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RESUMO 

As projeções retinianas em mamíferos costumam ser agrupadas, 

classicamente, em três grandes sistemas funcionais: O sistema visual primário, o 

sistema óptico acessório e o sistema de temporização circadiana. Porém as 

projeções retinianas também alcançam locais considerados como classicamente 

não-visuais, um dos quais agrupa os neurônios da zona incerta (ZI), alvo deste 

estudo.  

O sistema visual primário inclui o complexo geniculado lateral talâmico 

formado pelo núcleo geniculado lateral dorsal, o folheto intergeniculado e o 

núcleo geniculado lateral ventral, além de outros componentes. O sistema óptico 

acessório é formado por pequenos núcleos: núcleos terminais dorsal, lateral, 

medial e o núcleo intersticial do fascículo posterior superior. Estes núcleos 

participam da atividade vísuo-motora. O sistema de temporização circadiana é 

composto pelo núcleo supraquiasmático do hipotálamo, tido como principal 

marcapasso circadiano, vias sincronizadoras e vias de saída aos efetores, e o 

folheto intergeniculado, que parece agir como modulador do marcapasso. As 

projeções retinianas também alcançam áreas classicamente não-visuais, entre 

elas, a zona incerta. Esta região está localizada no tálamo ventral e tem sido 

implicada em várias propriedades funcionais incluindo processamento somato-

sensório e nociceptivo, resposta motora, comportamento sócio-sexual, de comer 

e beber, em sintomas de doenças neurodegenerativas, despertar e atenção.  

Apresenta também conexão com diversas áreas do sistema nervoso central 

proporcionando a esta região a associação com diversas funções.  

O objetivo neste trabalho foi caracterizar a projeção retiniana no Callithrix 

jacchus (sagüi), um primata do Novo Mundo, através do traçador anterógrado a 

unidade B da toxina colérica, bem como analisar a citoarquitetura, utilizando o 

Nissl e NeuN, e a neuroquímica com substâncias neuroativas como a serotonina, 

o GABA, o VIP, VP, além de GFAP e proteínas ligantes de cálcio.  

A zona incerta apresentou uma divisão diferenciada da presente na literatura 

na citoarquitetura, tanto pelo método de Nissl como neuroquímico por NeuN, 

com uma subdivisão ventrolateral e dorsomedial. A neuroquímica para as outras 
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substâncias corrobora com essa divisão. O GFAP foi quase em completo 

negativo para a ZI, resultado este ainda não evidenciado em trabalhos anteriores. 

A projeção retiniana no sagüi, diferentemente de outros primatas, e roedores, 

alcançou a porção caudal somente. Este trabalho contribui para que novos 

estudos sejam realizados tomando por base essa subdivisão bem como a 

localização das substâncias neuroativas associadas a possíveis comportamentos 

em que a zona incerta esteja envolvida.  

Palavras-chave: Zona incerta, projeção retiniana, neuroquímica, Callithrix 

jacchus  
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ABSTRACT   

The retinal projections in mammals usually reach, classically, three major 

functional systems: the primary visual system, the accessory optic system, and 

the circadian timing system. But the retinal projections also reach areas 

classically considered non-visual, one of which groups the neurons of the zona 

incerta (ZI), target this study.  

The primary visual system includes thalamic lateral geniculate complex is 

formed by the dorsal lateral geniculate nucleus, intergeniculate leaflet and the 

ventral lateral geniculate nucleus and other components. The accessory optic 

system is composed of the small nuclei: nuclei terminal dorsal, lateral, medial 

and the interstitial nucleus of the superior posterior fasciculus. These nuclei are 

involved in visuo-motor activities. The circadian timing system is comprised of 

the suprachiasmatic nucleus of the hypothalamus, that act as master circadian 

pacemaker, entraining pathways and efferents pathways to the efectors, and the 

intergeniculate leaflet, that seems to act as a modulator of the pacemaker. The 

retinal projections too reach classically considered non-visual areas, including 

the zona incerta. This region is localized in the ventral thalamus and has been 

implicated in various functional properties including nociceptive and 

somatosensory processing, motor response, sociosexual behaviour, feeding and 

drinking, in symptoms of neurodegenerative diseases, arousal and attention. It 

also displays connection with several areas of central nervous system. 

The aim of this study was characterize the retinal projection in the zona 

incerta of Callithrix jacchus (sagüi), a primate of the New World through the 

anterograde axonal transport of the cholera toxin subunit b and analyze the 

citoarchicteture using Nissl and NeuN, and neurochemical substances such as 

serotonin, GABA, VIP, VP, GFAP and binding-calcium proteins. 

The zona incerta showed a different division of the literature in 

citoarquitetura, both by means of Nissl as neurochemical by NeuN, with a 

subdivision ventrolateral and dorsomedial. The neurochemical to the other 

substances corroborate with this subdivision. The GFAP was almost completely 

negative for the zona incerta, result non evidenced in previous studies yet. The 
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retinal projection in sagüi, unlike other primates and rodents, reached the caudal  

portion only.  This work helps to make further studies are conducted based on 

this subdivision and the localization of the neurochemical substances associated 

with possible behaviors that the zona incerta is involved.  

Keywords: Zona incerta, retinal projection, neurochemistry, Callithrix jacchus   
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1. INTRODUÇÃO  

1.1 Projeções Retinianas  

As projeções retinianas em mamíferos costumam ser agrupadas, 

classicamente, em três grandes sistemas funcionais: O sistema visual primário, o 

sistema óptico acessório e o sistema de temporização circadiana (Kaas e Huerta, 

1988). Porém as projeções retinianas também alcançam locais considerados 

como classicamente não-retinorecipientes, um dos quais agrupa os neurônios da 

zona incerta (ZI), alvo deste estudo. 

No sistema visual primário, o núcleo geniculado lateral dorsal (GLD) recebe 

uma expressiva inervação da retina, sendo o maior e mais bem conhecido relê no 

caminho para o córtex visual primário de mamíferos. Já o núcleo geniculado 

lateral ventral (GLV), também alvo retino-recipiente do sistema visual primário, 

é normalmente dividido numa camada interna, mais medial e uma camada mais 

externa, mais lateral, em roedores (ver Jones, 2007). Outro componente retino-

recipiente é o complexo pré-tectal que compreende um conjunto de núcleos 

situados na transição mesodiencefálica, funcionalmente relacionado com a via do 

reflexo pupilar à luz e nistagmo optocinético (Hutchins e Weber, 1985). Este 

complexo foi estudado anatomicamente em um primata do Novo Mundo, o 

macaco-de-cheiro (Saimiri sciureus) (Weber, 1985), no qual foram definidos 

cinco núcleos: pré-tectal anterior, posterior e medial, do trato óptico e olivar pré-

tectal, todos eles recebendo projeção retiniana (Hutchins e Weber, 1985). Ainda 

no sistema visual primário, o colículo superior (CS) é uma importante estação 

visual subcortical que se apresenta como uma estrutura laminada, contendo em 

geral sete camadas em primatas e em outros mamíferos, e que ocupa o tecto 

rostral do mesencéfalo recebendo inervação da retina basicamente sobre suas 

camadas superficiais (Kaas e Huerta, 1988). O CS tem um duplo papel na visão, 

participando da transmissão de informação visual para estruturas talâmicas 

associadas com a percepção visual e com a conversão de informações visuais e 

de outros tipos em sinais de controle dos movimentos da cabeça e dos olhos 

(Kaas e Huerta, 1988).  
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O sistema óptico acessório compreende pequenos núcleos no mesencéfalo 

que recebem projeções da retina (Kaas e Huerta, 1988). Na maioria dos 

mamíferos é constituído por três núcleos: o terminal dorsal, o terminal lateral, e o 

terminal medial (Kaas e Huerta, 1988). Estudos na década de 1990 acrescentaram 

mais um núcleo a esse grupo, o núcleo intersticial do fascículo posterior superior, 

localizado mais rostralmente (Blanks et al., 1995). Funcionalmente sabe-se que 

esses núcleos participam da atividade visuo-motora (Simpson, 1984).  

O sistema de temporização circadiano é responsável pela geração e 

modulação dos ritmos circadianos que são oscilações manifestadas pelos seres 

vivos para a maioria das funções e comportamentos, com o período entre 20 e 28 

horas, tomando como base o ciclo claro-escuro ambiental que é de 

aproximadamente 24 horas. Estes ritmos são comprovadamente endógenos, 

porém sincronizados com o ciclo claro-escuro do dia solar (ver Marques e 

Menna-Barreto, 2003). O sistema de temporização circadiano é constituído por 

um conjunto de estruturas neurais interligadas, incluindo na sua composição um 

marca-passo encarregado da geração do ritmo, vias sincronizadoras e vias de 

saída aos efetores comportamentais (Rusak e Zucker, 1979; Moore-Ede et al., 

1982; Meijer e Rietveld, 1989; Hasting et al., 1991; Moore, 1992, 1994; Turek, 

1994; Morin e Allen, 2006; Cavalcante et al., 2006). As estruturas neurais que 

recebem projeção retiniana são os núcleos supraquiasmático (NSQ) do 

hipotálamo e o folheto intergeniculado do tálamo (ver Cavalcante et al., 2006). O 

NSQ é o principal marca-passo do sistema de temporização circadiano e tem sido 

objeto de exaustiva pesquisa nas últimas décadas, logo depois da confirmação da 

projeção da retina para essa área (Hendrickson et al., 1972; Moore e Lenn, 1972; 

Moore, 1973), a qual foi denominada de trato retino-hipotalâmico (TRH). A 

lesão desse conjunto de células resulta na perda da ritmicidade para uma série de 

funções circadianas (Moore e Eichler, 1972; Stephan e Zucker, 1972), como 

também foi observado que estas células apresentam ritmicidade circadiana na sua 

freqüência de disparo, que se mantém em condições ambientais constantes 

(Gillette, 1991), bem como na atividade metabólica (Schwartz, 1991; Newman, 

1991). Na medida em que o NSQ se firmava como principal marca-passo 
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circadiano, um estudo realizado na década de 1970 por Ribak e Peters em ratos, 

mostrou que a injeção de aminoácidos marcados no GLV revelava uma projeção 

bilateral, com predominância ipsilateral para o NSQ e que esta projeção era 

restrita à região ventrolateral (Ribak e Peters, 1975). Dois anos mais tarde, 

Hickey e Spear, baseado na diferença das projeções retinianas para o complexo 

geniculado lateral do tálamo, observaram uma estrutura localizada entre o GLD e 

o GLV (Hickey e Spear, 1976) e a denominaram de folheto intergeniculado 

(FIG). Estudos posteriores verificaram conexão da região ventrolateral do NSQ e 

de neurônios na borda dorsal do GLV, e concluíram tratar-se de uma nova 

projeção ao marca-passo circadiano (Card e Moore, 1982), denominada de tracto 

geniculo-hipotalâmico (TGH) esta projeção que seria do FIG ao NSQ, entretanto, 

sua confirmação somente foi possível a partir de estudos com traçadores neurais. 

A injeção de um traçador retrógrado no NSQ e uma técnica de dupla marcação 

imunohistoquímica para neuropeptideo (NPY) e o respectivo traçador revelaram 

que alguns neurônios NPY-positivos do FIG projetam-se para o NSQ 

(Harrington e Rusak, 1987). Essa região tem uma grande importância para a 

modulação dos ritmos circadianos em roedores, como sugerido por estudos 

farmacológicos e/ou combinados com estudos de lesão (Albers et al., 1984; 

Johnson et al., 1989; Biello et al., 1991; Meyer-Bernstein et al., 1993; Huhman e 

Albers, 1994; Pickard, 1994). A ativação do sistema FIG-TGH resulta em 

mudanças de fase que são diferentes das provocadas pela luz, e incluem avanço 

de fase durante o dia subjetivo e atraso durante a noite subjetiva em roedores. 

