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“Ndo te doa jamais pensar em falha tua.

Na rosa espinhos hqd, turva-se a fonte clara;

vela a nuvem e o eclipse a luz do sol, da lua,
e o ascoso pulgdo vive até na flor mais rara.
»

Todo homem erra sempre.

-W. Shakespeare.
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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi examinar os efeitos da admi-
nistracédo de escopolamina (ESC), mecamilamina (MEC) e eserina (ESE)
sobre o eletroscilograma hipocampal (EOsG-hp) e o comportamento de
pombos domésticos nao restritos. Foram utilizados 23 pombos (Columba
livia) adultos mplantados cronicamente com eletrodos bipolares locali-
zados no hipocampo e na musculatura nucal. O registros eletrograficos
foram adquiridos e armazenados em um sistema digital, para analises
visuais e quantitativas (analises espectral de poténcia e de periodo-
amplitude) do tracado. Simultaneamente aos registros eletrograficos,
foram realizados registros comportamentais. Os registros foram realiza-
dos 20 min antes e durante 30 min apés injecdo i.p. de ESC (2,7
mg/Kg), metilescopolamina (M-ESC, 3,18 mg/Kg), MEC (1,6 mg/Kg),
ESE (100 ug/Kg) ou de veiculo (NaCl, 0,9 %, 1 ml). Para as analises do
EOsG-hp foram selecionadas épocas de 10 segundos de cada animal
referentes aos estados de vigilia relaxada (VR), vigilia alerta (VA) e vigilia
provocada por estimulacdo sonora (SOM). A ESC provocou aumento no
comportamento de vomito, diminuicdo na postura relaxada e na postu-
ra alerta, e também o surgimento do congelamento espontaneo (FZ), ca-
racterizado por comportamento de alerta, porém acompanhado de
EOsG-hp e eletromiograma (EMG) comparavel aos estados relaxados. A
injecao de ESC produziu diminui¢do no nimero de ondas, na amplitude
e na poténcia total durante a VR, ndo provocando modificacbes no
EOsG durante a VA. O EOsG-hp referente aos periodos de FZ apresen-
tou diminuicdo no nimero de ondas e na amplitude em relagdo a VR.
Comparado com a VA, o FZ apresentou aumento na incidéncia das on-
das em ponta de grande amplitude (PGA), na voltagem das PGAs, no
numero de ondas, na amplitude, na poténcia total, e na poténcia relati-
va da atividade de 6 Hz, e diminuicdo nas poténcias relativas de 2 Hz e
acima de 20 Hz. Nenhum efeito comportamental ou eletrografico poéde

ser observado ap6s injecdo de M-ESC. A MEC produziu diminui¢ao no



numero de ondas e na amplitude durante a VR, enquanto que durante
a VA produziu diminui¢do na amplitude e na poténcia total, aumento
na borda espectral de 50% e nas freqliéncias relativas entre 9 e 30 Hz.
Apoés SOM, a MEC produziu aumento nas freqiiéncias relativas entre 10
e 20 Hz. A injecdo de ESE nao provocou efeitos comportamentais ou
eletrograficos consistentes. Tais dados sugerem que a acetilcolina par-
ticipa tonica e discretamente da regulacdo do EOsG-hp. Nao foi possivel
observar qualquer atividade ritmica que fosse comparavel a atividade
teta-hipocampal encontrada em mamiferos. Entretanto, o EOsG-hp re-
ferente a4 VR se assemelha aos registros que acompanham o mesmo es-

tado nos répteis, nos anfibios e nos mamiferos.



ABSTRACT

The purpose of the present study was to examine the effects of the
administration of scopolamine (ESC), mecamylamine (MEC) and eserine
on the hippocampal electroscilogram (EOsG-hp) and on the spontane-
ous behavior of non-restrict domestic pigeons. Twenty-three adult pi-
geons (Columba livia) were chronically implanted with bipolar electrodes
located at the hippocampus and on the neck musculature. The electro-
graphic records were acquired and stored with a digital system, for
qualitative and quantitative analysis (power spectral analysis of power
and of period-amplitude analysis) of the EOsG-hp. Simultaneously to
the electrografic records, behavior records were also done. The records
were realized 20 min. before and 30 min. after the injection i.p. of ESC
(2,7 mg/Kg), methylscopolamine (M-ESC, 3,18 mg/Kg), MEC (1,6
mg/Kg), ESE (100 pg/Kg), or of vehicle (NaCl, 1 ml). For the analysis of
the EOsG-hp, 10 s periods of each animal were selected regarding the
states of quiet waking (QW), alert wakefulness (AW) and wakefulness
after sound stimulation (SS). The ESC induced an increased vomiting,
a reduction in both the relaxed and the alert posture, as well as the ap-
pearance of spontaneous freezing (SF), characterized by behavioral alert
posture, accompanied by EOsG-hp and EMG comparable to the relaxed
states. The injection of ESC produced a reduction in wave number, in
the amplitude and in the total power during the AW, but not in the
EOsG during the QW. The EOsG-hp regarding the periods of SF pre-
sented a reduction in the number of waves and in the amplitude in re-
lation to the QW. Compared to the AW, the SF show an increase of
sharp waves of great amplitude (SGA) incidence and voltage, in the
number of waves, in the total amplitude, in the total power and in the
relative power of the activity of 6 Hz, and a reduction in the relative
power of 2 Hz and above 20 Hz. No behavioral or electrographic effects
could be observed after the injection of M-ESC. MEC induced a reduc-

tion in the number of waves during the QW, while during the AW it in-



duced a reduction in the total amplitude and in the total power, an in-
crease of 50% in the spectral border and in the relative frequencies
between 9 and 30 Hz. After the SS, the MEC produced an increase in
the relative frequencies between 9 and 30 Hz. ESE did not produce
consistent behavioral or electrographic effects. Such data can suggest
that the acetylcholine have both tonic and discreet participation in the
regulation of the EOsG-hp. No rhythmical activity theta-like (theta
rhythm of mammals) was found in the present study. However, the
EOsG-hp of QW is comparable to the EOsG-hp of QW or slow wave

sleep in other vertebrates (anfibians, reptilians and mammals).



INTRODUCAO

1.1. O Eletroscilograma

A atividade elétrica coletiva das células corticais cerebrais pode
ser representada graficamente através do eletroencefalograma (EEG),
um registro continuo das diferencas entre potenciais elétricos dinamicos
originados nestas células. Para o presente trabalho sera adotado o ter-
mo eletroscilograma (EOsG), utilizado para denominar os registros das
oscilacOes elétricas originadas em agregados neuronais (e.g., Valle,
1992). Este registro representa um importante indicador dos estados do
funcionamento cerebral. As oscilacoes de potencial elétrico vistas no
EOsG surgem em funcao principalmente do somatério dos potenciais
sinapticos inibitérios e excitatorios da regiao abrangida por eletrodos de
registro. Esses eletrodos podem ser posicionados sobre o escalpo
(eletrodos de superficie), ou diretamente sobre o tecido cerebral, regis-
trando a atividade elétrica circunscrita a uma certa massa de tecido

neural subjacente.

De forma simplificada, pode-se destacar 2 tipos de atividades celu-
lares de fundo em mamiferos: 1) atividades de alta freqiiéncia e baixa
amplitude (EOsG ativado ou dessincronizado) que surgem concomitan-
temente aos estados comportamentais de vigilia alerta (VA) e de sono
paradoxal (SP) e 2) atividades de baixa freqliéncia e grande amplitude

(EOsG sincronizado ou nao ativado} que sao concorrentes a estados
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comportamentais de vigilia relaxada (VR) e sono de onaas lentas (SOL).
A ativacdo do EOsG esta associada a um estado de prontidio celular
cerebral que permite os neurdnios responderem de forma eficaz e rapida
tanto aos estimulos externos quanto aqueles gerados internamente. A
ativacao do EOsG encontrada durante a vigilia alerta apresenta intima
relacao com processamento sensorial, processos de atencao, de memo-
ria e aprendizado (McCarley, 1995; McCarley et al., 1995; Reiner, 1995;

Steriade et al., 1988; Steriade, 1995).

Diferengas também podem ser encontradas nos registros eletrosci-
lograficos dependendo da area telencefalica abrangida pelos eletrodos.
De particular importancia para o presente trabalho é o padrao eletrosci-
lografico da formacdo hipocampal (EOsG-hp) de mamiferos (ratos). O
EOsG-hp é caracterizado por dois tipos basicos de atividade, que apre-
sentam estreita relacdo com estados comportamentais especificos. Um
tipo é caracterizado por atividade irregular lenta de grande amplitude
com predominancia na faixa de freqiiéncia entre 2 e 4 Hz, entremeada
por ondas em pontas isoladas ou em salvas. Este padrao de atividade é
concorrente com comportamentos automaticos, estereotipados, como os
movimentos de autolimpeza ou de vocalizacdo, e com estado comporta-
mental de vigilia relaxada (comportamentos tipo I). Esse tipo de ativida-
de parece ser dependente da atividade de aferéncias hipocampais coli-
nérgicas com origem no prosencéfalo basal e serotonérgicas do tronco

encefalico (Vanderwolf, 1992). O outro tipo de atividade hipocampal é



caracterizada por ondas ritmicas senoidais com freqiiéncia entre 6 ¢ 12
Hz (ondas @ - teta), associada a comportamentos voluntarios, como mu-
dancas de postura, manipulacdo de objetos, e ao estado comportamen-
tal de vigilia alerta (comportamentos tipo II), bem como pode ser produ-
zida por estimulacao periférica sem movimentacio voluntaria do animal
(Gaztelu et al., 1994; Vanderwolf, 1992). Esse ultimo tipo de atividade
hipocampal é dependente exclusivamente de aferéncias colinérgicas,
por ser sensivel a drogas antimuscarinicas como a atropina
(Vanderwolf, 1992). Por outro lado, dados obtidos apéds lesdo seletiva de
células colinérgicas do prosencéfalo basal, indicam que a atividade 6-
hipocampal nédo depende exclusivamente de aferéncias colinérgicas
(Bassant et al., 1995). A atividade & - hipocampal pode ser mediada por
geradores de origem septal (Golebiewski, Eckersdorf e Konopacki, 1993;
Gottesmann, 1992), e é possivel que este marcapasso septal esteja sob

influéncia de estruturas do tronco encefalico (Vertes, 1981).

Estudos eletroscilograficos também foram conduzidos em diferen-
tes espécies de aves, embora em menor quantidade e nao tao ricos em

informacodes se comparados aos estudos realizados em mamiferos.

Investigacoes eletroscilograficas em galinhas indicaram a presen-
¢a, no telencéfalo, de ondas lentas de 2 a 3 Hz e amplitude por volta de
100 uV durante o sono. Essas ondas foram consideradas como seme-
lhantes aquelas presentes durante o sono de mamiferos (Tauber, 1974).

Estudos realizados por Ookawa e Gotoh (1965} em galinhaS domésticas,



revelaram na regido frontal do.cranio desses animais durante vigilia re-
laxada, atividades em ondas de 3 a 4 Hz e de 6 a 12 Hz com grande
amplitude, e em ondas de 17 a 24 Hz e de 30 a 60 Hz de baixa amplitu-

de.

Em pombos, durante vigilia alerta, ocorre uma diminuicdo geral
da amplitude do tracado eletroscilografico, e salientam-se as atividades
de alta freqliéncia. Nos periodos de transicédo da vigilia relaxada para os
estagios iniciais do sono, as ondas de pequena amplitude sdo paulati-
namente substituidas por ondas de grande amplitude, que lembram
aquelas encontradas durante o sono de ondas lentas dos mamiferos

(Monnier, 1980; Tobler, 1984; Tobler e Borbély, 1988; Tradardi, 1966).

Um outro evento eletroscilografico de interesse esta relacionado
ao sono paradoxal. Na maioria dos mamiferos, o EOsG associado a este
comportamento é caracterizado por atividades elétricas de alta freqiién-
cia e pequena amplitude, assemelhando-se ao tracado encontrado no
animal atentamente desperto. Nas aves, este periodo de sono paradoxal
também pode ser encontrado, embora com duracéo exfremamente curta
(Campbell e Tobler, 1984; Tobler, 1988; Tobler e Borbély, 1988). Em
gansos, o EOsG telencefalico, durante a vigilia alerta, é caracterizado
por atividades de EOsG por volta de 50 uV com freqiiéncias em torno de
13 Hz. Na vigilia relaxada dessa ave, o EOsG era caracterizado por um
mosaico de ondas de grande _voltagem desde 100 até 300 uV com fre-

quéncias de 6 a 13 Hz. No sono de ondas lentas, encontrou-se um pa-



drao continuo de ondas lentas em torno de 6 Hz e voltagem variando de
150 a 300 pV. Durante o sono paradoxal, a caracteristica geral do tra-
cado tomava a forma de ondas menores que 50 uV e freqliéncia acima
de 10 Hz nao diferenciavel daquelas encontradas na vigilia alerta
(Dewasmes et al., 1985). Outros estudos eletroscilograficos em pombos
(Phillips e Berger, 1991; VanTwyver e Allison, 1972; Walker e Berger,
1972) sugerem as mesmas associacoes entre atividade eletroscilografica

telencefalica e os diferentes estados comportamentais associados.

As descri¢oes e analises do EOsG de aves geralmente siao funda-
mentadas na apreciacao visual do tracado, e relatam a presenca de ati-
vidades irregulares, mistas e compostas de ondas lentas de grande
amplitude, sobrepostas por atividades rapidas de baixa amplitude
(Sugihara e Gotoh, 1973; Walker e Berger, 1972). Métodos complemen-
tares de analise do EOsG ( e.g., a anélise espectral e a analise aperiodi-
ca) podem ser utilizados para um escrutinio mais detalhado dos diferen-
tes componentes do tracado eletroscilografico (e.g., Cooper et al., 1974},
mas foram escassamente utilizados para o estudo do EOsG de aves

(e.g., Tobler e Borbély, 1988).

Uma lacuna adicional na literatura sobre o EOsG de aves é repre-
sentada pela caréncia de informacbes sobre padroes de atividade elétri-
ca circunscrita & areas telencefilicas especificas. Os experimentos aci-
ma mencionados, foram realizados com eletrodos unipolares, visando

melhorar a magnificacdo dos registros. Além disso, tais registros foram



realizados por meio de derivagdes em regides distantes entre si, ndo as-
segurando uma leitura da atividade eletroscilografica circunscrita a
uma regido anatomicamente homogénea. A utilizagdo de eletrodos bipo-
lares pode refletir, de forma auténtica, a atividade elétrica caracteristica
da regido subjacente, uma vez que as pontas desses eletrodos estio
proximas entre si e posicionadas num mesmo territério, além de permi-

tir uma reducao de ruidos bioelétricos (Yurek e Randall, 1991).

Estudos realizados neste laboratério tém demonstrado que a for-
macdo hipocampal de pombos apresenta uma atividade eletroscilografi-
ca caracteristica e conspicua se comparada a regides proximas na su-
perficie telencefalica, quando registrada através da implantacio cronica
de eletrodos bipolares (Bruno-Neto et al.,, 1996). Durante periodos de
vigilia relaxada (VR), esta atividade foi caracterizada como contendo
grupos de ondas de até 4 Hz com amplitudes chegando a 100 uV, gru-
pos de ondas entre 10 e 20 Hz com amplitude abaixo de 40 uV e grupos
de ondas entre 20 e 30 Hz com amplitudes por volta de 10 uV. Junto a
essas atividades, destacam-se ondas em ponta de grande amplitude
(PGA), com freqiiéncias entre 6 a 10 Hz e amplitudes que atingem até
150 pV. Neste estado comportamental, elas surgem em surtos de até 8
ondas, com intervalos entre ondas variando entre 0,5 e 1,5 s. Durante o
alerta espontaneo, as atividades com freqiiéncia até 4 Hz apresentam
amplitudes por volta de 40 uV, as ondas de 10 a 20 Hz atingem até 30

1V de amplitude, e as ondas de 20 a 30 Hz chegam até 10 uV de ampli-



tude. As PGAs, nesta situacdo de alerta sdo mais raras, surgindo isola-
damente ou aos pares, com amplitudes chegando a atingir 100 uV e in-
cidéncia média de 3,5 ondas a cada 20 s. Durante a vigilia alerta (VA)
provocada por estimulacdo sensorial (luminosa ou sonora) as PGAs de-
saparecem, as ondas de até 4 Hz apresentam amplitudes que atingem
40 pV, as ondas de 10 a 20 Hz apresentam amplitudes que chegam a 30
uV e as ondas de 20 a 30 Hz se apresentam com amplitudes abaixo de
10 puV. Com o retorno do animal a estados comportamentais mais rela-
xados, paulatinamente as PGAs retomam seu aspecto caracteristico.
Durante os estados de sono de ondas lentas (SOL) e sono paradoxal
(SP), o EOsG apresenta-se semelhante aos estados de VR e VA respecti-
vamente, embora durante o SP as PGAs desaparecam por completo
(Bruno-Neto et al.,, 1996; Bruno-Neto, 1996). Tais atributos ndo pude-
ram ser descritos no hiperestriado acessoério, uma area telencefalica
funcional e hodologicamente distinta do hipocampo, mas localizada
imediatamente adjacente a este na superficie telencefalica do pombo

(Bruno-Neto, 1996).

