evidence that the superior colliculus also generates defen-
sive responses, such as avoidance or escape, evoked by a threat-
ening stimulus such as the presence of a predator (5, 7, 9, 16, 19).
Furthermore, stimulation of neurons in the superior colliculus can
also evoke increases in blood pressure, heart rate (HR), and

respiratory activity (39, 40), and it has been proposed that such
effects are part of a coordinated response to stimuli that trigger
orienting or avoidance/defensive behaviors (19).

The inferior colliculus receives auditory signals from several
nuclei in the lower brain stem and has an essential role in the
processing of auditory signals (15, 50). Similar to the superior
colliculus, activation of neurons in the inferior colliculus can
evoke a behavioral response similar to defensive behavior (8,
12), as well as increases in blood pressure and HR (8). It has
been proposed that the inferior colliculus is part of a more
generalized system in the dorsal midbrain, which also includes
the superior colliculus and periaqueductal gray (PAG), which
integrates the somatomotor and autonomic responses to threat-
ening stimuli signaled by visual, auditory, and somatosensory
inputs (7, 57).

Distinct populations of neurons in the superior colliculus can
generate different patterns of coordinated responses that are
rapid in onset and that are appropriate for particular stimuli
(19, 26). Similarly, evidence from anatomical, neurophysio-
logical, and behavioral studies of the inferior colliculus have
led to the proposal that there are neurons in the inferior
colliculus that respond to particular auditory stimuli, such as
particular sounds made by prey or predators, and which then
trigger immediate responses termed fixed action patterns,
which are appropriate for each stimulus (14).

These observations thus raise the possibility that there are
neurons within the superior and inferior colliculi that are
capable of generating, in addition to somatomotor responses, a
coordinated cardiovascular and respiratory response that is
appropriate for a defensive behavioral response (e.g., escape),
which is triggered by a threatening stimulus. Disinhibition (by
microinjection of bicuculline, a GABAA receptor antagonist)
of sites within the superior and inferior colliculi is a highly
effective means of evoking defensive behavioral responses,
indicating that the neurons generating such responses receive a
tonic GABAergic inhibition (5, 6, 8, 19). The aim of this study,
therefore, was to determine the effects of disinhibition of
neurons (by microinjection of bicuculline) within the superior
and inferior colliculi on cardiovascular function [arterial pres-
sure, HR, and renal sympathetic nerve activity (RSNA)] and
respiratory function [phrenic nerve activity (PNA)]. The
RSNA was measured because although renal sympathetic
nerves regulate tubules and the juxtaglomerular granular cells
as well as blood vessels in the kidney (21), RSNA is closely
correlated with arterial pressure and is believed to be a reliable
indicator of overall sympathetic vasomotor activity (10). Fur-
thermore, RSNA is increased in response to threatening stimuli
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in the conscious rat (37, 42). The results showed that disinhi-
bition of sites within a circumscribed region in the midbrain
colliculi evoked a distinctive response characterized by highly
synchronized bursts of sympathetic and respiratory (phrenic
nerve) activity. These synchronized responses were not depen-
dent on afferent feedback from the lungs, and an analysis of the
temporal relationships between the sympathetic and phrenic
nerve bursts indicated that they were driven by a common
population of neurons within the colliculi.

MATERIALS AND METHODS

General procedures. Experiments were performed on a total of 25
male adult Sprague-Dawley rats supplied by the University of Sydney
Laboratory Animal Services. All experimental procedures were ap-
proved by the Animal Ethics Committee of the University of Sydney
and were carried out in accordance with the Guidelines for Animal
Experimentation of the National Health and Medical Research Coun-
cil of Australia. Anesthesia was initially induced by inhalation of
isoflurane (2.0–2.5% in oxygen-enriched air). The trachea was then
intubated and body temperature was maintained in the range of
37–38°C with a heating pad. A catheter was placed in a femoral artery
for the recording of pulsatile arterial pressure. After the surgery, the
isoflurane anesthesia was gradually withdrawn while being replaced
by urethane (1.3 g/kg iv with supplementary doses of 0.1 g/kg iv, if
required). The adequacy of anesthesia was verified by the absence of
the corneal reflex and a withdrawal response to nociceptive stimula-
tion of a hind paw. A tracheotomy was performed to maintain an
unobstructed airway, and all animals were allowed to breathe freely,
except in two experiments in which the rats were paralyzed (d-
tubocurarine, 0.6 mg/kg iv initial dose, followed by continuous iv
infusion at 0.1 mg·kg�1·h�1) and artificially ventilated with room air
plus additional O2 at a rate that maintained end-tidal CO2 levels
within the range 3.5–4.5% and O2 close to 40%. The vagi were also
cut in these two experiments.

In spontaneously breathing rats, the resting respiratory rate re-
mained stable throughout the experiment (121 � 3 breaths/min just
before the first microinjection of bicuculline, and 115 � 4 breaths/min
during the recovery period after the final injection when all cardiore-
spiratory variables had stabilized). These respiratory rates are very
similar to those measured in awake Sprague-Dawley rats under resting
conditions (36). In addition, in nine experiments the CO2 in the
tracheal tube was sampled continuously throughout the experiment
using a CO2 meter (Datex, Engstrom). The response time of the CO2

meter was not rapid enough to measure end-tidal CO2 when the rats
were breathing spontaneously, so that the peak CO2 value for each
breath would tend to underestimate the end-tidal CO2. Changes in the
measured peak CO2, however, would indicate changes in end-tidal
CO2. The average resting peak CO2 was stable during the experiments
(2.59 � 0.22% at the start and 2.57 � 0.28% at the end). This,
together with the fact that there was little change in respiratory rate,
indicates that the rats were adequately ventilated throughout the
experiments.

The mean arterial pressure (MAP) and HR signals were derived
from the pulsatile arterial pressure signal via a low-pass filter and a
rate meter, respectively, and recorded on a computer using a Power-
Lab system (AD Instruments).

Nerve recordings. The rat was then mounted in a stereotaxic
apparatus with the incisor bar fixed 3.5 mm below the interaural line,
and the renal and phrenic nerves were exposed and prepared for
recording as described previously (45). Briefly, the renal nerve was
exposed from a retroperitoneal approach. It was carefully separated
from surrounding tissue and placed on bipolar recording electrodes
and immersed in mineral oil. The left phrenic nerve was exposed and
isolated from a dorsal approach, just ventral to the brachial plexus.
The phrenic nerve was then cut distally, and the proximal end of the

nerve was then placed on a bipolar recording electrode. The signals
from the recording electrodes were amplified and filtered (bandwidth
100–2,000 Hz for the renal nerve, and 10–2,000 Hz for the phrenic
nerve). These signals were then digitized (1,000 samples/s) and
recorded using the PowerLab system. Chart software was used to
rectify and integrate the RSNA and PNA signals and to compute the
rate of the bursts of PNA.

Microinjections. A small portion of the dorsal surface of the brain
was exposed to allow insertion of micropipettes into the colliculi.
Microinjections of bicuculline methochloride (Tocris), a GABAA

receptor antagonist, were made into sites in the midbrain using a glass
micropipette held vertically in a micromanipulator. The dose of
bicuculline injected was 50 pmol (in 50 nl). The vehicle solution was
artificial cerebrospinal fluid adjusted to pH 7.4. In all cases the
injectate also contained green or red fluorescent latex microspheres
(0.5%, Lumafluor) to facilitate the later histological verification of
microinjection sites. Microinjections were made by pressure using a
previously described method (24). At the end of each experiment, the
rat was euthanized with an overdose of pentobarbital sodium. The
brain was removed, and after fixation in 4% paraformaldehyde solu-
tion, coronal sections (50 �m) were cut on a freezing microtome and
mounted onto glass slides. Injection sites were determined using a
fluorescence microscope and mapped onto standard sections of the
atlas of Paxinos and Watson (48).

Experimental procedures. For bicuculline microinjections aimed at
sites within the colliculi or in the region more ventral, the tip of the
micropipette was positioned stereotaxically at rostrocaudal levels
ranging from 7.1 to 8.4 mm caudal to bregma in tracks located
1.0–2.8 mm lateral to the midline and at depths varying from 4.0 to
7.5 mm ventral to bregma, according to the atlas of Paxinos and
Watson (48). For microinjections aimed at sites within the dorsolateral
PAG, microinjections were made into tracks located more medially
(0.3–0.7 mm lateral to the midline) at levels 7.4–7.6 mm caudal to
bregma. In each experiment microinjections were made into sites that
were 0.5–1.0 mm apart in the dorsoventral, mediolateral, or rostro-
caudal directions. If a microinjection evoked a response, there was a
waiting period of at least 30 min before the next microinjection was
made, by which time all cardiovascular and respiratory variable had
returned to levels close to their previous baseline values. In seven
cases a microinjection of bicuculline was made into the same site as
the previous microinjection. In all these cases both responses were
similar in magnitude, indicating that the first microinjection did not
significantly affect the responsiveness of neurons to the second re-
peated microinjection.

