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'‘Não te doa jamais pensar em falha tua. 

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

vela a nuvem e o eclipse a luz do sol, da lua, 

e o ascoso pulgão 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

nistração de escopolamina (ESC), mecamilamina (MEC) e eserina (ESE) 

sobre o eletroscilograma hipocampal (EOsG-hp) e o comportamento de 

pombos domésticos não restritos. Foram utilizados 23 pombos {Columba 

livia) adultos implantados cronicamente com eletrodos bipolares locali

zados no hipocampo e na musculatura nucal. O registros eletrográficos 

foram adquiridos e armazenados em um sistema digital, para análises 

visuais e quantitativas (análises espectral de potência e de período- 

amplitude) do traçado. Simultaneamente aos registros eletrográficos, 

foram realizados registros comportamentais. Os registros foram realiza

dos 20 min antes e durante 30 min após injeção i.p. de ESC (2,7 

mg/Kg), metilescopolamina (M-ESC, 3,18 mg/Kg), MEC (1,6 mg/Kg), 

ESE (100 |xg/Kg) ou de veículo (NaCl, 0,9 %, 1 ml). Para as anédises do 

EOsG-hp foram selecionadas épocas de 10 segundos de cada animal 

referentes aos estados de vigília relaxada (VR), vigília alerta (VA) e vigília 

provocada por estimulação sonora (SOM). A ESC provocou aumento no 

comportamento de vômito, diminuição na postura relaxada e na postu

ra alerta, e também o surgimento do congelamento espontâneo (FZ), ca

racterizado por comportamento de alerta, porém acompanhado de 

EOsG-hp e eletromiograma (EMG) comparável aos estados relaxados. A 

injeção de ESC produziu diminuição no número de ondas, na amplitude 

e na potência total durante a VR, não provocando modificações no 

EOsG durante a VA. O EOsG-hp referente aos períodos de FZ apresen

tou diminuição no número de ondas e na amplitude em relação á VR. 

Comparado com a VA, o FZ apresentou aumento na incidência das on

das em ponta de grande amplitude (PGA), na voltagem das PGAs, no 

número de ondas, na amplitude, na potência total, e na potência relati

va da atividade de 6 Hz, e diminuição nas potências relativas de 2 Hz e 

acima de 20 Hz. Nenhum efeito comportamental ou eletrográfico pôde 

ser observado após injeção de M-ESC. A MEC produziu diminuição no



número de ondas e na amplitude durante a VR, enquanto que durante 

a VA produziu diminuição na amplitude e na potência total, aumento 

na borda espectral de 50% e nas freqüências relativas entre 9 e 30 Hz. 

Após SOM, a MEC produziu aumento nas freqüências relativas entre 10 

e 20 Hz. A injeção de ESE não provocou efeitos comportamentais ou 

eletrográficos consistentes. Tais dados sugerem que a acetilcolina par

ticipa tônica e discretamente da regulação do EOsG-hp. Não foi possível 

observar qualquer atividade rítmica que fosse comparável ã atividade 

teta-hipocampal encontrada em mamíferos. Entretanto, o EOsG-hp re

ferente ã VR se assemelha aos registros que acompanham o mesmo es

tado nos répteis, nos anfíbios e nos mamíferos.



ABSTRACT______________________________________ __

Tlie 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 jig/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 rh3̂ m ical 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).



INTRODUÇÃO

1.1. o  Eletroscilograma

• A atividade elétrica coletiva das células corticais cerebrais pode 

ser representada graficamente através do eletroencefalograma (EEG), 

um registro contínuo das diferenças entre potenciais elétricos dinâmicos 

originados nestas células. Para o presente trabalho será adotado o ter

mo eletroscilograma (ElOsG), utilizado para denominar os registros das 

oscilações elétricas originadas em agregados neuronais {e.g., Valle, 

1992). Este registro representa um importante indicador dos estados do 

funcionamento cerebral. As oscilações de potencial elétrico vistas no 

EOsG surgem em função principalmente do somatório dos potenciais 

sinápticos inibitórios e excitatórios da região abrangida por eletrodos de 

registro. Esses eletrodos podem ser posicionados sobre o escalpo 

(eletrodos de superfície), 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 mamíferos: 1) atividades de alta freqüência e baixa 

amplitude (EOsG ativado ou dessincronizado) que surgem concomitan- 

temente aos estados comportamentais de vigília alerta (VA) e de sono 

paradoxal (SP) e 2) atividades de baixa freqüência e grande amplitude 

(EOsG sincronizado ou não ativado) que são concorrentes a estados



comportamentais de vigília relaxada (VR) e sono de ondas lentas (SOL). 

A ativação do EOsG está associada a um estado de prontidão celular 

cerebral que permite os neurônios responderem de forma eficaz e rápida 

tanto aos estímulos externos quanto àqueles gerados internamente. A 

ativação do EOsG encontrada durante a vigília alerta apresenta íntima 

relação com processamento sensorial, processos de atenção, de memó

ria e aprendizado (McCarley, 1995; McCarley et al., 1995; Reiner, 1995; 

Steriade et al, 1988; Steriade, 1995).

Diferenças também podem ser encontradas nos registros eletrosci- 

lográficos dependendo da área telencefálica abrangida pelos eletrodos. 

De particular importância para o presente trabalho é o padrão eletrosci- 

lográfico da formação hipocampal (EOsG-hp) de mamíferos (ratos). O 

EOsG-hp é caracterizado por dois tipos básicos de atividade, que apre

sentam estreita relação com estados comportamentais específicos. Um 

tipo é caracterizado por atividade irregular lenta de grande amplitude 

com predominância na faixa de freqüência entre 2 e 4 Hz, entremeada 

por ondas em pontas isoladas ou em salvas. Este padrão de atividade é 

concorrente com comportamentos automáticos, estereotipados, como os 

movimentos de autolimpeza ou de vocalização, e com estado comporta

mental de vigília relaxada (comportamentos tipo I). Esse tipo de ativida

de parece ser dependente da atividade de aferências hipocampais coli- 

nérgicas com origem no prosencéfalo basal e serotonérgicas do tronco 

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



caracterizada por ondas rítmicas senoidais com freqüência entre 6 e 12 

Hz (ondas 6- teta), associada a comportamentos voluntários, como mu

danças de postura, manipulação de objetos, e ao estado comportamen- 

tal de vigília alerta (comportamentos tipo II), bem como pode ser produ

zida por estimulação periférica sem movimentação voluntária do animal 

(Gaztelu et al., 1994; Vanderwolf, 1992). Esse último tipo de atividade 

hipocampal é dependente exclusivamente de aferências colinérgicas, 

por ser sensível ã drogas antimuscarínicas como a atropina 

(Vanderwolf, 1992). Por outro lado, dados obtidos após lesão seletiva de 

células colinérgicas do prosencéfalo basal, indicam que a atividade 0- 

hipocampgJ não depende exclusivamente de aferências colinérgicas 

(Bassant et al, 1995). A atividade ô - hipocampal pode ser mediada por 

geradores de origem septal (Golebiewski, Eckersdorf e Konopacki, 1993; 

Gottesmann, 1992), e é possível que este marcapasso septal esteja sob 

influência de estruturas do tronco encefálico (Vertes, 1981).

Estudos eletroscilográíicos também foram conduzidos em diferen

tes espécies de aves, embora em menor quantidade e não tão ricos em 

informações se comparados aos estudos realizados em mamíferos.

Investigações eletroscilográficas em galinhas indicaram a presen

ça, no telencéfalo, de ondas lentas de 2 a 3 Hz e amplitude por volta de 

100 fiV durante o sono. Essas ondas foram consideradas como seme

lhantes àquelas presentes durante o sono de mamíferos (Tauber, 1974). 

Estudos realizados por Ookawa e Gotoh (1965) em galinhas domésticas,



revelaram na região frontal do crânio desses animais durante vigília 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 vigília alerta, ocorre uma diminuição geral 

da amplitude do traçado eletroscilográfico, e salientam-se as atividades 

de alta freqüência. Nos períodos de transição da vigília relaxada para os 

estágios iniciais do sono, as ondas de pequena amplitude são paulati

namente substituídas por ondas de grande amplitude, que lembram 

aquelas encontradas durante o sono de ondas lentas dos mamíferos 

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

Um outro evento eletroscilográfico de interesse está relacionado 

ao sono paradoxal. Na maioria dos mamíferos, o EOsG associado a este 

comportamento é caracterizado por atividades elétricas de alta freqüên

cia e pequena amplitude, assemelhando-se ao traçado encontrado no 

animal atentamente desperto. Nas aves, este período de sono paradoxal 

também pode ser encontrado, embora com duração extremamente curta 

(Campbell e Tobler, 1984; Tobler, 1988; Tobler e Borbély, 1988). Em 

gansos, o EOsG telencefálico, durante a vigília alerta, é caracterizado 

por atividades de EOsG por volta de 50 |.iV com freqüências em tomo de 

13 Hz. Na vigília relaxada dessa ave, o EOsG era caracterizado por um 

mosaico de ondas de grande voltagem desde 100 até 300 jiV com fre

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



drão contínuo de ondas lentas em tomo de 6 Hz e voltagem variando de 

150 a 300 |LiV. Durante o sono paradoxal, a característica geral do tra

çado tomava a forma de ondas menores que 50 ^V e freqüência acima 

de 10 Hz não diferenciável daquelas encontradas na vigília alerta 

(Dewasmes et al, 1985). Outros estudos eletroscilográficos em pombos 

(Phillips e Berger, 1991; VanTwyver e Allison, 1972; Walker e Berger, 

1972) sugerem as mesmas associações entre atividade eletroscilográfica 

telencefálica e os diferentes estados comportamentais associados.

As descrições e análises do EOsG de aves geralmente são funda

mentadas na apreciação visual do traçado, e relatam a presença de ati

vidades irregulares, mistas e compostas de ondas lentas de grande 

amplitude, sobrepostas por atividades rápidas de baixa amplitude 

(Sugihara e Gotoh, 1973; Walker e Berger, 1972). Métodos complemen

tares de análise do EOsG ( e.g., a análise espectral e a análise aperiódi

ca) podem ser utilizados para um escrutínio mais detalhado dos diferen

tes componentes do traçado eletroscilográfico {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 carência de informações sobre padrões de atividade elétri

ca circunscrita á áreas telencefálicas específicas. Os experimentos aci

ma mencionados, foram realizados com eletrodos unipolares, visando 

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



realizados por meio de derivações em regiões distantes entre si, não as

segurando uma leitura da atividade eletroscilográfica circunscrita a 

uma região anatomicamente homogênea. A utilização de eletrodos bipo

lares pode refletir, de forma autêntica, a atividade elétrica característica 

da região subjacente, uma vez que as pontas desses eletrodos estão 

próximas entre si e posicionadas num mesmo território, além de permi

tir uma redução de ruídos bioelétricos (Yurek e Randall, 1991).

Estudos realizados neste laboratório têm demonstrado que a for

mação hipocampal de pombos apresenta uma atividade eletroscilográfi

ca característica e conspícua se comparada a regiões próximas na su

perfície telencefálica, quando registrada através da implantação crónica 

de eletrodos bipolares (Bruno-Neto et ál., 1996). Durante períodos de 

vigília relaxada (VR), esta atividade foi caracterizada como contendo 

grupos de ondas de até 4 Hz com amplitudes chegando a 100 îV, 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 |.iV. Junto a 

essas atividades, destacam-se ondas em ponta de grande amplitude 

(PGA), com freqüências entre 6 a 10 Hz e amplitudes que atingem até 

150 îV. 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 espontâneo, as atividades com freqüência até 4 Hz apresentam 

amplitudes por volta de 40 p,V, as ondas de 10 a 20 Hz atingem até 30 

fxV de amplitude, e as ondas de 20 a 30 Hz chegam até 10 )aV de ampli-



tude. As PGAs, nesta situação de alerta são mais raras, surgindo isola

damente ou aos pares, com amplitudes chegando a atingir 100 jliV e in

cidência mêdia de 3,5 ondas a cada 20 s. Durante a vigíHa alerta (VA) 

provocada por estimulação sensorial (luminosa ou sonora) as PGAs de

saparecem, as ondas de atê 4 Hz apresentam amplitudes que atingem 

40 nV, as ondas de 10 a 20 Hz apresentam amplitudes que chegam a 30 

M-V e as ondas de 20 a 30 Hz se apresentam com amplitudes abaixo de 

10 |j,V. Com o retomo do animal a estados comportamentais mais rela

xados, paulatinamente as PGAs retomam seu aspecto característico. 