1.2. Os sistemas colinérgicos centrais em aves e mamiferos

Numerosas estruturas centrais fazem parte de mecanismos que
regulam a atividade elétrica celular cerebral de fundo. Entre estas, des-
taca-se a formacao reticular (FR). Esse aglomerado de fibras nervosas e

nQcleos celulares, estendendo-se desde niveis cervicais iniciais até o



prosencéfalo basal, apresenta fronteiras anatémicas geralmente mal de-
limitadas, e muitas de suas func¢odes estdo ainda por serem esclarecidas
(Steriade e McCarley, 1990). A FR nao chamou a atencdo de neuroana-
tomistas e neurofisiologistas, até os estudos agora classicos de Moruzzi
e Magoun (1949). Estes estudos ajudaram a estabelecer que a atividade
da FR do tronco encefalico era capaz de produzir uma ativacdo ampla
do cértex cerebral, uma influéncia que subseqlientemente mostrou-se
critica para a iniciacdo e manutencido da vigilia e do sono paradoxal
(Bassant et al., 1995; Jones e Cuello, 1989; Reiner, 1995). Atualmente,
acredita-se que a FR tenha participacdo em uma ampla variedade de
atividades, como a nocicepc¢ao, a habituacio, o processamento sensorial
multimodal, entre outras (Dement, 1994; McGinty e Szymusiak, 1988;
Szymusiak, 1995). Dentro da FR, encontramos territérios que concen-
tram neurdnios que secretam diferentes neurotransmissores como sero-
tonina (5-HT, nos nucleos da rafe), noradrenalina (NA, no locus coeru-
leus), dopamina (DA, na area tegmental ventral de Tsai) e acetilcolina
(ACh, ver adiante). Estas estruturas e suas conexodes tém papel impor-
tante nos estados sincronizados e ativados de EOsG, produzindo efeitos

diversos sobre a atividade celular cerebral (Jones, 1994).

De particular interesse para o presente trabalho, sdo os distritos
da FR onde siao encontrados neurdénios que sintetizam e usam a ace-
tilcolina como neurotransmissor. O reconhecimento da existéncia des-

tes nucleos colinérgicos teve inicio apos os estudos pioneiros de Shute e



Lewis (1960), que identificaram grupos de células reativas a histoquimi-
ca para a acetilcolinesterase na FR, que presumivelmente enviariam
projecoes em direcdo ao telencéfalo secretando acetilcolina em seus
terminais sinapticos. Investigacées hodolégicas, imunocitoquimicas
(para a colinoacetil-transferase), e de localizacdo de receptores colinérgi-
cos muscarinicos e nicotinicos realizadas nas décadas subsequentes,
vieram a confirmar e ampliar tais conclusdes (Karczmar, 1993; Nieuwe-
nhuys, 1985; Reiner, 1995; Samson et al.,, 1991). Com o avanco das
técnicas neuroanatdmicas, pode-se concluir que estas estruturas do
sistema nervoso central compreendem um “sistema reticular ascendente
colinérgico” (Jones e Cuello, 1989). Em mamiferos, estes agregados de
neurdnios colinérgicos foram parcelados em grupos que seguem a se-
guinte nomenclatura: Chl (nuacleo septal medial, SM); Ch2 (nucleo ver-
tical da banda diagonal de Broca, DBv); Ch3 (brago horizontal do nicleo
da banda diagonal de Broca, DBh); Ch4 (nucleo basalis de Meynert,
NBM); ChS (nucleo pedunculopontino, PPN); Ch6 (nucleo tegmental la-
terodorsal, LDT). Posteriormente foram incluidos os grupos Ch7 (nuacleo
habenular medial, HM) e Ch8 (nucleo parabigeminal, PBG), descritos no
rato por Mufson (1986). Apesar de estarem localizados no telencéfalo, os
grupos Chl, Ch2, Ch3 e Ch4 sado considerados como uma extensao
mais rostral da FR (Mesulam, 1995a, 1995b; Steriade e McCarley,

1990).
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Alguns destes nucleos e suas respectivas projecoes se destacam
em funcao de suas influéncias sobre a atividade elétrica telencefalica,
como veremos adiante. Os grupos Chl e Ch2 aferentam o complexo hi-
pocampal (Samson et al, 1991). O grupo celular Ch5, localizado no
tegmento pedunculopontino, aferenta principalmente o talamo, o tecto,
a substancia negra, o prosencéfalo basal, os ganglios da base, inervan-
do virtualmente todas as r¢gi6es cerebrais subcorticais (Saper, 1990;
Woolf, 1991). As projecoes eferentes do grupo Ch6 sio similares as do
grupo ChS5 e aquelas projecdoes oriundas do complexo colinérgico do
prosencéfalo basal (Ch3-Ch4), que se espraiam por todo o cortex cere-

bral (Semba e Fibiger, 1989; Woolf, 1991).

O reconhecimento da importancia funcional dos sistemas coli-
nérgicos centrais na regulacao dos estados de EOsG teve inicio nos tra-
balhos pioneiros de Jasper (1966) seguindo o conceito introduzido por
Jouvet (1960), que sugeriu que os estados de vigilia e sono podem ser
gerados pela acdo de diferentes neurotransmissores contidos em dife-
rentes sistemas, com projecdes espraiadas por todo o cérebro (Jones,
1994; Reiner, 1995). As vias colinérgicas ocupam uma posi¢ido crucial .
dentro dos sistemas reticulares ativadores ascendentes e tém importan-
te papel na modulaciao do EOsG cortical bem como nos comportamen-

tos associados ao despertar e a atencao (Steriade et al., 1990).

Acredita-se atualmente que a ACh participe da inibi¢do de ritmos

oscilatorios em ondas lentas e em fusos que sdo impostos ao cértex ce-
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rebral por vias talamo-corticais particulares, com conseqiiente dessin-
cronizacdo do EOsG. Tal inibicdo faz parte dos mecanismos de iniciacao
e manutencao da vigilia e do sono paradoxal (Dringenberg e Vanderwolf,
1996; Imeri et al.,, 1992; Inglis e Fibiger, 1995; Jones, 1994; McCormick,
1992; Miiller, 1987; Paré et al., 1989; Radek, 1993; Ray e Jackson,
1991; Riekkinen et al., 1991; Riekkinen-Jr et al, 1992a, 1992b; San-
tucci et al., 1981; Steriade, 1991; Steriade et al., 1990; Steriade e
McCarley, 1990; Stewart, MacFabe e Vanderwolf, 1984). Mensuracodes
por microdialise de ACh na superficie cortical demonstram um aumento
na concentracao desse neurotransmissor durante estados de EOsG ati-
vado, em relacao as observadas durante estado de sono de ondas len-
tas. Estimulacao elétrica dos grupos Ch5-Ch6 (Szymusiak, 1995) e de
células colinérgicas do prosencéfalo basal (Dringenberg e Vanderwolf,
1996), provoca ativacdo do EOsG bem como um aumento na concentra-
cao de ACh cortical. A aplicagao iontoforética direta de ACh ou de ago-
nistas colinérgicos sobre o coértex cerebral ou sobre o hipocampo, pro-
duz aumento nos disparos celulares destas regiées, enquanto que apos
a administracdo de antagonistas colinérgicos, este aumento de atividade
celular é evitado (Inglis e Fibiger, 1995). Por outro lado, les6es excitoto-
xicas de Ch3-Ch4 produzem um aumento na atividade de ondas lentas

durante estados de vigilia e sono paradoxal (Inglis e Fibiger, 1995).

Estes efeitos podem ser verificados também apés administracéo

sistémica de antagonistas muscarinicos (Dringenberg e Vanderwolf,
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1996; Stewart, MacFabe e Vanderwolf, 1984; Szymusiak, 1995). Estu-
dos farmacolégicos tém revelado que drogas anticolinérgicas causam
uma lentificacdo do EOsG, bloqueando ou atenuando a ativagéao cortical
induzida por agonistas colinérgicos, por estimulacido sensorial ou pela
estimulagdo de determinadas estruturas do tronco encefalico (Inglis e

Fibiger, 1995; Ray e Jackson, 1991).

Outras evidéncias indicam que este sistema exerce mais do que
uma influéncia ativadora ténica. Os neurdnios colinérgicos do prosenceé-
falo basal aumentam sua freqtiéncia de disparos de forma fasica duran-
te estados de vigilia e de sono paradoxal. Durante a vigilia, os neurdnios
colinérgicos do prosencéfalo basal parecem participar na regulacdo de
funcoes de atencdo, processamento sensorial e cognicdo atribuidas ao
neocortex e ao sistema limbico (Karczmar, 1995; Szymusiak, 1995).
Estudos recentes utilizando microdialise, tém demonstrado um aumen-
to na liberacdo de ACh no cértex frontal e formacao hipocampal de ra-
tos, quando estes sao expostos a estimulacdo sensorial inédita, suge-
rindo um envolvimento colinérgico nos processos de atencdo, que estao
diretamente vinculados ao nivel de ativacdo cortical (Inglis e Fibiger,

1995).

Além de desempenhar este papel ativador sobre o EOsG, os siste-
mas colinérgicos centrais se tornaram alvo de pesquisas intensas pelo
fato de existirem fortes evidéncias do seu envolvimento com processos

patolégicos da deméncia senil tipo Alzheimer em humanos. A doenca de
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Alzheimer é caracterizada por um estado de deméncia resultante de
uma perda progressiva das habilidades mentais, apresentando como
caracteristicas constantes a perda de meméria e a lentificacéo do traca-
do de EOsG. Este déficit de memoria pode estar relacionado a perdas
neuronais no hipocampo bem como uma reducdo no numero de
neurdnios colinérgicos do prosencéfalo basal, acompanhadas de uma
lentificacdo db tracado eletroscilografico (Marin e Davis, 1995; Ray e
Jackson, 1991; Riekkinen et al,, 1991; Riekkinen-Jr et al.,, 1991;
Rodnitzky, 1995; Stewart, MacFabe e Vanderwolf, 1984; Sunderland,

Molchan e Zubenko, 1995).

Os sistemas colinérgicos podem ainda estar envolvidos com o pro-
cessamento somato-sensorial (Inglis e Fibiger, 1995; Leanza et al., 1995;
Levin, 1992; Muir, et al., 1992; Steriade, 1994; Turchi et al., 1995}, de-
sordens do humor (Janowski e Overstreet, 1995), comportamento motor
(O'Neill et al., 1994; Sanberg, 1983; Thompson, 1977; Zolman, Mattingly
e Sahley, 1978), na supressdo da atividade motora durante estados de
EOsG e comportamentais do sono paradoxal (Chase e Morales, 1994;
Holmes e Jones, 1994}, na regulacao do fluxo sangiiineo cerebral local
(Sato e Sato, 1989; 1992; Sunderland et al.,, 1995; Vaucher e Hamel,
1995), na regulacao respiratoria durante estados de sono (e.g., Lydic e

Baghdoyan, 1992).

Estas constatacdes foram obtidas através de lesbes experimentais,

estimulacdo elétrica e registros locais e também por manipula¢oes far-
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macolégicas dos sistemas colinérgicos, utilizando drogas colinomiméti-
cas ou através do bloqueio de seus receptores sinapticos. Estes recepto-
res celulares foram classificados em dois tipos por Dale (1914, cit. por
Nieuwenhuys, 1985), correspondendo a um grupo de receptores conhe-
cidos como nicotinicos, € outro grupo de receptores conhecidos como
muscarinicos. Esta classificacdo é baseada na habilidade de alcaldides
naturais, a nicotina e a muscarina, de mimetizarem os efeitos da ACh
como um neurotransmissor no sistema nervoso (Arneric, Sullivan e Wi-
lliams, 1995; Eglen, Reddy e Watson, 1994; Le Novére e Changeux,
1995). A grande diversidade de respostas provocadas por drogas nicoti-
nicas ou muscarinicas determinaram a subdivisdo dos dois grupos de
receptores colinérgicos. Os receptores nicotinicos sao divididos em dois
subtipos compreendendo os receptores nicotinicos musculares e nico-
tinicos neuronais. No sistema nervoso central, os receptores nicotinicos
receberam denominacbes diferentes em funcdo da afinidade destes re-
ceptores a toxinas especificas (a-bungarotoxina e k-bungarotoxina). Os
receptores nicotinicos sdo incluidos no grupo dos receptores ionotropi-
cos (receptores-canais ionicos) (Le Novére e Changeux, 1995) produzin-
do reacdes excitatérias celulares rapidas e influenciando na liberacdo de
substancias transmissoras (Arneric, Sullivan e Williams, 1995; Ribeiro,

Bettiker, Bogdanov e Wurtman, 1993).

Por sua vez, os receptores muscarinicos sao classificados em 5

subtipos farmacolégicos distintos (M1 - MJ5), codificados por genes dis-
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tintos mas relacionados (Ehlert, Roeske e Yamamura, 1995; Eglen, Re-
ddy e Watson, 1995). Os receptores muscarinicos sdo incluidos no gru-
po dos receptores metabotrépicos (acoplados a proteina transdutora G),
em geral produzindo como resposta celular a inibicdo da adenilato-
ciclase (M2), estimulaciao da fosfolipase C (M1) e/ou regulando a ativi-
dade de canais idnicos (canais de potassio e calcio) (Ehlert, Roeske e

Yamamura, 1995; Schwartz e Kandel, 1991; Taylor e Brown, 1994).

Como ja mencionado, varios estudos tém demonstrado que a
administracio local ou sistémica de agonistas nicotinicos ou muscarini-
cos suprimem a atividade oscilatéria em ondas lentas ou em fusos de
alta voltagem exibida pelos registros de EOsG cortical (Riekkinen-Jr, et
al., 1995). Adicionalmente, a administracdo de bloqueadores de recepto-
res nicotinicos ou muscarinicos provocam o surgimento de atividade
eletrografica tipica de estados ndo ativados (Steriade, 1991; Steriade et

al., 1990).

Alteracdes comportamentais também podem ser encontradas apos
administracdo de drogas que bloqueiam os receptores colinérgicos. A
administracido de escopolamina, um bloqueador muscarinico, induz um
aumento da atividade motora de ratos. Nesses animais, a administracao
de fisostigmina, um anticolinesterasico, resulta em atenuacao dessa hi-
peratividade (O’Neill et al., 1994). Investigacdes acerca de comportamen-
tos relacionados a memoria e aprendizado indicam que a administracao

de escopolamina ou atropina (um outro bloqueador muscarinico), pre-
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judica os processos de memoria (e.g., Jones e Higgins, 1995; Mineau,
Boag e Beninger, 1994; Santi e Wiese, 1995), de forma semelhante a
amnésia presente na senescéncia (Karczmar, 1990; 1993). Adicional-
mente, existem evidéncias que demonstram uma facilitacdo dos proces-
sos cognitivos ap6s administracdo de agonistas nicotinicos em individu-
os normais, e que a administracdo de bloqueadores de receptores nico-
tinicos como a mecamilamina, prejudica tais processos (e.g., Decker e

Majchrzak, 1993; Levin, 1992; Turchi et al., 1995).

Uma droga colinomimética que apresenta uma influéncia aprecia-
vel sobre a transmissao colinérgica é um alcaléide natural, a eserina,
também conhecida como fisostigmina. A eserina impede a acdo degra-
dativa da acetilcolinesterase sobre a ACh, deixando-a mais tempo dis-
ponivel na fenda sinaptica. Além dessa atividade anticolinesterasica, a
eserina parece apresentar uma acio agonista colinérgica ndo competiti-
va sobre receptores nicotinicos (Maelicke, Schrattenholz e Schroéder,
1995). O emprego da eserina como agente terapéutico € bastante antigo,
tendo sida usada como antidoto do curare por indios da Ameérica do
Sul. Antigo também foi o seu emprego no tratamento da miastenia gra-
vis, uma patologia que compromete a comunicac¢io sindptica na juncao
mioneural. Tem sido proposto o uso da eserina como coadjuvante no
tratamento da doenca de Alzheimer, baseado nos achados degenerativos

colinérgicos que acompanham esta doenc¢a e também, na possivel facili-
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tacao funcional por este alcaléide dos neurénios colinérgicos remanes-

centes (Karczmar, 1993).

Fortes evidéncias indicam que sistemas colinérgicos centrais es-
tdo presentes em todos os vertebrados, podendo ser detectados desde
cicléstomos (lampréia) até os mamiferos (Wachtler, 1980). Estas evi-
déncias indicam que entre répteis (Ulinski e Morgaliash, 1990; Gaztelu,
Garcia-Austt e Bullock, 1991; Ulinski, 1990 ), aves (Medina e Reiner,
1994; Sorenson e Chiappinelli, 1992) e mamiferos (McGeer, Eccles e
McGeer, 1987; Saper, 1990) existem diversas semelhancas anatéomicas
e, possivelmente também funcionais (Medina e Reiner, 1994; Wachtler,
1980), nos sistemas colinérgicos centrais. Além disso, muitas das afe-
réncias telencefalicas com origem no tronco encefalico e tdlamo apre-
sentam similaridades entre os diferentes grupos de vertebrados, e pro-
vavelmente sdo filogeneticamente antigas. Assim, é possivel que alguns
aspectos funcionais comportamentais de carater fundamental e associ-
adas a essas vias, podem ter sido estabelecidos ja no inicio da evolucgéo

dos amniotas (Marino-Neto, 1988; Miceli e Repérant, 1985) .

Estudos histoquimicos tém demonstrado que é possivel a exis- |
téncia de aferéncias colinérgicas 4 formaciao hipocampal de aves, bem
como a presenca de receptores colinérgicos muscarinicos nesta regiao
(Dietl, Cortez e Palacios, 1988; Kohler, Messer e Bingman, 1995; Medina
e Reiner, 1994). De fato, a formacao hipocampal de aves contém muitas

das substancias neuroativas que tém sido encontradas também no hi-
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pocampo de mamiferos. Estudos hodolégicos e imunohistoquimicos tém
demonstrado que a formacao hipocampal de aves recebe aferéncias no-
radrenérgicas (que podem ser originadas no locus coeruleus), dopami-
nérgicas (possivelmente oriundas da area tegmental ventral de Tsai) e
serotonérgicas (possivelmente originadas na rafe mediana) (Erichsen et
al., 1994; Krebs, Erichsen e Bingman, 1991). Além do mais, é possivel
encontrar fibras colinérgicas no complexo hipocampal, possivelmente
com origem no prosencéfalo basal (banda diagonal e regido septal me-
dial) (Krebs, Erichsen e Bingman, 1991; Medina e Reiner, 1994). Assim,
dados hodolégicos, imunohistoquimicos e farmacolégicos, parecem
apontar para um notavel grau de similaridade dos sistemas modulado-

res da atividade elétrica celular hipocampal entre aves e mamiferos.

Em vista do grau de comparabilidade exposto acima, é possivel
que os sistemas colinérgicos também tenham um papel relevante na re-
gulacao da atividade eletroscilografica telencefalica geral e, particular-

mente, sobre o EOsG hipocampal de aves.