Isto parece ser um mecanismo de feedback que regula a função do marca-

passo, particularmente mediando o efeito sobre a atividade locomotora (Moore, 

1992; 1999). Moore e Card (1994) sugerem que o FIG, através da projeção de 

suas células produtoras de NPY para o NSQ pelo TGH, integra as informações 

fóticas com as não-fóticas necessárias para modificar a função do marca-passo, 

mas segundo estudos de genes de expressão imediata, o FIG responde 

principalmente a estímulos não-fóticos (Janik et al., 1995).   
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1.2 Projeções Retinianas para áreas classicamente não-retinorecipientes  

Estudos de projeção retiniana usando traçadores mais sensíveis e técnicas 

mais apuradas começaram a apontar para a existência de projeções retinianas 

para áreas classicamente não visuais. O hipotálamo foi bastante explorado com 

relação a essas projeções. A utilização de traçadores neurais mais sensíveis, tais 

como a toxina colérica, tornou evidente a existência de projeções para outras 

regiões do hipotálamo além do NSQ, em várias espécies de mamíferos como e 

gato (Johnson et al., 1988; Murakami et al., 1989), em rato (Levine et al., 1991), 

em hamster (Youngstrom et al., 1991), e em sagüi (Costa et al., 1999). As áreas 

retino-recipientes que se destacam no hipotálamo nestes trabalhos são: área pré-

óptica medial, área pré-óptica lateral, núcleo pré-óptico mediano, área 

hipotalâmica anterior, área hipotalâmica lateral, núcleo supraóptico, área 

retroquiasmática e zona subparaventricular.  

Também foram descritas em várias espécies de mamíferos, projeções 

ópticas adicionais dirigidas a outras estruturas usualmente não consideradas 

como parte do sistema visual, como por exemplo, o colículo inferior no rato, 

macaco Rhesus (Itaya e Van Hoesen, 1982) e gato (Palof et al., 1985), o núcleo 

ântero-dorsal do tálamo no mussaranho das árvores (Conrad e Stumpf, 1975) e 

no hamster (Youngstrom et al., 1991), e até mesmo estruturas telencefálicas, tais 

como o tubérculo olfativo e o núcleo da banda diagonal de Broca, no hamster, 

coelho, ouriço, preguiça, morcego, tamanduá, hirace, e Macaca fascicularis 

(Cooper et al., 1989) e em rato (Levine et al., 1991). O complexo mesencefálico 

da rafe também tem sido alvo de diversos estudos que apontam para uma 

projeção direta da retina nesta área, principalmente sobre o núcleo dorsal da rafe 

(Foote et al., 1978; Shen e Semba, 1994; Kawano et al., 1996; Fite et al., 1999; 

Fite e Janusonis, 2001; Frazão et al., 2008). Outro alvo de projeção direta da 

retina é o complexo nuclear parabraquial, como mostra trabalhos recentes (Fite e 

Janusonis, 2002; Engelberth et al., 2008). No sagüi, tanto a linha média do 

tálamo como alguns núcleos intralaminares também recebem fibras/terminais 

direto da retina (Cavalcante et al., 2005).  Em roedores, estudo com traçadores 

demonstrou projeção retiniana para a zona incerta nos subsetores ventral e 
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caudal. Desses subsetores, o caudal parece apresentar maior marcação de fibras 

retinianas (Power et al., 2001).  

Um trabalho de pós-graduação de nosso grupo apontou para projeções 

retinianas em diversas áreas classicamente não-retinorecipientes, entre elas a ZI 

(Cavalcante, 2002). Como este trabalho tinha a ênfase em áreas classicamente 

visuais, as características desta projeção não foram discutidas em detalhes. A ZI, 

principalmente em roedores, é uma região bastante abordada em estudos 

eletrofisiológicos e neuroquímicos, portanto, desperta certa curiosidade a respeito 

desta projeção. Passamos agora a descrever particularmente a ZI que é o alvo 

deste estudo.  

1.3 Zona Incerta (ZI)  

A ZI é um agrupamento neuronal derivado embriologicamente do tálamo 

ventral que tem sido implicada em várias propriedades funcionais incluindo o 

processamento somato-sensório e nociceptivo, resposta motora, comportamento 

sócio-sexual, de comer e beber, despertar e atenção.  Constitui-se em um distrito 

subcortical que exibe um alto grau de convergência de informação neural de 

diferentes estruturas (ver Jones, 2007).  

1.3.1. Subdivisões da ZI  

Em algumas espécies a ZI foi dividida em subsetores, estes variam entre os 

autores que usam métodos diferentes ou até alguns em comum. Suas subdivisões 

no rato foram caracterizadas em seis porções por Kawana e Watanabe, 1981, de 

acordo com tamanho e forma do pericário neuronal e arranjo das células: Pars 

rostro-polaris, Pars ventralis, Pars dorsalis, Pars caudalis, Pars 

magnocellularis e Pars retro-polaris (Kawana e Watanabe, 1981).  Outros 

estudos têm considerado quatro subsetores: rostral, caudal, ventral e dorsal, em 

rato (Nicolelis et al., 1992; Kim et al.1992; Lin et al., 1995; Nicolelis et al., 

1995; Kolmac et al., 1998; Mitrofanis e Mikuletic, 1999), macaco (Ma e hunt, 

1992), e em gatos cinco subsetores incluindo a subdivisão dorsolateral, que se 
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estende lateralmente ao reticular talâmico (May et al., 1997). Cada um desses 

apresenta diferentes citoarquitetura, caráter imuno-histoquímico e também vários 

padrões de conectividade. Com relação à imunocitoquímica em rato, em estudo 

demonstrou a presença de células imunorreativas à ácido gama amino-butírico 

(GABA) e parvalbumina (PV) principalmente no setor ventral, calbindina (CB) 

no setor caudal, NADPH-diaforase e glutamato (GLU) no setor dorsal, 

somatostatina (SS) e tirosina hidroxilase (TH) ou sintase do óxido nítrico (NOS) 

no setor rostral (Kolmac e Mitrofanis, 1999). Em um estudo realizado com 

macaco Rhesus (Macaca mullata), a ZI foi também dividida em 4 subsetores 

inicialmente denominados pólo anterior, lâmina superior, lâmina inferior e pólo 

posterior. Contudo, pela não-identificação das bordas, a subdivisão da ZI 

resumiu-se a duas regiões: lâmina dorsal e lâmina ventral (Ma et al., 1992).   

1.3.2 Hodologia da ZI 

As principais aferências da ZI são originárias das seguintes regiões: retina, 

complexo nuclear sensório-trigeminal, núcleo central do complexo amigdalóide, 

área hipotalâmica lateral e posterior, núcleo ventromedial do hipotálamo, núcleo 

reticular do tálamo, núcleo talâmico posterior, GLV e medial, complexo 

ventrobasal, área pretectal, núcleo peripeduncular, camadas intermédia e 

profundas do CS, colículo inferior, núcleo coclear, formação reticular 

mesencefálica, rafe mesencefálica, substância cinzenta periaquedutal, complexo 

parabraquial, pars reticulata da substância nigra, áreas perirubrais, núcleo 

intersticial de Cajal, núcleo reticular mesencefálico profundo, cuneiforme, núcleo 

cerebelar interposto e lateral, núcleo tegmental pedunculopontino, área tegmental 

ventral, núcleo reticular pontino, nucleo perioculomotor, núcleo do trato espinhal 

trigeminal, pars interpolaris, núcleo grácil e cuneatus, núcleo da coluna dorsal, e 

várias áreas do córtex cerebral assim como: o córtex cingulado, córtex somato-

sensório primário e secundário, córtex motor primário, córtex pré-frontal, córtex 

estriato, cortex occipital, neocórtex temporal e núcleo supraquiasmático (Roger e 

Cadusseau, 1985; Petras, 1969; Mitrofanis e Mikuletic, 1999; May et al., 1997; 

Shaw e Mitrofanis, 2001; Lechner et al., 1993; Barthó et al., 2002; Shammah-
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Lagnado et al., 1985; Çavdarc et al., 2006; Leak e Moore, 2001; Power et al., 

2001, Mitrofanis, 2002). Com relação à projeção retiniana, parece existir um 

subsetor que recebe aferências dos principais centros visuais do cérebro, como a 

retina, o GLD, o CS e o córtex occipital, localizado numa camada lateral da ZI 

em rato, assim também como recebe aferência do pretecto e núcleo posterior 

lateral do tálamo (Power et al., 2001).  

Com relação às eferências, a ZI de ratos origina projeções ascendentes e 

descendentes que alcançam estruturas do tronco cerebral (formação reticular 

mesencefálica, núcleo tegmentar dos pares compactos pedunculo-pontino, área 

parabraquial, núcleo reticular pontino oral, caudal pontino, gigantocellularis e 

medula oblonga, pares ventrais), núcleo precerebelar (núcleo reticular tegmentar 

pontino, núcleo pontino e complexo olivar inferior), camadas profundas e 

intermediárias do CS, núcleo pretectal (anterior, posterior e medial), núcleo 

perioculomotor (núcleo intersticial de Cajal, núcleo de Darkschewitsch e núcleo 

da comissura posterior), a porção parvocellular do núcleo rubro, substância 

cinzenta central, núcleo tegmentar dorsal lateral, corno ventral da medula 

espinhal cervical, núcleos talâmicos (parafascicular, médio central, paracentral, 

lateral central, núcleo talâmico ventromedial, núcleo reuniens, medial posterior), 

núcleo talâmico não-específico (parafascicular, médio central, paracentral, lateral 

central, núcleo talâmico ventromedial, núcleo reuniens), gânglio basal (núcleo 

intrapeduncular e globo pálido), estruturas hipotalâmicas (núcleo hipotalâmico 

posterior, áreas hipotalâmicas dorsal e lateral), e o distrito subpalidal dorsal da 

substância anonimata, núcleo supraquiasmático, banda diagonal de Broca e 

núcleo central da amígdala (Ricardo, 1981; Kolmac et al., 1998; May et al., 

1997; Kim et al., 1992; Wagner et al., 1995; Çavdar et al., 2006; Moga e Moore, 

1997; Wagner et al., 1995; Trageser e Keller, 2004; Power et al., 2001).
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2. JUSTIFICATIVA  

A ZI é uma região diencefálica que apresenta uma rica rede de conexões 

com áreas diversas, uma neuroquímica diversificada e participação em vários 

comportamentos. Estudos têm sido realizados na ZI de mamíferos, 

principalmente em roedores, abordando a hodologia, neuroquímica e as relações 

funcionais como as relacionadas a processamentos nociceptivos, somato-

sensórios, visuais e de participação em sintomas nas doenças neurodegenerativas. 

Porém, em primatas poucos relatos foram elaborados abrindo lacunas 

importantes, principalmente a respeito de uma projeção proveniente da retina. 

Portanto, como sujeito experimental utilizamos um primata do Novo Mundo, o 

sagüi (Callithrix jacchus), na expectativa de encontrar resultados de uma 

caracterização neuroquímica ainda não realizada em estudos anteriores, bem 

como da projeção retiniana nesta espécie, que possam servir de base para futuros 

estudos hodológicos e funcionais associados com as substâncias presentes na ZI 

desse primata. Por fim, evidencia-se a necessidade de compreensão desta área no 

maior número de espécies desta ordem zoológica.   

3. OBJETIVOS  

Nosso objetivo neste trabalho é mapear a projeção retiniana para a ZI do 

sagüi (Callithrix jacchus) (foto abaixo), através da injeção intra-ocular da 

subunidade b da toxina colérica (CTb), bem como caracterizar, por meio da 

técnica de imunohistoquímica, o conteúdo neuroquímico desta região visando 

definir possíveis subregiões desta área no sagüi.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS  

4.1 Sujeito  

O sagüi (Callithrix jacchus) é um primata do gênero Callithrix pertencente à 

família Callitrichidae, originário do nordeste brasileiro. Caracteriza-se pelo 

pequeno porte, pesa de 250g a 400g, consiste em uma espécie diurna que vive em 

pequenos grupos familiares e é facilmente adaptável à vida em cativeiro (Erkert 

et al., 1986; Erkert, 2008; Menezes et al., 1993).    

Sagüi    

Foram utilizados seis animais adultos jovens, machos e fêmeas, todos 

provenientes do Núcleo de Primatologia de Universidade Federal do Rio Grande 

do Norte. Os animais estavam em boas condições de saúde. Todos os 

procedimentos utilizados estavam de acordo com as normas estabelecidas pelo 

guia de cuidados e uso de mamíferos em pesquisas comportamentais e 

neurocientíficas (2003).   
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4.2 Injeção de CTb  

Para investigar as projeções retinianas fizemos inicialmente um 

rastreamento anterógrado com CTb. Sob anestesia intra-peritonial com tiopental 

sódico na dose de 400 mg/kg, o animal foi colocado em um aparato de modo a 

facilitar o manuseio dos equipamentos. Efetuou-se uma injeção intraocular (olho 

esquerdo) de aproximadamente 80 l de uma solução aquosa de CTb a 1% em 

tampão fosfato 0,1 M contendo também dimetil-sulfóxido a 10%. A injeção foi 

realizada através de uma agulha calibre 30 introduzida na junção córneo-escleral, 

atingindo o corpo vítreo a um ângulo de aproximadamente 45 graus. A 

velocidade da injeção é equivalente a 1 l por minuto, sob pressão, com o auxílio 

de uma micro-bomba. Ao término da injeção, a agulha permaneceu no local 

durante 15 a 30 minutos a fim de evitar refluxo da solução, e o olho do animal foi 

lavado com salina.  