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 desapareçam por completo 

(Bruno-Neto et al., 1996; Bmno-Neto, 1996). Tais atributos não pude

ram ser descritos no hiperestriado acessório, uma área telencefãlica 

funcional e hodologicamente distinta do hipocampo, mas localizada 

imediatamente adjacente a este na superfície telencefãlica do pombo 

(Bmno-Neto, 1996).

1.2. Os sistemas colinérgicos centrais em aves e mamíferos

Numerosas estmturas centrais fazem parte de mecanismos que 

regulam a atividade elétrica celular cerebral de fundo. Entre estas, des- 

taca-se a formação reticular (FR). Esse aglomerado de fibras nervosas e 

núcleos celulares, estendendo-se desde níveis cervicais iniciais até o



prosencéfalo basal, apresenta fronteiras anatômicas geralmente mal de

limitadas, e muitas de suas funções estão ainda por serem esclarecidas 

(Steriade e McCarley, 1990). A FR não chamou a atenção de neuroana- 

tomistas e neurofisiologistas, até os estudos agora clássicos de Moruzzi 

e Magoun (1949). Estes estudos ajudaram a estabelecer que a atividade 

da FR do tronco encefálico era capaz de produzir uma ativação ampla 

do côrtex cerebral, uma influência que subseqüentemente mostrou-se 

crítica para a iniciação e manutenção da vigília e do sono paradoxal 

(Bassant et al., 1995; Jones e Cuello, 1989; Reiner, 1995). Atualmente, 

acredita-se que a FR tenha participação em uma ampla variedade de 

atividades, como a nocicepção, a habituação, o processamento sensorial 

multimodal, entre outras (Dement, 1994; McGinty e S^musiak, 1988; 

Szymusiak, 1995). Dentro da FR, encontramos territórios que concen

tram neurônios que secretam diferentes neurotransmissores como sero- 

tonina (5-HT, nos núcleos da rafe), noradrenalina (NA, no locus coeru- 

leus), dopamina (DA, na área tegmental ventral de Tsai) e acetilcolina 

(ACh, ver adiante). Estas estruturas e suas conexões têm 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, são os distritos 

da FR onde são encontrados neurônios que sintetizam e usam a ace- 

tilcoUna como neurotransmissor. O reconhecimento da existência des

tes núcleos colinérgicos teve início após os estudos pioneiros de Shute e



Lewis (1960), que identificaram grupos de células reativas à histoquími- 

ca para a acetilcoünesterase na FR, que presumivelmente enviariam 

projeções em direção ao telencéfalo secretando acetilcolina em seus 

terminais sinápticos. Investigações hodológicas, imunocitoquímicas 

(para a colinoacetil-transferase), e de localização de receptores colinérgi- 

cos muscarínicos e nicotínicos realizadas nas décadas subsequentes, 

vieram a confirmar e ampliar tais conclusões (Karczmar, 1993; Nieuwe- 

nhuys, 1985; Reiner, 1995; Samson et al, 1991). Com o avanço das 

técnicas neuroanatõmicas, pôde-se concluir que estas estruturas do 

sistema nervoso central compreendem um “sistema reticular ascendente 

colinérgico” (Jones e Cuello, 1989). Em mamíferos, estes agregados de 

neurônios colinérgicos foram parcelados em grupos que seguem a se

guinte nomenclatura: Chi (núcleo septal mediai, SM); Ch2 (núcleo ver

tical da banda diagonal de Broca, DBv); Ch3 (braço horizontal do núcleo 

da banda diagonal de Broca, DBh); Ch4 (núcleo basalis de Meynert, 

NBM); Ch5 (núcleo pedunculopontino, PPN); Ch6 (núcleo tegmental la- 

terodorsal, LDT). Posteriormente foram incluídos os grupos Ch7 (núcleo 

habenular mediai, HM) e Ch8 (núcleo parabigeminal, PBG), descritos no 

rato por Mufson (1986). Apesar de estarem localizados no telencéfalo, os 

grupos Chi, Ch2, Ch3 e Ch4 são considerados como uma extensão 

mais rostral da FR (Mesulam, 1995a, 1995b; Steriade e McCarley, 

1990).



Alguns destes núcleos e suas respectivas projeções se destacam 

em função de suas influências sobre a atividade elétrica telencefálica, 

como veremos adiante. Os grupos Chi e Ch2 aferentam o complexo hi

pocampal (Samson et al, 1991). O grupo celular Ch5, localizado no 

tegmento pedunculopontino, aferenta principalmente o tálamo, o tecto, 

a substância negra, o prosencéfalo basal, os gânglios da base, inervan- 

do virtualmente todas as regiões cerebrais subcorticais (Saper, 1990; 

Woolf, 1991). As projeções eferentes do grupo Ch6 são similares às do 

grupo Ch5 e àquelas projeções oriundas do complexo colinérgico do 

prosencéfalo basal (Ch3-Ch4), que se espraiam por todo o córtex cere

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

o  reconhecimento da importância funcional dos sistemas coli- 

nérgicos centrais na regulação dos estados de EOsG teve início nos tra

balhos pioneiros de Jasper (1966) seguindo o conceito introduzido por 

Jouvet (1960), que sugeriu que os estados de vigília e sono podem ser 

gerados pela ação de diferentes neurotransmissores contidos em dife

rentes sistemas, com projeções espraiadas por todo o cérebro (Jones, 

1994; Reiner, 1995). As vias colinérgicas ocupam uma posição crucial 

dentro dos sistemas reticulares ativadores ascendentes e têm importan

te papel na modulação do EOsG cortical bem como nos comportamen

tos associados ao despertar e à atenção (Steriade et al, 1990).

Acredita-se atualmente que a ACh participe da inibição de ritmos 

oscilatórios em ondas lentas e em fusos que são impostos ao córtex ce-
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rebral por vias lálamo-corticais particulares, com conseqüente dessin

cronização do EOsG. Tal inibição faz parte dos mecanismos de iniciação 

e manutenção da vigília e do sono paradoxal (Dringenberg e Vanderwolf, 

1996; Imeri et al, 1992; Inglis e Fibiger, 1995; Jones, 1994; McCormick, 

1992; MüUer, 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). Mensurações 

por microdiálise de ACh na superfície cortical demonstram um aumento 

na concentração desse neurotransmissor durante estados de EOsG ati

vado, em relação às observadas durante estado de sono de ondas len

tas. Estimulação elétrica dos grupos Cli5-Ch6 (Szymusiak, 1995) e de 

células colinérgicas do prosencéfalo basal (Dringenberg e Vanderwolf, 

1996), provoca ativação do EOsG bem como um aumento na concentra

ção de ACh cortical. A aplicação iontoforética direta de ACh ou de ago- 

nistas colinérgicos sobre o córtex cerebral ou sobre o hipocampo, pro

duz aumento nos disparos celulares destas regiões, enquanto que após 

a administração de antagonistas colinérgicos, este aumento de atividade 

celular é evitado (Inglis e Fibiger, 1995). Por outro lado, lesões excitotó- 

xicas de Ch3-Ch4 produzem um aumento na atividade de ondas lentas 

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

Estes efeitos podem ser verificados também após administração 

sistêmica de antagonistas muscarínicos (Dringenberg e Vanderwolf,
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1996; Stewart, MacFabe e Vanderwolf, 1984; Szymusiak, 1995). Estu

dos farmacológicos têm revelado que drogas anticolinêrgicas causam 

uma lentificação do EOsG, bloqueando ou atenuando a ativação cortical 

induzida por agonistas colinérgicos, por estimulação sensorial ou pela 

estimulação de determinadas estruturas do tronco encefálico (Inglis e 

Fibiger, 1995; Ray e Jackson, 1991).

Outras evidências indicam que este sistema exerce mais do que 

uma influência ativadora tônica. Os neurônios colinérgicos do prosencé- 

falo basal aumentam sua freqüência de disparos de forma fásica duran

te estados de vigília e de sono paradoxal. Durante a vigíHa, os neurônios 

colinérgicos do prosencéfalo basal parecem participar na regulação de 

funções de atenção, processamento sensorial e cognição atribuídas ao 

neocórtex e ao sistema límbico (Karczmar, 1995; S2ymusiak, 1995). 

Estudos recentes utilizando microdiálise, têm demonstrado um aumen

to na liberação de ACh no córtex frontal e formação hipocampal de ra

tos, quando estes são expostos a estimulação sensorial inédita, suge

rindo um envolvimento colinérgico nos processos de atenção, que estão 

diretamente vinculados ao nível de ativação cortical (Inglis e Fibiger, 

1995).

Além de desempenhar este papel ativador sobre o EOsG, os siste

mas colinérgicos centrais se tomaram alvo de pesquisas intensas pelo 

fato de existirem fortes evidências do seu envolvimento com processos 

patológicos da demência senil tipo Alzheimer em humanos. A doença de
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Alzlieimer é caracterizada por um estado de demência resultante de 

uma perda progressiva das habilidades mentais, apresentando como 

características constantes a perda de memória e a lentificação do traça

do de EOsG. Este déficit de memória pode estar relacionado a perdas 

neuronais no hipocampo bem como uma redução no número de 

neurônios colinêrgicos do prosencéfalo basal, acompanhadas de uma 

lentificação do traçado eletroscilográfico (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 colinêrgicos podem ainda estar envolvidos com o pro

cessamento somato-sensorial (Inglis e Fibiger, 1995; Leanza etal., 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 supressão da atividade motora durante estados de 

EOsG e comportamentais do sono paradoxal (Chase e Morales, 1994; 

Holmes e Jones, 1994), na regulação do fluxo sangüíneo cerebral local 

(Sato e Sato, 1989; 1992; Sunderland et al., 1995; Vaucher e Hamel, 

1995), na regulação respiratória durante estados de sono {e.g., Lydic e 

Baghdoyan, 1992).

Estas constatações foram obtidas através de lesões experimentais, 

estimulação elétrica e registros locais e também por manipulações far-
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macológicas dos sistemas colinérgicos, utilizando drogas colinomiméti- 

cas ou através do bloqueio de seus receptores sinápticos. 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 nicotínicos, e outro grupo de receptores conhecidos como 

muscarínicos. Esta classificação é baseada na habilidade de alcalóides 

naturais, a nicotina e a muscarina, de mimetizarem os efeitos da ACh 

como um neurotransmissor no sistema nervoso (Americ, Sullivan e Wi

lliams, 1995; Eglen, Reddy e Watson, 1994; Le Novère e Changeux, 

1995). A grande diversidade de respostas provocadas por drogas nicotí- 

nicas ou muscarínicas determinaram a subdivisão dos dois grupos de 

receptores colinérgicos. Os receptores nicotínicos são divididos em dois 

subtipos compreendendo os receptores nicotínicos musculares e nico

tínicos neuronais. No sistema nervoso central, os receptores nicotínicos 

receberam denominações diferentes em função da afinidade destes re

ceptores ã toxinas específicas (a-bungarotoxina e K-bungarotoxina). Os 

receptores nicotínicos são incluídos no grupo dos receptores ionotrópi- 

cos (receptores-canais iônicos) (Le Novère e Changeux, 1995) produzin

do reações excitatórias celulares rápidas e influenciando na liberação de 

substâncias transmissoras (Americ, Sullivan e Williams, 1995; Ribeiro, 

Bettiker, Bogdanov e Wurtman, 1993).