Cycle-triggered averaging. As described in the RESULTS, bicucull-
ine microinjections at many sites within the colliculi evoked synchro-
nized bursts of RSNA and PNA. Cycle-triggered averaging was used
to determine the time relationships between the bursts of RSNA and
PNA and also associated changes in MAP and HR. For this purpose,
the raw RSNA and PNA signals were first rectified and then integrated
(time constant of 0.1 s). For each RSNA burst, the peak of the burst
was first identified, and then samples of the digitized signals for all
four simultaneously recorded variables (integrated RSNA, integrated
PNA, MAP, and HR) were taken over the period from 1.5 s before to
2.5 s after this trigger point (200 samples/s). This process was
performed for 10 RSNA bursts, and the average of these 10 sweeps
was calculated for all four variables.

As shown in the RESULTS, cycle-triggered averaging revealed that
the averaged PNA in the period immediately preceding a burst of
RSNA and the associated burst of PNA was not flat, but in most
experiments was cyclic, with the same frequency as the ongoing
regular respiratory frequency. As described in the RESULTS, this was
due to the fact that the bursts of RSNA did not occur at random times
during the regular respiratory cycle but instead occurred most fre-
quently at a time corresponding to the immediate postinspiratory
phase. Cycle-triggered averaging was then used to quantify the degree to
which the time of occurrence of the RSNA burst was correlated to the
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ongoing normal respiratory rhythm. This was measured by calculating
the ratio of the amplitude of the oscillation (i.e., maximum � minimum)
of the averaged PNA calculated using cycle-triggered averaging over the
period from 1.5 s before to 0.75 s before the trigger point (peak of RSNA
burst), to the average value of the amplitudes of the oscillations of PNA
over the same time period for each of the 10 individual recordings that
were used in determining the cycle-triggered averaging. A ratio of
100% would imply that the RSNA burst had occurred at exactly the
same time point in the normal respiratory cycle for each of the 10
individual recordings, whereas a value close to zero would imply that
the timing of the RSNA burst had no consistent relation to the normal
respiratory cycle. This ratio will be referred to in this paper as the
“respiratory cycle correlation index.”

Statistical analysis. As described in the RESULTS, responses were
classified into three groups according to the degree of synchronization
between bursts of RSNA and of PNA (i.e., strong, moderate, and little
or no RSNA/PNA burst synchrony). The amplitudes of RSNA and
PNA bursts in the groups with strong and moderate RSNA/PNA burst
synchrony were compared using the t-test. The peak changes in MAP,
HR, integrated RSNA and integrated PNA were compared for all three
groups using one-way ANOVA. If this revealed a statistically signif-
icant difference (P � 0.05), a subsequent pair-wise comparison was
performed using the t-test with application of the Helm step-down
procedure for multiple comparisons (55). All values are presented as
means � SE. A chi-squared analysis was also used to test whether the
differences in regional distribution of sites evoking different types of
responses were statistically significant.

RESULTS

General description of cardiovascular and respiratory re-
sponses evoked by bicuculline microinjection into the colliculi
and surrounding regions. Microinjections of bicuculline (50
pmol) were made into 119 sites in 23 experiments in sponta-
neously breathing rats. The centers of the injection sites ex-
tended rostrocaudally from 7.1 to 8.6 mm caudal to bregma
[atlas of Paxinos and Watson, (48)] and were mapped on to
three levels at 7.20, 7.80, and 8.3 mm caudal to bregma. The
sites were located within the intermediate and deep layers of
the superior colliculus, the external and central nuclei of the
inferior colliculus, PAG, and in the region ventral to the
superior and inferior colliculi, including the precuneiform and
cuneiform nuclei (Fig. 1).

Our subsequent analysis allowed us to classify the responses
evoked from these sites into different types, depending on the
pattern of the evoked changes in PNA and their relationship
with evoked changes in RSNA. In the first type (n � 8), there
were large increases in both integrated RSNA and integrated
PNA of at least 50% above baseline that were accompanied by
an increase in MAP and (in 7 of 8 cases) by an increase in HR
(see Fig. 2 for an example of such a response). In most cases
(5 of 8) bicuculline microinjections also evoked a change in the
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Fig. 1. Coronal sections of the rat brain from
the atlas of Paxinos and Watson (with permis-
sion, 48), showing the centers of injection
sites of bicuculline (50 pmol) in the superior
and inferior colliculi and surrounding regions
in 23 experiments in spontaneously breathing
rats. The heading above each section indicates
the distance of that section in millimeters from
bregma. The different colored filled circles indi-
cate the pattern of response evoked from each
site, as shown in the key. Aq, aqueduct; CIC,
central nucleus of the inferior colliculus; CnF,
cuneiform nucleus; dm, dorsomedial; dl, dorso-
lateral; DpG, deep gray layer of the superior
colliculus; DpWh, deep white layer of the supe-
rior colliculus; ECIC, external nucleus of the
inferior colliculus; InG, intermediate gray
layer of the superior colliculus; l, lateral;
PAG, periaqueductal gray; PrCnF, precunei-
form nucleus; vl, ventrolateral.
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pattern of RSNA, such that intense bursts occurred at intervals
of 2–5 s (e.g., Fig. 2C). These bursts of RSNA had a duration
of �300–400 ms. In all these five cases, however, the PNA
maintained a consistent regular rhythm during the periods
when bursts of RSNA were evoked by bicuculline microinjec-
tions (e.g., Fig. 2C).

In contrast, bicuculline microinjections at other sites
evoked a different type of response that was characterized
by synchronous bursts of both RSNA and PNA, as shown

for example in Fig. 3. The onset of these synchronous bursts
of RSNA and PNA mostly occurred just after the preceding
peak of a regular PNA burst, as shown for example in Fig.
3C. Each synchronous burst of RSNA and PNA was accom-
panied by an increase in arterial pressure, the onset of which
also coincided with the RSNA and PNA bursts. As illus-
trated in Fig. 3D, the intense PNA bursts evoked from such
sites were consistently associated with synchronous RSNA
bursts.
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Fig. 2. Example of response with renal sym-
pathetic nerve activity (RSNA) bursting with-
out synchronous phrenic nerve activity (PNA)
bursting. Chart recordings show changes in ar-
terial pressure (AP), heart rate (HR), integrated
RSNA (time constant 5 s), respiratory activity
(integrated PNA, time constant 5 s), and PNA
burst rate (A) evoked by bicuculline (Bic) mi-
croinjection into a site within the central nu-
cleus of the inferior colliculus. Examples of
chart recordings at a faster chart speed before
and after the bicuculline microinjection, at the
time points indicated by the gray vertical bars in
A above, are shown in B and C, respectively.
For the recordings in B and C, the time constant
for the integrated RSNA and PNA signals was
set at 0.1 s. The injection site as marked by
the fluorescent tracer (indicated by *) is
shown in the photomicrograph in D. The
location of the injection site as mapped on to
a standard section (at the level 8.04 mm
caudal to bregma) is indicated by the gray-
filled circle in E, whereas the rectangle in E
indicates the region corresponding to the pho-
tomicrograph in D.
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Cycle-triggered averaging was used to quantify the magni-
tudes of the synchronous RSNA and PNA bursts and the
associated changes in MAP and HR (Fig. 4). Responses with
strong RSNA/PNA burst synchrony were defined as responses
in which the peak amplitude of the averaged synchronous PNA
burst was at least 100% greater than the baseline averaged PNA
(e.g., Fig. 4A). Such responses were evoked from 26 sites. Re-
sponses with moderate RSNA/PNA burst synchrony were defined

as responses in which the peak amplitude of the averaged syn-
chronous PNA burst was 30–99% greater than the baseline
averaged PNA (e.g., Fig. 4B). Such responses were evoked from
29 other sites. Cycle-triggered averaging was also performed for
the five responses of the first type, in which the PNA maintained
a regular rhythm during the periods when bursts of RSNA were
evoked by bicuculline microinjections. This analysis confirmed
that in all five cases the averaged RSNA burst was not
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Fig. 3. Example of response with strong
RSNA/PNA burst synchrony. A: chart record-
ings of a bicuculline-evoked response in
which bursts of RSNA occurred, each of
which was accompanied by a burst of PNA. B
and C: chart recordings before and after the
bicuculline microinjection, at the time points
indicated by the gray vertical bars in A above,
whereas D is a longer section of the chart
recording that includes the section (indicated
by the gray shading) shown in C. For the
slower chart speed recordings in A the time
constant for the integrated RSNA and PNA
signals was set at 5 s, and for the faster speed
recordings in B, C, and D it was set at 0.1 s.
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associated with a significant increase in the averaged PNA
(e.g., Fig. 4C).