Existem poucas informacoes acerca do papel dos diversos siste-
mas de neurotransmissao e¢ em particular dos sistemas colinérgicos, so-

bre a modulacao do EOsG telencefalico de aves.

A despeito da importancia da atividade colinérgica na regulacao
do EOsG de mamiferos, estudos acerca do papel colinérgico sobre o

EOsG em aves si@o escassos e assistematicos. Karmanova (1982} ad-
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ministrou um agonista muscarinico (arecolina} via intramuscular em
galinhas cronicamente implantadas com eletrodos bipolares. Esses ele-
trodos foram posicionados simetricamente nas regioes parietal e occipi-
tal de ambos os hemisférios cerebrais. Apoés a administracao da arecoli-
na, foi observado um aumento no ntimero e na duracao dos eventos de
sono paradoxal. A administracio periférica deste agonista provocou
também: 1) um aumento consideravel na atividade elétrica no nucleo
rotundo do talamo, principalmente na banda de freqiéncias entre 15 e
20 Hz e, 2) aumento na incidéncia de episédios curtos e espontaneos de
vigilia atenta que surgiam durante o estado vigil (habitualmente domi-

nado pela vigilia relaxada).

Num estudo direcionado principalmente a investigacao dos efeitos
da aplicacdo periférica de catecolaminas sobre o EOsG em galinhas, Key
e Marley {1962) examinaram adicionalmente os efeitos de algumas dro-
gas colinérgicas. A administracido periférica de nicotina em animais jo-
vens e despertos provocou, durante o alerta, a ocorréncia de um padrao
de ondas lentas de 1 a 3 Hz, sobrepostas por ondas em ponta de 4 a 6
Hz com amplitudes em torno de 150 a 200 uV. Esse padréo era inexis-
tente nos animais tratados com veiculo. Em animais adultos, o mesmo
tratamento provocou uma ativagdo do tracado eletrografico durante o
sono. Atividades de 4 a 6 Hz tornam-se dominantes, sendo sobrepostas
por salvas de atividades de 18 a 20 Hz e ondas em ponta de 200 a 350

uV, surgindo de 4 a 5 vezes por segundo. A administracio de atropina
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(0,2 mgi.c.v. e 3,0 mgi.p.) em 3 pintos de 1 a 28 dias nio produziu ne-
nhum efeito significativo sobre a atividade eletrocortical desses animais.
Em animais com trés semanas de idade encontraram atividade rapida

de baixa amplitude apos administracao de eserina.

Embora os autores acima citados ndo tenham apresentado e dis-
cutido os dados sobre os efeitos de agentes colinérgicos de forma por-
menorizada e sistematica, torna-se aparente que manipulacdes colinér-
gicas por via periférica podem afetar o EOsG telencefalico em galinhas.
Estes efeitos, em geral, sio semelhantes aos observados em mamiferos,
isto é, aumentos da atividade colinérgica (supostamente produzidos pela
nicotina, pela arecolina e pela eserina) induzem estados eletrograficos
ativados. O bloqueio de receptores muscarinicos, no entanto, parece
nao afetar o EOsG em animais jovens. Tanto quanto pudemos averi-
guar, estes trabalhos sdao os Uinicos na literatura que examinaram em
aves os efeitos de drogas colinérgicas sobre o EOsG telencefalico em

aves.

Outros estudos utilizando drogas neuroativas em aves se ocupa-
ram também em examinar a influéncia colinérgica sobre diversos com-
portamentos (e.g., Kohler et al., 1996; Sanberg, 1983; Savage et al.,
1994; Thompson, 1977; Zolman, Mattingly e Sahley, 1978}, e sugerem
que, de forma similar ao observado em mamiferos, aplicacoes periféricas
de bloqueadores de receptores colinérgicos produzem perturba¢ées em

processos cognitivos.
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1.3. O Hipocampo

Apesar do telencéfalo dos vertebrados superiores ter evoluido em
duas diferentes direcdes, uma levando as estruturas tipicas das aves
(com um desenvolvimento telencefalico globiforme), e outra levando a
organizacdo presente nos mamiferos {e.g., com seu desenvolvimento
laminar das estruturas corticais), ambas as linhas permitiram aquisi-
¢bes comportamentais complexas (Wachtler e Ebinger, 1989). Estudos
neuroanatdomicos comparativos indicam uma intima relacdo entre o
desenvolvimento de uma dada estrutura cerebral e a sua importancia
funcional nas diferentes espécies. Tanto a organizac¢do morfologica basi-
ca do sistema nervoso, quanto a regulacido de funcdes como alimenta-
¢ao, orientacio, reproducao e regulaciao interna de todas as espécies de
vertebrados sdo similares, embora o grau de diferenciacao e de tamanho
das estruturas possam variar muito entre espécies relacionadas, por
conta das diferentes demandas biologicas e da adaptacdo ao ambiente

ao qual estido inseridos (Schwerdtfeger e Germroth, 1990).

O telencéfalo de aves é caracterizado por grandes grupamentos
celulares revestidos por uma fina lamina celular que os reveste, sendo
alguns grupamentos comparaveis a estruturas cerebrais corticais e
subcorticais especificas de mamiferos (Benowitz, 1980; Veenman e Rei-
ner, 1995). Estudos utilizando técnicas anatomicas especiais para mar-
cacgao de receptores sinapticos, tém demonstrado que existe uma distri-

buicao muito similar desses receptores entre cérebro de aves e de mami-
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feros, indicando uma evolugcédo conservativa do prosencéfalo de amnio-

tas (Veenman et al., 1994).

Uma estrutura ubiqua no telencéfalo de vertebrados superiores é
o hipocampo (hp}. Estudos embriolégicos e de anatomia comparativa
ind.icam que esta regido telencefalica pode ter derivado do coértex dorso-
medial de um ancestral comum tanto aos mamiferos quanto aos répteis
e as aves (Casini, Bingman e Bagnoli, 1986). A formacédo hipocampal de
mamiferos compreende quatro regides corticais de organizacao relati-
vamente simples. Estas incluem o giro denteado, o corno de Amon
(hipocampo propriamente dito) que é subdividido em regiées CA1, CA2 e
CA3, o complexo subicular (subdividido em subiculo, pré-subiculo e
para-subiculo} e cértex entorrinal (Amaral e Witter, 1989). Dado a sua
simplicidade estrutural, estudos neuroquimicos do hipocampo de mami-
feros tém fornecido informagdes importantes a respeito das substancias
neuroativas sobre esta regido e de seus efeitos sobre a atividade elétrica
que emerge de sua circuitaria. Moléculas neurotransmissoras como &ci-
do-gama-amino-butirico (GABA), NA, ACh, DA, glutamato (GLU), aspar-
tato (ASP) e diversos peptideos tém sido identificadas, embora o respec-
tivo papel funcional destes neurotransmissores ndo seja conhecido
completamente. Existem sugestdoes de que estes neurotransmissores
funcionem como moduladores da atividade elétrica regional (Franck et

al., 1989).
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O hipocampo e estruturas a ele relacionadas tém um papel muito
importante na regulacio neural dos mais variados processos de memoé-
ria (Paré, Dong e Gaudreau, 1995), particularmente aqueles envolvidos
com o controle de certos tipos de comportamento espacial. Lesdes hipo-
campais experimentais realizadas em roedores produzem déficits tanto
em tarefas espaciais quanto na geracdo de comportamentos intencio-
nais especificos dentro de um ambiente familiar (Bingman e Mench,

1990).

Numerosos estudos realizados nos tultimos 50 anos tém sugerido
que o telencéfalo de aves pode mediar padroes comportamentais com-
plexos e bem organizados, principalmente aqueles envolvidos com o
aprendizado (Benowitz, 1980). Uma estrutura telencefalica de aves
bastante investigada neste contexto funcional é o hipocampo. Esta es-
trutura é tida como equivalente ao hipocampo de mamiferos (Benowitz e
Karten, 1976). Apesar de o hipocampo de aves apresentar uma disposi-
céo citoarquiteténica que difere da dos mamiferos, nas aves este apre-
senta organizacédo trilaminada, guarda uma relacdo espacial caracteris-
tica com o ventriculo lateral e apresenta diversidade celular e organiza-
cdo hodologica intrinseca e extrinseca similar aquela encontrada nos
mamiferos (Bingman et al., 1988a e 1988b; Casini, Bingman e Bagnoli,

1986).

O hipocampo de aves, a exemplo do de mamiferos, é considerado

como parte do sistema limbico, participando de fun¢des como compor-
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tamento emocional e sexual, orientacdo espacial, regulacido visceral,
memoria e aprendizado (Bingman 1988a, 1988b, 1990; Casini, Bingman
e Bagnoli, 1986; Krebs, Erichsen e Bingman, 1991). As capacidades de
armazenamento e evoca¢do de informacodes verificadas em aves estdo
provavelmente relacionadas a um alto grau de desenvolvimento nio s6
da formacgao hipocampal, mas também do telencéfalo como um todo. O
hipocampo pode estar envolvido no redirecionamento da atencdo a es-
timulos ambientais (olfativos, visuais, auditivos) relevantes e reagir a
estes apropriadamente (Schwerdfeger e Germroth,1990). O hipocampo
de aves apresenta conexdes reciprocas com o neocortex e indiretas com
estruturas olfativas via cortex piriforme, importantes para processar es-
sas informacoes externas (Bingman et al., 1988a, 1988b, 1994). Apesar
de apresentar um bulbo olfativo modesto, pombos apresentam uma
apreciavel capacidade de processamento olfativo. Essas conexdes reci-
procas com o cértex piriforme indicam que o hipocampo esta envolvido
nio s6 no controle de navegacao baseado em sinais olfativos mas tam-
bém com o aprendizado e meméria (Bingman et al. 1994). Apos lesdes
hipocampais experimentais, os pombos diminuem a sua capacidade em
voar de volta para casa a partir de areas onde podem marcar e identifi-
car referenciais familiares (Bingman et al.,, 1988a; 1988b; Gagliardo,
Mazzotto e Bingman, 1996). Aves que estocam comida em diferentes lo-
cais (e.g., corvo, pardal, pica-pau) conseguem apds certo decurso de

tempo, localizar com facilidade os locais de estocagem. Lesoes da forma-
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cado hipocampal dessas aves provocam déficits na localizacido dos locais
de estocagem, sugerindo uma disfuncido na memoria de trabalho bem
como na memoria € na orientacao espacial (Sherry et al., 1989; Gagliar-
do, Mazzotto e Bingman, 1996). Esses dados demonstram que o hipo-
campo tem uma participacdo importante na capacidade de orientacio
espacial e no reconhecimento de referéncias ambientais familiares
(Erichsen et al., 1994). E interessante salientar que os efeitos resultan-
tes de lesdes hipocampais se assemelham muito aos efeitos provocados
pela injecdo de drogas bloqueadoras de receptores muscarinicos (Kohler

et al., 1996)

Em funciao do quadro de evidéncias acima, indicativas de uma
possivel interacdo funcional entre o hipocampo e os sistemas colinérgi-
cos centrais de aves e mamiferos, e a auséncia de evidéncias sobre uma
possivel modulacao colinérgica do EOsG-hp de aves, o presente trabalho
se propde a iniciar um estudo sistematico do papel dos sistemas coli-
nérgicos na regulacio do EOsG hipocampal do pombo doméstico
(Columba livia). Nesse trabalho, serdo examinados os efeitos da adminis-
tracdo periférica de drogas que afetam sinapses colinérgicas
(bloqueadores de receptores nicotinicos e muscarinicos, e um agente
anticolinesterasico) sobre os comportamentos de vigilia relaxada, de vi-
gilia atenta espontanea e de vigilia atenta provocada por estimulo sono-

ro e, sobre o EOsG hipocampal em pombos despertos e nao restritos,
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utilizando a analise espectral de poténcias e a analise aperiodica, além

da analise visual do tracado.



MATERIAIS E METODOS

2.1. Animais

Foram utilizados pombos (Columba livia) machos e fémeas adul-
tos, pesando entre 300 e 500 g, obtidos no biotério central da Universi-
dade Federal de Santa Catarina (UFSC). Estes animais foram mantidos
em gaiolas individuais, alojadas no biotério setorial do Departamento de
Ciéncias Fisiologicas (CCB/CFS-UFSC), com periodos claro-escuro de
12 horas cada (07:00 - 19:00 claro sob luz artificial), a temperatura
ambiente, recebendo alimgnta(;éo e agua ad libitum. Os experimentos
foram realizados respeitando-se os principios éticos de experimentacao
animal, postulados pelo COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacéo

Animal, 1991).
2.2. Eletrodos

Foram utilizados eletrodos bipolares confeccionados em grafite de
0,3 mm de diametro (2H) dispostos em paralelo, montados e colados
com epoxi-carbono (World Precision Instruments Inc.) em agulhas com
parede fina de 28 x 7 mm. As agulhas foram separadas por um segmen-
to isolante de 0,5 mm, composto de acrilico odontolégico e cianoacrilato
(figura 1). Um outro par de eletrodos, confeccionado com aco inoxidavel
envernizado de 0,5 mm de didmetro, com um segmento descoberto de 1

cm, foi implantado na musculatura posterior do pescoco. Este par ser-
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isolamento elétrico

——— agulha hipodérmica

cola epdxi-carbono
— grafite de 0,3mm

0,5mm

Figura 1- Desenho esquematico representando os eletrodos bipolares para registro da
atividade eletroscilografica cerebral. (Escala 1: 8)
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viu para registrar o eletromiograma (EMG). Um tinico eletrodo, confecci-
onado com o mesmo material utilizado para os eletrodos de EMG, serviu
de referéncia e aterramento para o animal. Este eletrodo foi instalado
subcutaneamente, sendo fixado a um parafuso de aco inoxidavel, sobre

a regido frontal do cranio do animal.

2.3. Cirurgia

Para a implantacao dos eletrodos, os animais foram anestesiados
com uma associacdo de 0,33 ml/Kg de peso corporal de solugiao aquosa
de cloridrato de 2-(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina (Rompun,
Bayer) e 0,66 ml/Kg de peso corporal de cloridrato de quetamina
(Ketalar, Parke-Davis) via intramuscular. Uma vez anestesiados, os
animais foram posicionados em um aparelho estereotaxico (David Kopf
Instruments), com adaptador para pombos (Karten e Hodos, 1967). De-
pois de posicionados, foram administrados 0,2 ml de cloridrato de lido-
caina a 2% com vasoconstritor (Xylestesin, Cristalia) subcutaneamente,
seguidos de uma incisao longitudinal sobre a pele para a exposicdao do
cranio. A porcao exposta do cranio foi entdo desbridada e seca. Em se-
guida o cranio foi perfurado com broca esférica de uso odontolégico, so-
bre o ponto correspondente a formacédo hipocampal esquerda (a-p = +
4,0; 1 = -1,0) (figura 2), seguindo-se coordenadas derivadas do atlas es-
tereotaxico para pombos de Karten e Hodos (1967). Apds o posiciona-
mento manual dos eletrodos no orificio correspondente, os espacos

deste orificio foram preenchidos com fibrina do plasma de sangue bovi-
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Figura 2- Esquema demonstrativo de corte frontal, do posicionamento dos eletrodos
sobre a regido hipocampal (modificado de Karten e Hodos, 1967). A: archistriatum;
APH: area parahipocampalis; HP: hippocampus; NC: neostriatum caudale; DMP:
nucleus dorsomedialis posterior thalami; SCE: stratum cellulare externum; SCI:
stratum cellulare internum; LHy: nucleus lateralis hypothalami.
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no (Fibrinol, Baldacci). Mais cinco orificios foram realizados no cranio
do animal, distantes do ponto de implantagéo do eletrodo hipocampal.
Dois deles visaram a colocacido de parafusos de ac¢o inoxidavel para fi-
xacao do capacete de acrilico ao cranio. Os trés restantes para a im-
plantacdo de eletrodos em outras areas telencefalicas (hiperestriado
acessorio, hiperestriado ventral e area corticoidea dorso-lateral), visando
a comparacao da atividade elétrica circunscrita a essas areas com o hi-
pocampo (dados nao apresentados no presente trabalho). Os eletrodos
foram entao soldados a um conector que foi fixado ao cranio do animal
com acrilico autopolimerizavel de uso odontolégico. Apés a sutura da
pele, os animais receberam uma dose intramuscular de pentabiético de
uso veterinario (0,1ml/100g - Pentabiético, Wyeth). Dois animais rece-
beram implante cronico de eletrodos para registro do eletrocardiograma
(ECG) sobre a musculatura peitoral, associado aos eletrodos para regis-

tro do EOsG hipocampal e do HP , e para registro do EMG.

2.4. Ambiente de Registro

A sala de registro é construida em alvenaria, possuindo forragao
interna em madeira, sendo esta afastada da parede por um espaco de 5
cm preenchido com placas de Isopor de 3 cm de espessura, para atenu-
acdo acustica e manutencao da temperatura interna da sala. Esta sala
foi mantida com iluminacdo artificial por intermédio de 3 lampadas flu-
orescentes de 70 W cada, posicionadas nas paredes laterais. Esta sala

conta com renovacao de ar forcada, através de um exaustor posicionado
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no teto da mesma. Um gerador de ruido branco (aprox. 35 dB) foi utili-
zado para mascaramento de possiveis interferéncias sonoras externas.
Na parede anterior da sala encontra-se uma janela com vidro unidireci-
onal (30 x 30 cm) para a observagcao do comportamento do animal du-
rante os periodos de registro. Uma campainha posicionada internamen-
te no teto da sala, foi utilizada para gerar um ruido de 90 dB por 3 s.
durante os experimentos com estimulacido sonora. Ainda no interior
desta sala de registro, encontra-se uma gaiola de Faraday (1,0 x 0,7 x
0,6 m), que foi utilizada para alojar a gaiola do animal. Uma vez aloja-
dos na sala de registro, os capacetes dos pombos foram conectados a
um “swivell” elétrico miniatura (Stoelting Co.) de dez circuitos indepen-
dentes, que serviu de interface entre o animal e os cabos coaxiais que

dao entrada dos sinais ao poligrafo.