Por sua vez, os receptores muscarínicos são classificados em 5 

subtipos farmacológicos distintos (Ml - M5), codificados por genes dis
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tintos mas relacionados (Ehlert, Roeske e Yamamura, 1995; Eglen, Re- 

ddy e Watson, 1995). Os receptores muscarínicos são incluídos no gru

po dos receptores metabotrópicos (acoplados à proteína transdutora G), 

em geral produzindo como resposta celular a inibição da adenilato- 

ciclase (M2), estimulação da fosfoLipase C (Ml) e/ou regulando a ativi

dade de canais iônicos (canais de potássio e cálcio) (Ehlert, Roeske e 

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

Como já mencionado, vários estudos têm demonstrado que a 

administração local ou sistêmica de agonistas nicotínicos ou muscaríni

cos suprimem a atividade oscilatória em ondas lentas ou em fusos de 

alta voltagem exibida pelos registros de EOsG cortical (Riekkinen-Jr, et 

al, 1995). Adicionalmente, a administração de bloqueadores de recepto

res nicotínicos ou muscarínicos provocam o surgimento de atividade 

eletrográfica típica de estados não ativados (Steriade, 1991; Steriade et 

al, 1990).

Alterações comportamentais também podem ser encontradas após 

administração de drogas que bloqueiam os receptores colinérgicos. A 

administração de escopolamina, um bloqueador muscarínico, induz um 

aumento da atividade motora de ratos. Nesses animais, a administração 

de fisostigmina, um anticolinesterásico, resulta em atenuação dessa hi- 

peratividade (OTSÍeill et al, 1994). Investigações acerca de comportamen

tos relacionados ã memória e aprendizado indicam que a administração 

de escopolamina ou atropina (um outro bloqueador muscarínico), pre
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judica os processos de memória {e.g., Jones e Higgins, 1995; Mineau, 

Boag e Beninger, 1994; Santi e Wiese, 1995), de forma semelhante à 

amnésia presente na senescéncia (Karczmar, 1990; 1993). Adicional

mente, existem evidências que demonstram uma faciHtação dos proces

sos cognitivos após administração de agonistas nicotínicos em indivídu

os normais, e que a administração de bloqueadores de receptores nico

tínicos como a mecamilamina, prejudica tais processos (e.g., Decker e 

Majchrzak, 1993; Levin, 1992; Turchi eí aZ., 1995).

Uma droga colinomimética que apresenta uma influência apreciá

vel sobre a transmissão colinérgica é um alcalóide natural , a eserina, 

também conhecida como fisostigmina. A eserina impede a ação degra- 

dativa da acetilcoünesterase sobre a ACh, deixando-a mais tempo dis

ponível na fenda sináptica. Além dessa atividade anticolinesterásica, a 

eserina parece apresentar uma ação agonista colinérgica não competiti

va sobre receptores nicotínicos (Maelicke, Schrattenholz e Schröder, 

1995). o  emprego da eserina como agente terapêutico é bastante antigo, 

tendo sida usada como antídoto do curare por índios da América do 

Sul. Antigo também foi o seu emprego no tratamento da miastenia gra

vis, uma patologia que compromete a comunicação sináptica na junção 

mioneural. Tem sido proposto o uso da eserina como coadjuvante no 

tratamento da doença de Alzheimer, baseado nos achados degenerativos 

colinérgicos que acompanham esta doença e também, na possível facili-
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tação funcional por este alcalóide dos neurônios colinérgicos remanes

centes (Karczmar, 1993).

Fortes evidências indicam que sistemas colinérgicos centrais es

tão presentes em todos os vertebrados, podendo ser detectados desde 

ciclóstomos (lamprêia) atê os mamíferos (Wãchtler, 1980). Estas evi

dências indicam que entre répteis (Ulinski e Morgaliash, 1990; Gaztelu, 

Garcia-Austt e Bullock, 1991; Ulinski, 1990 ), aves (Medina e Reiner, 

1994; Sorenson e ChiappinelH, 1992) e mamíferos (McGeer, Eccles e 

McGeer, 1987; Saper, 1990) existem diversas semelhanças anatômicas 

e, possivelmente também funcionais (Medina e Reiner, 1994; Wãchtler, 

1980), nos sistemas colinérgicos centrais. Além disso, muitas das afe

rências telencefáücas com origem no tronco encefálico e tálamo apre

sentam similaridades entre os diferentes grupos de vertebrados, e pro

vavelmente são íilogeneticamente antigas. Assim, é possível que alguns 

aspectos funcionais comportamentais de caráter fundamental e associ

adas a essas vias, podem ter sido estabelecidos já no início da evolução 

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

Estudos histoquímicos têm demonstrado que é possível a exis

tência de aferências colinérgicas ã formação hipocampal de aves, bem 

como a presença de receptores colinérgicos muscarínicos nesta região 

(Dietl, Cortez e Palacios, 1988; Kohler, Messer e Bingman, 1995; Medina 

e Reiner, 1994). De fato, a formação hipocampal de aves contém muitas 

das substâncias neuroativas que têm sido encontradas também no hi
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pocampo de mamíferos. Estudos hodológicos e imunohistoquímicos têm 

demonstrado que a formação hipocampal de aves recebe aferências no- 

radrenérgicas (que podem ser originadas no locus coeruleus), dopami- 

nêrgicas (possivelmente oriundas da área tegmental ventral de Tsai) e 

serotonérgicas (possivelmente originadas na rafe mediana) (Erichsen et 

al, 1994; Krebs, Erichsen e Bingman, 1991). Além do mais, é possível 

encontrar fibras colinérgicas no complexo hipocampal, possivelmente 

com origem no prosencéfalo basal (banda diagonal e região septal me

diai) (Krebs, Erichsen e Bingman, 1991; Medina e Reiner, 1994). Assim, 

dados hodológicos, imunohistoquímicos e farmacológicos, parecem 

apontar para um notável grau de similaridade dos sistemas modulado- 

res da atividade elétrica celular hipocampal entre aves e mamíferos.

Em vista do grau de comparabilidade exposto acima, é possível 

que os sistemas colinérgicos também tenham um papel relevante na re

gulação da atividade eletroscilográfica telencefálica geral e, particular

mente, sobre o EOsG hipocampal de aves.

Existem poucas informações acerca do papel dos diversos siste

mas de neurotransmissão e em particular dos sistemas colinérgicos, so

bre a modulação do EOsG telencefálico de aves.

A despeito da importância da atividade colinérgica na regulação 

do EOsG de mamíferos, estudos acerca do papel coHnérgico sobre o 

EOsG em aves são escassos e assistemáticos. Karmanova (1982) ad
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ministrou um agonista muscarínico (arecolina) via intramuscular em 

galinlias cronicamente implantadas com eletrodos bipolares. Esses ele

trodos foram posicionados simetricamente nas regiões parietal e occipi- 

tal de ambos os hemisférios cerebrais. Após a administração da arecoli

na, foi observado um aumento no número e na duração dos eventos de 

sono paradoxal. A administração periférica deste agonista provocou 

também: 1) um aumento considerável na atividade elétrica no núcleo 

rotundo do tálamo, principalmente na banda de freqüências entre 15 e 

20 Hz e, 2) aumento na incidência de episódios curtos e espontâneos de 

vigília atenta que surgiam durante o estado vígil (habitualmente domi

nado pela vigília relaxada).

Num estudo direcionado principalmente ã investigação dos efeitos 

da aplicação periférica de catecolaminas sobre o EOsG em galinhas, Key 

e Marley (1962) examinaram adicionalmente os efeitos de algumas dro

gas colinérgicas. A administração periférica de nicotina em animais jo

vens e despertos provocou, durante o alerta, a ocorrência de um padrão 

de ondas lentas de 1 a 3 Hz, sobrepostas por ondas em ponta de 4 a 6 

Hz com amplitudes em tomo de 150 a 200 |iiV. Esse padrão era inexis

tente nos animais tratados com veículo. Em animais adultos, o mesmo 

tratamento provocou uma ativação do traçado eletrográíico durante o 

sono. Atividades de 4 a 6 Hz tomam-se dominantes, sendo sobrepostas 

por salvas de atividades de 18 a 20 Hz e ondas em ponta de 200 a 350 

|aV, surgindo de 4 a 5 vezes por segundo. A administração de atropina
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(0,2 mg i.c.v. e 3,0 mg i.p.) em 3 pintos de 1 a 28 dias não produziu ne

nhum efeito significativo sobre a atividade eletrocortical desses animais. 

Em ginimais com três semanas de idade encontraram atividade rápida 

de baixa amplitude após administração de eserina.

Embora os autores acima citados não tenham apresentado e dis

cutido os dados sobre os efeitos de agentes colinêrgicos de forma por

menorizada e sistemática, toma-se aparente que manipulações colinér- 

gicas por via periférica podem afetar o EOsG telencefálico em galinhas. 

Estes efeitos, em geral, são semelhantes aos observados em mamíferos, 

isto é, aumentos da atividade colinérgica (supostamente produzidos pela 

nicotina, pela arecoHna e pela eserina) induzem estados eletrográficos 

ativados. O bloqueio de receptores muscarínicos, no entanto, parece 

não afetar o EOsG em animais jovens. Tanto quanto pudemos averi

guar, estes trabalhos são os únicos na literatura que examinaram em 

aves os efeitos de drogas colinérgicas sobre o EOsG telencefédico em 

aves.

Outros estudos utilizando drogas neuroativas em aves se ocupa

ram também em examinar a influência 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 mamíferos, aplicações periféricas 

de bloqueadores de receptores colinêrgicos produzem perturbações em 

processos cognitivos.
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1.3. o  Hipocampo

Apesar do telencéfalo dos vertebrados superiores ter evoluído em 

duas diferentes direções, uma levando às estruturas típicas das aves 

(com um desenvolvimento telencefálico globiforme), e outra levando à 

organização presente nos mamíferos [e.g., com seu desenvolvimento 

laminar das estruturas corticais), ambas as linhas permitiram aquisi

ções comportamentais complexas (Wãchtler e Ebinger, 1989). Estudos 

neuroanatõmicos comparativos indicam uma íntima relação entre o 

desenvolvimento de uma dada estrutura cerebral e a sua importância 

funcional nas diferentes espécies. Tanto a organização morfológica bási

ca do sistema nervoso, quanto a regulação de funções como alimenta

ção, orientação, reprodução e regulação interna de todas as espécies de 

vertebrados são similares, embora o grau de diferenciação e de tamanho 

das estruturas possam variar muito entre espécies relacionadas, por 

conta das diferentes demandas biológicas e da adaptação ao ambiente 

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

o  telencéfalo de aves é caracterizado por grandes grupamentos 

celulares revestidos por uma fina lâmina celular que os reveste, sendo 

alguns grupamentos comparáveis ã estruturas cerebrais corticais e 

subcorticais específicas de mamíferos (Benowitz, 1980; Veenman e Rei- 

ner, 1995). Estudos utilizando técnicas anatômicas especiais para mar

cação de receptores sinápticos, tém demonstrado que existe uma distri

buição muito similar desses receptores entre cérebro de aves e de mamí
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feros, indicando uma evolução conservativa do prosencéfalo de amnio- 

tas (Veenman etal, 1994).

Uma estrutura ubíqua no telencéfalo de vertebrados superiores é 

o hipocampo (hp). Estudos embriológicos e de anatomia comparativa 

indicam que esta região telencefálica pode ter derivado do córtex dorso- 

medial de um ancestral comum tanto aos mamíferos quanto aos répteis 

e ãs aves (Casini, Bingman e Bagnoli, 1986). A formação hipocampal de 

mamíferos compreende quatro regiões corticais de organização relati

vamente simples. Estas incluem o giro denteado, o como de Amon 

(hipocampo propriamente dito) que é subdividido em regiões CAI, CA2 e 

CA3, o complexo subicular (subdividido em subículo, pré-subículo e 

para-subículo) e córtex entorrinal (Amaral e Witter, 1989). Dado ã sua 

simplicidade estrutural, estudos neuroquímdcos do hipocampo de mamí

feros têm fornecido informações importantes a respeito das substâncias 

neuroativas sobre esta região e de seus efeitos sobre a atividade elétrica 

que emerge de sua circuitaria. Moléculas neurotransmissoras como áci- 

do-gama-amino-butírico (GABA), NA, ACh, DA, glutamato (GLU), aspar- 

tato (ASP) e diversos peptídeos têm sido identificadas, embora o respec

tivo papel funcional destes neurotransmissores não seja conhecido 

completamente. Existem sugestões 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 têm um papel muito 

importante na regulação neural dos mais variados processos de memó

ria (Paré, Dong e Gaudreau, 1995), particularmente aqueles envolvidos 

com o controle de certos tipos de comportamento espacial. Lesões hipo- 

campais experimentais realizadas em roedores produzem dêfícits tanto 

em tarefas espaciais quanto na geração de comportamentos intencio

nais específicos dentro de um ambiente familiar (Bingman e Mench, 

1990).