4.3 Perfusão   

Depois de sete dias de sobrevida, o animal foi novamente anestesiado com 

tiopental sódico na dose de 400 mg/kg por via peritonial, e em seguida colocado 

em decúbito dorsal sob uma grade em uma capela de perfusão. A grade 

encontrava-se inclinada num ângulo de aproximadamente 45 graus, para 

favorecer a fixação do tecido nervoso. Uma vez certificado de que o animal 

estava profundamente anestesiado, iniciou-se o procedimento cirúrgico. 

Com o auxílio de uma pinça de Allis foi preso o processo xifóide do animal 

tracionando-o para cima, enquanto lhe foi seccionada a pele, partes moles e as 

costelas pelas bordas inferiores do gradil costal, sendo a incisão prolongada pelas 

paredes laterais do tórax até que o coração fosse exposto dentro da cavidade 

torácica. Uma agulha conectada a uma bomba peristáltica foi introduzida no 

ventrículo esquerdo através do ápice do coração na direção da aorta ascendente e 

posteriormente, realizou-se uma pequena incisão no átrio direito, com a 

finalidade de escoar as soluções de perfusão, e então ligada a bomba peristáltica 

(Cole Parmer). A impulsão de 300ml de solução salina a 0,9% em tampão fosfato 
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0,1M, pH 7,4 com heparina (Liquemine, Lilly, 2 ml/1000ml de solução salina) 

foi feita a um fluxo de 100ml por minuto, com o objetivo de lavar o sistema 

circulatório do animal prevenindo a formação de coágulos e possibilitando a 

melhor penetração do fixador nos tecidos. 

Em seguida foi introduzido 900ml de solução fixadora (paraformaldeído a 

4% em tampão fosfato 0,1 M, pH 7,4, acrescido de ácido pícrico a 0,2% e 

glutaraldeido a 0,2%) em duas velocidades. Na primeira metade, numa 

velocidade de 90ml/min e na segunda metade a uma velocidade de 25ml/min 

aproximadamente, de modo que todo o fluxo de soluções durasse em torno de 30 

minutos.    

4.4 Remoção do encéfalo e microtomia  

O encéfalo foi removido da cavidade craniana através da secção de tecidos 

moles e osteotomia dos ossos da calota craniana, passadas pelo menos duas horas 

após a perfusão. Armazenou-se o encéfalo em solução de sacarose a 30% em 

tampão fosfato 0,1 M, pH 7,4, a 4 C, até que fosse possível realizar a 

microtomia. Esta solução foi trocada a cada dois dias, caso ultrapassasse o 

intervalo de 48h. 

Para a microtomia, o encéfalo foi congelado por gelo seco e seccionado em 

micrótomo de deslizamento, obtendo-se secções coronais de 30 m, coletadas 

seriadamente em seis compartimentos com tampão fosfato 0,1 M, pH 7,4. Cada 

compartimento obteve um corte de cada seqüência de 6 (seis), de modo que a 

distância entre uma secção e a seguinte no mesmo compartimento foi de 

aproximadamente 180 m. As secções foram conservadas a 4 C para que fossem 

realizados os processamentos subseqüentes, ou em solução anticongelante caso 

após mais de uma semana fossem utilizadas.  

4.5 Coloração citoarquitetônica   

Uma das séries de cada encéfalo foi utilizada para coloração pelo método de 

Nissl, utilizando o corante Thionina, e outra série para a imunorreatividade 

contra NeuN. Através da coloração pela técnica de Nissl todas as células são 
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tingidas, neurônios ou células da glia, proporcionando ao pesquisador a 

possibilidade de identificá-las através de seus tamanhos, forma e localização, 

para o NeuN somente os neurônios são marcados. Estas técnicas têm como 

finalidade delimitar os grupamentos neuronais.  

4.6 Imuno-histoquímica   

Nesta etapa, séries diferentes das estruturas nervosas do animal foram 

utilizadas e submetidas à análise imuno-histoquímica, empregando o protocolo 

ABC (Avidina-Biotina Complexo peroxidase). Nesta análise, anticorpos foram 

usados para identificar as seguintes substâncias neuroativas em corpos celulares 

ou terminais: CTb, marcador nuclear neuronal (NeuN), proteína  acídica fibrilar 

glial (GFAP), as proteínas ligantes de cálcio (CB, PV e CR), e o polipeptídeo 

intestinal vasoativo (VIP), vasopressina (VP), GABA e serotonina (5-HT).  

O protocolo ABC utilizado segue as etapas seguintes:  

1. Os cortes foram submetidos a (4) quatro lavagens, durante 10 

minutos em solução tampão fosfato 0,1 M, pH 7,4, em agitador 

orbital; 

2. As sessões foram colocadas em uma solução de boridreto de sódio a 

1% durante 15 minutos, em agitador orbital. Os cortes foram lavados 

em  (quatro) lavagens de 10 minutos cada, em tampão fosfato 0,1 M, 

pH 7,4. Após as lavagens, os cortes foram incubados em etanol/H2O2 

por 5 minutos. Este pré-tratamento visa retirar o excesso de aldeídos 

e recuperar a antigenicidade; 

3. Seguem-se (quatro) lavagens em tampão fosfato 0,1 M, pH 7,4 de 10 

minutos cada; 

4. As secções foram colocadas em contato com o anticorpo primário em 

solução Triton X- 100 a 4% acrescido de soro normal do animal em 

que foi obtido o anticorpo secundário, durante 18 a 24 horas, à 

temperatura ambiente, em rotor. A diluição do anticorpo primário foi 

específica para cada caso; 
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5. Logo após seguiram-se (3) três lavagens em tampão fosfato 0,1 M, 

pH 7,4 ,de 10 minutos cada; 

6. Em seguida, os cortes entraram em contato com anticorpo secundário 

em solução em Triton X.-100 a 0,4%, durante 90 minutos, à 

temperatura ambiente, em rotor; 

7. Ao final deste período, seguiram-se novamente (3) três lavagens em 

tampão fosfato 0,1 M, pH 7,4 , de 10 minutos cada; 

8. As secções foram coradas e colocadas em contato com o complexo 

avidina-biotina-peroxidade (Kit ABC elite, Vector) a uma diluição 

1:100 em Triton X-100 a 0,4% contendo NaCl. Os cortes ficaram 

nesta solução durante 90 minutos, sob agitação lenta em redor; 

9. Seguiram-se ao fim deste período, quatro lavagens em tampão 

fosfato 0,1 M, pH 7,4, de 10 minutos cada; 

10. A reação final seguiu colocando-se os cortes em um meio contendo 

H2O2 a 0,03% como substrato para peroxidade e a 3,3 , 4,4 

tetrahidrocloreto-diaminobenzidina (DAB-Sigma), como cromógeno. 

A H2O2 foi oferecida de maneira indireta, colocada na solução 

glicose oxidase e -D glicose. A primeira agiu sobre a segunda 

liberando H2O2; 

11. Logo após, seguiram-se novamente quatro lavagens, em solução 

tampão fosfato 0,1 M, pH 7,4, de (dez) minutos cada; 

12. Os cortes foram montados em lâmina de vidro previamente 

gelatinizadas e postas a secar à temperatura ambiente; 

13. Após a secagem, mergulhou-se as lâminas rapidamente em solução 

de tetróxido de ósmio a 0,05% para intensificação da reação, 

seguindo-se a desidratação e diafanização dos cortes. As lâmínulas 

foram montadas e as lâminas estavam prontas para serem 

examinadas ao microscópio óptico. 
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Tabela 1: Especificações técnicas das substâncias utilizadas na imunohistoquímica. Natal, RN. 

2008.  

Antígeno Anticorpo Primário 
Anticorpo 

Secundário Soro Normal 

NeuN Camundongo [1:1000]

 

Chemicon 
Coelho [1:200] 

Sigma  Coelho [1:50] 

CTb 
Cabra [1:9000] 
List Biological  

Asno [1:200]  
Sigma  

Asno [1:200] 

 

GFAP 

 

Camundongo [1:2000]

 

Sigma  
Coelho [1:200] 

Sigma  
Coelho [1:50] 

 

CB 

 

Camundongo [1:1000]

 

Sigma  
Coelho [1:200] 

Sigma  
Coelho [1:50] 

 

PV 

 

Camundongo [1:5000]

 

Sigma  
Coelho [1:200] 

Sigma 
Coelho [1:50] 

 

CR 

 

Coelho [1:1000] 
Chemicon 

Cabra [1:1000] 
Jackson  

Cabra [1:50] 

VIP 
Coelho [1:1000] 

Península Laboratories

 

Asno [1:1000] 
Jackson  

Asno [1:50]  

 

VP  
Coelho [1:500] 

Península Laboratories

 

Asno [1:1000] 
Jackson 

Asno [1:50] 

GABA 
Camundongo [1:500] 

Sigma 
Coelho [1:200] 

Sigma 
Coelho [1:50] 

5-HT 
Coelho [1:5000] 
Protos Biotech 

Cabra [1:1000]  
Jackson  

Cabra [1:50] 
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4.7 Análise dos resultados  

As sessões montadas em lâminas foram analisadas através de microscópio 

óptico (Olympus BX41) em campo claro. As imagens digitais foram obtidas 

através do acoplamento de uma câmera de vídeo ao microscópio para a 

documentação dos resultados e os esquemas ilustrativos montados através do 

programa Adobe Ilustration para análise final.  

5. RESULTADOS   

5.1 

 

Citoarquitetura  

5.1.1. Nissl   

Nas secções coronais coradas pelo método de Nissl com o corante 

Thionina, a ZI apresentou-se como um conjunto de neurônios localizado acima 

do núcleo subtalâmico e abaixo do tálamo dorsal, medial à capsula interna e 

lateral à área hipotalâmica. Em continuidade medial à ZI localiza-se o campo de 

Forel (CF), com células semelhantes às da ZI adjacente (Fig. 1D-F). 

Nas secções rostrais, a ZI foi visualizada como uma continuidade do 

núcleo reticular se estendendo na direção medial, bem próximo ao terceiro 

ventrículo, e com uma extensão e tamanho menor nas outras porções (Fig. 1A). 

Nas secções intermédias, pode-se perceber um aumento do agrupamento 

neuronal e uma subdivisão de acordo com o arranjo das células, em vetrolateral 

(ZIvl) e dorsomedial (ZIdm), de forma que a subdivisão ZIvl é visualizada como 

tendo uma concentração maior de células formando uma faixa sobre o fascículo 

lenticular que a separa do subtálamo, e a dorsomedial possui células espalhadas 

(Fig, 1B). Nas secções caudais houve um alongamento do grupo neuronal incerto 

avançando mais medialmente, em direção ao Campo de Forel, que a porção 

intermédia, e de forma semelhante a esta apresentou uma maior densidade celular 

numa região mais lateral (Fig. 1C). 
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5.1.2. NeuN   

Nas secções rostrais, a ZI apresentou células fortemente marcadas, assim 

como o reticular localizado lateralmente (Fig. 2A). Nas secções intermédias, as 

células marcadas apresentam-se de forma semelhante à marcação de Nissl, com 

um aglomerado ventrolateral e outro dorsomedial (Fig. 2B). Nas secções caudais, 

ocorre uma distribuição espalhada, mais uma vez se assemelhando ao Nissl. As 

células bem marcadas se misturam às células do CF, localizadas próximas ao 

terceiro ventrículo (Fig. 2C). A extensão da porção caudal é maior que na 

intermédia.  