2.5. Protocolo de Registro

Apdés um minimo de 7 dias de recuperacido, os animais foram
transferidos (em gaiola individual) para a sala de registro, num periodo
entre as 10:00 e 17:00 horas. Apés um tempo minimo de 2 horas de
habituacdo ao ambiente de registro e aos cabos do swivell, os pombos
foram submetidos ao protocolo de registro, que consistiu da aquisicédo
do EOsG e do registro simultaneo da observacdo comportamental por
um periodo de 20 minutos (controle). Durante um periodo comporta-
mental de vigilia relaxada, os pombos foram submetidos a estimulacdo

sonora. Completando-se 20 minutos, encerrava-se o registro. Para as
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sessOes de registro com drogas (ver adiante), os animais receberam a
dose estipulada da droga eleita e foram submetidos aos mesmos proce-
dimentos descritos para os registros de controle. As sessdes com drogas
tiveram duraciao de 30 minutos, iniciando-se a partir da injecdo da dro-

ga (figura 3).

2.6. Drogas

Os pombos receberam por via intraperitoneal (i.p.) dose tnica de
veiculo (1 ml de solucao salina a 0,9%) ou doses equimolares (8 mmol)
das seguintes drogas: hidrocloreto de escopolamina (ESC, 2,7 mg/Kg -
Scopolamine, Sigma Chemical Co.} - bloqueador muscarinico; metilbro-
meto de escopolamina (M-ESC, 3,18 mg/kg - Scopolamine methyl bro-
mide, Sigma Chemical Co.) - agente antimuscarinico de acdo periférica;
hidrocloreto de mecamilamina (MEC, 1,6 mg/Kg - Mecamylamine, Sig-
ma Chemical Co.) - antagonista nicotinico ndo competitivo; e eserina
(ESE, 100 ug/kg - Eserine, Sigma Chemical Co.) - anticolinesterasico.
Para a administracdo das drogas foi seguida uma ordem iniciando-se
com solucdo salina. Apés um minimo de 4 dias de intervalo, adminis-
trou-se MEC ou ESC. A ESE foi a ultima droga a ser aplicada. Em tra-
balhos anteriores deste laboratério, realizados em 14 animais submeti-
dos a condicoes semelhantes as do presente trabalho, foram explorados
os efeitos eletrograficos e comportamentais de injecdes periféricas de
outras doses de ESC (0,4; 0,8; 1,6; 2,7 mg/kg). Em funcao da auséncia

de alteracoes nitidas quer no comportamento (nas doses 0,4 e
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Figura 3- Diagrama demonstrativo do curso temporal, em minutos, das sessdes de
registro.
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0,8mg/kg) quer nos atributos quantitativos do EOsG-hp aqui estudados
(nas doses 0,4, 0,8 e 1,6 mg/kg), bem como da expressiva massa de da-
dos produzida pelo estudo das relagdes dose-efeito da ESC, optou-se,
no presente trabalho, pela disseccao minuciosa dos efeitos da dose de
2,7 mg/kg. Doses mais elevadas de ESC provocaram intensas disfun-
¢Oes viscerais (e.g., vomito) e alteragdes locomotoras e posturais que

impediram registros adequados.

As doses adotadas acima para ESC sdo suficientes para provocar
perturbacoes nos comportamentos baseados na utilizacdo da meméria
de trabalho e memoéria espacial em pombos (e.g., Mineau, Boag e Benin-
ger, 1994; Savage, Stanchfield e Overmier, 1994} e roedores (e.g., Jones
e Higgins, 1995; Moran, 1993), sobre comportamentos motores como
por exemplo a imobilidade tonica em galinhas (e.g., Sanberg, 1983;
Thompson, 1977; Zolman, Mattingly e Sahley, 1978) e hiperatividade
motora em roedores (e.g., O’'Neill et al.,, 1994). Essas doses também in-
terferem no tracado eletroscilografico de diferentes animais (sapos - e.g., ‘
Kostoswski e Mészaros, 1967; ratos - e.g., Neufeld et al.,, 1994; Riekki-
nen et al., 1991; Riekkinen-Jr et al., 1991). Para a MEC, a dose estipu-
lada induz mudancas sobre a atividade elétrica cortical (e.g., Radek,
1993; Riekkinen et al., 1991) e sobre o aprendizado e memoéria em roe-
dores (e.g., Decker e Majchrzak, 1993; Riekkinen-Jr et al.,, 1992a; Tur-
chi et al., 1995) e sobre certos processos cognitivos em humanos (e.g.,

Levin, 1992). A dose determinada para a ESE afeta tanto o comporta-
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mento quanto o tracado eletroscilografico em diferentes espécies ani-
mais (galinhas - e.g., Key e Marley, 1962; ratos - e.g., Muir et al., 1992;
O’Neill et al., 1994; Santucci et al., 1981; répteis - e.g., Gaztelu, Garcia-

Austt e Bullock, 1991).

2.7. Registros Comportamentais

Os eventos comportamentais de interesse foram observados e
anotados sistematicamente, utilizando-se cédigos especiais (tabela 1)
digitados no teclado do computador. Foram feitas anotag¢des do compor-
tamento espontaneo, das reacdes comportamentais a estimulacido sono-
ra e das alteragées comportamentais provocadas pela administracdo de
drogas. Estes registros comportamentais foram realizados simultanea-
mente a aquisicédo do sinal eletroscilografico, de forma a permitir a ana-
lise dos dados tanto do EOsG quanto do comportamento na mesma se-

qiiéncia temporal.

2.8. Aquisicao do sinal

A aquisicdo do sinal eletroscilografico foi realizada através dos
amplificadores de um poligrafo analégico de quatro canais NARCOTRA-
CE® 40 (NARCO Bio-Systems). Este equipamento que registra em papel
o sinal recebido, teve a constante de tempo ajustada em 0,3 segundos.
O poligrafo permite amplificacdo e filtragem (filtros de corte selecionavel
tipo passa-baixa “Butterworth” de segunda ordem e filtro “notch” para

atenuacao de 60 Hz) do sinal. Para os propésitos do presente trabalho
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foi utilizada amplificacdo de 10 mV/cm, e com o filtro de corte ajustado

em 100 Hz.

Apés a amplificacdo e filtragem, os sinais do EOsG foram trans-
mitidos para um computador clone IBM-PC/AT 80386 (Microgeneration,
33 MHz, monitor SVGA colorido, co-processador matematico 80387) por
intermédio de uma placa conversora analégico-digital de 8 canais
(ADAC/12, Digicart, ver.1.0), configurada para conversio em 8 bits e

aquisicdo de sinais dos 4 canais simultaneamente (figura 4).

A aquisicdo e processamento pelo computador se deu por inter-
médio de um programa para aquisicdo e analise de sinais biologicos
(Sistema para Aquisicdo e Analise de Sinais Bioldgicos - SAASBIO)
(Coimbra, 1994), desenvolvido neste laboratério em colaboracdo com o
GPEB (Grupo de Pesquisa em Engenharia Biomédica - UFSC). Este pro-
grama permite calibracdo com pulsos de 100 mV que sdo gerados pelos
amplificadores do poligrafo. O SAASBIO foi ajustado para amostrar o
sinal a uma freqliéncia de 128 Hz, assegurando a reconstrucdo das on-
das eletroscilograficas com apreciavel definicdo (e.g., Nilsson, Panizza e
Hallett, 1993), necessaria para as analises que foram utilizadas pelo

presente trabalho.

Apbs a aquisi¢do do sinal, o programa gera um arquivo binario,
armazenando-o em disco rigido. Este arquivo entido foi posteriormente
acessado e transformado pelo programa em tracado eletroscilografico

apresentado no monitor de video.



POLi GRAFO

CONVERSOR REGISTRO
AID PAPEL

SAASBIO

CAL

l

REGIS

MARCADORES EOsG
EVENTOS DIGITALIZADO

|

ANALISE
off-line

|
I |

QUALITATIVA | | QUANTITATIVA

Figura 4 - esquema demonstrativo do sistema de aquisicao e analise de EOsG.



39

Simultaneamente aos registros, o programa esta habilitado a ar-
mazenar informacdes de um marcador de eventos (teclado do computa-
dor). Os eventos assinalados ddo origem a um arquivo paralelo ao do
sinal. Como resultado, os eventos sido apresentados no monitor de video
ao mesmo tempo do arquivo referente ao sinal eletroscilografico regis-
trado. Este marcador de eventos contém os codigos resultantes da ob-

servacao comportamental das sessoes de registro.

Além da apresentacédo dos tracados na tela, este programa permi-
te a realizacdo de analise aperiddica, analise espectral, medicdo de vol-
tagens, contagem de picos, derivada, integral e filtragem (filtros passa-
faixa e passa-baixa) do sinal dos quatro canais individualmente quando

necessario.

2.9. Histologia

Cumpridos os protocolos de registro, os pombos foram anestesia-
dos com hidrato de cloral (0,4 ml/Kg de peso corporal, i.p.) e perfundi-
dos intracardiacamente com solucédo salina (NaCl a 0,9%) seguida de
formol a 10%. Os cérebros antes de serem dissecados, receberam uma
corrente elétrica de 3,3 pA por S s. através dos conectores do capacete,
para demarcar a posicao dos eletrodos. Uma vez dissecados, os cérebros
foram mantidos em formol a 10% por uma semana. Apds este periodo,
foram incluidos em agar-agar, submetidos & microtomia em vibratomo
(Campden Instruments Ltd.) em cortes com espessura de 100 um. Os

cortes foram montados em laminas gelatinizadas, deixados para secar
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ao abrigo do ar e da umidade por 48 horas, sendo entido corados pela
técnica de Nissl (Tionina a 0,1%). Depois de corados, os cortes foram
cobertos com laminulas sobre balsamo do Canada, sendo finalmente
examinados ao microscopio éptico (Olympus - BH2), para a avaliaciao do

posicionamento dos eletrodos.

2.10. Analise dos Registros

Validadas as preparac¢des pela analise histolégica, os registros fo-
ram avaliados integralmente por inspecdo visual em épocas de 10 s.
Esta inspecdo serviu para detectar periodos isentos de artefatos e sem
flutuacao de linha de base. A forma, duracido, magnitude e incidéncia
das diferentes ondas componentes do tragado eletroscilografico foram
avaliadas durante esta inspecao visual. Além da inspecdo do tracado,
eventos comportamentais continuos e periodos de transicdo entre dife-

rentes estados comportamentais também foram alvo de avaliacio.

A analise comportamental foi realizada computando-se as dura-
¢oes acumuladas de eventos comportamentais (vide tabela 1) nas condi-
coes de controle e experimentais. De todo o registro, foram selecionadas
épocas de EOsG de 10 segundos. Estas épocas correspondiam a estados
comportamentais de vigilia relaxada e vigilia alerta espontaneos bem
como de vigilia alerta evocada por estimulaciao sonora. Utilizou-se crité-
rios comportamentais € eletromiograficos para determinar a correspon-
déncia do tracado eletroscilografico aos estados espontaneos de vigilia

relaxada (movimentos corporais discretos, postura em pé, olhos semi-
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cODIGO DESCRIGAO CODIGO DESCRIGAOQ
MOVIMENTOS CORPORAIS

A Andar - qualquer deslocamento do pombo L Autolimpeza - movimentos de esfregar o bico
dentro da gaiola, ou alteméancia de {ou bicar) nas penas de qualquer parte do
sustentacdo do corpo pelas pemas; corpo;

Cc Qualquer movimento da cabega, exceto os TR Tremor - tremor muscular emitido por qualquer
movimentos de ‘pescar que ocorrem durante parte do corpo ndo caracterizando o
0 Sono; espreguicar;

E Espreguigar - movimentos de extensdo das \"J Bater asas - movimentos de bater as asas,
pemas, abertura das asas, seguidos de com o pombo apoiado sobre uma superficie;
tremor do corpo;

F Congelamento - comportamento imével, olhos EX Complexo comportamental exploratério
fixos, sem movimentos palpebrais, pescogo compreendido por postura alerta, movimentos
ereto, movimentos de cabeca rapidos e de de cabeca rapidos, movimentos palpebrais
curta amplitude; rapidos ou ausentes. Eventualmente ocorrem

deslocamentos do animal dentro da gaiola;
COMPORTAMENTOS ALIMENTARES

G Ingerir - séo os comportamentos de degluticao DEG Deglutir - movimentos rapidos com o bico,
quando o pombo esta ingerindo alimento semelhantes aos da ingestdo, porém ndo
sdlido ou agua; associados a ingestdo de dgua ou alimento;

/o] Comportamento de vomitar - indicado pelos DEF Defecar - ato de defecar;
movimentos espasmédicos do bico e
pescogo, seguidos ou ndo de expulsdo de
contetido gastrico;

MOVIMENTOS OCULARES

0 Olhos fechados - identificagdo da 1 Olhos abertos - identificagdo da permanéncia
permanéncia dos olhos fechados por pelo dos olhos abertos por pelo menos dois
menos dois segundos consecutivos; segundos consecutivos;

2 Piscar lentamente - movimentos lentos de 3 Piscar rapidamente - movimentos de piscar
piscar, permitindo a observagdo do rapidos, geralmente ndo permitindo a
fechamento completo dos olhos; observacdo do fechamento completo dos

olhos;

4 Movimentos oculares com olhos fechados - 5 Ptose palpebral - fechamento parcial das
movimentos dos globos oculares com os palpebras, olhos semicerrados;
othos fechados;

POSTURAS

PR Postura relaxada - pombo imével, piscando PA Postura alerta - pombo imével com a cabega
lentamente, podendo estar associado a elevada, olhos abertos e fixos, com
movimentos suaves e discretos da cabega; movimentos de piscar muito rapidos, sem

fechar os olhos;

PS Postura de sono - animal imével com olhos SE Postura sentada - animal permanece sentado

fechados, cabega fletida e apoiada sobre o
peito, retracao do pescogo, penas do peito
ericadas, eventualmente apoiado apenas em
uma das pernas sobre o piso da gaiola ou no
poleiro. Eventualmente podera adotar a
postura sentada;

sobre suas pemnas fletidas, com a cabega em
posi¢ao ereta ou discretamente apoiada sobre
o dorso, piscando lentamente ou rapidamente.
Eventualmente apresenta penas erigadas.
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cerrados ou piscando lentamente e atividade eletromiografica regular e
de baixa amplitude}, e vigilia alerta (movimentos de cabeca orientados,
olhos abertos ou piscando rapidamente e eletromiografia com atividade
irregular e de alta amplitude) (e.g., Amlaner e Ball, 1994; Tobler, 1988).
Além dessas amostras, eventuais periodos alterados de comportamento
ou demonstracao de dissociacdo entre comportamento e EOsG, também
foram colhidos para analise. Apds a escolha das épocas de 10 segundos,

essas foram submetidas a analise quantitativa.

Esta analise foi realizada de forma comparativa entre os registros
obtidos apés administracdo das drogas ou veiculo e os de linha de base
correspondentes e, entre apés administracdo das drogas e apods injecao

de salina.

A etapa quantitativa consistiu da analise aperiédica (periodo-
amplitude) e da analise espectral (analise de poténcia) pela transforma-
da rapida de Fourier (FFT - fast Fourier transform), das amostras de
EOsG. A analise aperiédica foi utilizada para fornecer informacoes acer-
ca do namero total de ondas (periodos) e a somatoéria das amplitudes
contidas em cada segundo da amostra de 10 segundos selecionada
(Buhrer et al., 1990; Coimbra, 1994; Geering et al.,, 1993). Esta ferra-
menta de analise identifica seletivamente eventos elétricos contidos en-
tre dois extremos relativos (picos - vale - pico) de um determinado sinal.
Inicialmente o sinal é filtrado por um filtro passa - baixa de 30 Hz para

atenuar possiveis distorcées de alta freqliéncia que possam prejudicar a



43

identificacdo das ondas. Uma vez filtrado, sdo: 1) contadas as ocorrén-
cias dos eventos elétricos consecutivos (pico-vale-pico) correspondendo

ao periodo (variavel denominada numero de ondas, expressa em on-

das/s); 2) somadas as tensbes dessas ondas (medidas de pico-a-

tangente, variavel denominada de somatdrio de amplitudes, expressa

em pV/s ), correspondendo por sua vez a amplitude. Apds este trata-
mento do registro, o sinal é novamente filtrado em 10 Hz para a identifi-
cacao e tomada das mesmas medidas para as ondas de “baixa freqién-
cia”. Como resultado foram obtidos valores de niimero de ondas e soma-
tério das amplitudes das ondas tanto de altas quanto de baixas fre-

quéncias (Coimbra, 1994).

A analise espectral forneceu informacgdes sobre as freqliéncias
componentes do tragcado eletroscilografico e as suas contribuicdes a
poténcia total do sinal. O algoritmo da FFT disseca as ondas do tracado
bruto do EOsG, decompondo-as em multiplas ondas senoidais. Este
complexo de ondas senoidais (tracado bruto) é composto pela superpo-
sicdo de ondas (harménicas) periodicas basicas de diferentes freqién-
cias, amplitudes e fases (Biihrer et al.,, 1990). O espectro de poténcia
apresentado pela FFT traduz em uV2/Hz, a energia contida em uma se-
quéncia de sinais iterativos. Este espectro é obtido pelo calculo integral
dos quadrados das voltagens dos sinais num determinado intervalo de
tempo segundo a freqiiéncia, pemiﬁndo estabelecer a distribuicao mé-
dia da poténcia de um sinal em relacao 5 freqiiéncia. Quando ha varia-

¢Oes ritmicas do sinal, a poténcia prepondera sobre uma frequéncia
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fundamental. Na auséncia de ritmicidade, a energia contida no sinal
distribui-se por extensa faixa de freqiiéncias, com pouca ou nenhuma
concentracdo de poténcia em faixas especificas de freqliéncia (Valle,
1992). O algoritmo utilizado pelo presente trabalho esta habilitado a
realizar a leitura dos dados diretamente do banco de dados global. An-
tes de serem processados pela FFT, esses dados sao submetidos a uma
janela de ponderacao (split-cosine-bell tapering) nos 10% iniciais e finais
da janela de tempo. Esse procedimento reduz o alastramento de uma
frequiéncia especifica para as suas vizinhas imediatas dentro do perio-
dograma. Determinada a distribuicdo espectral, tais bandas de fre-
qaéncia foram analisadas. Dessa forma, foi possivel obter-se um pano-
rama das atividades predominantes de determinadas bandas de fre-

quéncia, nas situacoes de controle bem como sob o efeitos das drogas.