Numerosos estudos realizados nos últimos 50 anos têm sugerido 

que o telencéfalo de aves pode mediar padrões comportamentais com

plexos e bem organizados, principalmente aqueles envolvidos com o 

aprendizado (Benowitz, 1980). Uma estrutura telencefálica de aves 

bastante investigada neste contexto funcional é o hipocampo. Esta es

trutura é tida como equivalente ao hipocampo de mamíferos (Benowitz e 

Karten, 1976). Apesar de o hipocampo de aves apresentar uma disposi

ção citoarquitetônica que difere da dos mamíferos, nas aves este apre

senta organização trilaminada, guarda uma relação espacial caracterís

tica com o ventrículo lateral e apresenta diversidade celular e organiza

ção hodológica intrínseca e extrínseca similar àquela encontrada nos 

mamíferos (Bingman et al, 1988a e 1988b; Casini, Bingman e Bagnoli, 

1986).

o  hipocampo de aves, a exemplo do de mamíferos, é considerado 

como parte do sistema límbico, participando de funções como compor

23



tamento emocional e sexual, orientação espacial, regulação visceral, 

memória e aprendizado (Bingman 1988a, 1988b, 1990; Casini, Bingman 

e Bagnoli, 1986; Krebs, Erichsen e Bingman, 1991). As capacidades de 

armazenamento e evocação de informações verificadas em aves estão 

provavelmente relacionadas a um alto grau de desenvolvimento não só 

da formação hipocampal, mas também do telencéfalo como um todo. O 

hipocampo pode estar envolvido no redirecionamento da atenção a es

tímulos ambientais (olfativos, visuais, auditivos) relevantes e reagir a 

estes apropriadamente (Schwerdfeger e Germroth,1990). O hipocampo 

de aves apresenta conexões recíprocas com o neocórtex e indiretas com 

estruturas olfativas via córtex piriforme, importantes para processar es

sas informações externas (Bingman et al, 1988a, 1988b, 1994). Apesar 

de apresentar um bulbo olfativo modesto, pombos apresentam uma 

apreciável capacidade de processamento olfativo. Essas conexões recí

procas com o córtex piriforme indicam que o hipocampo está envolvido 

não só no controle de navegação baseado em sinais olfativos mas tam

bém com o aprendizado e memória (Bingman et al 1994). Após lesões 

hipocampais experimentais, os pombos diminuem a sua capacidade em 

voar de volta para casa a partir de áreas 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 após certo decurso de 

tempo, localizar com facilidade os locais de estocagem. Lesões da forma
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ção hipocampal dessas aves provocam déficits na localização dos locais 

de estocagem, sugerindo uma disfunção na memória de trabalho bem 

como na memória e na orientação espacial (Sheny et al, 1989; Gagliar

do, Mazzotto e Bingman, 1996). Esses dados demonstram que o hipo

campo tem uma participação importante na capacidade de orientação 

espacial e no reconhecimento de referências ambientais familiares 

(Erichsen et al, 1994). É interessante salientar que os efeitos resultan

tes de lesões hipocampais se assemelham muito aos efeitos provocados 

pela injeção de drogas bloqueadoras de receptores muscarínicos (Kohler 

etal, 1996)

Em função do quadro de evidências acima, indicativas de uma 

possível interação funcional entre o hipocampo e os sistemas colinérgi

cos centrais de aves e mamíferos, e a ausência de evidências sobre uma 

possível modulação colinérgica do EOsG-hp de aves, o presente trabalho 

se propõe a iniciar um estudo sistemático do papel dos sistemas coH- 

nérgicos na regulação do EOsG hipocampal do pombo doméstico 

{Columba livia). Nesse trabalho, serão examinados os éfeitos da adminis

tração periférica de drogas que afetam sinapses colinérgicas 

(bloqueadores de receptores nicotínicos e muscarínicos, e um agente 

anticolinesterásico) sobre os comportamentos de vigília relaxada, de vi

gília atenta espontânea e de vigília atenta provocada por estímulo sono

ro e, sobre o EOsG hipocampal em pombos despertos e não restritos,
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Utilizando a análise espectral de potências e a análise aperiódica, alêm 

da análise visual do traçado.



MATERIAIS E MÉTODOS

2.1. Animais

Foram utilizados pombos [Columba livia) machos e fêmeas 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 

Ciências Fisiológicas (CCB/CFS-UFSC), com períodos claro-escuro de 

12 horas cada (07:00 - 19:00 claro sob luz artificial), à temperatura 

ambiente, recebendo alimentação e água ad libitum. Os experimentos 

foram realizados respeitando-se os princípios éticos de experimentação 

animal, postulados pelo COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentação 

Animal, 1991).

2.2. Eletrodos

Foram utilizados eletrodos bipolares confeccionados em grafite de 

0,3 mm de diâmetro (2H) dispostos em paralelo, montados e colados 

com epóxi-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 acrílico odontológico e cianoacrilato 

(figura 1). Um outro par de eletrodos, confeccionado com aço inoxidável 

envernizado de 0,5 mm de diâmetro, com um segmento descoberto de 1 

cm, foi implantado na musculatura posterior do pescoço. Este par ser-
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Figura 1- Desenho esquemático representando os eletrodos bipolares para registro da 
atividade eletroscilográfica cerebral. (Escala 1: 8)



viu para registrsir o elelromiograma (EMG). Um único eletrodo, confecci

onado com o mesmo material utilizado para os eletrodos de EMG, serviu 

de referência e aterramento para o animal. Este eletrodo foi instalado 

subcutaneamente, sendo fixado a um parafuso de aço inoxidável, sobre 

a região frontal do crânio do animal.

2.3. Cirurgia

Para a implantação dos eletrodos, os animais foram anestesiados 

com uma associação de 0,33 ml/Kg de peso corporal de solução aquosa 

de cloridrato de 2-(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4H-l,3-tiazina (Rompun, 

Bayer) e 0,66 md/Kg de peso corporal de cloridrato de quetamina 

(Ketalar, Parke-Davis) via intramuscular. Uma vez anestesiados, os 

animais foram posicionados em um aparelho estereotáxico (David Kopf 

Instruments), com adaptador para pombos (Karten e Hodos, 1967). De

pois de posicionados, foram administrados 0,2 ml de cloridrato de lido- 

caína ã 2% com vasoconstritor (Xylestesin, Cristália) subcutaneamente, 

seguidos de uma incisão longitudinal sobre a pele para a exposição do 

crânio. A porção exposta do crânio foi então desbridada e seca. Em se

guida o crânio foi perfurado com broca esférica de uso odontológico, so

bre o ponto correspondente à formação hipocampal esquerda (a-p = + 

4,0; 1 = -1,0) (figura 2), seguindo-se coordenadas derivadas do atlas es

tereotáxico para pombos de Karten e Hodos (1967). Após o posiciona

mento manual dos eletrodos no orifício correspondente, os espaços 

deste orifício foram preenchidos com fíbrina do plasma de sangue bovi-
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Figura 2-  Esquema demonstrativo de corte frontal, do posicionamento dos eletrodos 
sobre a região 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 extemum; SCI: 
stratum cellulare intemum; LHy: nucleus lateralis hypothalami.



no (Fibrinol, Baldacci). Mais cinco orifícios foram realizados no crânio 

do animal, distantes do ponto de implantação do eletrodo hipocampal. 

Dois deles visaram a colocação de parafusos de aço inoxidável para fi

xação do capacete de acrílico ao crânio. Os três restantes para a im

plantação de eletrodos em outras áreas telencefálicas (hiperestriado 

acessório, hiperestriado ventral e área corticoidea dorso-lateral), visando 

a comparação da atividade elétrica circunscrita ã essas áireas com o hi

pocampo (dados não apresentados no presente trabalho). Os eletrodos 

foram então soldados a um conector que foi fixado ao crânio do animal 

com acrílico autopolimerizável de uso odontológico. Após a sutura da 

pele, os animais receberam uma dose intramuscular de pentabiótico de 

uso veterinário (0,lml/100g - Pentabiótico, Wyeth). Dois animais rece

beram implante crônico 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 construída em alvenaria, possuindo forração 

interna em madeira, sendo esta afastada da parede por um espaço de 5 

cm preenchido com placas de Isopor de 3 cm de espessura, para atenu

ação acústica e manutenção da temperatura interna da sala. Esta sala 

foi mantida com iluminação artificial por intermédio de 3 lâmpadas flu

orescentes de 70 W cada, posicionadas nas paredes laterais. Esta sala 

conta com renovação de ar forçada, através de um exaustor posicionado
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no teto da mesma. Um gerador de ruído branco (aprox. 35 dB) foi utili

zado para mascaramento de possíveis interferências sonoras externas. 

Na parede anterior da sala encontra-se uma janela com vidro unidireci- 

onal (30 x 30 cm) para a observação do comportamento do animal du

rante os períodos de registro. Uma campainha posicionada internamen

te no teto da sala, foi utilizada para gerar um ruído de 90 dB por 3 s. 

durante os experimentos com estimulação 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 “swivelF elétrico miniatura (Stoelting Co.) de dez circuitos indepen

dentes, que serviu de interface entre o animal e os cabos coaxiais que 

dão entrada dos sinais ao polígrafo.

2.5. Protocolo de Registro

Após um mínimo de 7 dias de recuperação, os animais foram 

transferidos (em gaiola individual) para a sala de registro, num período 

entre as 10:00 e 17:00 horas. Após um tempo mínimo de 2 horas de 

habituação ao ambiente de registro e aos cabos do swivell, os pombos 

foram submetidos ao protocolo de registro, que consistiu da aquisição 

do EOsG e do registro simultâneo da observação comportamental por 

um período de 20 minutos (controle). Durante um período comporta

mental de vigília relaxada, os pombos foram submetidos ã estimulação 

sonora. Completando-se 20 minutos, encerrava-se o registro. Para as
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sessões 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 sessões com drogas 

tiveram duração de 30 minutos, iniciando-se a partir da injeção da dro

ga (figura 3).

2.6. Drogas

Os pombos receberam por via intraperitoneal (i.p.) dose única de 

veículo (1 ml de solução salina à 0,9%) ou doses equimolares (8 mmol) 

das seguintes drogas: hidrocloreto de escopolamina (ESC, 2,7 mg/Kg - 

Scopolamine, Sigma Chemical Co.) - bloqueador muscarínico; metilbro- 

meto de escopolamina (M-ESC, 3,18 mg/kg - Scopolamine methyl bro

mide, Sigma Chemical Co.) - agente antimuscarínico de ação periférica; 

hidrocloreto de mecamilamina (MEC, 1,6 mg/Kg - Mecamylamine, Sig

ma Chemical Co.) - antagonista nicotínico não competitivo; e eserina 

(ESE, 100 ng/kg - Eserine, Sigma Chemical Co.) - anticolinesterásico. 

Para a administração das drogas foi seguida uma ordem iniciando-se 

com solução salina. Após um mínimo de 4 dias de intervalo, adminis

trou-se MEC ou ESC. A ESE foi a última droga a ser aplicada. Em tra

balhos anteriores deste laboratório, realizados em 14 animais submeti

dos ã condições semelhantes às do presente trabalho, foram explorados 

os efeitos eletrográficos e comportamentais de injeções periféricas de 

outras doses de ESC (0,4; 0,8; 1,6; 2,7 mg/kg). Em função da ausência 

de alterações nítidas quer no comportamento (nas doses 0,4 e
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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 relações dose-efeito da ESC, optou-se, 

no presente trabalho, pela dissecção minuciosa dos efeitos da dose de 

2,7 mg/kg. Doses mais elevadas de ESC provocaram intensas disfun

ções viscerais [e.g., vómito) e alterações locomotoras e posturais que 

impediram registros adequados.