5.2. Projeções Retinianas   

Fibras e terminais imunorreativas a CTb (IR-CTb) foram visualizados na 

ZI ipsilateral e contralateral. A predominância da marcação foi na contralateral 

(Fig. 3). Entre as três porções da ZI somente a caudal apresentou as fibras IR-

CTb (Fig. 3A-E), numa região ventral e próxima ao GLD, como uma 

continuação do pré-geniculado (Fig. 3A e B). Possíveis botões sinápticos podem 

ser visualizados (Fig. 3B e D).  

5.3 

 

GFAP   

Encontramos marcação quase totalmente negativa para GFAP nos níveis 

intermédio e caudal, com algumas poucas células IR-GFAP, e a extensão dessa 

marcação concordando com a delimitação pelo método de Nissl (Fig. 4). O nível 

rostral foi apresentou células marcadas (Fig. 4A). No nível intermédio pode-se 

perceber que tanto a ZI como o núcleo subtalâmico são marcados negativamente 

(Fig. 4B). O nível caudal tem a conformação bem semelhante às marcações para 

NeuN e para o Nissl (Fig. 4C). A imunorreatividade negativa é percebida na ZI e 

no CF (Fig. 4C). 
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5.4 - Proteínas ligantes de cálcio  

5.4.1. CB  

A ZI do sagüi apresentou células de corpo ovóide IR-CB (Fig. 5E). Na 

porção rostral, poucas células foram marcadas, sempre acompanhadas com 

neurópila (Fig. 5A e D). Na porção intermédia houve uma densidade celular 

imunorreativa maior (Fig 5B), com células mais densamente marcadas (Fig. 5E). 

Pode ser visualizada uma concentração na ZIvl, e algumas células na ZIdm (Fig. 

5F). Na porção caudal observa-se uma maior quantidade de células marcadas 

com distribuição esparsa, com uma pequena concentração ventrolateral (Fig. 5C).   

5.4.2. PV   

A ZI apresentou IR-PV mais densamente na sua porção caudal, com uma 

concentração lateral (Fig. 6). Na porção rostral há pouca marcação (Fig. 6A). Na 

porção intermédia, a concentração ocorre na região ventrolateral, com algumas 

poucas células na região mais medial (Fig. 6B e E). Na porção caudal as células 

continuam com uma concentração maior na parte lateral da ZI, porém a 

quantidade de células IR-PV é maior que na intermédia (Fig. 6C). As células são 

maiores que as marcadas contra CB e CR. Os corpos celulares das células IR-PV 

na ZI são ovóides e grandes, algumas sendo alongadas (Fig. 6D).   

5.4.3. CR  

A IR-CR na ZI marcou poucas células na porção rostral (Fig. 7A). Na 

intermédia, a marcação foi maior, mas de forma esparsa e apresentando uma 

pequena concentração próxima à borda dorsal (Fig. 7B e E) e uma outra na 

região ventrolateral, como numa continuação com o reticular (Fig. 7E). Na 

porção caudal, as células imunorreativas também foram espalhadas, assim como 

observado para as células do CF marcadas como uma continuidade da região 

mais medial da ZI caudalmente (Fig. 7C). Percebe-se uma marcação maior na 

região mais dorsal também para a porção caudal da ZI (Fig. 7C). 
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5.5 

 
VIP   

A ZI apresentou IR-VIP nas três porções: rostral, intermédio e caudal. Na 

porção rostral ocorreram poucas células marcadas (Fig. 8A). Na intermédia, as 

células marcadas apresentaram-se espalhadas, porém conseguimos visualizar 

uma concentração celular IR-VIP maior na ZIvl (Fig. 8B e F), estendendo-se 

desde o núcleo reticular talâmico e apresentando células densamente marcadas 

(Fig. 8D). Na porção caudal, as células imunorreativas também se apresentaram 

espalhadas, mas com uma pequena concentração na parte dorsal (Fig. 8C). 

Ocorre também outra concentração mais medial próximo ao campo de Forel.   

5.6 

 

VP   

Na ZI do sagüi a IR-VP foi muito semelhante à IR-VIP. As células 

marcadas foram encontradas nas três porções, rostral, intermédio e caudal 

(Figuras 9A-C). Na intermédia, percebemos uma concentração na região 

ventrolateral no núcleo, assim como foi para VIP (Fig. 9 E-F).  

5.7 - GABA  

Foram observadas células IR-GABA nas três porções da ZI do sagüi (Fig. 

10A-F). Na porção rostral houve pouca quantidade de células marcadas (Fig. 

10A e 10G). Na intermédia observou-se uma faixa concentrada na região 

ventrolateral embora tenha ocorrido a presença de neurônios IR-GABA na 

porção dorsolateral (Fig. 10B e 10H). Na porção caudal observou-se uma 

marcação mais espalhada tomando toda a ZI (Fig. 10C e 10I).  

5.8 - 5-HT  

Em nosso trabalho identificamos a marcação de fibras e terminais IR-5HT 

(Fig. 11A-F) nas três porções da ZI, de forma espalhada.  Não visualizamos a 

presença de células IR-5HT na ZI do sagüi.  
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Figura 1. Fotomicrografias em campo claro de secções coronais do encéfalo do 
sagüi coradas pelo método de Nissl, evidenciando a ZI (tracejado) nos níveis 
rostral (A), intermédio (B) e caudal (C). Esquema ilustrações de secções coronais 
do encéfalo do sagüi localizando a ZI (tracejado) em relação a diversos conjuntos 
nucleares do sagüi (D, E e F). Barra de escala: 80 m.  
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Figura 2. Fotomicrografias em campo claro de secções coronais do encéfalo do 
sagüi mostrando a imunorreatividade contra NeuN (NeuN-IR), em níveis rostral 
(A), intermédio (B) e caudal (C) na ZI (tracejado) do sagüi. Barra de escala: 80 

m. 
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Figura 3. Fotomicrografias em campo claro de secções coronais do encéfalo do 
sagüi mostrando (setas) fibras/terminais imunorreativas contra CTb (CTb-IR) na 
ZI de dois casos experimentais (A e C). Em (B) e (D) detalhes das 
fibras/terminais CTb-IR de (A) e (C) respectivamente. Em (E) esquema 
ilustrando a distribuição de fibras/terminais (vermelho) na ZI caudal do sagüi. 
Barra de escala: 60 m em A e C e 15 m em B e D
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Figura 4. Fotomicrografias em campo claro de secções coronais do encéfalo do 
sagüi mostrando a imunorreatividade contra GFAP nos níveis rostral (A), 
intermédio (B) e caudal (C) da ZI. Barra de escala: 80 m.  
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Figura 5. Fotomicrografias em campo claro de secções coronais do encéfalo do sagüi 
mostrando a imunorreatividade contra calbindina (IR-CB) nos níveis rostral (A), 
intermédio (B) e caudal (C) da ZI. Em (D) detalhe de células com neurópila IR-CB na 
ZI intermedia (janela em B). Em (E) detalhe de células IR-CB na ZI caudal (janela em 
C). Em (F) a ilustração da IR-CB concentrada na porção ZIvl intermédia, pontos 
(vermelhos) representando corpos celulares IR-CB, e a mancha (cinza) representa 
neurópila IR-CB. Barra de escala: 80 m em A, B e C e 15 m em D e E.   
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Figura 6. Fotomicrografias em campo claro de secções coronais do encéfalo do 
sagüi mostrando a imunorreatividade contra parvalbumina (PV-IR) nos níveis 
rostral (A), intermédio (B) e caudal (C) da ZI. Em (D) detalhe de células PV-IR 
na ZI caudal (janela em C). Em (E) esquema representando as células IR-PV 
(Pontos vermelhos) na ZI. Barra de escala: 80 m em A, B e C e 15 m em D.   
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Figura 7. Fotomicrografias em campo claro de secções coronais do encéfalo do 
sagüi mostrando a imunorreatividade contra calretinina (IR-CR) nos níveis 
rostral (A), intermédio (B) e caudal (C) da ZI. Em (D) detalhe de células IR-CR 
na ZI intermédia (janela em B). Em E esquema ilustrativo mostrando a 
distribuição de corpos celulares (vermelho) e neurópila (cinza) na ZI do sagüi. 
Barra de escala: 80 m em A, B e C e 15 m em D.        
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Figura 8. Fotomicrografias em campo claro de secções coronais do encéfalo do sagüi 
mostrando a imunorreatividade contra polipeptideo intestinal vasoativo (IR-VIP) nos 
níveis rostral (A), intermédio (B) e caudal (C) da ZI. Em (D) detalhe de células IR-VIP 
na ZI intermédia (janela em B). Em (E) esquema ilustrando a distribuição de corpos 
celulares (vermelho) IR-VIP na ZI do sagüi.  Barra de escala: 80 m em A, B e C e 15 

m em D.  
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Figura 9. Fotomicrografias em campo claro de secções coronais do encéfalo do sagüi 
mostrando IR-VP nos níveis rostral (A), intermédio (B) e caudal (C) da ZI. Em (D) 
detalhe de células IR-VP na ZI caudal (janela em B). Em (E) esquema ilustrando a 
distribuição de corpos celulares (vermelho) na ZI. Barra de escala: 80 m em A, B e C 
e 15 m em D.     
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Figura 10. Fotomicrografias em campo claro de secções coronais do encéfalo do sagüi 
mostrando IR-GABA nos níveis rostral (A), intermédio (B) e caudal (C) da ZI. Em (D, 
E e F) detalhes de células IR-GABA de (A), (B) e (C) respectivamente. Em (G), (H) e 
(I) esquema ilustrativo mostrando a distribuição dos corpos celulares (vermelho) IR-
GABA na ZI do sagüi. Barra de escala: 40 m em A, B e C e 15 m em D, E e F.  
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Figura 11. Fotomicrografias em campo claro de secções coronais do encéfalo do 
sagüi mostrando a IR-5HT nos níveis rostral (A), intermédio (B) e caudal (C) da 
ZI. Setas apontam para terminais IR-5HT com pericários. Em (D), (E) e (F) 
figura ilustrativa mostrando a distribuição de fibras (cinza) IR-5HT no tálamo do 
sagüi, incluindo a ZI (delimitação). Barra de escala: 15 m em A, B e C.  
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6. DISCUSSÃO  

A ZI é um agrupamento neuronal derivado embriologicamente do tálamo 

ventral que tem sido implicada em várias propriedades funcionais incluindo o 

processamento somato-sensório e nociceptivo, resposta motora, comportamento 

sócio-sexual, de comer e beber, em sintomas de doenças neurodegenerativas, 

despertar e atenção.  Constitui-se em um distrito subcortical que exibe um alto 

grau de convergência de informação neural de diferentes estruturas neurais (ver 

Jones, 2007).  

6.1 

 

Citoarquitetura  

6.1.1 

 

Nissl  

De acordo com nossos resultados, a ZI pode ser dividida em três porções, 

rostral, intermédia e caudal. A intermédia apresentou-se com uma diferenciação 

de densidade celular que permitiu uma subdivisão em dorsomedial (ZIdm) e 

ventrolateral (ZIvl). Sendo a ZIvl a região com maior concentração celular 

formando uma pequena banda, enquanto na ZIdm as células estão mais 

espalhadas. Em outras espécies, a técnica de Nissl permitiu uma caracterização 

da citoarquitetura da ZI de forma homogênea. Subdivisões aferidas, concordante 

ou discordante, pelos pesquisadores foram dadas a esse conjunto de neurônios no 

tálamo de delimitação nem sempre claramente definida.  