2.11. Estatistica

Apés essas etapas, os dados absolutos da analise aperiédica e da
FFT, gerados pelo SAASBIO em forma de arquivo binario, foram expor-
tados para uma planilha eletronica (Excel for Windows versao 5.0 - Mi-
crosoft). Neste programa, os dados absolutos da FFT foram transforma-
dos em dados percentuais em relacdo a poténcia total. Os dados do
EOsG-hp destinados a analise estatistica, para cada segmento de 1 se-

gundo das amostras selecionadas, incluiram: a poténcia absoluta total

(em pV2/Hz), a borda espectral de 50%, os dados das poténcias relati-

vas de 1 a 30 Hz (freqiiéncia de resolucao de 1 Hz) do espectro, e os da-
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dos absolutos da analise aperiédica (nuimero de ondas e amplitude).

Previamente as analises estatisticas, os dados eletrograficos foram
submetidos a uma transformacéo logaritmica [x = log (x)], visando mi-
nimizar possiveis efeitos de distribuicdo ndo gaussiana dos dados
(Gasser, Bacher e Mocks, 1982). Ap6s a transformacéo logaritmica, as
amostras foram submetidas ao teste de Levene (para avaliar a homoge-
neidade das variancias) e ao teste de Shapiro-Wilkis (para investigar
estatisticamente a proximidade da distribuicdo dos dados em relacdo a
normalidade). Estes testes foram utilizados para avaliar se os dados
podiam ser submetidos as analises paramétricas de variancia. Apos esta
analise prévia assegurou-se o emprego da analise de variancia (ANOVA

de uma via) para os dados relativos.

As médias obtidas da duragdo acumulada dos comportamentos de
interesse foram submetidas também & analise de variancia {ANOVA de
uma via). Neste teste comparou-se os dados experimentais versus a li-
nha de base correspondente, e dados experimentais das drogas (ESC,

MEC e ESE) versus salina.

Como nivel de significancia para todos os métodos estatisticos foi
adotado um valor de p<0,05. Esses procedimentos foram realizados

através de um programa estatistico (Statistica versiao 5.0 - Statsoft Inc.).



RESULTADOS

Do total de 23 animais usados no presente estudo, 13 prepara-
¢oes foram consideradas apropriadas tanto para a analise comporta-
mental quanto para as analises eletroscilograficas. Foram descartados
10 animais por conta de problemas no posicionamento dos eletrodos
hipocampais e pela presenca de artefatos nos tracados eletroscilografi-
cos. Para a analise dos efeitos da ESC foram utilizados 7 animais, para
a M-ESC, 5 animais, para a MEC e ESE, 9 animais e para a adminis-
tracao de salina, 8 animais. Essa discrepancia no numero de amostras
se justifica pelo de fato de nao ter sido possivel aproveitar os mesmos
animais para a seqliéncia completa de procedimentos experimentais.

A VR foi o estado comportamental predominante nos animais nao
tratados ou tratados com salina. Os animais permaneciam na postura
em pé, parados, com movimentos discretos de cabeca, movimentos pal-
pebrais lentos e pequenos deslocamentos posturais dos membros inferi-
ores (tabela 2). Comportamentos de ingestdo de alimento ou de agua
raramente puderam ser observados entremeando a VR. Posturas com-
pativeis com o comportamento de sono foram observadas somente em 4
animais durante os periodos de controle. Os periodos de VR eram algu-
mas vezes interrompidos por breves respostas comportamentais de
alerta espontaneo (VA), caracterizadas por uma subita mudanca de

postura de flexao de pescoco para erecdo completa do pescoco, movi-



47

mentos palpebrais rapidos, acompanhados também de varios movimen-
tos rapidos da cabeca. Eventualmente essa reacao de alerta era acom-

panhada por locomocdo, ou ainda de comportamento exploratério. Mo-

vimentos de autolimpeza ou espreguicar também puderam ser observa-

dos, interrompendo os periodos de VR. Esses dados sdo indicativos de
uma boa adaptaciao do animal ao ambiente de registro.

Apods a estimulacdo sonora (SOM), os animais reagiam em sobres-
salto, geralmente adotando postura ereta e movimentos exploratérios
amplos do pescoco, podendo estar com os olhos fixamente abertos ou
piscando rapidamente. Além dessas caracteristicas, o sobressalto podia
eventualmente, ser acompanhado de locomoc¢éo ou mais raramente, por
imobilidade.

Comparagoes entre os periodos pré- e pés-injecao de salina, indi-
caram nao haver diferencas estatisticamente significantes entre os dife-
rentes comportamentos em questao, embora exista uma certa tendéncia

de diminuicido dos comportamentos mais ativos (tabela 2).

3.1. Efeitos Comportamentais da Eéconolamina

Quando os periodos de controle (pré-injecdo) foram comparados
com os periodos experimentais apés injecao de ESC, observou-se um
aumento na durégéo do comportamento de vomito [F(1,10)=8,88,
p<0,05] (figura 5-B e tabela 2). Esse comportamento geralmente inicia-
va-se 2 minutos apoés a injecdo da droga, tendo duragio variavel e per-

sistindo praticamente durante todo o periodo de registro.



48

‘G0°0 > d "eulfes e oBdelal WA sajuedyrudis seduardjip (#) ‘oedalur-aad soporiad soe oedejor wa sajuedyruss seduatdip (y)

0 88°0 ¥ 88°0 0 0 0 I¥'01 T 80TI  S801 F68°01I 0 ouog
99°8S ¥ 998 0 0 00°0ST ¥ 00‘0ST 0 0 WIS T TS IL'S8 F IL'S8 opelag
0 T F bl §T0 F sz €21 F 081 ST F 00 $9°0 F €8 ¥S0 F LSO $80 F $8%0 redingardsy
990 F 990 SS°0 F ££'1 11‘c ¥ 79% vEl T 00V 81 F 08T SE€T F €8¢ L9'8 F 006 €T F OILT JOWIOI],
88°0 F 880 AN =YY | 0 0 9I'T F 9I°1 ¥€0 ¥ 050 0 0 ogjsadu]
S8°1 F IIe SS'1 F LY bb's ¥ ST9 SL'0 F 00t 0ST T €8% 09l ¥ €8¢ 96t T 8T% SL'T T s8%S oednnidaQg
01°8¢ T 88°CIT  6V'1S F¥V9ST  TOTE F TI'001 TTTT F SLTSI Iv'6E TEE06« ¥6IT F 0S°0TT 96'6€ F #1107 LL'Y9 F $I1°00€ VA BINISOJ
69°CIT FEEPT9  Iv'6L FSSES9  PTPITFST699 8I901 F 0S‘6VL PEESTF EETI91#« 6L901 F99°LS9 P09 T 82999 €106 F 102€S  AA BANISO]
0 0 0 0 0E'v6 F E8°CEC #x 0 0 0 ojusureaguo)
TLTL F 6S°ST  SI'vh F88°€9 €01 F00°61 £1°201 F 10611 €67 T €8°S 90°¢11 F99°181 $T°S TF §8%9 LE'69 F LS'VL oedeoidxy
LOL F TTSI vsy F 00°€l S8 F LELI P90l F STLL  L16 FEE'9T €y F 9l'vl  T6Vv F pl'sT LS8 F s8Iz ezadumoiny
¥O°LT F 00°LE  L6TI FTT'Eh Pr'9 F SL'SE €8°L1 F STWE TE0TFELSS ' F 00€  11°01 FLSIE 86°ST F 00°0S 0B30u0207]
(8T F 7TV 88V T 88°v LSO ¥29°6T #x 0ST F 0ST  HEOIFEROE #x 0O 00t FO00v LSY F LS OJIUQA
-sod -oad -sod -aad -sod -9ad -sod -9ad
BULIISH BUIWR[ILEIIN eupurejodoosy BUIES

"STeJUWIIAdXS sojuawip
-2001d $9]UAIRJIP SO AJUBIND SOPBAIIS]O SOJUIUre}Jodwod s0 Bred sope[nunoe saiofea sop (‘IW'd"d F sefpauwi) sopundas wa oedein( - Z e[eqe],



49

A ESC foi capaz de induzir o surgimento de FZ [F(1,10)=11,65,
p<0,05] (figura 5-A e tabela 2). Esse comportamento era caracterizado
por uma postura ereta, imovel, com a cabeca e o olhar direcionado a um
ponto fixo no ambiente de registro. Alguns sujeitos apresentaram com-
portamento semelhante ao FZ apés estimulacido sensorial (SOM) duran-
te os periodos de controle, enquanto outros responderam de forma
oposta (hiperatividade motora e movimentos exploratoérios amplos e ra-
pidos). Vale notar que o FZ observado apés injecao de ESC foi expresso
de forma aparentemente espontinea, sem estar associado a qualquer
evento ambiental perceptivel pelo observador, ocorrendo em média 14,4
(£2,29) episédios durante os 20 min de registro e durando, em média,
22,97 s (£3,70), tendo sido observado em 2/3 dos animais tratados com
ESC.

Os animais tratados com ESC permaneceram menos tempo em
postura de VR [F(1,10)=17,28, p<0,05] e menos tempo em postura de VA
[F(1,10)=8,32, p<0,05] que durante os periodos de controle (figuras 5-C
e 5-D). Vale ressaltar que as diminuic¢des ocorridas nas duracgdes tanto
de VR quanto de VA foram acentuadas quando comparadas aos perio-
dos pré-injecdo. A reducao ocorrida na duraciao da VR foi de 77% en-

quanto que a reducao na duracao da VA foi de 78%.

Quando os periodos de registro apés admmnistracao de ESC foram
comparados com os registros apoés administracao de salina (tabela 2),
observou-se, além do aparecimento do FZ [ F(1,11)=14,83, p<0,05]

(figura 5-A), um aumento no comportamento de vomito [F(1,11)=5,99,
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p<0,035] (figura 5-B) e diminui¢édo da VR [F(1,11)=37,97, p<0,05] (figura
5-C). A exemplo do ocorrido com o comportamento de FZ entre os perio-
dos pré- e pos-injecao, pode-se observar que a ESC, apesar de produzir
aumentos na durac¢do de uma situacdo de imobilidade {como é o caso
do FZ), induziu aumentos na atividade motora, indicado pela diminui-
cao da postura compativel com VR.

Experimentos adicionais realizados em animais (n=3) portadores
de implantacdo crénica de eletrodos para registro do eletrocardiograma
(EKG), revelaram um efeito importante da ESC sobre a freqtiéncia cardi-
aca (FC). Durante os periodos de controle, a FC referente aos estados de
VR, de VA e apés SOM, manteve-se em torno de 1,5 batimentos por se-
gundo (bps), 2,3 bps e 3,1 bps respectivamente. Apés administracao de
ESC, a FC manteve-se constantemente elevada (em tormo de 5 bps), in-

dependente do estado comportamental (figura 6).

Em resumo, apds a injecdo de ESC foram observadas alteracoes
consistentes tanto vegetativas quanto comportamentais. Entre essas
ultimas, destaca-se o surgimento do comportamento de FZ, caracteriza-
do por imobilidade corporal e olhar fixo, de ocorréncia espontanea e
consistente em 2/3 dos animais tratados com ESC. Tal comportamento
nao foi observado apés injecoes de doses menores de ESC. Como vere-
mos adiante, o FZ demonstra caracteristicas eletrograficas tanto de VR

quanto de VA.
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Nenhuma modificacdo tanto eletrografica quanto comportamental
pode ser observada apds injegdo periférica de M-Escopolamina (3,18
mg/Kg) (dados ndo apresentados). A ocorréncia do vomito e do conge-
lamento, usuais apés tratamento com ESC, nao foi vista em nenhum
dos animais tratados com M-ESC. O tracado eletrografico ndo sofreu
nenhuma modificacdo tanto nos atributos qualitativos quanto nos
quantitativos, sendo absolutamente similar aos registros obtidos apés

injecao periférica de salina.

3.2. Efeitos Comportamentais da Mecamilamina

A unica diferenca significante observada entre os periodos de re-
gistro apés a injecdo de MEC e respectivos controles (tabela 2), foi um
aumento na duracdo do comportamento de vomito [F(1,12)=10,81,
p<0,05] (figura 5-B). Esse comportamento, de forma diferente daqueles
encontrados apds administracdo de ESC, iniciava-se tardiamente (7 - 10
min apds a inje¢ao), perdurando por um tempo limitado (5 min). Essa
diferenca também podde ser observada pela comparacdo com os dados
dos registros apds salina [F(1,13)=6,52, p=0,05] (tabela 2). Assim, parece
que a administracido periférica de MEC na dose injetada nao foi capaz
de provocar alteragcoées comportamentais evidentes além do aumento na

duracao total do comportamento de vomito.
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3.3. Efeitos Comportamentais da Eserina

Na comparagéo realizada entre os dados de ESE e os dos respecti-
vos controles, observou-se diminuicdo na duracdo da VA [F(1,16)=5,02,
p=0,05] (figura 5-D e tabela 2). No entanto, tal dado deve ser considera-
do com cautela, ja que ha uma tendéncia de reducédo da VA em todos os
tratamentos (figura 5-C). Nado foi observada nenhuma diferenca estatis-

ticamente significante entre os dados experimentais de ESE e de salina.

Em resumo, foi possivel observar que o efeito provocado pela ad-
ministracdo de ESC sobre o comportamento global dos animais foi mai-
or do que aqueles provocados tanto pela MEC quanto pela ESE. Adicio-
nalmente, a ESC foi capaz de induzir o surgimento de um comporta-
mento diferenciado, aqui denominado de FZ. Tal comportamento n&o foi
observado apés injecdo de M-ESC, indicativo de um efeito central da

ESC.

3.4. O Eletroscilograma Hipocampal

Para a exploragao dos possiveis efeitos da ESC, da MEC e da ESE
sobre o EOsG-hp, as mesmas comparacoes empregadas na exploracao
dos efeitos comportamentais foram utilizadas (i.e., droga vs. controle e
droga vs. salina). Nenhuma diferenca estatisticamente significante pode
ser observada entre os periodos pré- e pos-injecao de salina, quando
compararam-se os dados quantitativos (numero de ondas, amplitude,

borda espectral de 50%, poténcia total, e poténcias relativas de O a 30
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Tabela 3 - Médias (+ E.P.M.) do namero de PGAs (Incidéncia = numero de ondas/20 s)
e da voltagem (nV) para cada estado comportamental nos diferentes tratamentos.

Controle Experimental
Incidéncia Voltagem Incidéncia Voltagem
Salina
VR 11,00 £ 1,29 612,74 +£ 105,82 12,77 £ 1,63 723,46 £ 139,37
VA 0 0 022+0,14 16,75 + 11,35
SOM 0,33 £0,33 21,11 + 21,11 0,88 +£0,45 59,04 + 33,55
Escopolamina
VR 10,28 + 1,10 516,42 £ 99,17 7,00 £ 1,02 378,98 + 67,10
VA 0 0 0,28 + 0,18 15,09 + 11,11
SOM 0,42 +0,29 20,72 + 17,57 0,14 + 0,14 6,15 + 6,15
Mecamilamina
VR 11,44 +1,46 560,30 + 133,14 10,44 + 0,97 501,98 + 76,46
VA 0,66+ 0,28 2937 + 14,79 0,77 £ 0,66 21,86 + 18,93
SOM 0,33+ 0,23 17,06 + 13,42 0,77 £ 0,27 29,64 + 10,88
Eserina
VR 8,55+133 1264,23 + 883,20 922+1,77 441,00 + 128,60
VA 1,33 +0,79 44,18 + 31,93 0,77 0,73 18,84 + 13,02

SOM 0,33 £0,16 13,40 + 7,92 1,44 + 0,60 64,75 + 27,60
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Hz) (tabela 4) e qualitativos (forma e incidéncia das ondas componentes

do tracado e das ondas PGAs) correspondentes (tabela 3).

3.4.1. Analise Qualitativa

Nenhuma diferenca nas caracteristicas visuais do tragado global
pdde ser detectada quando compararam-se os periodos pré- e pos-
injecdo das diferentes drogas nos diferentes estados comportamentais
(figura 7). A forma das ondas em ponta de grande amplitude (PGA), que
sédo ondas tipicas dos tracados de VR, nao se modificou apés os diferen-
tes tratamentos. A incidéncia e a amplitude tipicamente reduzidas du-
rante os periodos de VA, também néo sofreram altera¢des quando ana-
lisadas nas mesmas condicoes (figura 7). Na avaliacido da incidéncia e
voltagem média das PGAs também nao foi possivel observar diferencas
significantes entre as diferentes situagcbes experimentais (tabela 3). Vale
notar que durante a VA e o SOM (tanto apds salina quanto apos as dife-
rentes drogas) foi possivel observar a ocorréncia de PGAs, embora elas
tenham se apresentado com incidéncia e voltagens diminuidas. Periodos
de 10 s de VA ou de SOM completamente isentos de PGAs nao puderam
ser coletados para a presente analise. Além disso, durante essas situa-
coes, as PGAs tendem a aparecer paulatinamente, mesmo estando o

animal comportamentalmente alerta.

Foram estudados também, trechos de registro tomados durante
os eventos de FZ. Nesses periodos, os animais se encontravam em um

estado comportamental aparentemente alerta, mas apresentavam tra-
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cado de EOsG-hp que guardava semelhancas com VR, isto é, apresen-
tando uma incidéncia aumentada de ondas PGA bem como uma ativi-
dade de fundo com caracteristicas de VA, representada pela diminuicao
da amplitude do tracado. Esses periodos eram caracterizados pela exibi-
cdo de uma postura compativel com VA (imobilidade, estando com os
olhos fixamente abertos, podendo ser acompanhado inicialmente por
tremor corporal discreto). Apds a estimulacao sonora, independente da
situacdo experimental, alguns animais apresentaram reacdes compor-
tamentais que lembram o FZ (imobilidade), mas tendo duracao extre-
mamente curta quando comparado ao FZ apés injecdo de ESC. Além
disso, o EOsG-hp concorrente era composto de ondas de alta freqiiéncia
e baixa amplitude e isento de PGAs, sendo compativel com estados ele-
trograficos ativados. O EMG relativo a essa situacao é caracterizado por
alta atividade demonstrando tonus muscular aumentado. No entanto,
apos a administracdo de ESC, o congelamento apresentou EOsG-hp e

EMG concorrentes semelhantes a VR (figura 9).