Immediately afer each burst of RSNA, there was a period of
1–2 s during which the level of RSNA was greatly reduced
compared with the baseline level that immediately preceded
the onset of the RSNA burst. This postburst depression of
RSNA was consistently observed whether or not the RSNA
burst was associated with a synchronous PNA burst (Figs. 2C,
3C, and 4).

At the remaining 56 sites (Fig. 1), bicuculline microinjec-
tions evoked responses that did not fit into any of the categories
described above. In most cases there was no response or else a

very small response, although in a few cases there was a
significant change in just one variable (RSNA, PNA, or HR)
that was accompanied by little or no change in other variables.

Because responses with strong and moderate RSNA/PNA
synchrony were defined according to the magnitudes of the
PNA bursts as described above, there were clear differences in
the amplitudes of the PNA bursts when the two groups were
compared (Fig. 5).

At the same time, there were also clear and significant
differences between the two groups with respect to the mag-
nitudes of the associated RSNA bursts and increases in MAP
and HR (Fig. 5). The changes in HR associated with responses
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with moderate RSNA/PNA synchrony were small (average
increase of 5 � 1 beats/min, Fig. 5), whereas in the case of
responses with strong RSNA/PNA synchrony the changes in
HR were highly variable, ranging from an increase of 105
beats/min to a decrease of 10 beats/min, with an overall
average increase of 20 � 5 beats/min (Fig. 5). At most (17 of
the 26) of the sites at which responses with strong RSNA/PNA
synchrony were evoked, however, there was an initial transient
bradycardia, followed by a tachycardia, as shown for example
in Fig. 6, A and B.

Location of sites evoking different types of response. As
shown in Fig. 1, responses with strong or moderate RSNA/
PNA burst synchrony were all evoked from sites centered
within the superior or inferior colliculi or dorsomedial, dorso-
lateral, and lateral PAG, with the exception of two sites located
in the dorsal part of the precuneiform nucleus, close to its
border with the external nucleus of the inferior colliculus. In
particular, responses with strong RSNA/PNA burst synchrony
were evoked from sites that were largely concentrated in the
deep layers of the superior colliculus and central and external
nuclei of the inferior colliculus, in the region lateral to the
dorsal PAG. In contrast, responses with moderate RSNA/PNA
burst synchrony were evoked from sites that were mainly
located in surrounding sites, particularly more dorsally in the
external nucleus of the inferior colliculus and deep and inter-
mediate layers of the superior colliculus (Fig. 1). Bicuculline
microinjections into sites ventral to the superior and inferior
colliculi evoked either no response or responses with no

RSNA/PNA burst synchrony, with the exception of the two
sites located in the dorsal part of the precuneiform nucleus
referred to above (Fig. 1).

A chi-squared test was performed to determine whether the
observed difference in distribution of sites evoking different
types of responses was statistically significant. For this pur-
pose, three different regions were defined, as shown in Fig. 7.
These three regions were 1) the dorsal colliculi, consisting of
the region in the superior and inferior colliculi dorsal to the
dorsal edge of the PAG at the levels 7.2, 7.8, and 8.3 mm
caudal to bregma; 2) the ventral colliculi consisting of those parts
of the colliculi ventral to the dorsal colliculi; and 3) noncollicular
region consisting of those areas outside the PAG and ventral to the
superior and inferior colliculi, as shown in Fig. 7. For the purpose
of this analysis, all responses in which there was little or no
RSNA/PNA burst synchrony (i.e., all responses apart from those
with strong or moderate RSNA/PNA burst synchrony) were
grouped together into a single category. As shown in Fig. 7, there
were clear differences in the distribution of sites evoking different
types of responses. The large majority (92%) of responses with
strong RSNA/PNA burst synchrony were evoked from the
ventral colliculi, whereas the majority of responses with mod-
erate RSNA/PNA burst synchrony (67%) and of those with
little or no RSNA/PNA burst synchrony (55%) were evoked
from the dorsal colliculi or the noncollicular region ventral to
the colliculi, respectively. Chi-squared analysis revealed that
these differences in distribution were highly statistically sig-
nificant (P � 0.001).
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Fig. 6. A: chart recording showing an example of a bicuculline-evoked response in which bursts of RSNA occurred, each of which was accompanied by a burst
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Time relationships between PNA and RSNA bursts. Cycle-
triggered averaging was used to determine the latency between
the peaks of the PNA and RSNA bursts, where the trigger point
was the peak of the RSNA burst. As shown in Fig. 4, this
showed that the peak of the PNA burst occurred just before the
peak of the associated RSNA burst. In the case of responses
with strong RSNA/PNA burst synchrony, the time difference
between the peaks was 41 � 8 ms.

As noted above, the onset of PNA bursts mostly occurred
just after the preceding peak of a regular PNA burst, as shown
for example in Fig. 3C. The fact that these nonregular PNA
bursts did not occur randomly throughout the normal respira-
tory cycle is also reflected in the results of the cycle-triggered
averaging analysis, which showed that the averaged PNA
preceding the RSNA/PNA bursts was not flat but rather
showed a clear cyclic pattern at the same frequency as the
regular respiratory rhythm (e.g., Figs. 4 and 6B). The degree to
which, for each response, the time of occurrence of the RSNA
burst was correlated to the ongoing normal respiratory rhythm
was measured by calculating the “respiratory cycle correlation
index.” This index is fully explained and defined in the MATE-
RIALS AND METHODS, but in brief a value of 100% would imply
that the RSNA burst had occurred at exactly the same time
point in the normal respiratory cycle for each RSNA burst
evoked from a particular site, whereas a value close to zero
would imply that the timing of the RSNA burst had no
consistent relation to the normal respiratory cycle. The results
showed that the respiratory cycle correlation index was 30.6 �
2.6% for the 26 responses in which there was strong RSNA/
PNA burst correlation, implying that the synchronous RSNA
and PNA bursts did not occur at random points in the normal

respiratory cycle. As already noted, the onset of the PNA burst
occurred most frequently just after the preceding peak of a
regular PNA burst (e.g., Fig. 3C).

For the 29 responses in which there was moderate RSNA/
PNA burst correlation and the 5 responses in which RSNA
bursts occurred but without any significant change in the PNA
pattern, the respiratory cycle correlation index was calculated
to be 28.0 � 2.0% and 35.8 � 3.6%, respectively. The
calculated values of this index were not significantly different
for all three categories of response (P � 0.329). Thus the
timing of the onset of the RSNA burst in all cases was related
to the normal respiratory cycle, regardless of whether or not the
RSNA burst was also associated with a PNA burst.

PNA and RSNA bursts in rats with neuromuscular blockade,
vagotomy, and artificial ventilation. In two experiments, neu-
romuscular blockade was induced, the vagi were cut, and the
rats were artificially ventilated. Under these conditions, the
PNA burst rate was much less than in intact spontaneously
breathing rats (e.g., Fig. 8), but bicuculline microinjections still
evoked strong RSNA/PNA burst synchrony (e.g., Fig. 8B). The
sites from which such responses were evoked were located
within the deep layer of the superior colliculus and in the
external nucleus of the inferior colliculus, as in the spontane-
ously breathing rats.

It is also clear from the results of the experiment shown in
Fig. 8B that the synchronized RSNA/PNA bursts occurred just
after the normal respiratory burst, i.e., within the postinspira-
tory period, consistent with the results obtained in spontane-
ously breathing rats. This experiment also showed that the
amplitude of the PNA burst synchronized with the RSNA burst
was very similar to that of the preceding regular PNA burst.

DISCUSSION

Previous studies have found that chemical stimulation or
disinhibition of neurons within the superior colliculus can
increase blood pressure, HR, and respiration (5, 39, 40). Our
study confirmed this observation, but the main new finding was
that disinhibition of neurons within both the superior and
inferior colliculi can result in a highly synchronized activation
of sympathetic and respiratory outputs. The sites at which the
most intense synchronized sympathetic/respiratory bursts of
activity were evoked were located primarily in the central and
external nuclei of the inferior colliculus, particularly the more
ventral parts of those nuclei, and the deep layers of the superior
colliculus. It has previously been shown that microinjection of
bicuculline into these regions in conscious rats evokes a be-
havioral defense response characterized by freezing or escape
(5, 6, 8). The central and external nuclei of the inferior
colliculus receive mainly auditory inputs (15, 50) and the deep
layers of the superior colliculus receive afferent inputs from a
wide variety of brain nuclei, conveying auditory and somato-
sensory inputs in addition to visual inputs (19, 26).