Em um dos primeiros estudos citoarquitetônicos dividiu-se a ZI de roedores 

em três partes: caudalis, principalis 1, e principalis 2 (Kuzemenky, 1977). Já 

Kawana e Watanabe em 1981, caracterizaram a ZI também de roedor em seis 

subdivisões (Fig. 12), de acordo com tamanho e forma do pericário neuronal e 

arranjo das células: 1) Pars rostro-polaris (ZIr): porção mais anterior contendo 

células pequenas de forma fusiforme ou arredondadas, 2) Pars ventralis (ZIv): 

sobre o núcleo subtalâmico e pedúnculo cerebral contendo células de tamanho 

médio fusiformes ou multipolares, 3) Pars dorsalis (ZId): adjacente ao pars 

rostro-polaris anteriormente e ao par caudal posteriormente, contém pequenas e 

médias, fusiformes ou arredondadas, 4) Pars caudalis (ZIc): bordeado pelo par 
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ventral e dorsal anteriormente e pelo rostro-polaris posteriormente, contém 

células pequenas e média, multipolares, fusiformes ou arredondadas, 5) Pars 

magnocellularis (ZIm): localizado póstero-medialmente contendo células 

poligonais e grandes, 6) Pars retro-polaris (ZIp): localizado na porção posterior, 

contém células pequenas, fusiformes, arredondadas ou poligonais.  Em ratos 

outros estudos têm considerado quatro subdivisões: rostral, dorsal, ventral e 

caudal, para ratos (Nicolelis et al., 1992; Kim et al.1992; Lin et al., 1995; 

Nicolelis et al., 1995; Kolmac et al., 1998; Mitrofanis e Mikuletic, 1999). Cada 

um desses com diferentes citoarquitetura, caráter imuno-histoquímico e vários 

padrões de conectividade. Por exemplo, com relação à imunocitoquímica em 

rato, um trabalho demonstrou a presença de células imunorreativas à ácido gama 

amino-butírico (GABA) e parvalbumina (PV) principalmente no setor ventral, 

calbindina (CB) no setor caudal, NADPH-diaforase e glutamato (GLU) no setor 

dorsal, somatostatina (SS) e tirosina hidroxilase (TH) ou sintase do óxido nítrico 

(NOS) no setor rostral (Kolmac e Mitrofanis, 1999). As subdivisões também 

estão correlacionadas com conexões específicas. Em ratos, a subdivisão ventral 

projeta-se para a ponte basilar, ao CS e para uma fonte tectal no tálamo dorsal, e 

núcleo lateral central (Romanowski et al., 1985; Kawana e Watanabe, 1982; Kim 

et al., 1992). Em contraste, a subdivisão dorsal projeta-se ao núcleo 

parafascicular do tálamo e ao córtex somato-sensório (Romanowski et al., 1985; 

Kawana e Watanabe, 1982; Nicolelis et al., 1992). Em gato, a subdivisão ventral 

é reciprocamente conectada com o CS e o pretecto, mostrando similaridade de 

padrão conectivo com outras espécies, incluindo o rato e o macaco (May et al., 

1997). Em um estudo realizado com macaco Rhesus (Macaca mullata), a ZI foi 

também dividida em 4 subsetores denominados pólo anterior, lâmina superior, 

lâmina inferior e pólo posterior. Relacionando com os seis subsetores relatados 

por kawana e Watanabe anteriormente, o pólo anterior correspondendo aos pars 

rostro-polaris, a lâmina superior aos pars dorsalis, a lâmina inferior aos pars 

ventralis, a camada posterior dorsal aos pars magnocellularis, a camada posterior 

média aos pars caudalis, e a camada posterior ventral ao pars retro-polaris. Se a 

relação for feita com os quatro subsetores mencionados anteriormente em rato, 
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tem-se que o pólo anterior corresponde à ZI rostral, a lâmina superior à ZI dorsal, 

a lâmina inferior à ZI ventral, e o pólo posterior à ZI caudal. Porém, os quatro 

subsetores resumiram-se a duas regiões, devido a não-identificação das bordas: 

pólo anterior e lâmina superior consistindo na lâmina dorsal, e a lâmina inferior e 

o pólo posterior consistindo na lâmina ventral (Ma et al., 1992). Resultados bem 

diferentes dos encontrados no sagüi, alvo de nosso estudo.                     

Ainda no trabalho de Ma e colaboradores, foi possível identificar 2 tipos 

celulares em cada lâmina da ZI: neurônio de projeção e interneurônio, com 

diferenças no tamanho do corpo em que a célula principal (neurônio de projeção) 

apresenta-se maior e é contactada pelos interneurônios. Observou-se uma 

complexa série intranuclear entre os interneurônios vizinhos, o que proporciona 

uma modulação pelos interneurônios (Ma et al., 1992).   

Figura 12: Esquema ilustrando as seis subdivisões da ZI em rato, corte sagital (a) e 
coronal (b). Modificado do trabalho Romanowski et al, 1985. 
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Segundo a descrição de Jones, 2007, a ZI pode também ser caracterizada 

com três principais divisões que seria a anterior, intermédia e posterior. A 

intermédia sendo dividida com maior ou menor precisão em lâminas, onde a 

porção dorsal apresenta uma concentração de células maiores, próximo ao 

fascículo talâmico. A porção posterior não apresenta mais a laminação, as células 

menores são mais proeminentes e se constitui na porção mais larga da ZI, sendo 

em roedores e monotremados a parte maior da ZI (ver Jones, 2007). Diferente de 

nossos resultados, a porção dorsal não apresentou células maiores, porém na 

porção caudal também visualizamos células menores além de representar a região 

de maior extensão da ZI.   

6.1.2 

 

NeuN  

NeuN é uma proteína nuclear específico-neuronal expressa na maioria dos 

tipos celulares neuronais de sistema nervoso de vertebrados. Devido à 

especificidade desta expressão, tem se tornado um marcador universal para 

fenótipos neuronais pós-mitótico e usado para distinguir neurônios de outros 

tipos celulares que não expressam a proteína, bem como da glia (Mullen et al., 

1992). NeuN não marca o núcleo de célula nervosa imatura até que ela alcance o 

estágio de desenvolvimento que ao menos apresente uma função madura (Wolf et 

al., 1996). A imuno-histoquímica contra NeuN confirma a vantagem da técnica 

sob a de Nissl em que neurônios são realmente distinguíveis da glia (Mensah-

Brown e Garey, 2006). Além disso, o Nissl marca células grandes com 

abundantes ribossomos, mas muitos pequenos interneurônios permanecem 

difíceis de distinguir de células gliais, ao contrário do NeuN que marca pequenas 

células neuronais (Hemult et al., 1996). A delimitação citoarquitetônica por Nissl 

na ZI do sagüi nos forneceu uma base para comparação com a distribuição das 

células IR-NeuN. Os neurônios foram bem marcados para todas as porções da ZI 

A distribuição destas células foi semelhante nas porções rostral, intermédio e 

caudal. Com uma densidade levemente maior do que o Nissl, isso pode ter sido 

pelo fato de um ser uma técnica imuno-histoquímica e outra de coloração. Nas 
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secções rostrais, pode-se visualizar poucas células em comparação com os outros 

níveis. Nas secções intermédias, a delimitação da ZI em ZIvl e ZIdm apresentou-

se mais evidente do que na marcação com o Nissl. A subdivisão ZIdm abrange 

uma área um pouco maior que a ZIvl. Na secção caudal, as células nervosas estão 

esparsamente distribuídas, e a marcação abrange células do CF, na região mais 

medial a ZI. O tamanho das células varia de pequeno para grande em todas as 

porções da ZI. NeuN pode ser usado para estudos de perda neuronal em 

epilepsia, doenças neurodegenerativas ou outras condições (ver Hemult et al., 

1996). O estudo da distribuição de células IR-NeuN na ZI pode significar um 

suporte para a análise da participação da ZI em doenças neurodegenerativas 

como o mal de Parkinson. Estudos mostraram através do uso de marcador 

metabólico e análises eletrofisiológicas que em ratos com Parkinson a ZI é 

hiperativa, assim como outros estudos demonstraram que a estimulação profunda 

da ZI alivia o tremor proximal em pacientes com esclerose múltipla (Alusi et al., 

2001; Heise e Mitrofanis, 2004). Em um trabalho recente, a caracterização da 

marcação de NeuN em ratos e gerbil na substância negra reticulata demonstrou a 

diferença na imunorreatividade entre as espécies  (Kumar e Buckmaster, 2007). 

Estudos funcionais posteriores são necessários para a compreensão da forte 

expressão da proteína na zona incerta.   

6.2 

 

Projeções Retinianas   

Os nossos resultados apontam para a presença de fibras/terminais IR-CTb 

na porção caudal da ZI do sagüi, concentrando-se em sua região mais ventral. As 

fibras são bem características de terminais. Em gato, um trabalho utilizando CTb 

detectou terminais marcados na ZI contralateral e ipsilateral, com uma marcação 

descontínua de aferências da retina nas porções medial e lateral da ZI (Matteau et 

al., 2003). Os nossos dados apontam para uma predominância contralateral. Em 

ratos, estudo utilizando dois traçadores anterógrados e retrógrados demonstrou 

que a área retino-recipiente na ZI seria a camada lateral das porções dorsal, 

ventral, e caudal, podendo ocorrer ocasionalmente na porção rostral da ZI (Power 

et al., 2001). Em hamster, as fibras retinianas que passam através do NSQ 
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continuam dorsalmente e invadem a ZI em porções mediais, recebendo projeção 

do trato óptico em forma de fascículos. Segundo o autor, áreas retino-recipientes 

que também recebem do NSQ, como a ZI, podem integrar informação fótica e 

circadiana para modular comportamento e fisiologia, ou pode mediar através de 

efeitos de luz mas que não envolvam o sistema circadiano (Youngstrom et al., 

1991). Em camundongo, um trabalho demonstrou projeção retiniana para a ZI, 

mas não identificou a porção retino-recipiente (Abrahamson e Moore, 2001).   

A ZI pode ser dividida funcionalmente: o subsetor somato-sensorial seria 

nas regiões mediais das subdivisões ventral e dorsal (Nicolelis et al., 1992), e o 

motor, em regiões mediais de todas as subdivisões (Mitrofanis e deFonseka, 

2001). Deste modo a ZI poderia influenciar comportamentos e circuitos 

sensoriais e motores através de suas conexões integrando com a informação 

fótica que recebe. Porém, interessantemente no sagüi, a única porção que 

visualizamos receber projeção da retina foi o nível mais caudal. Devido à inter-

comunicação que existe entre as subdivisões e setores da ZI, como também a ZI  

ipsilateral e contralateral (Power e Mitrofanis, 1999), as informações luminosas 

podem ser passadas de uma subdivisão para outra. Outro fato interessante é que 

já foi demonstrada uma forte conectividade da região ventral da ZI intermédia, 

em ratos, com áreas visuais, como o CS e o pretecto (May et al., 1997). Portanto 

a presença de fibras nesta região pode estar envolvida com alguma forma de 

processamento visual. Mesmo considerando que os nossos resultados mostrem 

uma projeção da região ventral da ZI caudal, isso pode ser atribuído a uma 

variação anatômica entre espécies.  

6.3 

 

GFAP  

GFAP, proteína acídica fibrilar glial, é principalmente expressa em 

astrócitos, nos quais constitui um marcador seletivo, e a expressão específica de 

GFAP neste tipo celular sugere que tenha importante papel funcional no sistema 

nervoso central. Por exemplo, a alta regulação dos filamentos intermédios 

astrocitários (GFAP) tem um grau crucial na gliose reativa (Liedtke et al., 1996; 

McCall et al., 1996). A respeito de seu papel neuroprotetor, depois que ocorre 
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uma injúria no sistema nervoso central, há uma indução anormal de GFAP (sinal 

de ativação astroglial e gliose durante a neurodegeneração) considerada deletéria 

para a regeneração do sistema nervoso central porque os astrócitos fortemente 

reativos ao GFAP representam um obstáculo no estabelecimento de prevenção de 

contatos neurais e circuitaria normais (Anderson et al., 2003). Recentes trabalhos 

sugerem que células que expressam o GFAP dão origem a populações específicas 

de neurônios durante o desenvolvimento (Kriegstein e Gotz, 2003), assim como 

células radiais gliais dão origem aos oligodendrócitos (Malatesta et al., 2003).  

Astrócitos representam a maior população cerebral no sistema nervoso 

central de mamíferos e estão intimamente associados com os neurônios. Este tipo 

celular foi inicialmente considerado como um substrato em papéis metabólicos e 

de suporte no sistema nervoso central. Contudo sabe-se que eles provêem mais 

que suporte trófico e estrutural para neurônios, astrócitos respondem ao aumento 

da concentração livre de Ca2+ depois da estimulação com uma variedade de 

neurotransmissores, neuromoduladores e hormônios. Eles têm um importante 

papel no guia de desenvolvimento na migração neuronal, na regulação de 

neurotransmissores e níveis iônicos, com papel neuroprotetor, na nutrição de 

neurônios e na produção de fatores neurotróficos (ver Eysseric et al., 2000).  