As doses adotadas acima para ESC são suficientes para provocar 

perturbações nos comportamentos baseados na utilização da memória 

de trabalho e memória 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 tônica 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 traçado eletroscilogrãfico de diferentes animais (sapos - e.g., 

Kostoswski e Mészáros, 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 mudanças sobre a atividade elétrica cortical [e.g., Radek, 

1993; Riekkinen et al, 1991) e sobre o aprendizado e memória 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 traçado eletroscilográfico em diferentes espécies ani

mais (galinhas - e.g.. Key e Marley, 1962; ratos - e.g., Muir et al, 1992; 

O’Neill etal., 1994; Santucci eta l, 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 códigos especiais (tabela 1) 

digitados no teclado do computador. Foram feitas anotações do compor

tamento espontâneo, das reações comportamentais à estimulação sono

ra e das alterações comportamentais provocadas pela administração de 

drogas. Estes registros comportamentais foram realizados simultanea

mente à aquisição do sinal eletroscilográfico, de forma a permitir a aná

lise dos dados tanto do EOsG quanto do comportamento na mesma se

qüência temporal.

2.8. Aquisição do sinal

A aquisição do sinal eletroscilográfico foi realizada através dos 

amplificadores de um polígrafo analógico 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 polígrafo permite amplificação e filtragem (filtros de corte selecionável 

tipo passa-baixa “Butterworth” de segunda ordem e filtro “notch” para 

atenuação de 60 Hz) do sinal. Para os propósitos do presente trabalho
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foi Utilizada amplificação de 10 mV/cm, e com o filtro de corte ajustado 

em 100 Hz.

Após a ampHficação 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 matemático 80387) por 

intermédio de uma placa conversora analógico-digital de 8 canais 

(ADAC/12, Digicart, ver. 1.0), configurada para conversão em 8 bits e 

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

A aquisição e processamento pelo computador se deu por inter

médio de um programa para aquisição e análise de sinais biológicos 

(Sistema para Aquisição e Análise de Sinais Biológicos - SAASBIO) 

(Coimbra, 1994), desenvolvido neste laboratório em colaboração com o 

GPEB (Grupo de Pesquisa em Engenharia Biomédica - UFSC). Este pro

grama permite calibração com pulsos de 100 mV que são gerados pelos 

amplificadores do polígrafo. O SAASBIO foi ajustado para amostrar o 

sinal a uma freqüência de 128 Hz, assegurando a reconstrução das on

das eletroscilográficas com apreciável definição (e.g., Nilsson, Panizza e 

Hallett, 1993), necessária para as anáilises que foram utilizadas pelo 

presente trabalho.

Após a aquisição do sinal, o programa gera um arquivo binário, 

armazenando-o em disco rígido. Este arquivo então foi posteriormente 

acessado e transformado pelo programa em traçado eletroscilográfico 

apresentado no monitor de vídeo.
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Fignra 4 - esquema demonstrativo do sistema de aquisição e análise de EOsG.



Simultaneamente aos registros, o programa está habilitado a ar

mazenar informações de um marcador de eventos (teclado do computa

dor). Os eventos assinalados dão origem a um arquivo paralelo ao do 

sinal. Como resultado, os eventos são apresentados no monitor de vídeo 

ao mesmo tempo do arquivo referente ao sinal eletroscilográíico regis

trado. Este marcador de eventos contém os códigos resultantes da ob

servação comportamental das sessões de registro.

Além da apresentação dos traçados na tela, este programa permi

te a realização de análise aperiódica, análise espectral, medição de vol

tagens, contagem de picos, derivada, integral e filtragem (filtros passa- 

faixa e passa-baixa) do sinal dos quatro canais individualmente quando 

necessário.

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 solução salina (NaCl a 0,9%) seguida de 

formol a 10%. Os cérebros antes de serem dissecados, receberam uma 

corrente elétrica de 3,3 fxA por 5 s. através dos conectores do capacete, 

para demarcar a posição dos eletrodos. Uma vez dissecados, os cérebros 

foram mantidos em formol a 10% por uma semana. Após este período, 

foram incluídos em ágar-ágar, submetidos ã microtomia em vibrátomo 

(Campden Instruments Ltd.) em cortes com espessura de 100 ).im. Os 

cortes foram montados em lâminas gelatinizadas, deixados para secar
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ao abrigo do ar e da umidade por 48 lioras, sendo então corados pela 

técnica de Nissl (Tionina a 0,1%). Depois de corados, os cortes foram 

cobertos com lamínulas sobre bálsamo do Canadá, sendo finalmente 

examinados ao microscópio óptico (Olympus - BH2), para a avaliação do 

posicionamento dos eletrodos.

2.10. Análise dos Registros

Validadas as preparações pela análise histológica, os registros fo

ram avaliados integralmente por inspeção visual em épocas de 10 s. 

Esta inspeção serviu para detectar períodos isentos de artefatos e sem 

flutuação de linha de base. A forma, duração, magnitude e incidência 

das diferentes ondas componentes do traçado eletroscilográfico foram 

avaliadas durante esta inspeção visual. Além da inspeção do traçado, 

eventos comportamentais contínuos e períodos de transição entre dife

rentes estados comportamentais também foram alvo de avaliação.

A análise comportamental foi realizada computando-se as dura

ções acumuladas de eventos comportamentais {vide tabela 1) nas condi

ções de controle e experimentais. De todo o registro, foram selecionadas 

épocas de EOsG de 10 segundos. Estas épocas correspondiam a estados 

comportamentais de vigília relaxada e vigília alerta espontâneos bem 

como de vigília alerta evocada por estimulação sonora. Utilizou-se crité

rios comportamentais e eletromiográficos para determinar a correspon

dência do traçado eletroscilográfico aos estados espontâneos de vigília 

relaxada (movimentos corporais discretos, postura em pé, olhos semi-
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Tabela 1: Catálogo de eventos comportamentais

CÓDIGO d e s c r i ç ã o C ó d ig o d e s c r iç ã o

m o v i m e n t o s  c o r p o r a i s

A A n d a r  -  q u a l q u er  d e s l o c a m en t o  d o  p o m b o  
d en tr o  d a  ga io la , o u  a ltern ân cia  d e  
s u s t en t a ç ã o  d o  c o r p o  p e l a s  p e r n a s ;

L A u to l im p e z a  -  m o v im en to s  d e  e s f r e g a r  o  b i c o  
(o u  b i c a r )  n a s  p e n a s  d e  q u a l q u e r  p a r t e  d o  
c o r p o ;

C Q u a l q u er  m o v im en to  d a  c a b e ç a ,  e x c e t o  o s  
m o v im en to s  d e  ‘p e s c a r ” q u e  o c o n r em  d u ran te 
0 s on o ;

t r T r e m o r  -  t r em o r  m u scu la r  em itid o  p o r  q u a l q u e r  
p a r t e  d o  c o r p o  n ã o  c a r a c t er i z a n d o  o  
e s p r e g u i ç a r ;

E E s p r e g u i ç a r  -  m o v im en to s  d e  e x t e n s ã o  d a s  
p em a s ,  a b e r t u r a  d a s  a s a s ,  s e g u i d o s  d e  
t r em o r  d o  c o r p o ;

V B a t e r  a s a s  -  m o v im en to s  d e  b a t e r  a s  a s a s ,  
c o m  0  p o m b o  a p o i a d o  s o b r e  u m a  s u p e r f í c i e ;

F C o n g e l a m en t o  -  c o m p o r t a m en t o  Im ó v e l ,  o l h o s  
fix os, s e m  m o v im en to s  p a l p e b r a i s ,  p e s c o ç o  
e r e t o ,  m o v im en to s  d e  c a b e ç a  r á p id o s  e  d e  
cu rta  am p li tu d e;

EX C o m p l e x o  c o m p o r ta m en ta l  ex p lo r a tó r io  
c o m p r e e n d i d o  p o r  p o s tu r a  a ler ta , m o v im en to s  
d e  c a b e ç a  rá p id o s , m o v im en to s  p a l p e b r a i s  
r á p id o s  o u  a u s en t e s .  E v en t u a lm en t e  o c o r r em  
d e s l o c a m en t c s  d o  animal d en t r o  d a  ga io la ;

c o m p o r t a m e n t o s  a u m e n t a r e s

G In ger ir  -  s ã o  o s  c o m p o r t a m en t o s  d e  d e g l u t i ç ã o  
q u a n d o  o  p o m b o  e s t á  in ger in d o  a lim en to  
só lid o  o u  á g u a ;

DEG D eglu ti r  -  m o v im en to s  r á p id o s  c o m  o  b i c o ,  
s e m e l h a n t e s  a o s  d a  i n g e s t ã o ,  p o r é m  n ã o  
a s s o c i a d o s  à  i n g e s t ã o  d e  á g u a  o u  a lim en to ;

VO C o m p o r t a m en t o  d e  vom ita r  -  ind icado p e l o s  
m o v im en to s  e s p a s m ó d i c o s  d o  b i c o  e  
p e s c o ç o ,  s e g u i d o s  o u  n ã o  d e  e x p u l s ã o  d e  
c o n t eú d o  gá s t r i c o ;

DEF D e f e c a r  -  a t o  d e  d e f e c a r ;

m o v i m e n t o s  o c u l a r e s

0 O lh o s  f e c h a d o s  -  id en ti fic a çã o  d a  
p e rm a n ên c ia  d o s  o l h o s  f e c h a d o s  p o r  p e l o  
m en o s  d o is  s e g u n d o s  c o n s e c u t i v o s ;

1 O lh o s  a b e r t o s  -  id en ti fica çã o  d a  p e r m a n ên c i a  
d o s  o l h o s  a b e r t o s  p o r  p e l o  m e n o s  d o is  
s e g u n d o s  c o n s e c u t i v o s ;

2 P is c a r  l en t a m en t e  -  m o v im en to s  l en to s  d e  
p is ca r , p erm itin do  a  o b s e r v a ç ã o  d o  
f e c h a m en t o  c o m p l e t o  d o s  o l h o s ;

3 P is c a r  r a p id a m en t e  -  m o v im en to s  d e  p i s c a r  
r á p id o s , g e r a l m en t e  n ã o  p erm itin d o  a  
o b s e r v a ç ã o  d o  f e c h a m en t o  c o m p l e t o  d o s  
o l h o s ;

4 M o v im en to s  o c u l a r e s  c o m  o l h o s  f e c h a d o s  - 
m o v im en to s  d o s  g l o b o s  o c u l a r e s  c o m  o s  
o l h o s  f e c h a d o s ;

5 P t o s e  p a l p e b r a l  -  f e c h a m en t o  p a rcia l d a s  
p á l p e b r a s ,  o l h o s  s em i c e r r a d o s ;

p o s t u r a s

PR P o s tu r a  r e la x a d a  -  p o m b o  im ó v e l , p i s c a n d o  
l en ta m en t e ,  p o d e n d o  e s t a r  a s s o c i a d o  a  
m o v im en to s  s u a v e s  e  d i s c r e t o s  d a  c a b e ç a ;

PA P o s tu r a  a l er ta  -  p o m b o  Im ó v e l  c o m  a  c a b e ç a  
e l e v a d a ,  o l h o s  a b e r t o s  e  fix o s , c o m  
m o v im en to s  d e  p i s c a r  m uito r á p id o s , s e m  
f e c h a r  o s  o l h o s ;

PS P o s tu r a  d e  s o n o  -  anim al im ó v e l  c o m  o l h o s  
f e c h a d o s ,  c a b e ç a  fletida  e  a p o i a d a  s o b r e  o  
p e i t o ,  r e t r a ç ã o  d o  p e s c o ç o ,  p e n a s  d o  p e i t o  
e r i ç a d a s , e v en t u a lm en t e  a p o i a d o  a p e n a s  e m  
u m a  d a s  p e m a s  s o b r e  o  p i s o  d a  g a io la  o u  n o  
p o leir o . E v en t u a lm en t e  p o d e r á  a d o ta r  a  
p o s tu r a  s en ta d a ;

SE P o s tu r a  s en t a d a  -  animal p e r m a n e c e  s e n t a d o  
s o b r e  s u a s  p e m a s  fletid a s, c o m  a  c a b e ç a  e m  
p o s i ç ã o  e r e t a  o u  d i s c r e t a m en t e  a p o i a d a  s o b r e  
0  d o r s o ,  p i s c a n d o  l en ta m en t e  o u  r a p id a m en t e .  
E v en t u a lm en t e  a p r e s e n t a  p e n a s  e r i ç a d a s .



cerrados ou piscando lentamente e atividade eletromiográíica regular e 

de baixa amplitude), e vigília alerta (movimentos de cabeça orientados, 

olhos abertos ou piscando rapidamente e eletromiografia com atividade 

irregular e de alta amplitude) [e.g., Amlaner e Bali, 1994; Tobler, 1988). 