It is well established that a threatening stimulus evokes, in
addition to a behavioral defense response, a cardiorespiratory
response that includes increases in arterial pressure, cardiac
output, RSNA, and respiratory activity (18, 36, 37, 42). The
increase in arterial pressure increases the perfusion of active
skeletal muscles, while the increase in RSNA together with
increases in the activity of sympathetic vasomotor nerves
innervating other viscera redistributes the increased cardiac
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output to the active skeletal muscles (18). At the same time, the
increase in respiratory activity increases oxygen uptake in the
lungs. Thus our findings are consistent with the view that there
are neurons within the superior and inferior colliculi that can
generate highly coordinated behavioral responses, accompa-
nied by appropriate cardiovascular and respiratory changes,
that allow an animal to escape from a sudden threat such as the
appearance of a predator, signaled by visual or auditory inputs
(5, 19).

Pattern of the evoked response. It has been previously
observed that low-frequency bursts of sympathetic activity,
similar to those observed in the present study, can be evoked
by microinjection of bicuculline into the paraventricular nu-
cleus of the hypothalamus (41). The mechanisms responsible
for this bursting pattern are not clear but may be a consequence
of the complete blockade of GABA-mediated inhibition and
resultant hyperexcitability of neurons, which can lead to a
paroxysmal effect (31). Regardless of the precise mechanisms
that are responsible for the bicuculline-evoked bursting activ-
ity, however, it had the effect of revealing a mechanism within
the colliculi that can generate highly synchronized activation of
sympathetic and respiratory outputs.

As pointed out in the RESULTS, irregular bursts of PNA could
be distinguished by the fact that they were superimposed upon
the normal rhythmic bursts of PNA and were always associated
with a synchronized burst of RSNA. In addition, cycle-trig-
gered averaging revealed that the bursts of RSNA were also
accompanied by transient but substantial increases in MAP of
10–15 mmHg, suggesting that sympathetic activity in nonrenal
vascular beds was also increased.

On the other hand, changes in HR were more variable, but in
most cases were biphasic, with an initial transient bradycardia
followed by a tachycardia. Although we did not test the relative
contributions of cardiac vagal and sympathetic nerves to the
HR response, a possible explanation for the variability in this

response was that there were simultaneous increases in both
cardiac vagal and sympathetic activity. Such coactivation is
commonly evoked by stimulation of various reflexes, including
chemoreceptor, nociceptor, and ocular reflexes, and it has been
suggested that such coactivation is the norm rather than the
exception (46, 47). In addition, it is interesting to note that
cardiac vagal and sympathetic coactivation is also often evoked
when an alerting stimulus evokes an orienting reflex (1, 4),
which, at least when evoked by a visual stimuli, is generated by
neurons within the superior colliculus (19, 57).

Possible mechanisms producing synchronized sympathetic
and respiratory activation. There are two general possible
mechanisms that could produce the observed synchrony be-
tween bursts of RSNA and PNA. First, an increase in respira-
tory activity could activate receptors in the lungs or chest wall
that then reflexly increases RSNA. This explanation can be
ruled out, however, because synchronized bursts of RSNA and
PNA still occurred in paralyzed, artificially ventilated, and
vagotomized rats, in which afferent feedback related to lung
inflation was eliminated. Thus a much more likely explanation
is that the synchronized bursts of RSNA and PNA were driven
by a common central mechanism generated by activation of
neurons within the colliculi.

Consistent with this hypothesis, the bursts of RSNA did not
occur precisely simultaneously with the PNA bursts, but
lagged slightly, such that the latency between the peaks of the
PNA and RSNA bursts was 41 � 8 ms. Such a lag would be
expected if both the PNA and RSNA bursts were generated by
disinhibition of a common population of neurons within the
colliculi, because postganglionic sympathetic nerve fibers are
unmyelinated (35) and have a slower conduction velocity than
myelinated axons of phrenic motoneurons (49). There do not
appear to be any direct projections to the renal sympathetic
preganglionic or phrenic motoneurons in the spinal cord from
the superior or inferior colliculi (43, 56), and so effects on
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these outputs must be mediated via other central neurons,
labeled S and R respectively, in Fig. 9.

Bursts of RSNA sometimes occurred without bursts of PNA,
although the reverse was never observed. A possible explana-
tion for this is that the central sympathetic neurons that receive
inputs from the command neurons in the colliculi have a lower
threshold for firing than the respiratory neurons that also receive
inputs from the command neurons, as depicted in Fig. 9.

It is well known that there are links between the respiratory
pattern generator that is responsible for the regular ongoing
respiratory rhythm and central neurons driving sympathetic
activity (2, 29, 30, 44). It could therefore be suggested that the
proposed “command neurons” may simply provide an input to
the respiratory pattern generator, and thus indirectly generate
an increase in sympathetic activity via the normal coupling
between the respiratory pattern generator and sympathetic
outflow. There are three observations that suggest, however,
that this is unlikely to be the underlying mechanism. First, the
irregular bursts of PNA that were associated with bursts of
RSNA occurred at different times in the normal respiratory

cycle, even though they occurred most frequently just after the
preceding peak of a regular PNA burst. Thus they appear to
be generated by a different mechanism to that which drives the
normal respiratory cycle. Second, in many cases the amplitude
of the irregular bursts of PNA was moderate but was never-
theless associated with a marked increase in RSNA (e.g., Fig.
4B). Third, and most importantly, in the experiments in which
the rats were paralyzed and artificially ventilated (e.g., Fig.
8B), the irregular bursts of PNA were clearly distinct from the
preceding normal regular PNA burst. In these cases, the am-
plitude of the irregular bursts was similar to those of the regular
bursts, but it was only the irregular bursts that were associated
with synchronized bursts of RSNA. We therefore conclude that
the synchrony between PNA and RSNA bursts is due to a
mechanism that is separate to the respiratory-sympathetic cou-
pling that occurs during normal breathing. In our model, therefore,
we propose that the respiratory neurons that drive PNA in re-
sponse to inputs from the putative command neurons do so
independently of the respiratory pattern generator (Fig. 9).

An interesting feature of the bursts of RSNA, whether or not
they were accompanied by synchronous bursts of PNA, is that
each burst was immediately followed by a period of 1–2 s
during which the level of RSNA was greatly reduced compared
with the baseline level that immediately preceded the onset of
the burst. It has been shown that strong activation of sympa-
thetic preganglionic neurons has a depressant effect on their
excitability, such that the neurons may become inactive for a
period of some seconds (51). This phenomenon would there-
fore explain our observation that RSNA was markedly de-
pressed following each intense burst of activity. The functional
significance of this phenomenon of postexcitatory depression is
unclear, although it has been suggested that sympathetic
preganglionic neurons may act as a low-pass filter, such that
the output of these neurons matches the properties of the
effectors (e.g., vascular smooth muscle) that are unable to
respond to high-frequency stimulation (51).

As is also described above, the synchronized bursts of
RSNA and PNA tended to occur most frequently immediately
after a normal regular PNA burst, during the normal postin-
spiratory period. This occurred both in spontaneously breath-
ing rats and in artificially ventilated vagotomized rats, in which
afferent feedback from the lungs was eliminated. This suggests
that the command neurons driving the synchronized bursts of
RSNA and PNA receive an input from the respiratory pattern
generator, such that the probability of their firing is increased
during the normal postinspiratory period. Therefore, as de-
picted in Fig. 9, we propose that these command neurons
receive at least three inputs: 1) a tonic GABAergic inhibitory
input, 2) a tonic excitatory input that evokes powerful activa-
tion of these neurons when the tonic inhibitory input is
blocked, and 3) a modulatory input arising from the respiratory
pattern generator, as described above. The sources of the
proposed tonic inhibitory and excitatory inputs to the colliculi
are unknown. There is also little information available in
regard to putative modulatory inputs to the colliculi from the
respiratory pattern generator, although there is an afferent input
to the deep and intermediate layers of the superior colliculus
from the rostral ventral respiratory cell group in the medulla
(28), which could conceivably serve this function.

Command
neuron

SNA PNA

S R

RPG

-

? ?