3.4.2. Analise Quantitativa

Para as analises quantitativas do EOsG (analise aperiddica e ana-
lise espectral), foram avaliadas a somatéria das médias dos valores ab-
solutos (niimero de ondas e amplitude obtidos da analise aperi6dica, e
poténcia total e borda espeqtral de 50%, obtidos da analise espectral) e

relativos (poténcias relativas de 0 a 30 Hz obtidas da FFT), referentes
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aos periodos de VR, de VA e de SOM das diferentes situacdes (controle,

salina e experimentais) de todos os animais.

3.4.2.1. Efeitos da Escopolamina sobre o EOsG Hipocampal

O tratamento com ESC provocou uma reducao no ntimero de on-
das [F(1,138)=8,97, p<0,05] e na amplitude [F(1,138)=8,82, p<0,05] du-
rante periodos de VR, deixando inalterados os demais indices eletrogra-
ficos (tabela 4). O EOsG-hp dos periodos de VA apresentou reducio nas
poténcias relativas de 2 Hz [F(1,138)=6,06, p<0,05] e aumento na de 14
Hz [F(1,138)=4,87, p< 0,05]. Para o EOsG-hp dos periodos apés SOM,
foi possivel observar aumento na poténcia relativa de 13 Hz

[F(1,138)=4,70, p<0,05].

Quando compararam-se os registros da ESC com os de salina,
observou-se que nos periodos relacionados a VR, o numero de ondas
[F(1,148)=9,11, p<0,05], a amplitude [F(1,148)=19,87, p<0,05] e a po-
téncia total [F(1,148)=8,34, p<0,05] diminuem (tabela 4). Essa diminui-
cao nos atributos absolutos de EOsG-hp apresentados acima, indicam
que a ESC provocou uma atenuacado de atividades sincronizadas do
EOsG-hp. Nenhuma modificacdo pode ser observada nos dados relati-
vos da analise espectral (figura 8). Durante os periodos de VA, nenhuma
diferenca estatisticamente significante pode ser observada tanto nos
valores absolutos (tabela 4} quantos nos relativos (figura 8). Nos perio-
dos apdés o SOM, observou-se aumento na poténcia relativa de 6 Hz

[F(1,148)=4,53, p<0,05] e de 13 Hz [F(1,148)=4,29, p<0,039] e diminui-
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cdo na freqiéncia de 8 Hz [F(1,148)=4,29,p<0,05] (figura 8). Nao foram
observadas quaisquer modificacoes eletrograficas apds injecdo de M-

ESC nos diferentes estados comportamentais em questio.

Resumindo, os dados indicam que o tratamento com ESC produ-
ziu, durante a VR, uma reducao no numero de ondas e na amplitude e
nao afetou os atributos do EOsG-hp referente aos periodos de VA e apds
SOM. Apesar das diferencas encontradas nas poténcias relativas de 2
Hz, bem como o aumento na faixa entre 13 e 14 Hz, essas devem ser
consideradas com cautela, ja que os dados ndo se repetem de forma
consistente nos diferentes animais estudados ou nos diferentes estados
comportamentais de interesse.

O EOsG-hp dos periodos de FZ foram comparados com trechos de
VR e de VA apds injecao de salina. Neste exame foi possivel observar
uma diminuicdo tanto na amplitude [F(1,98)=5,22, p<0,05] quanto no
numero de ondas [F(1,98)=5,37, p<0,05] durante o FZ, quando compa-
rado com a VR (tabela 5 e figura 10). Os demais indices eletrograficos
permaneceram inalterados (figura 11).

Comparados com os periodos referentes a VA, o FZ provocado pela
ESC mostra um aumento no nimero de ondas [F(1,98)=7,57, p<0,05],
na amplitude [F(1,98)=19,82, p<0,05] e na poténcia total [F(1,98)=17,33,
p<0,05] (tabela 5 e figura 10). Sobre as variaveis relativas da analise es-
pectral, foi possivel observar diminuicdo das poténcias relativas acima
de 20 Hz, atingindo especificamente as freqiéncias de 21 Hz

[F(1,98)=9,87, p<0,05], 25 Hz [F(1,98)=7,88, p<0,05], 28 Hz
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[F(1,98)=6,87, p<0,05], 29 Hz [F(1,98)=5,0, p<0,05] e 30 Hz
[F(1,98)=4,32, p<0,05] (figuras 11 e 12). Foi possivel observar também
diminuicdo em 2 Hz [F(1,98)=6,87, p<0,05] e aumento em 6 Hz

[F(1,98)=5,05, p<0,05] (tabela 6 e figura 11).

Esse aumento em 6 Hz pode estar associado ao aumento na inci-
déncia [F(1,8)=80,0, p=0,00001] e nas voltagens [F(1,8)=14.78, p<0,05]
das PGAs durante os eventos de FZ, quando comparados aos periodos
de VA (tabela 5, figuras 9 e 10), ja que as PGAs apresentam uma fre-

quéncia intrinseca entre 6 e 8 Hz.

Assim, o FZ provocado pela injecéo periférica de ESC parece re-
presentar uma situacdo diferenciada, caracterizada de um lado por um
estado aparente de alerta comportamental e por outro lado, de um
EOsG-hp que guarda semelhancas com os tracados eletrograficos de

vigilia relaxada.

3.4.2.2. Efeitos da Mecamilamina sobre o EOsG Hipocampal

A injecdo de MEC produziu, durante os periodos de VR (tabela 4),
diminuicdo no namero de ondas [F(1,178)=4,06, p<0,05], quando com-
parados aos respectivos controles. Nos periodos de VA, observou-se di-
minuicdo na amplitude [F(1,178)=5,93, p<0,05] (tabela 4). Através das
comparacoes utilizadas para os periodos de SOM, observou-se aumento
na poténcia relativa de 16 Hz [F(1,178)=4,63, p<0,05] apés administra-

cao de MEC.
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Comparados com os registros poés-salina, a MEC induziu uma
diminuicdo no numero de ondas [F(1,168)=4,29, p<0,05] e na amplitude
[F(1,168)=6,17, p<0,05] durante a VR (tabela 4). Nenhuma modificacao
pode ser observada nos dados relativos da analise do espectro de fre-
qléncias (figura 13). Durante os periodos de VA, observou-se uma di-
minuicdo na amplitude [F(1,168)=4,89, p<0,05] e na poténcia total
[F(1,168)=10,49, p<0,05] e um aumento na borda espectral de 50%
[F(1,168)=6,76, p<0,05] (tabela 4). Em relacdo as poténcias relativas, foi
possivel observar aumentos nas freqiiéncias de 9 Hz [F(1,168)=8,56,
p<0,05], 13 Hz [F(1,168)=4,32, p<0,05] , 17 Hz [F(1,168)=4,00, p<0,05],
19 Hz [F(1,168)=4,00, p<0,05], 24 Hz [F(1,168)=5,04, p<0,05] e 27 Hz
[F(1,168)=4,37, p<0,05] (figura 13). Tais efeitos ocorreram em 2/3 dos
animais tratados com MEC. Observou-se diminui¢coes na amplitude
[F(1,168)=5,76, p<0,05] e na poténcia total [F(1,168)=6,72, p<0,05] e um
aumento na borda espectral de 50% [F(1,168)=5,06, p<0,05] (tabela 4).
Aumentos nas freqiiéncias relativas de 12 Hz [F(1,168)=9,98, p<0,05],
13 Hz [F(1,168)=6,30, p<0,05] e 18 Hz [F(1,168)=5,84, p<0,05] em 2/3
dos animais pesquisados , foram também observados ap6és SOM (figura

13).

Com o intuito de averiguar uma possivel relacdo entre as varia-
coes provocadas pela MEC sobre o espectro de freqliéncias e as fre-
quéncias obtidas apoés injecédo de salina, foi utilizado um teste de corre-
lacdo linear (Pearson). Esse teste acusou uma correlagido positiva entre

o delta da VR (r = 0,551, p<0,05), o da VA (r = 0,435, p<0,05) e do SOM
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Figura 14 - Representacao grafica da funcio de correlacio (produto-momento} entre as
variacoes das poténcias relativas (médias de 10 periodos de 1 s) obtidas apds injecao de
mecamilamina e a freqiéncia. O grafico indica que existe correlacdo positiva entre a
freqliéncia e as variacoes de freqiiéncia durante a VR, a VA e apés SOM. Intervalo de
confianca 95%. p < 0,05.
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(r = 0,491, p<0,05) quando comparados com a salina (figura 14). Os da-
dos indicam que a MEC foi capaz de produzir aumentos nas poténcias

das freqiiéncias mais altas do espectro (acima de 10 Hz).

Em resumo, os dados indicam que a inje¢éo i.p. de MEC produziu
diminui¢do consistente no niimero de ondas e na amplitude durante os
periodos de VR, demonstrando afetar os componentes sincronizados do
EOsG-hp desses periodos. Ja para os estados ativados, a MEC parece
ter induzido a diminui¢cées na amplitude e na poténcia total, além de
aumentos na contribuicao de freqiiéncias localizadas entre 10 e 30 Hz
(VA) e entre 10 e 20 Hz (SOM). Tomados em conjunto, esses dados
apontam para um efeito dessincronizador da injecdo periférica de MEC
sobre o EOsG-hp. As demais mudancas quantitativas nos periodos de
VA (borda espectral de 50%) e de SOM (amplitude e borda espectral)
detectadas pela analise estatistica, devem ser consideradas com caute-
la, posto que tais modificacées nao se apresentaram de forma consis-

tente na maioria dos animais estudados.

3.4.2.3. Efeitos da Eserina sobre o EOsG Hipocampal

Para a analise dos dados referentes a ESE, replicaram-se os pro-
cedimentos empregados para as drogas bloqueadoras de receptores co-
linérgicos. Durante os periodos de VR apés injecdo de ESE, foi possivel
observar aumentos na borda espectral de 50% [F(1,178)=5,16, p<0,05]
(tabela 4), nas poténciés re;lativas de 2 Hz [F(1,178)=6,78, p<0,05], de 3

Hz [F(1,178)=5,85, p<0,05], 4 Hz [F(1,178)=5,07, p<0,05] e diminuicdes
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em 13 Hz [F(1,178)=5,86, p<0,05] e em 14 Hz [F(1,178)=7,16, p<0,05].
Nos periodos de VA apés aplicacao de ESE, observou-se diminuicdo na
poténcia total [F(1,178)=4,12, p<0,05] (tabela 4), nas poténcias relativas
de 8 Hz [F(1,178)=4,04, p<0,05] e aumento em 22 Hz [F(1,178)=3,91,
p<0,05]. Em relacdo aos periodos apés SOM, observaram-se diminui-
¢cOes nas poténcias relativas de 3 Hz [F91,178)=6,20, p<0,05] e aumen-

tos em 8 Hz [F(1,178)=5,29, p<0,05] e em 9 Hz [F(1,178)=6,19, p<0,05].

Confrontados os dados de ESE e salina, durante os periodos refe-
rentes a VR, ndo foi possivel observar diferencas estatisticamente signi-
ficantes (tabela 4 e figura 15). Para os periodos de VA, foi possivel ob-
servar na maioria dos animais tratados (2/3), aumentos na borda es-
pectral de 50% [F(1,168)=11,29, p<0,05] (tabela 4) e na poténcia relativa
de 20 Hz F(1,168)=5,52, p<0,05] (figura 15). Durante os periodos de
SOM, observou-se aumento na borda espectral [F(1,168)=14,10, p<0,05]
(tabela 4), nas poténcias relativas de 18 Hz [F(1,168)=8,28, p<0,05], de
20 Hz [F(1,168)=4,85, p<0,05] e de 29 Hz [F(1,168)=5,64, p<0,05] (figura
15).

Em resumo, nossos dados indicam que a ESE, administrada peri-
fericamente, foi capaz de produzir aumentos significantes na freqiiéncia
média do espectro de poténcias durante os estados ativados (VA e SOM),
verificado através do aumento na borda espectral de 50%, bem como
aumentos nas poténcias relativas compreendidas entre 10 e 30 Hz.

Vale ressaltar que, apos a injecao de ESE, foi possivel detectar

diferencas isoladas em alguns dos indices eletrograficos em questao.
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Entretanto, a incidéncia dessas diferencas nao apresentaram consis-
téncia suficiente nos animais estudados para que permitissem assumi-

las como significativas.



DISCUSSAO

Uma possivel participacdo dos sistemas colinérgicos centrais no
controle do EOsG-hp de pombos durante diferentes estados de vigilia
motivou o desenvolvimento do presente trabalho. Para a execucdao do
presente estudo, utilizou-se a implantacdo cronica de eletrodos bipola-
res para o registro da atividade elétrica coletiva de neurénios hipocam-
pais antes e apdés a administracdo i.p. de bloqueadores muscarinicos
(ESC, 2,7 mg/Kg de peso; M-ESC, 3,18 mg/Kg), de um antagonista ni-
cotinico (MEC, 1,6 mg/Kg) e de um anticolinesterasico (ESE 100ug/Kg

de peso).

A injecdo de ESC, provocou uma diminuicédo significativa no nu-
mero de ondas, na amplitude e na poténcia total do EOsG-hp, modifica-
¢oes muito discretas sobre o perfil espectral do EOsG-hp e nenhuma
mudanca nos atributos qualitativos e quantitativos das PGA’s durante
estados de VR. Durante os estados mais ativados (VA e SOM) nenhuma

diferenca pode ser observada.

As modifica¢des no niumero de ondas, na amplitude e na poténcia
total, observadas durante a VR, podem sugerir uma diminuicao nas ca-
racteristicas sincronizadas da VR, ou ainda, uma superficializacdo da
VR. Essa superficializacdo da VR pode ter ocorrido em funcido do au-
mento na incidéncia e na duragdo do comportamento de vomitar, pro-

vocado pela injecéo i.p. de ESC. O desconforto produzido pela injecdo
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poderia impedir o retorno dos animais a niveis de VR mais profundos,
mantendo um nivel de vigilia limitrofe entre VR e VA. E interessante
notar que apesar dessa superficializacio da VR, um dos seus principais
atributos (PGAs) nio sofreu nenhuma modificacdo. E importante lem-
brar também que, injecoes de M-ESC em doses equimolares a ESC, nao
produziram comportamento de vémito. Essa observagio sugere que o
comportamento de vommto possivelmente tenha ocorrido por um efeito
central da ESC e ndo por um efeito irritativo sobre as visceras abdomi-
nais apoés a injecio. Apontando para a mesma direcio, Thompson
(1977) observou que galinhas ficavam menos inibidas e mais alertas

apods injecao de ESC.

Dados do nosso laboratério revelaram que doses inferiores (0,4;
0,8; 1,6 mg/Kg de ESC) & utilizada no presente trabalho, nao foram su-
ficientes para provocar quaisquer alteracbes eletrograficas tanto do
ponto de vista quantitativo quanto qualitativo sobre o EOsG-hp de
pombos domésticos (Ribeiro et al., 1993). De forma similar, Key e Marley
(1962) utilizaram a atropina (bloqueador muscarinico) em doses de 0,2
mg i.c.v. € 3,0 mg i.p. e notaram que, independente da via de adminis-
tracdo, nao foi possivel observar qualquer efeito sobre a atividade eletro-

cortical de galinhas.

Por outro lado, Gaztelu, Garcia-Austt e Bullock (1991) encontra-
ram um efeito sincronizante da atropina (4,5 mg/kg i.v.) em tartarugas.

Esse efeito consistiu da reversdo dos efeitos dessincronizantes da ESE
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sobre o EOsG do cortex medial desses animais. Em um estudo realizado
em sapos (Rana esculenta) com implantacao cronica de eletrodos sobre
os lobos olfativos, Kostowski e Mészaros (1967) observaram que doses
de 3,0 a 5,0 mg/kg de ESC foram incapazes de provocar quaisquer
efeitos sobre o EOsG telencefalico em situacdes de repouso mas, induzi-
ram aumentos na amplitude das ondas apoés estimulacao sensorial. Em
ratos, Riekkinen-Jr e colaboradores (1991) aplicaram 2 doses diferentes
de ESC (0,1 mg/kg e 2,0 mg/kg) sendo que na dose mais baixa nenhu-
ma modificacdo pode ser observada, enquanto que na dose mais alta
ocorreu um aumento significativo nos valores da amplitude espectral,
revelando uma lentificacdo do tragcado eletrografico. Num estudo con-
duzido por Vanderwolf (1992), doses de 5,0 mg/kg de ESC modificam a
atividade neocortical e hipocampal de ratos, lentificando o tracado que
acompanha estados comportamentais alertas. Stewart, MacFabe e Van-
derwolf (1984) utilizaram a atropina e observaram que doses variando
entre 1 e 5 mg/kg eram incapazes de alterar a atividade elétrica neocor-
tical de ratos e que modificagcées importantes ocorrem somente com do-
ses em torno de 50 mg/kg. Assim, enquanto que os efeitos sincroniza-
dores encontrados apés bloqueio muscarinico parecem ser observaveis
em anfibios, répteis e mamiferos, os mesmos nido puderam ser vistos no

pombo.

E também possivel que a auséncia de efeitos relevantes sobre o

EOsG-hp esteja relacionada a dose empregada. Todavia, doses compa-
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raveis e até mesmo muito inferiores sao suficientes para produzir défi-
cits cognitivos em diferentes espécies animais (ver adiante). E concebivel
que, se a dose de ESC fosse aumentada, distirbios comportamentais
mais intensos poderiam ocorrer. De fato, doses de bloqueadores de re-
ceptores muscarinicos, superiores a empregada no presente trabalho,
produzem aumento acentuado da atividade motora (Stewart, MacFabe e
Vanderwolf, 1984; O'Neill et al., 1994; Zolman, Mattingly e Sahley,
1978), desconexdo entre comportamento e EOsG e desorganizacao com-
portamental (Karczmar, 1995; Vanderwolf, 1992). A utilizacdo de doses
intermediarias de ESC no presente trabalho, buscou a observacio de
efeitos eletrograficos de situagdes comportamentais proximas do natural
e nao daquelas que fossem resultantes de uma a¢ido macica e provavel-

mente toxica da ESC.