Além dessas amostras, eventuais períodos alterados de comportamento 

ou demonstração de dissociação entre comportamento e EOsG, também 

foram colhidos para análise. Após a escolha das épocas de 10 segundos, 

essas foram submetidas à análise quantitativa.

Esta análise foi realizada de forma comparativa entre os registros 

obtidos após administração das drogas ou veículo e os de Hnha de base 

correspondentes e, entre após administração das drogas e após injeção 

de salina.

A etapa quantitativa consistiu da análise aperiódica (período- 

amplitude) e da análise espectral (anéüise de potência) pela transforma

da rápida de Fourier (FFT - fast Fourier transform), das amostras de 

EOsG. A análise aperiódica foi utilizada para fornecer informações acer

ca do número total de ondas (períodos) e a somatória das amplitudes 

contidas em cada segundo da amostra de 10 segundos selecionada 

(Bührer et al., 1990; Coimbra, 1994; Geering et al, 1993). Esta ferra

menta de análise 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 possíveis distorções de alta freqüência que possam prejudicar a
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identificação das ondas. Uma vez filtrado, são: 1) contadas as ocorrên

cias dos eventos elétricos consecutivos (pico-vale-pico) correspondendo 

ao período (variável denominada número de ondas, expressa em on

das/s); 2) somadas as tensões dessas ondas (medidas de pico-à- 

tangente, variável denominada de somatório de amplitudes, expressa 

em |aV/s ), correspondendo por sua vez á amplitude. Após este trata

mento do registro, o sinal ê novamente filtrado em 10 Hz para a identifi

cação e tomada das mesmas medidas para as ondas de “baixa ft-eqüên- 

cia”. Como resultado foram obtidos valores de número de ondas e soma

tório das amplitudes das ondas tanto de altas quanto de baixas fre

qüências (Coimbra, 1994).

A análise espectral forneceu informações sobre as freqüências 

componentes do traçado eletroscilogrãfico e as suas contribuições á 

potência total do sinal. O algoritmo da FFT disseca as ondas do traçado 

bruto do EOsG, decompondo-as em múltiplas ondas senoidais. Este 

complexo de ondas senoidais (traçado bruto) ê composto pela superpo

sição de ondas (harmônicas) periódicas básicas de diferentes freqüên

cias, amplitudes e fases (Bührer et al., 1990). O espectro de potência 

apresentado pela FFT traduz em \xŴ /}iz, a energia contida em uma se

qüência de sinais iterativos. Este espectro ê obtido pelo cálculo integral 

dos quadrados das voltagens dos sinais num determinado intervalo de 

tempo segundo a freqüência, permitindo estabelecer a distribuição mé

dia da potência de um sinal em relação ã freqüência. Quando há varia

ções rítmicas do sinal, a potência prepondera sobre uma freqüência
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fundamental. Na ausência de ritmicidade, a energia contida no sinal 

distribui-se por extensa faixa de freqüências, com pouca ou nenhuma 

concentração de potência em faixas específicas de freqüência (Valle, 

1992). O algoritmo utilizado pelo presente trabalho está habilitado a 

realizar a leitura dos dados diretamente do banco de dados global. An

tes de serem processados pela FFT, esses dados são submetidos a uma 

janela de ponderação {split-cosine-bell tapering) nos 10% iniciais e finais 

da janela de tempo. Esse procedimento reduz o alastramento de uma 

freqüência específica para as suas vizinhas imediatas dentro do perio- 

dograma. Determinada a distribuição espectral, tais bandas de fre

qüência foram analisadas. Dessa forma, foi possível obter-se um pano

rama das atividades predominantes de determinadas bandas de fre

qüência, nas situações de controle bem como sob o efeitos das drogas.

2.11. Estatística

Após essas etapas, os dados absolutos da análise aperiódica e da 

FFT, gerados pelo SAASBIO em forma de arquivo binário, foram expor

tados para uma planilha eletrônica (Excel for Windows versão 5.0 - Mi

crosoft). Neste programa, os dados absolutos da FFT foram transforma

dos em dados percentuais em relação ã potência total. Os dados do 

EOsG-hp destinados ã análise estatística, para cada segmento de 1 se

gundo das amostras selecionadas, incluíram: a potência absoluta total 

(em faV2/Hz), a borda espectral de 50%, os dados das potências relati

vas de 1 a 30 Hz (freqüência de resolução de 1 Hz) do espectro, e os da
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dos absolutos da análise aperiódica (número de ondas e amplitude). 

Previamente às análises estatísticas, os dados eletrográficos foram 

submetidos a uma transformação logarítmica [x = log (x)], visando mi

nimizar possíveis efeitos de distribuição não gaussiana dos dados 

(Gasser, Bãcher e Mõcks, 1982). Após a transformação logarítmica, as 

amostras foram submetidas ao teste de Levene (para avaliar a homoge

neidade das variâncias) e ao teste de Shapiro-Wilkis (para investigar 

estatisticamente a proximidade da distribuição dos dados em relação ã 

normalidade). Estes testes foram utilizados para avaliar se os dados 

podiam ser submetidos ás análises paramétricas de variância. Após esta 

análise prévia assegurou-se o emprego da análise de variância (/^OVA 

de uma via) para os dados relativos.

As médias obtidas da duração acumulada dos comportamentos de 

interesse foram submetidas também ã análise de variância (ANOVA de 

uma via). Neste teste comparou-se os dados experimentais versiis a li

nha de base correspondente, e dados experimentais das drogas (ESC, 

MEC e ESE) versiis salina.

Como nível de significância para todos os métodos estatísticos foi 

adotado um valor de p<0,05. Esses procedimentos foram realizados 

através de um programa estatístico (Statistica versão 5.0 - StatSoft Inc.).
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RESULTADOS

Do total de 23 animsiis usados no presente estudo, 13 prepara

ções foram consideradas apropriadas tanto para a análise comporta

mental quanto para as análises eletroscilográficas. Foram descartados 

10 animais por conta de problemas no posicionamento dos eletrodos 

hipocampais e pela presença de artefatos nos traçados eletroscilográfi- 

cos. Para a análise 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

tração de salina, 8 animais. Essa discrepância no número de amostras 

se justifica pelo de fato de não ter sido possível aproveitar os mesmos 

animais para a seqüência completa de procedimentos experimentais.

A VR foi o estado comportamental predominante nos animais não 

tratados ou tratados com salina. Os animais permaneciam na postura 

em pé, parados, com movimentos discretos de cabeça, movimentos pal- 

pebrais lentos e pequenos deslocamentos posturais dos membros inferi

ores (tabela 2). Comportamentos de ingestão de alimento ou de água 

raramente puderam ser observados entremeando a VR. Posturas com

patíveis com o comportamento de sono foram observadas somente em 4 

animais durante os períodos de controle. Os períodos de VR eram algu

mas vezes interrompidos por breves respostas comportamentais de 

alerta espontâneo (VA), caracterizadas por uma súbita mudança de 

postura de flexão de pescoço para ereção completa do pescoço, movi



mentos palpebrais rápidos, acompanhados também de vários movimen

tos rápidos da cabeça. Eventualmente essa reação de alerta era acom

panhada por locomoção, ou ainda de comportamento exploratório. Mo

vimentos de autolimpeza ou espreguicar também puderam ser observa

dos, interrompendo os períodos de VR. Esses dados são indicativos de 

uma boa adaptação do animal ao ambiente de registro.

Após a estimulação sonora (SOM), os animais reagiam em sobres

salto, geralmente adotando postura ereta e movimentos exploratórios 

amplos do pescoço, podendo estar com os olhos fixamente abertos ou 

piscando rapidamente. Além dessas características, o sobressalto podia 

eventualmente, ser acompanhado de locomoção ou mais raramente, por 

imobilidade.

Comparações entre os períodos pré- e pós-injeção de salina, indi

caram não haver diferenças estatisticamente significantes entre os dife

rentes comportamentos em questão, embora exista uma certa tendência 

de diminuição dos comportamentos mais ativos (tabela 2).

3.1. Efeitos Comportamentais da Escopolamina

Quando os períodos de controle (prê-injeção) foram comparados 

com os períodos experimentais após injeção de ESC, observou-se um 

aumento na duração do comportamento de vômito [F(l,10)=8,88, 

p<0,05] (figura 5-B e tabela 2). Esse comportamento geralmente inicia

va-se 2 minutos após a injeção da droga, tendo duração variável e per

sistindo praticamente durante todo o período de registro.
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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, imóvel, com a cabeça e o olhar direcionado a um 

ponto fixo no ambiente de registro. Alguns sujeitos apresentaram com

portamento semelhante ao FZ após estimulação sensorial (SOM) duran

te os períodos de controle, enquanto outros responderam de forma 

oposta (hiperatividade motora e movimentos exploratórios amplos e rá

pidos). Vale notar que o FZ observado após injeção de ESC foi expresso 

de forma aparentemente espontânea, sem estar associado a qualquer 

evento ambiental perceptível pelo observador, ocorrendo em média 14,4 

(±2,29) episódios 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(l,10)=8,32, p<0,05] que durante os períodos de controle (figuras 5-C 

e 5-D). Vale ressaltar que as diminuições ocorridas nas durações tanto 

de VR quanto de VA foram acentuadas quando comparadas aos perío

dos pré-injeção. A redução ocorrida na duração da VR foi de 77% en

quanto que a redução na duração da VA foi de 78%.

Quando os períodos de registro após administração de ESC foram 

comparados com os registros após administração 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 vômito [F (l,l 1)=5,99,
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p<0,05] (figura 5-B) e diminuição da VR [F (l,l 1)=37,97, p<0,05] (figura 

5-C). A exemplo do ocorrido com o comportamento de FZ entre os perío

dos pré- e pós-injeção, pôde-se observar que a ESC, apesar de produzir 

aumentos na duração de uma situação de imobilidade (como é o caso 

do FZ), induziu aumentos na atividade motora, indicado pela diminui

ção da postura compatível com VR.

Experimentos adicionais realizados em animais (n=3) portadores 

de implantação crônica de eletrodos para registro do eletrocardiograma 

(EKG), revelaram um efeito importante da ESC sobre a freqüência cardí

aca (FC). Durante os períodos de controle, a FC referente aos estados de 

VR, de VA e apôs SOM, manteve-se em tomo de 1,5 batimentos por se

gundo (bps), 2,3 bps e 3,1 bps respectivamente. Após administração de 

ESC, a FC manteve-se constantemente elevada (em tomo de 5 bps), in

dependente do estado comportamental (figura 6).

Em resumo, após a injeção de ESC foram observadas alterações 

consistentes tanto vegetativas quanto comportamentais. Entre essas 

últimas, destaca-se o surgimento do comportamento de FZ, caracteriza

do por imobilidade corporal e olhar fixo, de ocorrência espontânea e 

consistente em 2/3 dos animais tratados com ESC. Tal comportamento 

não foi observado após injeções de doses menores de ESC. Como vere

mos adiante, o FZ demonstra características eletrográficas tanto de VR 

quanto de VA.
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Nenhuma modificação tanto eletrográiica quanto comportamental 

pôde ser observada após injeção periférica de M-Escopolamina (3,18 

mg/Kg) (dados não apresentados). A ocorrência do vômito e do conge

lamento, usuais após tratamento com ESC, não foi vista em nenhum 

dos animais tratados com M-ESC. O traçado eletrogrãfico não sofreu 

nenhuma modificação tanto nos atributos qualitativos quanto nos 

quantitativos, sendo absolutamente similar aos registros obtidos apôs 

injeção periférica de salina.