+

++

Fig. 9. Schematic diagram showing proposed connections generating synchro-
nized RSNA/PNA responses. The lines with arrows indicate proposed connec-
tions that could be either direct (monosynaptic) or indirect (polysynaptic). The
neuron labeled S regulates the sympathetic outflow, whereas the neuron
labeled R regulates phrenic nerve activity. It is proposed that these neurons
receive inputs from a common population of neurons, labeled command
neurons, located within the superior and inferior colliculi. It is also proposed
that the command neurons in turn receive a tonic inhibitory input (indicated by
the � sign), as well as excitatory inputs (indicated by � signs) from neurons
that generate the normal respiratory rhythm (i.e., the respiratory pattern
generator, RPG) as well as other excitatory inputs from an unknown source(s).
The input from the RPG could increase the probability of firing of command
neurons during the inspiratory or postinspiratory phase and thus account for the
greater frequency of RSNA and PNA bursts during that phase of the normal
respiratory cycle. Finally, it is proposed that the S neurons have a lower
threshold of firing than the R neurons, which would account for the fact that
RSNA bursts can occur without synchronous bursts of PNA bursts, whereas
the reverse was not observed.
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Central pathways subserving sympathetic/respiratory re-
sponses from the midbrain colliculi. The projections of the
superior colliculus have been studied primarily with respect to
their control of motor functions related to orienting and escape
behavior (19, 26). These projections appear to be organized
into separate output channels, each with their specific targets
and afferent inputs (19). There are descending projections to
the pontomedullary reticular nuclei, but these are largely me-
dial and do not appear to include nuclei known to control
sympathetic or respiratory function, such as the rostral ventro-
lateral medulla or the dorsal and ventral respiratory groups (53).
On the other hand, it is interesting to note that there is a projection
to the midbrain PAG (25, 53), including a significant projection to
its dorsolateral portion that regulates sympathetic and respiratory
activity (34, 59). In addition, there is a projection to the lateral
hypothalamus (23) that may also regulate sympathetic and respi-
ratory outputs. Previous studies have indicated that cardiovascular
and respiratory responses evoked from the dorsolateral PAG are
mediated by ascending projections to the dorsomedial hypothal-
amus (20, 33). In the present study, as well as previous studies (8,
39, 40) in which cardiovascular and/or respiratory responses to
stimulation of the colliculi have been measured, decerebration
was not performed, and so the possibility remains that cardiovas-
cular and respiratory responses evoked from the superior and
inferior colliculi are mediated by ascending projections to the
hypothalamus, either directly or via neurons in the dorsolateral
PAG.

Similarly, most studies of the outputs from the inferior
colliculus have focused on its role in auditory processing (e.g.,
Refs. 3, 11), and there is little information available concerning
possible pathways by which neurons in the inferior colliculus
could regulate sympathetic or respiratory function. There is a
strong projection from the inferior to the superior colliculus,
however (27), and it is conceivable that this projection is linked
to the neurons within the superior colliculus that regulate the
sympathetic and respiratory outputs. Clearly, however, further
detailed studies are required to identify the output pathways
from both the superior and inferior colliculi that are responsible
for synchronized activation of sympathetic and respiratory
activity.

Perspectives and Significance

Studies in conscious rats have shown that disinhibition of
sites within the central and external nuclei of the inferior
colliculus and the deep layers of the superior colliculus evokes
a defensive behavioral response (5, 6, 8, 19). Our finding that
neurons within this region can evoke a highly synchronized
sympathetic and respiratory response therefore raises the pos-
sibility that there may be a common population of command
neurons within these regions that are capable of simultaneously
driving somatomotor, cardiovascular, and respiratory re-
sponses as part of a generalized and highly coordinated defense
reaction. Such a view is entirely compatible with the proposal
by Redgrave and colleagues (19, 39, 40, 52–54) that neurons in
the superior colliculus can generate both immediate orienting
responses as well as defensive responses (including changes in
cardiovascular and respiratory function) that are appropriate
for an emergency, as well as the more recent proposal by
Casseday and Covey (14) that neurons in the inferior colliculus
trigger “fixed action patterns” appropriate for escape or pursuit.

The anatomical organization and functional properties of the
mammalian superior colliculus are very similar to its homo-
logue, the optic tectum, in reptiles (58), indicating that this
system developed at an early stage in evolution. In a study in
toads, Cordeiro de Sousa and Hoffmann (17) found that elec-
trical stimulation of the optic tectum evoked an immediate
increase in arterial pressure, HR, and respiratory activity, a
response that was similar to that which occurs during naturally
evoked avoidance behavior. Thus the mechanisms within the
superior and inferior colliculi of the rat that can evoke syn-
chronized sympathetic and respiratory activity may represent
the mammalian homologue of a phylogenetically ancient de-
fense system. Further studies will be required to determine the
functional relationship between this system and the well-
known defense systems in the hypothalamus and midbrain
PAG (13, 22, 32, 38).
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Müller-Ribeiro FC, Dampney RA, McMullan S, Fontes MA,
Goodchild AK. Disinhibition of the midbrain colliculi unmasks
coordinated autonomic, respiratory, and somatomotor responses to
auditory and visual stimuli. Am J Physiol Regul Integr Comp
Physiol 307: R1025–R1035, 2014. First published August 6, 2014;
doi:10.1152/ajpregu.00165.2014.—The midbrain superior and infe-
rior colliculi have critical roles in generating coordinated orienting or
defensive behavioral responses to environmental stimuli, and it has
been proposed that neurons within the colliculi can also generate
appropriate cardiovascular and respiratory responses to support such
behavioral responses. We have previously shown that activation of
neurons within a circumscribed region in the deep layers of the
superior colliculus and in the central and external nuclei of the inferior
colliculus can evoke a response characterized by intense and highly
synchronized bursts of renal sympathetic nerve activity and phrenic
nerve activity. In this study, we tested the hypothesis that, under
conditions in which collicular neurons are disinhibited, coordinated
cardiovascular, somatomotor, and respiratory responses can be evoked by
natural environmental stimuli. In response to natural auditory, visual, or
somatosensory stimuli, powerful synchronized increases in sympa-
thetic, respiratory, and somatomotor activity were generated follow-
ing blockade of GABAA receptors in a specific region in the midbrain
colliculi of anesthetized rats, but not under control conditions. Such
responses still occurred after removal of most of the forebrain,
including the amygdala and hypothalamus, indicating that the essen-
tial pathways mediating these coordinated responses were located
within the brain stem. The temporal relationships between the differ-
ent outputs suggest that they are driven by a common population of
“command neurons” within the colliculi.

command neuron; defensive behavior; arterial pressure; sympathetic
activity; phrenic nerve activity

DETECTION OF DANGER GENERATES rapid and integrated behavioral
and physiological responses that facilitate an animal’s survival.
The superior colliculus (SC) has a critical role in generating
highly coordinated orienting, defensive, or escape behavioral
responses to visual, auditory, and/or somatosensory stimuli that
require immediate action (6, 8, 10). Similarly, the inferior
colliculus (IC), which receives convergent signals from audi-
tory nuclei in the brain stem, also has a critical role in
mediating appropriate behavioral responses to auditory signals,
via projections to the SC (3). Microinjection of the GABAA

receptor antagonist picrotoxin into the colliculi of conscious
animals can evoke defensive or escape responses to otherwise

innocuous stimuli (2, 4, 8), indicating that tonic GABAergic
input to the region normally inhibits such responses.

It would be expected that immediate escape or defensive
behaviors are supported by appropriate cardiovascular and
respiratory responses. Stimulation of neurons in the SC can
evoke increases in blood pressure, heart rate, and respiratory
activity (23, 24), and recently, we reported that activation of
neurons within a specific region within the colliculi evokes
highly synchronized increases in renal sympathetic nerve ac-
tivity, blood pressure, and respiratory activity in anesthetized
rats (17). This observation raises the possibility that such
synchronized autonomic and respiratory effects are part of a
more generalized response that includes increases in somato-
motor activity, such as might occur during escape or defensive
reactions generated by activation of neurons within this col-
licular region. If so, it would be predicted that natural alerting
stimuli (i.e., visual, auditory, and/or somatosensory stimuli)
could trigger a coordinated somatomotor, autonomic, and
respiratory response under conditions in which the tonic
GABAergic inhibition of collicular neurons that generate such
responses is removed. In this study, we tested the hypothesis
that blockade of GABAergic input to the collicular region, as
identified in our previous study (17), would permit natural
alerting stimuli to activate command neurons that simultane-
ously drive cardiorespiratory and somatomotor outputs in anes-
thetized rats.