Uma outra possibilidade para a auséncia de efeitos eletrograficos
importantes da ESC sobre o EOsG-hp, poderia residir numa distribui-
cao desigual de receptores muscarinicos colinérgicos na regiao hipo-
campal registrada. No entanto, no presente trabalho os eletrodos foram
posicionados em distritos hipocampais que apresentam concentracao de
receptores muscarinicos de moderada a baixa no pombo, distribuicao
essa que € similar & observada em mamiferos (Kohler, Messer e

Bingman, 1995).

Mudangas estruturais podem ocorrer no hipocampo, dependendo

das condi¢des ambientais as quais certos animais estdo expostos. Ani-
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mais apresentam dois tipos de estratégias comportamentais para man-
ter o equilibrio entre o suprimento alimentar e o balanco energético.
Uma delas é a hibernacédo, que reduz a necessidade de ingesta alimen-
tar, reduzindo a taxa de consumo energético. A outra estratégia abarca
dois comportamentos distintos: a migracido e a estocagem de alimento.
Estas ultimas sdo acompanhadas de modificagées morfologicas do hipo-
campo. Em animais que hibernam, é possivel observar uma diminuicio
na estrutura hipocampal. Por outro lado, em animais que migram ou
que estocam comida, observa-se aumentos estruturais do hipocampo.
Essas modificacoes plasticas parecem estar relacionadas a fungoées hi-
pocampais (cognitivas espaciais) necessarias para a navegacao durante
a migracido ou localizacdo de locais de estocagem de alimento. Tais
modificacoes poderiam ser acompanhadas de mudancas funcionais hi-
pocampais (Jacobs, 1997). Ja que o hipocampo pode apresentar essa
plasticidade dependente do ambiente, e que as condi¢gbes experimentais
do presente trabalho néo exigiam uma atividade hipocampal mais ela-
borada de orientacédo e localiza¢ao espacial, é possivel que a influéncia
colinérgica em tais condi¢bes nédo seja relevante o suficiente para ser
atingida pela acdo da ESC. E razoavel imaginar que, uma vez que modi-
ficagbes morfologicas ocorrem no hipocampo, mudancas tanto na con-
centracdo quanto na distribuicdo de receptores muscarinicos também

podem ocorrer, acompanhando esses ajustes plasticos do hipocampo.
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Nossos dados indicam por outro lado, que a ESC pode, num certo
grau, interferir na regulacao da atividade elétrica hipocampal de pom-
bos. Essa afirmacao estd apoiada na ocorréncia de um estado compor-
tamental e eletrografico diferenciado, que surgiu apés tratamento com
ESC, aqui denominado de congelamento (FZ). Este estado comporta-
mental apresentou um EOsG-hp particular, contendo caracteristicas

eletrograficas encontradas tanto em VR quanto em VA.

O FZ induzido pela ESC, caracterizado por imobilidade, ténus
muscular compativel com estados relaxados e olhos fixamente abertos,
era mais duradouro que o sobressalto observado eventualmente apds
SOM. Ao contrario do sobressalto, o FZ surgia espontaneamente, sem
estar associado a qualquer estimulacdo sensorial observavel, sendo
acompanhado de atividade eletroscilografica hipocampal peculiar. Um
comportamento que aparentemente apresenta elementos comuns ao FZ
(imobilidade, tdnus muscular, movimentos oculares e palpebrais dimi-
nuidos) é a hipnose animal ou imobilidade ténica (IT). A IT parece ser
uma estratégia comportamental inibitéria, associada a situacdes de
grande stress (e.g., estimulacdo sensorial potente, medo) ou a manobras
manipulativas especificas do animal (Fugishita, Hisamitsu e Takeshige,
1991; Thompson, 1977). Mesmo estando aparentemente alheio ao am-
biente, parece que os animais ainda apresentam certo grau de interacao
com o meio durante a IT (Hoffmann e Menescal, 1988). Tal sugestao

estd amparada nos achados eletrograficos que revelam a existéncia de
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atividade teta hipocampal em mamiferos (Harper, 1971) e atividade
dessincronizada no telencéfalo de sapos (Hoffmann e Menescal, 1988). E
interessante notar que a IT é sensivel & drogas colinérgicas. Bloqueado-
res muscarinicos (e.g., ESC) reduzem acentuadamente a duracdo desse
comportamento (Sanberg, 1983; Thompson, 1977; Zolman, Mattingly e
Sahley, 1978) enquanto que o tratamento com compostos colinomiméti-
cos (e.g., carbacol) (Franchi, Hoffmann e Hoffmann, 1994) ou com ESE
(Thompson, 1977) aumenta sua duracdo. E interessante notar também
que a IT em mamiferos, pode ter sua duracado diminuida apoés lesées hi-
pocampais ou septais (Thompson, 1977). Observacdes assistematicas de
aves tratadas com ESC, indicaram que 0s animais passavam menos
tempo com seus olhos fechados, e mostraram menos tonus. O panora-
ma geral do comportamento sugeria que as aves estavam mais alertas e
menos inibidas (Thompson, 1977, pp. 114). Este comentario parece es-
tar em concordancia com os achados eletrograficos da VR apés trata-
mento com ESC, que indicam diminui¢do no numero de ondas, na
amplitude e na poténcia total, aproximando-a da VA. E possivel que
esse “aumento” no alerta observado por Thompson esteja associado com

o aumento do FZ.

O FZ, como descrito no presente trabalho, parece nao estar corre-
lacionado a estados de alerta ou medo extremos, uma vez que surgem
de forma espontanea nos animais tratados e, ainda nesses animais, o

FZ nao surge ap6s estimulacdo sonora intensa. Assim, ambos compor-
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tamentos imoéveis ( FZ e IT) parecem estar relacionados com circuitos
colinérgicos centrais, mas possivelmente representando categorias com-
portamentais distintas. Portanto, os circuitos colinérgicos centrais es-
tariam envolvidos tanto na geracdo da IT (imobilidade com interacao
com o meio ambiente) quanto na geracdo do FZ (imobilidade mas apa-
rentemente sem interagdo com o meio), ambas possivelmente envolven-

do também o hipocampo.

Uma outra situacido comportamental parecida, ocorrendo em
pombos destelencefalados, também ja foi relatada (comportamento de
fixar). Esse comportamento, provocado por estimulacdo sensorial inten-
sa, é caracterizado por auséncia de padrido motor observavel de qual-
quer parte do corpo, com a cabeca e o olhar direcionados a um ponto
fixo no ambiente, geralmente precedido por extensao restrita do pesco-
¢o, com ou sem inclinagao da cabec¢a (Toledo, 1989).

E interessante notar que o tratamento combinado de ESC (5
mg/Kg, sc.) com para-clorofenilalanina (PCPA, 500 mg/Kg, i.p.) induziu
o surgimento de um estado comportamental desorganizado em ratos,
semelhante ao observado em estados avancados de deméncia. Esse es-
tado desorganizado foi caracterizado pela expressdo comportamental de
VA acompanhado de um tracado eletrografico incoerente com esse esta-
do isto é, semelhante a estados mais relaxados. O tratamento isolado

tanto de ESC quanto de PCPA também induziam tal comportamento,
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mas de menor magnitude se comparado ao resultante do tratamento

combinado (Vanderwolf, 1992).

Quando comparado com a VR, o FZ apresentou diminuicdo no
numero de ondas e na amplitude sem modificar consistentemente ou-
tros atributos eletrograficos hipocampais. Essas modificacoes, detecta-
das pela analise aperiodica, demonstram haver componentes dessin-
cronizados no EOsG-hp durante o FZ, associados a componentes sin-
cronizados (PGAs). Pela analise visual, este componente dessincroniza-
do pdde ser visto como atividade de fundo as PGAs. Vale notar que esse
tipo de tracado misto nao péde ser visto em nenhuma outra situacio

experimental.

~ Pelas comparacdes entre FZ e VA, observou-se aumentos no nu-
mero de ondas, na amplitude, na poténcia total, e diminuicdo nas po-
téncias relativas de 2 Hz e acima de 20 Hz, apresentando aumento na
faixa dos 6 Hz. Essas observacdes indicam que associado ao tracado de
fundo, caracterizado por ondas rapidas e de pequena amplitude, ocor--
reu um aumento acentuado tanto na incidéncia quanto na amplitude
das PGAs. Um outro ponto a ser destacado € a diminuicdao das potén-
cias relativas das freqiiéncias de 2 Hz e acima de 20 Hz. Essas diminui-
¢Oes indicam uma sincronizacao do tracado, que é caracteristica de es-
tados mais relaxados. Apesar disso, as mudancas ocorridas em 2 Hz e
acima de 20 Hz ndo conduziram o espectro de poténcias a niveis de VR,

caracterizando, novamente, um estado eletrografico particular.
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Assim, o EOsG-hp deste estado apresenta caracteristicas mistas,
tanto de VR quanto de VA. Tais achados apontam para a ocorréncia de
uma dissociagdo entre o estado comportamental e o EOsG-hp subjacen-
te. Essa dissociacdo poderia refletir uma desorganizacdo comportamen-
tal gerada pela ESC, sendo essa desorganizacio o resultado da interfe-

réncia da ESC na interacdo do animal com o meio ambiente.

Um consideravel numero de evidéncias, sugerem que os sistemas
colinérgicos centrais apresentam papel importante no aprendizado, na
memoria e na cognicdo (e.g. Molchan et al., 1992; Neufeld et al., 1994).
Drogas que blogqueiam receptores muscarinicos, como a atropina ou a
ESC, podem prejudicar tanto a aquisicio quanto a performance de
comportamentos aprendidos, prejuizos esses, similares a aqueles pro-
duzidos por lesdo estereotaxica de nucleos colinérgicos centrais ou do

hipocampo.

Doses intramusculares de ESC em torno de 0,02 mg/Kg, sdo su-
ficientes para provocar déficits cognitivos em ratos e em pombos (Santi e
Weise, 1995). Em pombos (Kohler et al., 1996) e em pardais (Mineau,
Boag e Beninger, 1994), 1,0 mg/Kg de ESC provoca perturbacdes na
orientacdo espacial, nas estratégias de navegacdo e na habilidade de
reconhecer locais familiares, como por exemplo retornar a locais de es-
tocagem de alimento. Em pombos, injecées i.p. de ESC (0,03, 0,015 e
0,007 mg/Kg) sdo incapazes de interferir nos processos de memoria,

sem apresentar qualquer relacdo com a dose aplicada (Savage, Stan-
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chfield e Overmier, 1994). Doses de ESC variando entre 0,03 e 0,1
mg/Kg produziam perturba¢oes na realizagdo de tarefas que requeriam

atencao seletiva de ratos (Jones e Higgins, 1995).

Uma conseqiiéncia notavel de uma dose alta de ESC é o FZ. A
ESC em doses baixas provoca disfuncdes cognitivas, mas nio provoca
. alteracbes perceptiveis no comportamento espontidneo do pombo. As
disfuncées centrais associadas as doses de ESC, poderiam ser expres-
sas no comportamento espontianeo apenas em doses mais elevadas.
Além disso, o EOsG-hp, que espelharia este continuo, néo seria sensivel
(éomo 0 comportamento espontaneo ndo o €é) ou nao seria afetado de
modo observavel pela presente técnica, mesmo durante alteracdes fun-
cionais do hipocampo. Isso pode ocorrer também em mamiferos, a jul-
gar pelas altas doses de ESC empregadas para provocar efeitos notaveis
na atividade eletrografica cerebral (e.g., Stewart, McFabe e Vanderwolf,

1984; Vanderwolf, 1992).

Em mamiferos, a atividade eletroscilografica hipocampal esponta-
nea é caracterizada por uma variedade de ondas sincronizadas (Harper,
1971; Monmaur, Ayadi e Breton, 1993). Dentre essas, destacam-se a
atividade lenta e irregular (LIA) e a atividade ritmica lenta (RSA) ou ati-
vidade teta. A LIA apresenta grande amplitude e pico espectral entre 2 e
4 Hz, associada com ondas em ponta que surgem isoladas ou em gru-
pos, ocorrendo em intervalos regulares. A LIA ocorre durante vigilia

imével e durante a realizacdo de movimentos estereotipados e automati-
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cos (Vanderwolf, 1992). Por sua vez, o ritmo teta esta seletivamente pre-
sente durante atividade motora voluntéﬁa e durante o sono paradoxal,
apresentado freqiiéncias entre 3 e 9 Hz e denominado de teta tipo II
(Simoes, Valle e Timo-laria, 1996; Vertes et al., 1993) e parece estar as-
sociado a processos de aprendizado e memoéria (Harper, 1971). O ritmo
teta tipo II é sensivel a agentes colinérgicos, podendo surgir apos trata-
mento com compostos colinomiméticos (arecolina, carbacol ou ESE) e
pode ser abolido apds administracao periférica de atropina ou ESC
(Monmaur, Ayadi e Breton, 1993). O ritmo teta tipo I esta sempre pre-
sente durante atividade motora voluntaria, apresenta freqiéncia em
torno de 6 a 12 Hz, é sensivel a agentes anestésicos (e.g. uretano) e é

resistente a compostos antagonistas muscarinicos (e.g., atropina).

E interessante notar que o EOsG-hp de pombos também apresen-
ta caracteristicas distintas dependendo do estado comportamental que
o animal se encontra (Bruno-Neto, 1996), mas responde a essas mu-
dancas de forma diferente do hipocampo de mamiferos. O EOsG-hp de
pombos que acompanha a vigilia relaxada apresenta atividade irregular
de grande amplitude e baixa freqliéncia, entremeada por ondas PGA.
Durante a vigilia alerta e apés SOM o EOsG-hp é caracterizado por on-
das de baixa amplitude e alta freqliiéncia, podendo estar completamente
desprovido de ondas PGA. Essas ondas PGA, que poderiam sugerir a
existéncia de uma atividade ritmica semelhante ao teta hipocampal de

mamiferos, ocorrem durante situacfes comportamentais diferentes
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aquelas onde sao encontradas o ritmo teta. As PGAs sdo resistentes a
agentes anestésicos (e.g., ketalar ou equitesin) (Bruno-Neto, André e
Marino-Neto, dados nao publicados) e sdo resistentes também ao blo-
queio muscarinico (e.g., ESC). Dessa forma, nio temos evidéncias que
denotem a existéncia de uma atividade no hipocampo de aves que seja
comparavel a4 atividade teta hipocampal encontrada nos mamiferos.
Adicionalmente, pelas analises qualitativa e quantitativa do EOsG-hp, o
comportamento elétrico hipocampal do pombo parece assemelhar-se

mais a LIA do que & RSA ou teta do hipocampo de mamiferos.

Paralelamente ao encontrado com a aplicacdo de ESC, déficits
cognitivos semelhantes também podem ser produzidos ou por lesdo de
nucleos colinérgicos centrais ou por lesdes do hipocampo de mamiferos
(Nicholls, Martin e Wallace, 1992). Lesdes hipocampais de pombos do-
mésticos prejudicam a performance de navegacio, retorno a ambientes
familiares e orientacado espacial, além de prejudicar tarefas que reque-
rem aquisi¢cao de memoéria (Bingman et al.,1988a e 1988b; Bingman e
Mench, 1990; Gagliardo, Mazzotto e Bingman, 1996). Esses efeitos, pro-
vocados por lesdo hipocampal de pombos, sdo muito semelhantes
aqueles encontrados em lesdes hipocampais de roedores (Gagliardo,

Mazzotto e Bingman, 1996).

Portanto, a atividade elétrica hipocampal de pombos, possivel-

mente associadas a processos cognitivos aos quais o hipocampo esta
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vinculado, nao se assemelham a dos mamiferos e parecem nio ser cru-

cialmente dependentes da atividade de sistemas colinérgicos.

Por outro lado, efeitos comportamentais e eletrograficos, associa-
dos ao tratamento com a ESC, talvez pudessem ser observados durante
contextos ou tarefas que requeiram atividade conspicua ou especial-
mente relevante do hipocampo, como paradigmas de aprendizado que
demandem tarefas orientadas a referéncias ao espaco extra corpéreo do

animal.

Em resumo, a inje¢ao periférica de ESC foi incapaz de promover
modificacoes significativas no EOsG-hp de pombos nos diferentes esta-
dos de vigilia estudados, mas foi capaz de provocar um estado compor-
tamental diferenciado, desconexo do EOsG-hp concorrente, semelhante
ao encontrado em mamiferos. Esses tiltimos efeitos parecem ser provo-
cados pelo bloqueio central, jA que a M-ESC em dose equimolar néo

modificou o EOsG-hp nem provocou o aparecimento do FZ.

Apesar da existéncia de evidéncias conflitantes, parece que os re-
ceptores nicotinicos podem participam na mediagdo de processos de
memoria e atencdo em mamiferos (e.g. Decker e Majchrzak, 1993; Levin,
1992; Moran, 1993; O'Neill et al. ,1994; Turchi, Holley e Sarter, 1995). O
tratamento com nicotina melhora o rendimento de uma variedade de
tarefas que requerem memoéria e aprendizado e, parece melhorar alguns

dos prejuizos de meméria provocados por lesdes do prosencéfalo basal
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(Decker e Majchrzak, 1993). Adicionalmente, muitas dessas facilitacées
provocadas pela nicotina sao antagonizadas pelo tratamento com MEC
ou com clorisondamina (outro bloqueador nicotinico). A MEC produz,
em ratos, prejuizos na performance de tarefas de pressionamento de
barras, esquiva passiva e navegac¢ao no labirinto aquatico (water maze,

Turchi, Holley e Sarter, 1995).

Nossos dados revelam que a MEC foi incapaz de produzir altera-
¢oes comportamentais observaveis pelo método utilizado no presente
trabalho. A exemplo do ocorrido com a ESC, os possiveis efeitos compor-
tamentais da MEC talvez pudessem ser observados em condicées expe-

rimentais favoraveis a tarefas cognitivas mais exigentes.