3.2. Efeitos Comportamentais da Mecamilamina

A única diferença significante observada entre os períodos de re

gistro após a injeção de MEC e respectivos controles (tabela 2), foi um 

aumento na duração do comportamento de vômito [F(l,12)=10,81, 

p<0,05] (figura 5-B). Esse comportamento, de forma diferente daqueles 

encontrados apôs administração de ESC, iniciava-se tardiamente (7-10 

min após a injeção), perdurando por um tempo limitado (5 min). Essa 

diferença também pôde ser observada pela comparação com os dados 

dos registros após salina [F(l,13)=6,52, p=0,05] (tabela 2). Assim, parece 

que a administração periférica de MEC na dose injetada não foi capaz 

de provocar alterações comportamentais evidentes além do aumento na 

duração total do comportamento de vômito.
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3.3. Efeitos Comportamentais da Eserina

Na comparação realizada entre os dados de ESE e os dos respecti

vos controles, observou-se diminuição na duração da VA [F(l,16)=5,02, 

p=0,05] (figura 5-D e tabela 2). No entanto, tal dado deve ser considera

do com cautela, já que há uma tendência de redução da VA em todos os 

tratamentos (figura 5-C). Não foi observada nenhuma diferença estatis

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

Em resumo, foi possível observar que o efeito provocado pela ad

ministração 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 não foi 

observado após injeção de M-ESC, indicativo de um efeito central da 

ESC.

3.4. O Eletroscilograma Hipocampal

Para a exploração dos possíveis efeitos da ESC, da MEC e da ESE 

sobre o EOsG-hp, as mesmas comparações empregadas na exploração 

dos efeitos comportamentais foram utilizadas (x.e., droga vs. controle e 

droga vs. salina). Nenhuma diferença estatisticamente significante põde 

ser observada entre os períodos prê- e pós-injeção de salina, quando 

compararam-se os dados quantitativos (número de ondas, amplitude, 

borda espectral de 50%, potência total, e potências relativas de 0 a 30
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Tabela 3 - Médias (± E.P.M.) do número de PGAs (Incidência = numero de ondas/20 s) 
e da voltagem (nV) para cada estado comportamental nos diferentes tratamentos.

Controle Experimental

Incidência Voltagem Incidência Voltagem

Salina
VR 11,00+1,29 612,74 ± 105,82 12,77 ± 1,63 723,46 ±139,37
VA 0 0 0,22 ±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
mfgtoamilaiTiitin

VR 11,44 ±1,46 560,30 ±133,14 10,44 ± 0,97 501,98 ±76,46
VA 0,66± 0,28 29,37 ± 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

E^erina
VR 8,55 ±1,33 1264,23 ± 883,20 9,22+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



Hz) (tabela 4) e qualitativos (forma e incidência das ondas componentes 

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

3.4.1. Análise Qualitativa

Nenhuma diferença nas características visuais do traçado global 

pôde ser detectada quando compararam-se os períodos pré- e pós- 

injeção das diferentes drogas nos diferentes estados comportamentais 

(figura 7). A forma das ondas em ponta de grande amplitude (PGA), que 

são ondas típicas dos traçados de VR, não se modificou após os diferen

tes tratamentos. A incidência e a amplitude tipicamente reduzidas du

rante os períodos de VA, também não sofreram alterações quando ana

lisadas nas mesmas condições (figura 7). Na avaliação da incidência e 

voltagem média das PGAs também não foi possível observar diferenças 

significantes entre as diferentes situações experimentais (tabela 3). Vale 

notar que durante a VA e o SOM (tanto após salina quanto após as dife

rentes drogas) foi possível observar a ocorrência de PGAs, embora elas 

tenham se apresentado com incidência e voltagens diminuídas. Períodos 

de 10 s de VA ou de SOM completamente isentos de PGAs não puderam 

ser coletados para a presente análise. Além disso, durante essas situa

ções, 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 períodos, os animais se encontravam em um 

estado comportamental aparentemente alerta, mas apresentavam tra-
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çado de EOsG-hp que guardava semelhanças com VR, isto é, apresen

tando uma incidência aumentada de ondas PGA bem como uma ativi

dade de fundo com características de VA, representada pela diminuição 

da amplitude do traçado. Esses períodos eram caracterizados pela exibi

ção de uma postura compatível com VA (imobilidade, estando com os 

olhos fixamente abertos, podendo ser acompanhado inicialmente por 

tremor corporal discreto). Após a estimulação sonora, independente da 

situação experimental, alguns animais apresentaram reações compor- 

tamentais que lembram o FZ (imobilidade), mas tendo duração extre

mamente curta quando comparado ao FZ após injeção de ESC. Além 

disso, o EOsG-hp concorrente era composto de ondas de alta freqüência 

e baixa amplitude e isento de PGAs, sendo compatível com estados ele- 

trográficos ativados. O EMG relativo a essa situação é caracterizado por 

alta atividade demonstrando tónus muscular aumentado. No entanto, 

após a administração de ESC, o congelamento apresentou EOsG-hp e 

EMG concorrentes semelhantes à VR (figura 9).

3.4.2. Análise Quantitativa

Para as análises quantitativas do EOsG (análise aperiódica e aná

lise espectral), foram avaliadas a somatória das médias dos valores ab

solutos (número de ondas e ampHtude obtidos da análise aperiódica, e 

potência total e borda espectral de 50%, obtidos da análise espectral) e 

relativos (potências relativas de 0 a 30 Hz obtidas da FFT), referentes
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oCm 1-* 00
c s  ^  c s  CS

o  00 Tt ô  o vô
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C n NÔ C3N cŝ cnoo NO00
ON cs"ON ocs

K'ON o" 00
Os

CScs oCS cnCS cs O s oes
o" o" o" o" o" o" o" o'
+! +1 +i -H +i -H +Í +1
iTi
n.

o o csĉ ^ NOcŝ oON̂ oirT *rÇ no" no"
*

w-T tn" m"
*

VO
«■

o CScs Ocs cscs tnes mes ?}
o" o" o" o" o" o" o" o"
-H +1 -H _H -H +•1 +1 +1
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aos períodos de VR, de VA e de SOM das diferentes situações (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 redução no número de on

das [F(l,138)=8,97, p<0,05] e na amplitude [F(l,138)=8,82, p<0,05] du

rante períodos de VR, deixando inalterados os demais índices eletrográ- 

ficos (tabela 4). O EOsG-hp dos períodos de VA apresentou redução nas 

potências relativas de 2 Hz [F(l,138)=6,06, p<0,05] e aumento na de 14 

Hz [F(l,138)=4,87, p< 0,05]. Para o EOsG-hp dos períodos após SOM, 

foi possível observar aumento na potência relativa de 13 Hz 

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

Quando compararam-se os registros da ESC com os de salina, 

observou-se que nos períodos relacionados à VR, o número de ondas 

[F(l,148)=9,ll, p<0,05], a amplitude [F( 1,148)= 19,87, p<0,05] e a po

tência total [F(l,148)=8,34, p<0,05] diminuem (tabela 4). Essa diminui

ção nos atríbutos absolutos de EOsG-hp apresentados acima, indicam 

que a ESC provocou uma atenuação de atividades sincronizadas do 

EOsG-hp. Nenhuma modificação pode ser observada nos dados relati

vos da análise espectral (figura 8). Durante os períodos de VA, nenhuma 

diferença estatisticamente significante pôde ser observada tanto nos 

valores absolutos (tabela 4) quantos nos relativos (figura 8). Nos perío

dos após o SOM, observou-se aumento na potência relativa de 6 Hz 

[F(l,148)=4,53, p<0,05] e de 13 Hz [F(l,148)=4,29, p<0,039] e diminui-
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ção na freqüência de 8 Hz [F( l ,148)=4,29,p<0,05] (figura 8). Não foram 

observadas quaisquer modificações eletrográficas após injeção de M- 

ESC nos diferentes estados comportamentais em questão.

Resumindo, os dados indicam que o tratamento com ESC produ

ziu, durante a VR, uma redução no número de ondas e na amplitude e 

não afetou os atributos do EOsG-hp referente aos períodos de VA e após 

SOM. Apesar das diferenças encontradas nas potências relativas de 2 

Hz, bem como o aumento na faixa entre 13 e 14 Hz, essas devem ser 

consideradas com cautela, já que os dados não se repetem de forma 

consistente nos diferentes animais estudados ou nos diferentes estados 

comportamentais de interesse.

o  EOsG-hp dos períodos de FZ foram comparados com trechos de 

VR e de VA após injeção de salina. Neste exame foi possível observar 

uma diminuição tanto na amplitude [F(l,98)=5,22, p<0,05] quanto no 

número de ondas [F(l,98)=5,37, p<0,05] durante o FZ, quando compa

rado com a VR (tabela 5 e figura 10). Os demais índices eletrográficos 

permaneceram inalterados (figura 11).

Comparados com os períodos referentes à VA, o FZ provocado pela 

ESC mostra um aumento no número de ondas [F(l,98)=7,57, p<0,05], 

na amplitude [F(l,98)=19,82, p<0,05] e na potência total [F(l,98)=17,53, 

p<0,05] (tabela 5 e figura 10). Sobre as variáveis relativas da análise es

pectral, foi possível observar diminuição das potências relativas acima 

de 20 Hz, atingindo especificamente as freqüências de 21 Hz 

[F(l,98)=9,87, p<0,05], 25 Hz [F(l,98)=7,88, p<0,05], 28 Hz
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[F(l,98)=6,87, p<0,05], 29 Hz [F(l,98)=5,0, p<0,05] e 30 Hz 

[F(l,98)=4,32, p<0,05] (figuras 11 e 12). Foi possível observar também 

diminuição em 2 Hz [F(l,98)=6,87, p<0,05] e aumento em 6 Hz 

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

Esse aumento em 6 Hz pode estar associado ao aumento na inci

dência [F(l,8)=80,0, p=0,00001] e nas voltagens [F(l,8)=14.78, p<0,05] 

das PGAs durante os eventos de FZ, quando comparados aos períodos 

de VA (tabela 5, figuras 9 e 10), já que as PGAs apresentam uma fi-e- 

qüência intrínseca entre 6 e 8 Hz.

Assim, o FZ provocado pela injeção periférica de ESC parece re

presentar uma situação diferenciada, caracterizada de um lado por um 

estado aparente de alerta comportamental e por outro lado, de um 

EOsG-hp que guarda semelhanças com os traçados eletrográficos de 

vigília relaxada.

3.4.2.2. Efeitos da Mecamilamina sobre o EOsG Hipocampal

A injeção de MEC produziu, durante os períodos de VR (tabela 4), 

diminuição no número de ondas [F (l,178)=4,06, p<0,05], quando com

parados aos respectivos controles. Nos períodos de VA, observou-se di

minuição na amplitude [F(l,178)=5,93, p<0,05] (tabela 4). Através das 

comparações utilizadas para os períodos de SOM, observou-se aumento 

na potência relativa de 16 Hz [F(l,178)=4,63, p<0,05] após administra

ção de MEC.
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Comparados com os registros pós-salina, a MEC induziu uma 

diminuição no número de ondas [F(l,168)=4,29, p<0,05] e na amplitude 

[F( l ,168)=6,17, p<0,05] durante a VR (tabela 4). Nenhuma modificação 

pode ser observada nos dados relativos da análise do espectro de fre

qüências (figura 13). Durante os períodos de VA, observou-se uma di

minuição na amplitude [F(l,168)=4,89, p<0,05] e na potência total 

[F(l,168)=10,49, p<0,05] e um aumento na borda espectral de 50% 

[F(l,168)=6,76, p<0,05] (tabela 4). Em relação às potências relativas, foi 

possível observar aumentos nas freqüências de 9 Hz [F(l,168)=8,56, 

p<0,05], 13 Hz [F (l,168)=4,32, p<0,05] , 17 Hz [F(l,168)=4,00, p<0,05],

19 Hz [F (l,168)=4,00, p<0,05], 24 Hz [F (l,168)=5,04, p<0,05] e 27 Hz 

[F(l,168)=4,37, p<0,05] (figura 13). Tais efeitos ocorreram em 2/3 dos 

animais tratados com MEC. Observou-se diminuições na amplitude 

[F (l,168)=5,76, p<0,05] e na potência total [F(l,168)=6,72, p<0,05] e um 

aumento na borda espectral de 50% [F(l,168)=5,06, p<0,05] (tabela 4). 