MATERIALS AND METHODS

General procedures. Experiments were performed on a total of 29
adult male Sprague-Dawley rats (330–600 g) supplied by the Animal
Resources Centre (Perth, Australia). All experimental procedures
were approved by the Animal Ethics Committee of Macquarie Uni-
versity and carried out in accordance with the Australian code of
practice for the care and use of animals for scientific purposes.
Anesthesia was induced by intraperitoneal injection of 10% urethane
(1.3 g/kg body wt) and maintained at surgical depth throughout the
experiments, with supplemental urethane added when required. An
adequate level of anesthesia before neuromuscular blockade was
assessed by the absence of a corneal reflex and changes in breathing
and blood pressure in response to strong hind paw pinch, and after
neuromuscular blockade by the absence of heart rate and blood
pressure responses to paw pinch. The right femoral artery and vein
were cannulated for arterial pressure measurement and drug admin-
istration, respectively. A tracheostomy was performed to ensure clear
airways and to permit artificial ventilation. All rats were bilaterally
vagotomized, paralyzed (pancuronium bromide, 2 mg/ml, induction:
0.4 ml iv; maintenance: 0.2 ml/h iv; Astra Pharmaceuticals, Sydney,
Australia), and artificially ventilated with room air plus additional O2
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at a rate that maintained end-tidal CO2 levels within the range of
3.5–4.5%. Arterial blood gases were measured once the preparation
was complete and once or twice during the experiment to ensure
appropriate ventilation. Core temperature was measured with a rectal
probe and maintained at 37°C with a homoeothermic blanket. The left
greater splanchnic nerve was exposed using a retroperitoneal incision,
and the left phrenic nerve was exposed via a dorsolateral approach, as
previously described (32, 37). The sciatic nerve was exposed at
midthigh from a dorsolateral approach, the biceps femoris muscle was
separated from the vastus lateralis muscle, and the nerve was then
dissected. All nerves were carefully isolated from surrounding tissues,
cut distally, placed on bipolar electrodes, and immersed in mineral oil.
Signals from splanchnic, phrenic, and sciatic nerves were amplified,
filtered (0.1–3-kHz bandpass), and sampled (2 kHz) with a Power
1401plus and Spike 2 software (Cambridge Electronic Design, Cam-
bridge, UK). The mean arterial pressure (MAP) and heart rate signals
were derived from the pulsatile arterial pressure signal and recorded
on a computer using Spike 2 software. The head was placed in a
stereotaxic frame with the incisor bar fixed 3.3 mm below the
interaural line. Blunt ear bars were used, and care was taken to ensure
that the tympanic membrane was not punctured. A small area of the
dorsal surface of the brain was exposed to allow insertion of micropi-
pettes into the SC and IC.

Decerebrate preparation. A precollicular decerebration was per-
formed in four rats anesthetized with urethane. Briefly, two round
holes were drilled in the skull on both sides to allow access to the
brain. The dura was then incised, and a transection above the colliculi
was made using a fine forceps. A suction system was then used to
remove the brain tissue above the level of the transection. The internal
carotid arteries were not ligated. During suction of the tissue, arterial
pressure was lowered by pentobarbital sodium infusion (13 mg/kg, 5
ml iv at a rate of 1 ml/min) to reduce bleeding.

Drug microinjection. Microinjections of the GABAA receptor an-
tagonist picrotoxin (50 pmol in 50 nl; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)
or bicuculline methiodide (50 pmol in 50 nl; Tocris) were made into
sites in the SC and IC using a glass micropipette held vertically in a
micromanipulator. We have previously shown that a 50-pmol dose of
bicuculline was effective in evoking cardiorespiratory responses from
restricted sites within the colliculi (17). The same dose (50 pmol) of
picrotoxin was selected on the basis of previous studies showing that
equal or similar doses of bicuculline or picrotoxin evoked responses
of similar magnitude when injected into the brain or spinal cord (12,
45). In all cases, the injectate was 10 mM PBS adjusted to pH 7.4 and
also contained rhodamine beads (0.5% FluoSpheres) for later histo-
logical verification of microinjection sites. At the end of each exper-
iment, the rat was euthanized with an overdose of potassium chloride
(KCl, 3 M, 1 ml iv). The brain was removed, and after fixation in 4%
paraformaldehyde solution, coronal brain sections (100 �m) were cut
on a vibrating microtome and mounted onto gelatinized glass slides.
Injection sites were determined using a fluorescence microscope and
mapped using the atlas of Paxinos and Watson (38) as a reference. In
experiments in which decerebration was performed, horizontal or
sagittal brain sections (100 �m) were cut and stained using cresyl
violet to determine the level of decerebration.

Experimental procedures. Natural stimuli were tested in all exper-
iments before and after microinjection of picrotoxin or bicuculline
into sites in the SC or IC. Three different stimulus modalities were
used: auditory, visual, and somatosensory. The auditory stimulus
consisted of a hand clap made �30 cm from the animal. In a separate
test, a wide-band microphone (B&K 4138 1/8 inch microphone 20 Hz
to 160 kHz) and measuring amplifier (B&K 2610) were used to record
the sound generated by typical claps as used in the experiment, made
at the same distance (30 cm) from the microphone. The output of the
recorded signal was digitized at 96 kHz (Edirol UA25EX), and
spectral analysis was performed using MatLab (Mathworks, version
7.11). Assuming that the ear bars resulted in an attenuation of 40 dB
(which is greater than the attenuation produced by industrial ear

plugs), the amplitude of the sound after attenuation was 30–40 dB
greater than the audiometric threshold for the rat over the frequency
range 8 kHz to 30 kHz, which corresponds to the frequency range at
which rats hear best (14). The visual stimulus consisted of a bright
light with a duration of 3 s directed to both eyes from a distance of
�20 cm, while the somatosensory stimulus was a hard pinch, with a
duration of �2 s, applied by forceps to a hind paw.

For picrotoxin microinjections into the colliculi, the tip of the
micropipette was positioned stereotaxically at rostrocaudal levels
ranging from 7.1 to 8.6 mm caudal to bregma in tracks located 1.0 to
2.5 mm lateral to the midline and a depth varying from 4.0 to 6.0 mm
ventral to bregma, according to the atlas of Paxinos and Watson (38).
In each track, injections were made into sites 0.5 mm apart, starting at
the most dorsal site. Once the most ventral site in each track was
reached, the micropipette was placed in a new track that was 0.5 mm
lateral, medial, rostral, or caudal to the previous track. Injections were
applied by pressure, and the volume of each injection measured by
movement of the meniscus against a grid corresponding to 20-nl
volumes monitored using an operating microscope. The number of
injection sites in each experiment varied between 2 and 14. The sites
into which microinjections were made included the region in which,
as mapped previously, microinjection of bicuculline evoked synchro-
nized bursts of renal sympathetic nerve activity and phrenic nerve
activity (PNA) (17). If a natural stimulus evoked a response following
picrotoxin microinjection, there was a waiting period of at least 30
min before the next picrotoxin microinjection. In experiments in
which decerebration was performed, the procedure was the same
except that 1) bicuculline was microinjected instead of picrotoxin, 2)
only auditory stimuli were applied, 3) the procedure of bicuculline
microinjection followed by application of auditory stimuli was per-
formed before and after decerebration, and 4) PNA was not recorded
in three of the four experiments.

Data analysis. Natural stimuli evoked synchronized bursts of splanch-
nic nerve activity (SpSNA), PNA, and sciatic nerve activity (ScNA)
after GABA receptor blockade at many sites in the colliculi. At some
of these sites, the stimulus was repeated several times, so that
cycle-triggered averaging could be used to determine the time rela-
tionships between the bursts of SpSNA, PNA, and ScNA and the
associated changes in MAP evoked by an auditory, visual, or somato-
sensory stimulus. For cycle-triggered averaging, the recorded digi-
tized SpSNA, PNA, and ScNA signals were first rectified and then
integrated (time constant 20 ms). For each stimulus, the onset of the
evoked SpSNA burst was first identified, and then samples of the
signals for all four simultaneously recorded variables (integrated
SpSNA, integrated PNA, integrated ScNA, and MAP) were taken
over the period from 2.5 s before to 2.5 s after this trigger point (200
samples/s) (e.g., Fig. 3B). This process was done for 4–19 stimuli, and
the average of these sweeps was calculated for all four variables. The
time point of the onset of increases in these averaged integrated
SpSNA, PNA, and ScNA signals was then identified, in each case,
as the point at which 1) the value of averaged signal increased, relative
to the immediately preceding value, by an amount that was greater
than twice the standard deviation of the preceding 10 values, and 2)
the averaged signal continued to increase thereafter toward the
peak value.

Cycle-triggered averaging was also used to compare the magni-
tudes of the increases in MAP and of the bursts of SpSNA and PNA
(expressed relative to their baseline levels of activity) evoked by the
auditory, visual, and somatosensory stimuli. For this purpose, at each
site at which cycle-triggered averaging was performed, the maximum
increases in the averaged MAP, integrated SpSNA, and integrated
PNA variables, relative to their respective prestimulus baseline levels,
were measured. The prestimulus baseline level was, in each case, the
mean value of the averaged variable over the time period from 2.5 to
0.5 s before the stimulus. The magnitude of the integrated ScNA burst
amplitude could not be measured in this way, however, because there
was no detectable baseline ScNA activity above the noise level.
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A paired t-test was used to determine whether the time differences
between the onsets of the increases in 1) SpSNA and PNA and 2)
SpSNA and ScNA evoked by auditory or visual stimuli were signif-
icantly different from zero. An unpaired t-test was then used to
determine whether these time differences were significantly different
from each other and also whether they were significantly different
when responses were evoked by a visual stimulus compared with
those evoked by an auditory stimulus. An unpaired t-test was also
used to determine whether the magnitudes of the evoked increases in
MAP, SpSNA, or PNA were significantly different when evoked by
the different stimuli. P values of �0.05 were taken as statistically
significant.