Nenhum trabalho tem mostrado a marcação contra o GFAP na ZI. Nossos 

resultados mostram a imunorreatividade negativa na ZI, mesmo não sendo 

totalmente negativa, devido à marcação de poucas células abrangendo áreas nos 

três níveis que concordam com nossas delimitações para o NeuN e Nissl, 

incluindo o CF e dorsalmente, o núcleo subtalâmico. Interessante observar que a 

ZI se caracteriza por um agrupamento neuronal de ricas conexões com córtex, 

tálamo, hipotálamo, tronco cerebral e medula espinhal além de apresentar 

diferentes funções, provavelmente como conseqüência das variadas áreas com as 

quais se comunica e da interconectividade entre os seus subsetores. Sendo assim, 

a negatividade contra o GFAP, faz-se relevante para estudos posteriores a 

respeito da contribuição dessas células num agrupamento neuronal complexo 

funcionalmente e neuroquimicamente.       
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6.4 - Proteínas Ligantes de cálcio (PLCa) 

6.4.1 - CB 

Na transmissão nervosa, os mensageiros intracelulares medeiam efeitos 

dos neurotransmissores em eventos celulares, entre esses mensageiros 

encontram-se as PLCa (Cheung, 1980), estas regulam os efeitos dos íons Ca2+ no 

metabolismo intracelular. As Proteínas discutidas neste trabalho foram a CB, a 

PV e a CR que são da mesma família, EF-HAND , de baixo peso molecular, 

solúveis e que se ligam com alta afinidade ao íon Ca2+ apresentando seqüência de 

aminoácidos semelhante (Kretsinger, 1980; Goodman et al., 1979). Essas 

proteínas ocorrem em subpopulações de neurônios diferentes no sistema nervoso 

central e periférico, podendo ser distinguidas pelos processos específicos ligados 

à mobilização de Ca2+ (Rogers, 1987; Celio, 1990), e tendo sido relacionadas ao 

controle da divisão, movimentação e a processos de crescimento celular 

(Campbell, 1983). As proteínas são marcadores usados para uma visualização 

citoarquitetônica assim como de grupamentos celulares (Celio, 1990). Existe uma 

variabilidade de expressão das PLCa entre as espécies animais que podem servir 

de indícios das suas funções no sistema nervoso (Scotti e Nitsch, 1991).  

Os nossos resultados mostram a presença de imunorreatividade positiva 

para as três PLCa abordadas em nosso experimento. A marcação pela IR-CB 

ocorreu em poucas células nas porções rostral da ZI, e na intermédia esta 

marcação estava mais concentrada ZIvl. O setor caudal foi o que apresentou o 

maior número de células marcadas, de forma esparsa, porém observamos um 

aglomerado de células na porção ventral neste nível. Estes resultados concordam 

com o trabalho de Kolmac e Mitrofanis (1999) de caracterização 

imunocitoquímica com ratos e gatos, em que a CB ocorreu em todos os setores 

da ZI apresentando o somata com formato arredondado pequeno, às vezes 

ovóide, e com maior número na ZI caudal (Kolmac e Mitrofanis, 1999). 

Mitrofanis e colaboradores em 2004 analisaram a distribuição da CB na ZI de 

Macaca fascicularis, e detectaram a presença desta proteína em todo o núcleo de 

forma homogênea. A marcação obtida em nossos resultados de células IR-CB na 
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ZI rostral apresenta-se como uma extensão do núcleo reticular do tálamo, 

também observado em um trabalho de proteínas ligantes de cálcio no sagüi 

(FitzGibbon et al., 2000). Neste mesmo trabalho foi descrita uma marcação mais 

evidente na ZI caudal na região mais dorsal, contrário ao observado em nossos 

resultados, com esparsa distribuição na ZI intermédia e caudal ainda assim 

apresentando um aglomerado ventrolateral na intermédia, e uma pequena faixa 

ventral na caudal. Estes autores ainda mostraram que a ZI poderia ser dividida 

em dorsal e ventral de acordo com as proteínas ligantes de cálcio.  

Alguns trabalhos mostram a presença de CB em regiões retino-recipientes 

(Silver et al., 1996; Costa e Britto, 1997; Hamada et al., 2001, Bryan et al., 2000; 

Cavalcante et al., 2008), e parece que com a ZI ocorre o mesmo, pois a sua 

porção caudal, mais ventralmente, é retino-recipiente apresentando em nosso 

trabalho clara marcação de fibras terminais da retina, além da marcação IR-CB 

nesta mesma região. Em hamster, um estudo demonstrou que as células contendo 

CB são importantes por retransmitir a informação fótica do NSQ ventral para o 

dorsal que não recebe projeção retiniana (Hamada et al., 2003).  

Em estudo com camundongo mutante para o gene da CB percebe-se que a 

CB tem papel importante no controle da sinalização de cálcio dendrítica ao nível 

de células Purkinje, e a alteração da sinalização de cálcio nos dendritos dessa 

célula contribui para prejuízo na coordenação motora (Airaksinen et al., 1997). 

Ocorre a baixa regulação na expressão de CB em cérebros de pacientes pós-

mortem com esquizofrenia, desordem bipolar e grande depressão (ver Farré-

Castany et al., 2007). No Parkinsonismo em ratos, foi possível verificar que a 

estimulação profunda da ZI pode prover sintomas motores sem seqüelas 

neurofisiológicas associadas, vistas também na estimulação do subtalâmico, mas 

provocou uma medição motora contralateral maior que a estimulação no núcleo 

subtalâmico, sendo melhor para o tratamento do Mal de Parkinson refratório 

tratado medicamente (Plaha et al., 2006). D Orlando e colaboradores em 2001, 

concluíram em seu trabalho com excitotoxicidade celular que as proteínas 

ligantes de cálcio CB, assim como a CR, têm efeito protetor se a injúria for de 

curta duração.  
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6.4.2 - PV 

A PV pertence ao subgrupo das proteínas tampão com três domínios, dois 

dos quais se ligam ou para Ca2+ ou Mg2+ (Lee et al., 2000) encontrada além do 

cérebro, no músculo, osso e nas glândulas endócrinas (ver Jones e Hendry, 

1989). Segundo alguns trabalhos, o tipo celular que contém PV é dominante na 

ZI (Nicolelis et al., 1992; Kolmac e Mitrofanis, 1999). Em um estudo com sagüi, 

a marcação da ZI apareceu pouco na porção dorsal e estas células estão 

predominantemente junto à borda com o núcleo ventrolateral talâmico e núcleo 

posterior lateral talâmico, enquanto que a porção ventral teve maior densidade de 

células grandes IR-PV e uma maior marcação da neurópila comparada à porção 

dorsal. Rostralmente, a marcação foi esparsa e semelhante à porção dorsal, e 

caudalmente foi dominada pelo tipo de marcação da ventral (FitzGibbon et al., 

2000). Neste mesmo trabalho, de um modo geral, pode-se dividir a ZI em duas 

porções, dorsal e ventral de acordo com as PLCa. As células IR-PV foram 

maiores que as IR-CR e IR-CB (FitzGibbon et al., 2000). Em nossos resultados a 

marcação também foi maior na porção ventrolateral que na dorsomedial da ZI 

intermédia, similar à ventral do trabalho anterior, porém caudalmente a marcação 

foi a maior entre os níveis da ZI mas de forma esparsa. Em outro trabalho, com 

primata (Macaca fascicularis) as células IR-PV são de corpo ovóide e tamanho 

médio com processos dendríticos marcados, encontradas em todos os setores com 

distribuição desigual, com uma concentração na porção ventral (Mitrofanis et al., 

2004). No trabalho de Kolmac e Mitrofanis, em 1999, realizado em ratos e gatos, 

obteve-se o resultado da marcação IR-PV em quase toda a porção ventral da ZI, 

com células de corpos grandes e ovóides ou pequenos e alongados, supondo que 

as de corpo grande possam ser células de projeção enquanto as de corpos 

pequenos, interneurônios. Também foram vistas células nos outros setores, mas 

em menor quantidade, embora na porção dorsolateral de gatos tenha sido 

registrado 65% de células marcadas. Esses dados corroboram com os nossos, de 

células ovóides e grandes. No trabalho de Arai e colaboradores em 1994, a ZI 

ventral de rato apresentou células IR-PV nas suas porções mais dorsais.   
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No cerebelo de aves, PV tem sido pensada estar envolvida na regulação da 

síntese de alguns componentes da membrana em crescimento de dendritos e 

axônios (Braun et al., 1986), já no tálamo de rato não tem sido encontrada 

correlação entre a expressão de PV e um período conhecido de crescimento 

axonal (Frassoni et al., 1991). Existe co-localização de PV e GABA em algumas 

áreas neurais, em algumas partes do cérebro como no córtex cerebral, no 

hipocampo e no cerebelo foi mostrada a co-localização de GABA e PV (Celio et 

al., 1986; Kosaka et al., 1987). Já em um estudo de imunorreatividade contra as 

proteínas ligantes de cálcio em macaco, os interneurônios GABAérgicos da 

maioria do tálamo dorsal, classificados como neurônios de rápido spiking

 

(disparo), não apresentaram IR-PV, também não se detectou a co-localização em 

parte do núcleo reticular e em algumas células do GLD, no núcleo geniculado 

medial magnocelular e no epitálamo (Jones e Hendry, 1989). Neste mesmo 

trabalho, aproximadamente 30% das células neuronais da ZI foram IR-PV e uma 

densa neurópila também foi marcada.  

As células GABAérgicas e IR-PV da ZI se projetam ao CS  (Nicolelis et 

al., 1992), e são importantes por gerar movimentos orientados dos olhos e da 

cabeça a partir de um novo estímulo (Schall, 1995; Moschovakis, 1996). A 

atividade celular de projeção eferente da ZI em macacos apresenta picos antes do 

início da sacada e no final desta, inferindo assim que as células da ZI inibam as 

do CS. Essa pausa levaria ao disparo da atividade colicular gerando o movimento 

dos olhos e da cabeça (Ma, 1996). Com a perda de PV, poderia ocorrer uma 

maior excitabilidade, os níveis de cálcio poderiam aumentar e estimular a 

liberação excessiva de GABA no CS, e essa projeção levaria a uma 

sobreatividade inibitória no CS somando às outras projeções GABAérgicas dos 

núcleos do gânglio basal. Com isso, haveria uma supressão dos movimentos 

orientados da cabeça e dos olhos, o que acontece nos casos parkinsonianos (ver 

Heise e Mitrofanis, 2005). 

A concentração de PV é alterada em humanos e animais com epilepsia e 

outras desordens neurológicas, assim como há a diminuição da proteína em 

cérebros de pacientes pós-morte com esquizofrenia, desordem bipolar e grande 
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depressão (ver Farré-Castany et al., 2007). Arai e colaboradores, 1987, 

demonstraram a perda de neurônios imunorreativos a PV em pacientes com 

Alzheimer, outro trabalho demonstrou a mesma perda para o Mal de Parkinson 

(Kobayashi et al., 1990).  

A respeito da participação da ZI em sintomas de doenças 

neurodegenerativas vários trabalhos tem sido feitos em modelos experimentais 

animais, inclusive em humanos. Em ratos com Parkinson, verificou-se que a ZI é 

hiperativa, através de uso de marcador metabólico e análises eletrofisiológicas, 

sendo uma região que envia projeções glutamatérgicas aos núcleos do gânglio da 

base, substância negra e núcleo tegmental pedúnculo pontino que se degeneram 

no Mal de Parkinson (Heise e Mitrofanis, 2004). De acordo com Nandi et al. 

(2002b), a atividade anormal da região da ZI contribui para os sintomas do Mal 

de Parkinson, assim como outros estudos também apontam o papel da ZI na 

patofisiologia de movimentos anormais involuntários na doença (Hassler et al., 

1965; Gross et al., 1999). Porém, a estimulação da ZI parece promover o 

benefício clínico como mostrado em alguns estudos: abole a catalepsia humana 

(Wardas et al.,1987), tendo em vista que a ZI também tem relação com o papel 

do controle postural; em pacientes que sofrem de desordem obsessiva 

compulsiva (Mallet et al., 2002); estudos clínicos demonstraram que a 

estimulação profunda da ZI alivia o tremor proximal em pacientes com esclerose 

múltipla (Alusi et al., 2001; Nandi et al., 2002 a e b), assim como a bradiquinesia 

e aquinesia em pacientes com Parkinson (Henderson et al., 2002; Voges et al., 

2002); em outro trabalho também foi constatado que a estimulação de alta 

freqüência é clinicamente efetiva para aliviar os sintomas motores 

parkinsonianos mais comumente aplicada no NST anterodorsal e dorsalmente na 

ZI adjacente (Saint-Cyr et al., 2002; Voges et al., 2002). Em outros estudos 

demonstrou-se que a lesão cirúrgica da ZI também promove benefício de 

sintomas motores do Mal de Parkinson (ver Mundinger, 1965). Assim a ZI 

participa não somente dos sintomas motores como também de distúrbios no 

despertar como a diminuição do sono, da atenção como os movimentos anormais 

dos olhos e do controle visceral como a constipação, que estão associados com a 
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doença, indicando que poderia formar perspectivas de tratamentos 

farmacológicos e cirúrgicos da doença, e que ainda deve ser determinado se a 

estimulação de diferentes setores da ZI promove sintomas clínicos diferentes (ver 

Mitrofanis, 2005). 