Durante a VR, a inje¢do periférica de MEC produziu uma diminu-
icdo no numero de ondas e na amplitude total e um aumento nas po-
téncias das freqiiéncias relativas acima de 15 Hz. Durante a VA espon-
tanea observou-se também uma diminuicdo na amplitude e na poténcia
total, acompanhadas de aumentos na borda espectral de 50% e nas
poténcias relativas de 9, 13, 17, 19, 24 e 27 Hz. No mesmo sentido,
apés a estimulacido sonora, foi possivel observar diminuicido na ampli-
tude e na poténcia total, acompanhadas de aumento na borda espectral
de 50% bem como aumentos nas poténcias relativas de 12, 13 e 18 Hz,

estando os demais indices eletrograficos inalterados.
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Assim, a MEC provocou um aumento na contribuicdo de compo-
nentes de alta freqtiéncia do EOsG-hp, sem modificar as PGAs, que sao
atributos sincronizados conspicuos da VR. Essa atenuacdo provocada
pela injecao de MEC é algo diferente daquela encontrada apés a injecéo
de ESC. Uma vez que desconfortos viscerais ndo puderam ser observa-
dos, que os animais permaneciam a maior parte do tempo de registro
aparentemente confortaveis (em VR), e que o vomito apresentado néo
era tdo intenso e duradouro quanto aquele provocado pela ESC, descar-
tou-se a hipétese da relacdo entre desconforto visceral e as ocorréncias
eletrograficas da VR. Dessa forma, parece que a MEC apresenta um
efeito dessincronizador sobre o EOsG-hp, independente do estado com-
portamental subjacente. Esse efeito, demonstrado pela tendéncia de
aumento da freqiiéncia do tracado e independente do estado comporta-
mental, péde ser observado intensamente durante estados comporta-

mentais de VA e apés SOM.

Durante os estados mais ativados, a MEC produziu modificacbes
mais expressivas e significativas, atingindo principalmente as freqiién-
cias entre 10 e 20 Hz, aumentando a participacdo dessa faixa no espec-
tro de freqiiéncias. De acordo com dados obtidos anteriormente no nos-
so laboratoério (Bruno-Neto, 1996), essa faixa de freqtiéncia (10 a 20 Hz),
nao modifica suas caracteristicas, independente do estado comporta-
mental ser de VR, de VA, de vigilia apés estimulacido sonora ou lumino-

sa, de sono de ondas lentas ou de sono paradoxal. Uma vez que néo foi
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possivel observar qualquer modificacdo comportamental que acompa-
nhasse esse aumento na banda de 10 a 20 Hz, explora¢des mais apro-

fundadas sobre o significado fisiologico desse aumento sdo desejaveis.

A injecdo i.c.v. de nicotina (25pg) em pintos despertos, provoca
um padrao eletrografico semelhante ao encontrado durante periodos de
sono (Key e Marley, 1962). A nicotina aplicada durante o sono compor-
tamental de animais adultos, por outro lado, provoca um aumento mar-
cante da freqliéncia da atividade elétrica registrada. Em animais adultos
despertos, a nicotina produzia os mesmos efeitos. Até o presente, ndo
existem estudos acerca dos possiveis efeitos da MEC sobre o EOsG te-

lencefalico de aves.

Em ratos, a MEC administrada perifericamente em doses variando
entre 10 e 20 mg/kg de peso (i.p.), ndo produziu nenhum efeito signifi-
cante sobre os componentes espectrais de deriva¢oes frontais ou occipi-
tais (Riekkinen-Jr et al., 1991). Por outro lado, quando administrada em
combinac¢do com a ESC, produziu aumento na amplitude do tracado de
tais derivacbes, demonstrando que a MEC foi capaz de potencializar os
efeitos de doses sublimiares de ESC (Riekkinen-Jr et al., 1991). Radek
(1993) ao estudar os efeitos da manipulacio nicotinica sobre a atividade
neocortical de ratos em vigilia relaxada, observou que a MEC (3 e 5
mg/kg i.p.) produzia acentuacao na atividade em fuso de alta voltagem
quando aplicada isoladamente ou apds injecdo de nicotina, enquanto

que na dose de 1mg/kg (i.p.) nenhum efeito pode ser observado. Inje-
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¢oes de MEC ou de hexameténio, aplicadas localmente no hipocampo,
foram incapazes de antagonizar a atividade teta hipocampal espontanea
observada durante estados comportamentais de vigilia imével

(Golebiewski, Eckersdorf e Konopacki, 1993).

No neocoértex de mamiferos a MEC produz um aumento de ativi-
dade em fusos de alta voltagem e no hipocampo ela é incapaz de inter-
ferir na atividade teta espontanea. No presente trabalho, a MEC produ-
ziu um deslocamento do espectro médio de freqiiéncias para freqtiéncias
mais altas durante a VR e acentuou esse aumento de atividade de alta
freqiéncia durante a VA e apés SOM. Assim, parece que o bloqueio ni-
cotinico provoca modificacdes eletrograficas hipocampais diferentes da-

quelas encontradas em mamiferos.

Em vertebrados, a neurotransmissao colinérgica se processa atra-
vés de receptores muscarinicos e nicotinicos, tanto no sistema nervoso
periférico quanto no sistema nervoso central (Janowsky e Overstreet,
1995; Maelicke, Schrattenholz e Scroder, 1995). Nos ultimos 30 anos,
os esfor¢cos na exploracdo da atividade colinérgica tem sido concentra-
dos principalmente na manipulacdo de receptores muscarinicos. Toda-
via, com as recentes descobertas do envolvimento dos receptores nico-
tinicos na modulacédo do comportamento afetivo, na modulacéo da libe-
racao de neurotransmissores envolvidos com processos cognitivos e na
habilidade de produzir dessincronizacdo eletrografica, essa tendéncia

tem diminuido progressivamente (Arneric, Sullivan e Williams, 1995).
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Estudos relacionando a transmissdo colinérgica nicotinica e tarefas
cognitivas sao abundantes na literatura. No entanto, poucos sio os es-
tudos que avaliaram os efeitos da manipulacéo de receptores nicotinicos
sobre a atividade eletrografica coletiva hipocampal. A concentracido de
receptores nicotinicos no telencéfalo de aves pode ser tdo ampla quanto
no telencéfalo de roedores (McMahon, Yoon e Chiappinelli, 1994) mas a
distribuicdo detalhada dessa concentragédo ainda necessita ser determi-

nada.

Em resumo, a MEC administrada em dose equimolar a ESC, nio
foi capaz de provocar modificacbes comportamentais observaveis e,
contrariamente ao observado em mamiferos, provocou uma diminuicao
na amplitude, na poténcia total e aumento na poténcia das freqiliéncias

mais altas do EOsG-hp de pombos durante a VR, a VA e apos SOM.

A ESE foi incapaz de modificar consistentemente tanto o compor-
tamento quanto o tracado eletrografico hipocampal durante estados de
VR. Esses dados tomados em conjunto com os dados de VR coletados
apos injecao de ESC ou de MEC, sugerem que a atividade colinérgica
sobre o EOsG-hp se processa de forma tonica e discreta. Essa suspeita
reside no fato de nao ter sido possivel observar modificacbes significati-

vas no EOsG-hp da VR apés os tratamentos com ESC e MEC ou ESE.

Durante os estados ativados (VA e SOM) a ESE foi capaz de pro-

duzir exclusivamente aumentos na borda espectral de 50%. Outros
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efeitos puderam ser observados (aumentos nas freqliéncias acima de 20
Hz), mas se apresentaram de forma inconsistente, nio oferecendo segu-
ranga na assuncio desses dados como significativos. Apesar disso, pa-
rece haver uma tendéncia de a ESE provocar um aumento na atividade
de freqiiéncias acima de 20 Hz durante os estados ativados. O efeito so-
bre a borda espectral e a tendéncia de aumentar a atividade de fre-
quéncias acima de 20 Hz durante a VA e apés o SOM, pode ter surgido
como resultado de uma acentuacdo da atividade colinérgica durante

esses estados.

Em pintos de 3 semanas, a injecao de ESE (dose niao informada)
provoca o surgimento de uma atividade elétrica de baixa voltagem e alta
freqiiéncia nos registros eletrocorticais (Key e Marley, 1962). Até onde
pudemos avancar, esse € o Unico trabalho que trata da ESE e seus

efeitos sobre o EOsG em aves.

Injecoes periféricas de ESE (0,5 a 1,5 mg/kg} produzem progressi-
vamente o desaparecimento de ondas lentas bem como aumentos tanto
na amplitude quanto na freqiiéncia do EOsG do cortex medial de répteis
(Gaztelu, Garcia-Austt e Bullock, 1991). Injecoes de 1 a 3 mg/kg de ESE
no saco linfatico dorsal, causaram somente aumentos discretos de
amplitude e freqiiéncia da atividade telencefalica de sapos (Kostowski e
Mészaros, 1967). O registro da atividade elétrica coletiva hipocampal e
neocortical de ratos nao restritos, apos a injecao de ESE (1 mg/kg, i.p.)

mostra dessincronizacdo neocortical e hipocampal, acompanhada de
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movimentos de vibrissas e respiratorios compativeis com comportamen-
to exploratério (Bringmann, 1995). Doses de ESE (0,01, 0,05 e 0,1
mg/Kg) aplicadas perifericamente melhoram o rendimento em tarefas de
aprendizagem em ratos (Loizzo et al.,, 1996). Essas mesmas doses provo-
cam, paralelamente, aumento consistente na poténcia da banda espec-
tral (4-7 Hz) do ritmo teta hipocampal. Em humanos, a tacridina (outro
anticolinesterasico) produz reducido na atividade delta e no ritmo mu,
que acompanham déficits cognitivos, sug_erindo uma melhora do quadro

eletrografico da doenca de Alzheimer (Riekkinen et.al., 1991).

Assim, parece que os efeitos da ESE sobre o EOsG-hp de pombos
niao se processam da mesma forma quem em outras espécies, denotan-
do uma acao colinérgica ténica, mas por outro lado modesta, a ponto de

nao poder ter sido notada pelo método aqui empregado.

Diversas evidéncias demonstram que, para a ESE atingir seu
ponto maximo de efeito, é necessario manté-la em niveis altos de con-
centracdo no sangue. Essa concentracdo 6tima de ESE é conseguia
mediante tratamento continuado (Marin e Davis, 1995). No presente
trabalho, os registros com ESE foram realizados imediatamente apoés
uma Unica injecdo e nao apd6s tratamento créonico. Dessa forma, € pos-
sivel que os potenciais efeitos que o tratamento continuado com a ESE

viesse a provocar, ndo puderam ser observados.
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E interessante notar também, que a meia-vida da ESE é muito
curta. Em pardais, observou-se que os niveis de depressdo de acetilcoli-
nesterase cerebral resultante da injecdao intramuscular de ESE, retorna-
vam a patamares da normalidade por volta de 5 min apdés a injecéao
(Mineau, Boag e Beninger, 1994). No presente trabalho, os registros fo-
ram iniciados imediatamente apds a injecdo da ESE e no entanto, ne-

nhuma modificacdo eletrografica pode ser observada nesse intervalo.

Um crescente corpo de evidéncias tem demonstrado que a ESE
pode, além inibir a acetilcolinesterase, ativar receptores nicotinicos de
forma nao competitiva (Maelicke, Schrattenholz e Schroéder, 1995;
O’Neill et al.,, 1994). Assim sendo, seria de se esperar, uma acentuacio
da atividade colinérgica local, resultante tanto da inibicdo da acetilcoli-
nesterase quanto da ativacao de receptores nicotinicos. Entretanto, ne-
nhum efeito que lembrasse aumento de atividade colinérgica pode ser
observado apés a aplicacao de ESE. Novamente, esses resultados aju-
dam a confirmar a suspeita de uma influéncia colinérgica apenas dis-

creta sobre o EOsG-hp de pombos.

Apesar de a acetilcolina estar, de certa forma envolvida na ativi-
dade elétrica hipocampal de pombos, essa pequena atuacdo pode ter
sido refor¢cada pelo tratamento com ESE. A ESE tem sido utilizada como
instrumento terapéutico ha muitos anos, mas recebeu maior atencao
depois da assuncio da “hipoétese colinérgica” para os disturbios cogniti-

vos que acompanham a doenca de Alzheimer. Partindo desse principio,
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o tratamento com a ESE facilitaria a atividade de neurdnios colinérgicos
remanescentes do processo degenerativo colinérgico dessa doenca
(Karczmar, 1993). Muitos estudos tem demonstrado que, pelo menos em
alguns casos, a ESE € capaz de atenuar os déficits cognitivos que
acompanham processos demenciais (Marin e Davis, 1995; Muir et al.,

1992).

Baseado em dados obtidos através de estudos sobre o EOsG e so-
bre potenciais provocados, Karczmar (1994) afirma que a ac¢do colinérgi-
ca sobre a atividade elétrica cerebral estd associada muito mais com a
relacédo entre o individuo e o meio ambiente do que com o proprio com-
portamento de despertar. Essa influéncia sobre os processos de intera-
cdao com o meio ambiente parece se dar durante a atencéo seletiva. No-
vamente, uma vez que o método empregado néo utilizou nenhum para-
digma cognitivo, eventuais efeitos da ESE sobre o EOsG-hp que pudes-
sem ter ocorrido, ndo permitiram ser observados. Por outro lado, os re-
sultados obtidos durante a VA e principalmente apés o SOM, se coadu-
nam com essa afirmacgdo, sugerindo uma influéncia positiva da ace-

tilcolina durante os processos de atencao seletiva.

Em resumo, a ESE foi incapaz de provocar modificacdes tanto
comportamentais quanto eletrograficas hipocampais. Esses ultimos da-
dos sugerem uma participacao discreta e tdnica da acetilcolina na gera-

cao do EOsG-hp de pombos, uma vez que o aumento da disponibilidade
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da acetilcolina na fenda sinaptica niao produziu nenhum efeito consis-

tente.

O papel dos circuitos colinérgicos centrais na modulacido do
EOsG-hp de pombos parece ser menos intenso que em répteis e marmi-
feros. Nossos dados sugerem ainda que essa discreta influéncia coli-
nérgica sobre o EOsG-hp de pombos se da de forma ténica e modesta
durante os estados de vigilia estudados. O bloqueio de receptores mus-
carinicos pela ESC, foi incapaz de provocar modificacdes observaveis no
EOsG-hp. A auséncia de quaisquer efeitos eletrograficos importantes
apos a injecdo de ESC sugere que a acetilcolina, nas situagdes experi-
mentais do presente trabalho, desempenha uma acdo muito discreta. A
MEC, por sua vez, produziu efeitos eletrograficos hipocampais diferentes
daqueles encontrados em mamiferos. No entanto, ndo temos informa-
¢coes suficientes para discutir mais aprofundadamente esse achados en-
volvendo a MEC. Adicionalmente, os efeitos, mesmo que discretos da
ESE, indicam que a acetilcolina participa em certo grau da atividade
elétrica hipocampal, principalmente durante estados mais alertas. E
importante relembrar que apesar dos dados apontarem para uma influ-
éncia discreta da ESC sobre o EOsG-hp, apés o tratamento com essa
droga ocorreu um comportamento diferenciado, acompanhado de ativi-
dade eletrografica igualmente diferenciada que surgia espontaneamente.
Esse comportamento diferenciado apresenta caracteristicas eletrografi-

cas hipocampais intermediarias entre a VR e a VA, eletromigrama com-
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pativel com VR, acompanhando um estado comportamental que lembra
vigilia fortemente alerta. Esse comportamento diferenciado produzido
pela injecdo periférica de ESC, lembra aqueles estados desconexos en-

contrados em mamiferos apés o mesmo tratamento.

Algumas evidéncias sugerem que circuitos colinérgicos estejam
envolvidos mais intensamente com processamento cognitivo e atencio
seletiva do que com o despertar (Karczmar, 1991). A influéncia colinér-
gica sobre a atividade elétrica cerebral parece estar vinculada princi-
palmente com as interagoes entre o individuo e o meio ambiente. Inves-
tigacOes acerca das consequiéncias eletroscilograficas e de manipulacées
farmacologicas dos sistemas colinérgicos centrais de pombos durante
tarefas cognitivas, poderiam ser uteis para determinar mais precisamen-
te essa relacdo. E possivel que a acetilcolina afete a atividade elétrica
hipocampal somente em circunstancias comportamentais especificas e

nao exploradas no presente trabalho.

Evidéncias neuroanatémicas sugerem similaridades entre os sis-
temas colinérgicos centrais em vertebrados superiores (Medina e Reiner,
1994; Veenman et al., 1994; Wachtler, 1980). Outras evidéncias suge-
rem que a distribuicido de receptores muscarinicos no hipocampo de
pombos parece semelhante aquela encontrada em mamiferos (Kohler,
Messer e Bingman, 1995). Adicionalmente, parecem existir conexdes
reciprocas entre o hipocampo e estruturas colinérgicas centrais (area

septal e nucleo da banda diagonal de Broca) em aves (Casini, Bingman e
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Bagnoli, 1986; Krebs, Erichsen e Bingman, 1991; Rehk&mper, Frahm e
Zilles, 1991), similares as dos mamiferos (Rehkdmper, Frahm e Zilles,

1991).

Apesar das similaridades apontadas pelas evidéncias acima des-
critas, os dados do presente trabalho sugerem que a acetilcolina parece
participar apenas discretamente da regulacido do EOsG-hp de pombos.
Adicionalmente, possiveis alteracoes funcionais no hp do pombo, indu-
zidas pelas manipulagdées colinérgicas aqui estudadas, niao foram
acompanhadas por mudancas evidentes no EOsG-hp durante estados
comportamentais semelhantes aos da vigilia desse animal. Por outro
lado, o desencadeamento de um comportamento aparentemente alerta
associado a um EOsG-hp com caracteristicas sincronizadas apos blo-
queio muscarinico, reforca a nocao, colocada na literatura acima revi-
sada, de uma evolugdo conservativa de atributos funcionais do hipo-

campo de amniotas.
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