RESULTS

Responses to auditory, visual, and somatosensory stimuli,
following picrotoxin microinjection into the colliculi. Under
baseline conditions, before injection of picrotoxin into sites in
the colliculi, no changes in SpSNA, PNA, or ScNA were
evoked by auditory (clap: Fig. 1A), visual (light flash), or
somatosensory (pinch) stimuli in urethane-anesthetized, vagot-
omized, paralyzed, and artificially ventilated rats. However,
following microinjection of picrotoxin (50 pmol/50 nl) at 57
out of 124 sites in the midbrain colliculi, one or more of these
stimuli triggered immediate and coordinated activation of
SpSNA and PNA, followed by increases in arterial pressure (Fig.
1A, B). At most (37 out of 57) of these positive sites, the
picrotoxin microinjection itself had no effect on the baseline levels
of SpSNA, PNA, or ScNA, and variable effects at the remaining
20 sites (either a transient response or a more sustained modest
response). At seven positive sites, after picrotoxin microinjec-
tion, synchronized bursts of SpSNA and PNA also occurred
spontaneously, in addition to the stimulus-evoked synchro-
nized bursts (Fig. 2A).

After picrotoxin injection, the auditory stimuli evoked a
response at 96% of the positive sites, while the visual and
somatosensory stimuli evoked responses at 46 and 40%, re-
spectively, of the positive sites at which they were tested. The
somatosensory stimulus (pinch) was applied to the hind paw on
one side only, but responses to this stimulus were obtained
after picrotoxin microinjections into sites in either the ipsilat-
eral or contralateral colliculi. All three types of stimuli evoked
responses in 9 of the 35 positive sites in which all three were
tested (e.g., Fig. 1A). At all 57 positive sites, increases in both
SpSNA and PNA were always evoked. The sympathetic and
respiratory responses to alerting stimuli were also accom-
panied by a somatomotor response (increase in ScNA) at 30
of the 42 positive sites in which ScNA was also measured
(Fig. 1, A and B).

Magnitudes of the evoked responses. At sites at which
cycle-triggered averaging was performed, the magnitudes of
the averaged responses evoked by clap, light, or pinch were
determined (Fig. 3). As shown in Fig. 4, the three different
stimuli evoked increases in the averaged MAP and in the
amplitudes of the SpNA and PNA bursts that were of similar
magnitude for all stimuli. Changes in heart rate were also
evoked, but these were very small (�20 beats/min), probably
because the rats were vagotomized. A pairwise comparison
(clap vs. light, clap vs. pinch, and light vs. pinch) revealed no
significant difference in the magnitudes of the evoked increases
in MAP, or in the averaged SpSNA and PNA burst amplitudes
(P � 0.5 in all cases).

Time relationships of the evoked responses. The most strik-
ing feature of the responses to natural sensory stimuli was the
tight synchronization of the recorded sympathetic, respiratory,
and somatomotor responses (Fig. 3). Using cycle-triggered
averaging, we found that the onsets of the PNA and ScNA
responses to the auditory stimuli consistently preceded the
onset of the SpSNA response (Fig. 3C) by 26.0 � 2.7 and
41.7 � 2.7 ms, respectively (Fig. 5). Similarly, the onsets of
the PNA and ScNA responses to the visual stimuli preceded the
onset of the SpSNA response by 30.0 � 4.2 and 48.3 � 4.4 ms,
respectively (Fig. 5). These time differences were in all cases
significantly different from zero, for both the visual and audi-
tory evoked responses (P � 0.001). Furthermore, the time
difference between the onsets of the ScNA and SpSNA re-
sponses was greater than that between the onsets of the PNA
and SpSNA responses, when either auditory or visual stimuli
were applied (P � 0.01 and P � 0.05, respectively; Fig. 5).
Thus, following either an auditory or visual stimulus, the ScNA
response occurred first followed by the PNA response and then
the SpSNA response. The latencies of the SpSNA responses
relative to the PNA or ScNA responses, however, were not
significantly different when the effects of auditory and visual
stimuli were compared (P � 0.3 in both cases; Fig. 5).

Location of positive sites. The centers of the 57 positive sites
were located predominantly within the deep layers of the SC
and the external and central nuclei of the IC, with a few sites
in the adjacent lateral periaqueductal gray and precuneiform
nucleus (Fig. 6). The midbrain region, identified previously as
a region capable of evoking synchronized sympathetic/respi-
ratory responses (17), contained virtually all the positive re-
sponse sites identified in the present study.

Effects of decerebration. To determine whether forebrain
regions were essential for the expression of cardiovascular and
respiratory responses to alerting stimuli, we examined the
effects of decerebration (n � 4). In all of these experiments, we
first confirmed that, before decerebration, responses to auditory
stimuli could be evoked after disinhibition of a site in the SC
or IC. Following removal of most of the forebrain (Fig. 7C),
including the prefrontal cortex, amygdala, auditory cortex, and
dorsomedial, perifornical, and lateral hypothalamus, auditory
stimuli still evoked bursts of SpSNA after (but not before)
collicular disinhibition in all four experiments. In one of these
experiments PNA was also recorded, and in this case, the
stimuli also evoked bursts of PNA that were highly synchro-
nized with the bursts of SpSNA (e.g., Fig. 7, A and B). As
previously reported (17), bursts of SpSNA and PNA also
occurred spontaneously after bicuculline injection (Fig. 2B), in
addition to the stimulus-evoked synchronized bursts.

DISCUSSION

The main finding of the present study is that disinhibition of
neurons within parts of the SC and IC permits the production
of highly synchronized sympathetic, respiratory, and somato-
motor responses to different sensory stimuli. Such responses
are suppressed under baseline conditions in anesthetized rats.
In this DISCUSSION, we shall consider 1) whether these responses
are driven by a common population of command neurons in the
colliculi, 2) the central circuitry that subserves these responses,
and 3) the physiological significance of our findings. First,
however, we will consider some methodological issues.
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Methodological considerations. The auditory stimulus was a
hand clap, made �30 cm from the animal. The rat was placed
in atraumatic ear bars, such that the tympanic membrane was
not punctured. The presence of ear bars would have reduced
the amplitude of the auditory signal, but as described in the
MATERIALS AND METHODS, measurements of the intensity and
power spectra of hand claps indicated that the amplitude of the
sound would have exceeded the auditory threshold, even al-
lowing for the attenuating effect of the ear bars. Furthermore,
the fact that responses were evoked by the auditory stimuli
demonstrates that the signal was not eliminated. We did not
systematically examine the relationship between the magnitude
of the auditory stimulus and the magnitude of the evoked
responses, although in some experiments, softer and louder
handclaps were made. In those cases, there was no discernible
effect of stimulus strength on the magnitude of the evoked
responses, suggesting that the responses were “all-or-nothing”
rather than graded. Similarly, visual or somatosensory stimuli
either evoked a clear response or no response at all.

The sciatic nerve contains sympathetic postganglionic fibers,
as well as somatomotor fibers (43), but two lines of evidence
indicate that the recorded evoked responses in this nerve
represent increased somatomotor activity. First, the onset of the
evoked ScNA responses to auditory and visual stimuli pre-
ceded the onset of the SpSNA responses by 41.7 � 2.7 and
48.3 � 4.4 ms, respectively (Fig. 5), consistent with a response

mediated by fast-conducting myelinated somatomotor fibers
rather than slow-conducting unmyelinated sympathetic post-
ganglionic fibers. Second, unlike SpSNA, there was no detect-
able resting level of ScNA, which would be expected if
sympathetic activity were being recorded. Although we cannot
rule out the possibility that increased sympathetic activity may
have contributed to the ScNA response, we believe that this
response predominantly reflects increased somatomotor nerve
activity.

The auditory and visual stimuli were bilateral, but the
somatosensory stimulus was applied to the hind paw on one
side only. Responses to this stimulus, however, were obtained
after picrotoxin microinjections into sites in either the ipsilat-
eral or contralateral colliculi, showing that unilateral disinhi-
bition of collicular neurons was capable of unmasking re-
sponses to somatosensory inputs originating from either the
ipsilateral or contralateral side. Consistent with this, anatomi-
cal studies have shown that somatosensory inputs project
bilaterally to the superior colliculus (50) and that there are also
extensive interconnections between the right and left sides of
the superior colliculi (20, 21).