A quantidade de neurônios IR-PV diminui no córtex de cérebros de 

pacientes com Síndrome de Down (Kobayashi et al., 1990), e no hipocampo 

neurônios IR-PV são perdidos em subcampos tais como o CA3, o subiculum e o 

presubiculum (Brady e Mufson, 1997). Em um trabalho sobre o efeito da PV na 

morte de neurônios excitatórios revelou que a ausência desta proteína nos 

neurônios motores pode contribuir para a vulnerabilidade deste tipo celular, 

levando a morte excitotóxica mediada pelo cálcio, que estaria associada à pobre 

capacidade da célula em tamponar o cálcio (Bosch et al., 2002). Nossos 

resultados mostram que a porção caudal da ZI apresenta maior quantidade de PV, 

sendo a região associada à função motora, assim a proteína pode ter grande 

importância na funcionalidade desta porção da ZI. 

O envolvimento funcional da ZI no fenômeno motor somático e 

mecanismos de integração sensório-motora é indicado por alguns estudos. Em 

gato, estimulação elétrica da ZI leva a respostas motoras (Jones e Leavitt, 1974), 

em macacos registros por microeletrodos demonstrou que unidades da ZI 

respondem a manipulações passivas dos braços e a estímulo visual, sendo 

ativadas quando o animal alcança objetos de interesse e fatiga durante a 

performance de tarefa de trilha visuomotora (Crutcher et al., 1980). Legg, 1979, 

relatou através de estudo comportamental que ratos com a ZI lesionada foram 

prejudicados em uma tarefa motora que requeria discriminação da intensidade de 

luz, sugerindo que a ZI possa ter ligação com vias envolvidas na transferência de 

informação visual para circuitos motores. A informação do movimento dos 

braços podem alcançar a ZI pela projeção do núcleo da coluna dorsal, e a 

informação visual através de, por exemplo, áreas visuais do córtex cerebral, do 

pretecto, e núcleo geniculado lateral ventral (Shammah-Lagnado et al., 1985).    
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6.4.3 - CR 

A CR é uma proteína ligante de cálcio conhecida como a subclasse das 

proteínas de gatilho, apresentando seis domínios, cinco dos quais se ligam ao 

cálcio (Kuznicki et al., 1996). Esta proteína pode estar envolvida mais na 

modulação de mudanças transitórias de Ca2+ do que no controle do nível restante 

do cálcio (Dowd et al., 1992).  

Em nosso trabalho encontramos marcação maior na região dorsal da ZI 

intermédia, semelhante ao trabalho de Arai e colaboradores em 1994, realizado 

em ratos. Assim como também em um trabalho com sagui, as células IR-CR 

foram espalhadas pela ZI, tendo a porção dorsal uma quantidade um pouco maior 

que a ZI ventral, e a morfologia das células IR-CR foram similares às IR-CB 

(FitzGibbon et al., 2000). Em ratos adultos, esta porção da ZI também apresenta 

neurônios de projeção cortical que alcançam as camadas superficiais, 

particularmente a camada I (ver Nicolelis et al., 1995).  A CR e CB estão 

presentes em neurônios do tálamo que se projetam às camadas profundas V e VI, 

e à superficial I do córtex. Essas projeções profundas podem alterar a 

excitabilidade de neurônios piramidais, assim como as projeções para a camada 

superficial também podem modular a atividade por contactar os dendritos ou 

finais distais das células piramidais (Arai et al., 1994).  

É aceito que anticorpos para as três proteínas ligantes de cálcio marquem 

os níveis do sistema visual, onde a complementaridade ascende da retina, 

mantém-se no tálamo, nos núcleos acessórios, no colículo superior, e no córtex 

visual (Andressen et al., 1993). A zona incerta é marcada pra as três proteínas 

analisadas em nosso trabalho, sendo um agrupamento neuronal que recebe 

projeção retiniana diretamente em sagüi. Em macaco, as proteínas estão 

presentes no pretecto (Scripter et al., 1991), e os marcadores contra as proteínas 

coincidem com as aferências da retina no pretecto (Nabors e Mize, 1991).      
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6.5 

 
VIP  

VIP é o peptídeo vasoativo intestinal (Mutt e Said, 1970) com distribuição 

espalhada no sistema nervoso central e periférico (Fahrenkrug, 1979). Receptores 

VIP têm sido caracterizados em vários mamíferos e outras espécies de 

vertebrados (Alexandre et al., 1999), assim como também em invertebrados 

como moluscos, insetos (Kaufmann et al., 1995; Andries et al., 1991) e anelídeos 

(Németh et al., 2002). O VIP não somente é o maior regulador de secreção 

gastrointestinal, mas também tem um importante papel na regulação da 

motilidade gastrointestinal, causando relaxamento dos músculos intestinais e 

gástricos, e fisiologicamente medeia o relaxamento descendente do reflexo 

peristáltico (Grider et al., 1998). Não há trabalho realizado na ZI que aborda a 

presença de IR-VIP. Em nossos resultados a marcação contra VIP ocorreu em 

todas as porções da ZI, rostral, intermédio e caudal. A porção rostral apresentou 

menos marcação. De acordo com o trabalho de Spencer et al., 1988, a maioria 

das funções viscerais está associada à ZI rostral, outros estudos têm registrado 

que a lesão na ZI rostral causa uma diminuição da ingestão de água e comida 

(Tonelli e Chiaraviglio, 1995; Dalton e Grossman, 1982; Evered e Mogenson, 

1976). Em nosso trabalho uma marcação mais concentrada ocorreu na porção 

intermédia na região ventrolateral, e a porção caudal também apresentou muitas 

células IR-VIP. Estudos têm mostrado que o setor somatosensório da ZI localiza-

se nas porções ventral, dorsal e caudal que recebem aferências da medula 

espinhal, do córtex parietal e do núcleo trigeminal em ratos (Nicolelis et al. 1992; 

Shaw e Mitrofanis, 2002), enquanto a ZI ventral se projeta para núcleos 

talâmicos de alta-ordem (Ricardo, 1981; Romanowski et al., 1985). Outras 

importantes funções do VIP incluem a participação da regulação da atividade de 

células gliais e da proliferação celular, controle do metabolismo do glicogênio, 

modulação da plasticidade celular e estimulação da liberação de fatores 

neuroprotetores, como a secreção de gliotransmissores e gliopeptídeos 

envolvidos na comunicação intercelular (ver Masmoudi-Kouki et al., 2006).  

6.6 

 

VP  
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VP é o hormônio vasopressina, liberado fisiologicamente em resposta ao 

aumento da osmolaridade, o qual é sentido dentro de receptores sensitivos no 

hipotálamo, por exemplo (Antunes-Rodrigues et al., 2004). Não há relatos sobre 

a IR-VP na ZI na literatura. Em nossos resultados encontramos IR-VP em células 

em todos os setores da ZI, com uma maior concentração na região ventrolateral 

da porção intermédia, semelhante à marcação com VIP. Estudo com lesão na ZI 

mostrou que houve um prejuízo na ingestão de bebida, como resposta à sede 

osmótica periférica, como também, uma redução na bebida secundária (ver Mok 

e Mogenson, 1986; Evered e Mogenson, 1976). Outros estudos mostram que a 

lesão eletrolítica da ZI medial e rostral prejudicou vários comportamentos 

controladores do balanço homeostático incluindo a quebra da ingestão de água 

regulatória, prejuízo do apetite de sódio e deficiência da reatividade do paladar 

(Kiefer e Grijalva, 1980; Walsh e Grossman, 1973; 1976). A liberação de VP é 

regulada por diferentes neurotransmissores aminérgicos e peptidérgicos, dentre 

eles a serotonina (Falke, 1991). Como relatado neste trabalho, a ZI recebe 

projeção serotoninérgica que provavelmente modula as células IR-VP.          

6.7 

 

GABA  

GABA é o principal neurotansmissor no sistema nervoso central (Qume e 

Fowler, 1996). Este trabalho é o primeiro a realizar a imunorreatividade contra 

GABA na ZI de sagüis. Encontramos marcação em todas as porções, rostral, 

intermédia e caudal. Em estudos anteriores, o GABA tem sido encontrado na ZI 

em diferentes mamíferos. Em um trabalho com primata, a maioria das células da 

ZI central foi imunorreativa à GABA (Mitrofanis et al., 2004), em rato, a ZI 

ventral é tida como a região com mais alto nível de células GABAérgicas 

(Nicolelis et al., 1995; Ficalora e Mize, 1989; Araki e McGeer, 1984). Kim et al., 

1992, demonstraram que a parte ventral é imunorreativa a GABA e GAD, uma 

enzima sintetizadora de GABA. Kolmac e Mitrofanis, 1999, analisaram a 

presença de GABA e GAD em rato e gato, constatando a marcação da maioria na 

ZI ventral e poucas nos outros setores, totalizando o número de células IR-

GABA na ZI ventral 80-85%, na dorsal 20-25% e na caudal 10%. 
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Imunorreatividade contra GAD também foi observada em outros trabalhos 

(Oertel et al., 1982; Ottersen e Storm-Mathison, 1984; Ficalora e Mize, 1989; 

Nicolelis et al., 1992, 1995; Nagai et al., 1983; Araki e McGeen, 1984). Em gato 

observaram uma concentração da marcação de células IR-GABA na porção 

mediolateral na banda ventral da ZI e também espalhadas dorsalmente, e que 

quase todas as células na porção ventral que projetam ao CS são também 

imunorreativas a GABA. Em nosso trabalho encontramos a marcação IR-GABA 

concentrada na região ventrolateral da porção intermédia o que corrobora com 

alguns resultados descritos anteriormente. Mas de forma geral, houve marcação 

na ZI completa.   

Sabe-se que o CS está relacionado a reflexos visuais. A ZI apresenta 

conexão eferente com o colículo partindo da porção ventral, assim também como 

recebe do CS na mesma porção em primata. Em rato, os neurônios da porção 

ventral se projetam ao coliculo e as projeções tecto-incerto terminam na porção 

dorsal (Jones, 2007). Hikosaka e Wurtz, 1983, registraram respostas relacionadas 

a movimentos dos olhos em células da ZI. As vias incerto-tectais foram 

registradas se originando de células GABAérgicas localizadas ventralmente 

(Araki e McGeer, 1984; Ficalora e Mize, 1989).  

Em gato, o papel das células incertotectais na geração dos movimentos 

dos olhos é sugerido pela observação que algumas células da ZI exibem uma 

pausa em suas velocidades de disparo altamente tônica de forma abrupta antes do 

início da sacada (Hikosaka e Wurtz, 1983). Nesse estudo, muitas células da ZI 

ventral se estenderam na porção dorsolateral e se projetaram para as camadas 

profunda e intermédia do CS. Desde que essas camadas profundas dão origem às 

principais vias para os centros de fixação do olhar no tronco cerebral e na medula 

espinhal no gato e em outros mamíferos (Hall e May, 1984; May et al., 1993; 

Olivier et al., 1991) é consistente a idéia de que a ZI contribua para o controle de 

movimentos orientados dos olhos e da cabeça. Essas mesmas camadas contêm 

um número de células que se projetam de volta à ZI, aparentemente terminando 

nas células incerto-tectais, então o impulso inibitório da ZI para o tecto pode ser 

influenciado por um feedback do CS. Kim et al., 1992, através de traçador 
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retrógrado HRP no CS e anterógrado na ZI de HRP, em ratos, verificaram 

também que a subdivisão ventral provê uma projeção GABAérgica organizada 

topograficamente para a camada celular do CS que contém uma grande parte do 

feixe pré-dorsal. Ma et al., 1991, verificaram que a projeção incerto-tectal, em 

macacos, é para camadas profundas que iniciam a geração do movimento 

sacádico. Outro estudo sugere, que em macacos, os neurônios da ZI têm 

moderadas velocidades de atividade tônica e diminuem durante os movimentos 

sacádicos dos olhos, implicando que a ZI iniba o CS e desiniba durante o 

movimento sacádico (Ma et al., 1992). A pausa perisacádica está relacionada 

com a duração da sacada, quanto mais longa esta for, maior será a pausa (Ma, 

1996).  

Crutcher et al., 1980, em um estudo com macacos da ZI observaram que 

muitas células são ativas quando o animal alcança objetos ao redor, movimento 

provavelmente acompanhado por movimentos dos olhos e da cabeça. Em um 

outro estudo, com gatos, mostrou-se que a ZI recebe aferências somato-sensórias 

com informação da área do corpo estimulada, de forma mapeada, sobrepondo-se 

às células que se projetam ao CS podendo influenciar na atividade que gera a 

orientação da cabeça e dos olhos acerca da localização do estímulo (Mitrofanis, 

2005).  

Ma, em 1996, observou que em primata a pausa na atividade tônica em 

algumas células da ZI ocorria antes da sacada contribuindo para o disparo de 

células pré-motoras no CS relacionadas à sacada. A distribuição da via incerto-

tectal indica que neurônios GABAérgicos na ZI ventral têm papel na modulação 

desta atividade  no CS e na produção da orientação de movimentos. Neste estudo, 

o pretecto anterior é a principal fonte de impulso para a porção que envia para o 

colículo, assim o núcleo pretectal poderia afetar a atividade relacionada à fixação 

do olhar pelo CS. Deste modo, a projeção incerto-tectal poderia contribuir para 

determinar a seleção do alvo ou mudança de fixação do olhar em função da 

necessidade interna do animal. Por exemplo, um estudo mostrou que em 

carneiros deprivados de alimento quando colocados diante de deste aumenta a 

liberação de GABA, e quando privados de sal em contato com este também 
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aumentam a liberação de GABA (Kendrick e Baldwin, 1986). Parece que a 

resposta motora pela ZI está de acordo com a combinação entre necessidades 

internas e o estímulo externo (Mitrofanis et al., 2004). Estes resultados indicam 

que o GABA pode ser um importante neurotransmissor em circuitos neurais 

controladores da regulação de ingestão de comida (Kendrick et al., 1991).   

Ainda relacionando a ZI na participação de funções visuais, em um estudo 

com ratos, para avaliar a participação da ZI na discriminação visual, realizou-se 

uma lesão na sua parte lateral e posterior, os animais exibiram um déficit na 

aquisição da discriminação sucessiva do claro versos obscuro em uma tarefa, 

relacionada à intensidade relativa, assim como também da discriminação do 

branco versos preto simultâneos submetidos a uma iluminação. Assim a ZI foi 

sugerida fazer parte de um sistema visual que medeia discriminação de 

intensidade relativa visual, em que o GLV direciona a uma significante 

informação de intensidade luminosa (Legg, 1979).   

Propõe-se que a ZI tenha papel inibitório na projeção ao córtex. Um 

trabalho realizado por Startz et al., 1951, com a remoção da entrada GABAérgica 

da ZI ao córtex pôde produzir uma dessincronização.  Outro trabalho de Enber et 

al., 1995, através de lesão na ZI provocou o aumento da atividade cortical e 

alargamento dos campos receptivos no córtex somatosensório de ratos. A precisa 

função da entrada GABAérgica para a camada I do neocortex é desconhecida 

mas é concebível que seja inibitória e/ou modulatória em dendritos distais 

corticais (Ma et al., 1997). Propõe-se então que os neurônios da ZI através de 

ricas interconexões podem ser capazes de produzir um sinal de saída 

GABAérgica o qual sincronizaria populações de células relés em núcleos 

talâmicos de alta-ordem.  

Com relação à atividade motora, em um estudo foi realizada injeção na ZI 

de ratos de bicuculina, um antagonista GABA, que provocou o aumento da 

locomoção (Periér et al., 2002). Em outros estudos com macacos (Crossman et 

al., 1984), as mesmas injeções na zona incerta induziram torcicolo e 

comportamento circulares (circling), em estudos com gatos, a injeção na ZI 

resultou em inclinação da cabeça junto ao eixo longitudinal do corpo (Murer e 
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Pazo 1993), e quando injetado dentro da ZI lateral ocorreu indução de 

movimentos de movimentos anormais como pular, torsão axial, e movimentos 

anormais da cabeça também e dos membros (Periér et al., 2002). Em estudo com 

humanos, a subtalatomia, lesão no subtálamo, aboliu vários tipos de tremores 

bem como a rigidez enquanto a estimulação os facilitou (ver Struppler, 1982).  

6.8 - 5-HT  

A 5-HT é um neurotransmissor presente no cérebro que se origina de um 

pericário relativamente pequeno localizado nos sistema da rafe metencefálico e 

mesencefálico que envia axônios para quase todas as áreas do sistema nervoso 

central, e influencia vários circuitos neuronais incluindo aqueles implicados na 

ritmicidade circadiana (ver Jacobs e Azmitia, 1992). Os neurônios 

serotoninégicos da rafe mediana têm sido implicados em um número de eventos 

incluindo regulação de certos tipos de comportamento, sono e regulação 

neuroendócrina (ver Azmitia, 1978). Nossos resultados no sagüi demonstraram a 

presença de fibras e terminais imunorreativos a 5-HT, mas não de células. 

Trabalhos anteriores têm demonstrado a presença de células imunorreativas a 5-

HT, em rato a ZI medial contém células serotoninérgicas (Bosler et al., 1984). 

Sugere-se que a 5-HT esteja relacionada a uma variedade de processos 

neuroendócrinos como a modulação de secreção de prolactina e gonadotropina 

(Bosler et al., 1984), visto que a ZI apresenta o trato incerto-hipotalâmico que 

tem papel estimulatório no controle da liberação de gonadotropina (Mackenzie et 

al., 1984), o que poderia estar relacionado à projeção serotoninérgica que recebe. 

Outro trabalho demonstrou imunorreatividade à 5-HT em neurônios da ZI de 

ratos espalhados em todos os setores, mas não em gatos (Kolmac e Mitrofanis, 

1999). A dorsal da rafe e o núcleo magno da rafe enviam projeção para a ZI em 

ratos (Lechner et al., 1993).  

A 5-HT foi demonstrada ter papel na modulação de impulsos fóticos, com 

aplicação durante o dia subjetivo, resultando em avanço de fase da atividade do 

ritmo circadiano de neurônios (Medanic e Gillete, 1992; Prosser et al., 1990), 

efeito mediado por receptor 5-HT1A (Prosser et al., 1992) e pelo receptor 5-HT7, 
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encontrado no NSQ (Belenky e Pickard, 2001) bem como na ZI (Siddiqui et al., 

2004). Devido a esta influência da projeção serotoninérgica em circuitos 

relacionados ao ritmo circadiano, principalmente através da informação fótica 

que chega na rafe, a projeção serotoninérgica para a ZI, poderia prover, através 

das várias conexões que estabelece com grupos neuronais funcionalmente 

diferentes, um guia para determinados comportamentos. A ZI medial contém 

hipocretina (Vidal et al., 2005), que integra influências nutricionais-metabólicas, 

e fóticas-circadianas (ver Selbach e Haas, 2006), implicada no controle do ciclo 

sono-vigília e na regulação de ingestão de comida (De Lecea et al., 1998; Lin et 

al., 1999), assim como também outro estudo constatou na ZI medial a presença 

do hormônio concentrador de melanina (HCM) que tem sido relatado estar 

envolvido na regulação do metabolismo de energia (Presee et al., 1996). 

A ZI dorsal e rostral estão mais associadas com a função do despertar, 

sugerindo-se que a ZI faça parte de um circuito relacionado ao despertar por suas 

conexões com os principais centros do tronco, como o núcleo reticular pontino e 

o mesencéfalo, e do tálamo, principalmente com o tálamo dorsal influenciando 

no estado geral de alerta (Kolmac et al., 1998; Power e Mitrofanis, 2001; 

Steriade et al., 1982; Munk et al., 1996; Shaw e Mitrofanis, 2001). As projeções 

da ZI aos centros hipotalâmicos poderiam ser vistas como caminhos 

potencialmente capazes de convergir a informação sensória multimodal para o 

hipotálamo como sugerido por Nauta e Haymaker (1969) e as projeções eferentes 

da ZI para o hipotálamo posterior poderiam estar envolvidas no ciclo sono-vigília 

(McGinty, 1969).  

A 5-HT tem sido mostrada uma região que modula a atividade tálamo-

cortical (ver McCormick, 1992). A ZI recebe projeção do córtex da camada V e a 

maioria sendo de áreas límbicas e frontais (Mitrofanis e Mikuletic, 1999), além 

de vários núcleos do tronco cerebal (Kolmac et al., 1998) e envia para núcleos 

talâmicos de alta-ordem que enviam ao córtex (Lévesque et al., 1996; Barthó et 

al., 2002; Mitrofanis e Mikuletic, 1999), essas projeções são GABAérgicas e 

podem modular a  transmissão talâmica (Sherman e Guillery, 1998). Dessa 

forma, a ZI poderia ser modulada pela serotonina através das projeções da rafe, e 
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através de suas aferências e eferências corticais, além das projeções retinianas, 

manter um circuito integrador de informações influenciando vários 

comportamentos.                             
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7. CONCLUSÕES    

1) A técnica de Nissl revela agrupamentos neuronais no nível intermédio 

da ZI, com uma concentração ventrolateral e dorsomedial no sagüi, ao invés de 

ventral e dorsal apenas. A imuno-histoquímica contra NeuN também revelou esse 

arranjo celular na ZI intermédia. Contudo, para uma análise da citoarquitetura, o 

NeuN pareceu proporcionar uma melhor visualização dos agrupamentos. 

2) A ZI no sagüi apresenta fibras e terminais retinianos somente na porção 

caudal, diferente dos dados em roedores, mas com a semelhança da 

predominância contralateral. 

3) A ZI apresenta imunorreatividade contra GFAP, na porção rostral, mas 

quase completamente negativa na porção intermédia e caudal, nesta última, 

estendendo-se ao Campo de Forel. 

4) A ZI apresenta marcação contra as proteínas ligantes de cálcio e 

GABA, com pequenas concentrações ventrolaterais, de diferentes intensidades, 

assim corroborando com as limitações citoarquitetônicas. 

5) Para VIP e VP a ZI apresenta concentrações bastante precisas para a 

concentração ventrolateral e dorsomedial, com o detalhe de que o VP e o VIP 

não haviam sido analisados na ZI anteriormente. 

6) Fibras e terminais imunorreativos a 5-HT são encontrados nas três 

porções da ZI de forma bastante espalhada, porém células não são marcadas 

contra 5-HT como em trabalhos anteriores com roedores e gatos. A serotonina 

não havia sido analisada em primatas.       
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8. PERSPECTIVAS   

Este trabalho foi o primeiro a caracterizar a zona incerta do sagüi 

(Callithrix jacchus) e a fornecer resultados de neuroquímica com algumas 

substâncias não trabalhadas em estudos anteriores. Uma subdivisão da ZI 

fornecida pela citoarquitetura encontrada neste trabalho é relevante, visto que se 

diferencia das demais da literatura. Tendo em vista esses resultados, juntamente 

com as características das projeções retinianas na ZI, que fornecem uma base 

para estudos posteriores aliados à conectividade e funcionalidade das subdivisões 

da ZI no sagüi, um primata do Novo Mundo, poderá servir de comparação com 

as outras espécies da mesma ordem analisadas até então. Assim, uma 

continuação pode ser dada a partir dos dados fornecidos por esse trabalho: 

 

Estudo funcional da ZI do sagüi através da expressão das proteínas de 

genes imediatos após determinados estímulos como visual, sexual entre 

outros; 

 

Estudo da hodologia da ZI do sagüi, analisando as subdivisões 

ventrolateral e dorsomedial; 

 

Estudo da co-localização de substâncias neuroquímicas no sagüi; 

 

Estudo de lesão nas subdivisões ventrolateral e dorsomedial da ZI no 

sagüi; 

 

Estudo de comparação da ZI do sagüi com outros primatas, assim como 

com roedores.         
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