Following picrotoxin microinjection into seven sites (out of
a total of 124 sites), synchronized bursts of SpSNA and PNA
also occurred spontaneously (i.e., in the absence of auditory or
other stimuli). In contrast, in a previous study from our labo-
ratory (17), such spontaneous synchronized bursts of SpSNA

Fig. 1. Cardiovascular, respiratory, and somatomotor responses evoked by different stimuli after microinjection of picrotoxin into the midbrain colliculi. A:
example in which all three stimuli evoked responses in splanchnic nerve activity (SpSNA), phrenic nerve activity (PNA), and sciatic nerve activity (ScNA) after,
but not before, picrotoxin microinjection. B: example in which only the auditory stimulus (series of claps) evoked responses after picrotoxin microinjection.
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and PNA were evoked following microinjection of bicuculline
methiodide at 55 out of a total of 129 sites. The fact that
spontaneous synchronized bursts of SpSNA and PNA occurred
more frequently following bicuculline injection compared with
picrotoxin injection may be due to differences in the pharma-
cological properties of the two drugs. Apart from blocking

GABAA receptors, bicuculline methiodide also blocks small-
conductance calcium-activated potassium channels (28), which
can potentiate N-methyl-D-aspartate-dependent burst firing in
neurons (22). In contrast, picrotoxin does not have this effect
(28). Therefore, under resting conditions, bicuculline methio-
dide may be more effective than picrotoxin in generating bursts
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of activity in collicular neurons that, in turn, generate synchro-
nized bursts of SpSNA and PNA. Consistent with our obser-
vations, highly synchronized bursts of neural activity are reli-
ably evoked by application of bicuculline methiodide to brain
slices containing the thalamus, whereas these occur much less
frequently following application of picrotoxin in the same
preparation (28). Similarly, previous studies have also
shown that injection of bicuculline into other regions, such
as the hypothalamic paraventricular nucleus or the spinal
cord, can evoke low-frequency bursts of sympathetic activ-
ity (12, 25, 26).

Although they have some different pharmacological proper-
ties, a common property of picrotoxin and bicuculline is that
they both block GABAA receptors (28). Our results, therefore,
show that in anesthetized rats, blockade of GABAA receptors
within the deep layers of the SC or external and central nuclei
of the IC allows the expression of stimulus-evoked synchro-
nized sympathetic, respiratory and somatomotor responses that
are normally suppressed under control conditions. Further
studies will be required, however, to determine whether the
GABAA receptors that suppress the evoked responses are
synaptic or extrasynaptic, since picrotoxin and bicuculline
block both types of receptors (44).

Collicular neurons driving the sympathetic, respiratory, and
somatomotor responses. Two lines of evidence suggest that the
sympathetic and respiratory components of the evoked re-

sponses are driven by a common population of command
neurons in the colliculi. First, in all cases in which a response
was evoked, there were marked increases in both SpSNA and
PNA. Second, the increases in SpSNA and PNA were highly
synchronized, such that the onset of the auditory or light-
triggered SpSNA bursts lagged the onset of the PNA bursts (by
25–30 ms). It seems unlikely that such a time lag could be
explained by a difference in the number of central synapses in
the descending pathways mediating the increases in SpSNA
and PNA, because the transmission time for synapses in the
brain stem is typically �1 ms (39). This time lag is, however,
consistent with activation of respiratory and sympathetic out-
puts by a single population of collicular neurons, given the
relatively slow conduction velocity of sympathetic efferent
pathways compared with that of phrenic motor pathways (19,
40). At the same time, we cannot rule out the possibility that
the sympathetic and respiratory responses are driven by sepa-
rate populations of collicular neurons that are simultaneously
activated by auditory, visual, or somatosensory inputs.

At 30 of the 42 positive sites at which ScNA was recorded
in addition to SpSNA and PNA, stimulus-evoked increases in
SpSNA and PNA were also accompanied by an increase in
ScNA, the onset of which also preceded the onset of the sound-
or light-triggered SpSNA bursts. Again, this difference in onset
time can be explained by the fact that sciatic motor nerves have
a much higher conduction velocity than sympathetic efferent
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pathways (19, 48). The inability to detect ScNA responses in
some cases could reflect technical difficulties associated with
detecting motor activity in the sciatic nerve, or differential
sensitivity of motor compared with phrenic/sympathetic out-
puts under anesthesia. Alternatively, some collicular neurons
driving cardiovascular/respiratory responses may not influence
somatomotor activity. Nevertheless, the data are consistent
with the hypothesis that a population of command neurons in
the colliculi can generate synchronized sympathetic, respira-
tory, and somatomotor responses to multimodal sensory inputs,
even under surgical anesthesia. In this regard, it is interesting
to note that the intermediate and deep layers of the SC contain
multisensory neurons that respond to visual, auditory, and
somatosensory stimuli (15, 16, 27, 31, 33, 34). In particular,
Meredith and Stein (34) demonstrated a convergence of visual,
auditory, and somatosensory inputs onto many individual cells
in the deep layers of the SC. Further studies are required,
however, to determine whether multisensory neurons in the SC
can simultaneously drive sympathetic, respiratory, and somato-
motor responses, or whether these responses are driven by
separate populations of collicular neurons.

Central pathways mediating the reflex responses. The essen-
tial circuitry subserving the coordinated sympathetic, respira-
tory, and motor responses (at least to auditory stimuli) must be
contained within the brain stem and spinal cord, as responses
were present after removal of virtually the entire forebrain.
This is consistent with previous reports that behavioral re-
sponses, when triggered by visual, somatosensory, or auditory
stimuli signaling a threat, are dependent upon relays in the
SC and (for auditory stimuli) the IC, but not the thalamus or
cortex (3, 5).

Similarly, our finding that responses to auditory stimuli were
evoked in decerebrate rats following bicuculline microinjection
into the colliculi also indicates that the tonic GABAergic
inhibition that blocks the responses to natural stimuli in anes-
thetized rats must also arise from neurons within the brain stem
or spinal cord. These neurons may be local interneurons (35) or

may project to the SC or IC from other nuclei, such as the
substantia nigra. There is a direct GABAergic pathway from
the substantia nigra pars reticulata (SNpr) to the colliculi (4,
41), and this pathway may, therefore, tonically inhibit com-
mand neurons that generate coordinated behavioral and auto-
nomic responses to natural stimuli. It is very interesting to note
that defensive behavioral responses evoked by electrical or
chemical stimulation of the SC or IC in conscious rats are
enhanced following blockade of neurons in the SNpr, whereas
activation of such neurons in the SNpr has the opposite effect
(4, 7, 36).

Output pathways from the SC have been studied primarily
with respect to the role of the SC in somatomotor functions
associated with orienting and escape behavior (8, 10). There
are direct descending projections to the pontomedullary retic-
ular nuclei that control somatomotor activity (42), but there is
little anatomical information concerning possible connections
with brain stem nuclei that control sympathetic or respiratory
function, such as the rostral ventrolateral medulla or the dorsal
and ventral respiratory groups. Similarly, the possible path-
ways by which neurons in the IC could regulate sympathetic or
respiratory function are also unknown. There is a strong
projection from the IC to the SC, however (11), and it is
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possible that this projection may target neurons within the SC
that regulate sympathetic and respiratory activity.

Perspectives and Significance

LeDoux (29) suggested that a subcortical pathway that
includes the lateral amygdala mediates rapid subconscious
responses to threatening stimuli. In the present study, we
observed no significant effect of removal of the amygdala on
responses to auditory stimuli unmasked by collicular disinhi-
bition. Therefore, it seems likely that the colliculi may mediate
an even more rapid and primitive response. The SC and IC are

the mammalian homologs of the optic tectum and torus semi-
circularis, respectively, both of which evolved very early and
are highly conserved in vertebrates (1, 47). As in mammals
(31, 33, 34), reptiles and fish have many neurons in the optic
tectum that are multisensory, and the optic tectum in these
species also has a critical role in generating defensive re-
sponses, triggered by signs of a predator (46). Thus, it is
possible that the synchronized responses generated by the
colliculi are part of a phylogenetically ancient and highly
conserved defense system (47) that generates immediate so-
matomotor and supportive autonomic responses in reaction to
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the perception of danger. For example, it has been shown in
humans that a sudden noise or unexpected somatosensory
stimulus commonly evokes both a sudden inspiration and
increase in skin sympathetic activity (13).

The ability of the auditory system to perceive danger, or an
unexpected stimulus in the environment, depends upon what
has been termed stimulus-specific adaptation, such that there is
neuronal adaptation to repeated sounds, while maintaining
responsiveness to uncommon sounds (18). Neurons with such
a capability were first identified in the auditory cortex (49) but
more recently have also been identified in the IC (9, 30).
Neurons that display stimulus-specific adaptation have also
been identified in the optic tectum of the barn owl, and so this
may be a general characteristic of some neurons in the SC, as
well as in the IC. Such neurons in the IC and SC would,
therefore, be good candidates as neurons that generate imme-
diate coordinated physiological responses to novel or threaten-
ing stimuli.

Finally, consistent with our observations, the threshold for
evoking avoidance and escape behavior in conscious rats is
reduced by SC disinhibition (8). These findings, together with
the data presented here, support our proposal that command
neurons within the SC and IC, controlled by a GABAergic
input, generate appropriate coordinated increases in autonomic,
respiratory, and somatomotor activity as part of a generalized
behavioral response to natural stimuli that require immediate
action.
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