Aumentos nas freqüências relativas de 12 Hz [F(l,168)=9,98, p<0,05], 

13 Hz [F(l,168)=6,30, p<0,05] e 18 Hz [F(l,168)=5,84, p<0,05] em 2/3 

dos animais pesquisados , foram também observados após SOM (figura 

13).

Com o intuito de averiguar uma possível relação entre as varia

ções provocadas pela MEC sobre o espectro de freqüências e as fre

qüências obtidas após injeção de salina, foi utilizado um teste de corre

lação linear (Pearson). Esse teste acusou uma correlação 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 - Representação gráfica da função de correlação (produto-momento) entre as 
variações das potências relativas (médias de 10 períodos de 1 s) obtidas após injeção de 
mecamilamina e a freqüência. O gráfico indica que existe correlação positiva entre a 
freqüência e as variações de freqüência durante a VR, a VA e após SOM. Intervalo de 
confiança 95%. p < 0,05.



(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 potências 

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

Em resumo, os dados indicam que a injeção i.p. de MEC produziu 

diminuição consistente no número de ondas e na amplitude durante os 

períodos de VR, demonstrando afetar os componentes sincronizados do 

EOsG-hp desses períodos. Já para os estados ativados, a MEC parece 

ter induzido a diminuições na amplitude e na potência total, além de 

aumentos na contribuição de freqüências 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 injeção periférica de MEC 

sobre o EOsG-hp, As demais mudanças quantitativas nos períodos de 

VA (borda espectral de 50%) e de SOM (amplitude e borda espectral) 

detectadas pela análise estatística, devem ser consideradas com caute

la, posto que tais modificações não se apresentaram de forma consis

tente na maioria dos animais estudados.

3.4.2.3. Efeitos da Eserina sobre o EOsG Hipocampal

Para a análise dos dados referentes ã ESE, replicaram-se os pro

cedimentos empregados para as drogas bloqueadoras de receptores co- 

linérgicos. Durante os períodos de VR após injeção de ESE, foi possível 

observar aumentos na borda espectral de 50% [F(l,178)=5,16, p<0,05] 

(tabela 4), nas potências relativas de 2 Hz [F(l,178)=6,78, p<0,05], de 3 

Hz [F(l,178)=5,85, p<0,05], 4 Hz [F(l,178)=5,07, p<0,05] e diminuições
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em 13 Hz [F(l,178)=5,86, p<0,05] e em 14 Hz [F( l,178)=7,16, p<0,05]. 

Nos períodos de VA após aplicação de ESE, observou-se diminuição na 

potência total [F(l,178)=4,12, p<0,05] (tabela 4), nas potências relativas 

de 8 Hz [F( l,178)=4,04, p<0,05] e aumento em 22 Hz [F(l,178)=3,91, 

p<0,05]. Em relação aos períodos após SOM, observaram-se diminui

ções nas potências relativas de 3 Hz [F91,178)=6,20, p<0,05] e aumen

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

Confrontados os dados de ESE e salina, durante os períodos refe

rentes à VR, não foi possível observar diferenças estatisticamente signi- 

ficantes (tabela 4 e figura 15). Para os períodos de VA, foi possível ob

servar na maioría dos animais tratados (2/3), aumentos na borda es

pectral de 50% [F( 1,168)= 11,29, p<0,05] (tabela 4) e na potência relativa 

de 20 Hz F(l,168)=5,52, p<0,05] (figura 15). Durante os períodos de 

SOM, observou-se aumento na borda espectral [F( 1,168)=14,10, p<0,05] 

(tabela 4), nas potências relativas de 18 Hz [F(l,168)=8,28, p<0,05], de

20 Hz [F(l,168)=4,85, p<0,05] e de 29 Hz [F(l,168)=5,64, p<0,05] (figura 

15).

Em resumo, nossos dados indicam que a ESE, administrada perí- 

ferícamente, foi capaz de produzir aumentos significantes na freqüência 

mêdia do espectro de potências durante os estados ativados (VA e SOM), 

verificado através do aumento na borda espectral de 50%, bem como 

aumentos nas potências relativas compreendidas entre 10 e 30 Hz.

Vale ressaltar que, após a injeção de ESE, foi possível detectar 

diferenças isoladas em alguns dos índices eletrográficos em questão.
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Entretanto, a incidência dessas diferenças não apresentaram consis

tência suficiente nos animais estudados para que permitissem assumi- 

las como significativas.



DISCUSSÃO

Uma possível participação dos sistemas colinérgicos centrais no 

controle do EOsG-hp de pombos durante diferentes estados de vigília 

motivou o desenvolvimento do presente trabalho. Para a execução do 

presente estudo, utilizou-se a implantação crônica de eletrodos bipola- 

res para o registro da atividade elétrica coletiva de neurônios hipocam- 

pais antes e após a administração i.p. de bloqueadores muscarínicos 

(ESC, 2,7 mg/Kg de peso; M-ESC, 3,18 mg/Kg), de um antagonista ni- 

cotínico (MEC, 1,6 mg/Kg) e de um anticolinesterásico (ESE 100M.g/Kg 

de peso).

A injeção de ESC, provocou uma diminuição significativa no nú

mero de ondas, na amplitude e na potência total do EOsG-hp, modifica

ções muito discretas sobre o perfil espectral do EOsG-hp e nenhuma 

mudança nos atributos qualitativos e quantitativos das PGA’s durante 

estados de VR. Durante os estados mais ativados (VA e SOM) nenhuma 

diferença pôde ser observada.

As modificações no número de ondas, na amplitude e na potência 

total, observadas durante a VR, podem sugerir uma diminuição nas ca

racterísticas sincronizadas da VR, ou ainda, uma superficialização da 

VR. Essa superficialização da VR pode ter ocorrido em função do au

mento na incidência e na duração do comportamento de vomitar, pro

vocado pela injeção i.p. de ESC. O desconforto produzido pela injeção



poderia impedir o retomo dos animais a níveis de VR mais profundos, 

mantendo um nível de vigília limítrofe entre VR e VA. É interessante 

notar que apesar dessa superficialização da VR, um dos seus principais 

atributos (PGAs) não sofreu nenhuma modificação. Ê importante lem

brar também que, injeções de M-ESC em doses equimolares ã ESC, não 

produziram comportamento de vômito. Essa observação sugere que o 

comportamento de vômito possivelmente tenha ocorrido por um efeito 

central da ESC e não por um efeito irritativo sobre as vísceras abdomi

nais após a injeção. Apontando para a mesma direção, Thompson 

(1977) observou que galinhas ficavam menos inibidas e mais alertas 

após injeção de ESC.

Dados do nosso laboratório revelaram que doses inferiores (0,4; 

0,8; 1,6 mg/Kg de ESC) ã utilizada no presente trabalho, não foram su

ficientes para provocar quaisquer alterações eletrográficas 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 muscarínico) em doses de 0,2 

mg i.c.v. e 3,0 mg i.p. e notaram que, independente da via de adminis

tração, não foi possível 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 reversão dos efeitos dessincronizantes da ESE
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sobre o EOsG do cortex medial desses animais. Em um estudo realizado 

em sapos [Rana esculerãa) com implantação crônica de eletrodos sobre 

os lobos olfativos, Kostowski e Mészáros (1967) observaram que doses 

de 3,0 a 5,0 mg/kg de ESC foram incapazes de provocar quaisquer 

efeitos sobre o EOsG telencefálico em situações de repouso mas, induzi

ram aumentos na amplitude das ondas após estimulação 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 modificação pôde ser observada, enquanto que na dose mais alta 

ocorreu um aumento significativo nos valores da amplitude espectred, 

revelando uma lentificação do traçado eletrogrãfico. 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 traçado 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 modificações importantes ocorrem somente com do

ses em tomo de 50 mg/kg. Assim, enquanto que os efeitos sincroniza- 

dores encontrados após bloqueio muscarínico parecem ser observáveis 

em anfíbios, répteis e mamíferos, os mesmos não puderam ser vistos no 

pombo.

É também possível que a ausência de efeitos relevantes sobre o 

EOsG-hp esteja relacionada ã dose empregada. Todavia, doses compa

78



ráveis e até mesmo muito inferiores são suficientes para produzir défi

cits cognitivos em diferentes espécies animais (ver adiante). É concebível 

que, se a dose de ESC fosse aumentada, distúrbios comportamentais 

mais intensos poderiam ocorrer. De fato, doses de bloqueadores de re

ceptores muscarínicos, superiores à 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), desconexão entre comportamento e EOsG e desorganização com- 

portamental (Karczmar, 1995; Vanderwolf, 1992). A utilização de doses 

intermediárias de ESC no presente trabalho, buscou a observação de 

efeitos eletrográficos de situações comportamentais próximas do natural 

e não daquelas que fossem resultantes de uma ação maciça e provavel

mente tóxica da ESC.

Uma outra possibilidade para a ausência de efeitos eletrográficos 

importantes da ESC sobre o EOsG-hp, poderia residir numa distribui

ção desigual de receptores muscarínicos colinérgicos na região hipo- 

campal registrada. No entanto, no presente trabalho os eletrodos foram 

posicionados em distritos hipocampais que apresentam concentração de 

receptores muscarínicos de moderada ã baixa no pombo, distribuição 

essa que é similar ã observada em mamíferos (Kohler, Messer e 

Bingmsin, 1995).

Mudanças estruturais podem ocorrer no hipocampo, dependendo 

das condições ambientais as quais certos animais estão expostos. Ani-
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mais apresentam dois tipos de estratégias comportamentais para man

ter o equilíbrio entre o suprimento alimentar e o balanço energético. 

Uma delas é a hibernação, que reduz a necessidade de ingesta alimen

tar, reduzindo a taxa de consumo energético. A outra estratégia abarca 

dois comportamentos distintos: a migração e a estocagem de alimento. 

Estas últimas são acompanhadas de modificações morfológicas do hipo

campo. Em animais que hibernam, é possível observar uma diminuição 

na estrutura hipocampal. Por outro lado, em animais que migram ou 

que estocam comida, observa-se aumentos estruturais do hipocampo. 

Essas modificações plásticas parecem estar relacionadas ã funções hi- 

pocampais (cognitivas espaciais) necessárias para a navegação durante 

a migração ou localização de locais de estocagem de alimento. Tais 

modificações poderiam ser acompanhadas de mudanças funcionais hi- 

pocampais (Jacobs, 1997). Já que o hipocampo pode apresentar essa 

plasticidade dependente do ambiente, e que as condições experimentais 

do presente trabalho não exigiam uma atividade hipocampal mais ela

borada de orientação e localização espacial, é possível que a influência 

colinérgica em tais condições não seja relevante o suficiente para ser 

atingida pela ação da ESC. É razoável imaginar que, uma vez que modi

ficações morfológicas ocorrem no hipocampo, mudanças tanto na con

centração quanto na distribuição de receptores muscarínicos também 

podem ocorrer, acompanhando esses ajustes plásticos do hipocampo.
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Nossos dados indicam por outro lado, que a ESC pode, num certo 

grau, interferir na regulação da atividade elétrica hipocampal de pom

bos. Essa afirmação está apoiada na ocorrência de um estado compor

tamental e eletrográfico diferenciado, que surgiu após tratamento com 

ESC, aqui denominado de congelamento (FZ). Este estado comporta

mental apresentou um EOsG-hp particular, contendo características 

eletrográficas encontradas tanto em VR quanto em VA.

o  FZ induzido pela ESC, caracterizado por imobilidade, tónus 

muscular compatível com estados relaxados e olhos fixamente abertos, 

era mais duradouro que o sobressalto observado eventualmente após 

SOM. Ao contrário do sobressalto, o FZ surgia espontaneamente, sem 

estar associado a qualquer estimulação sensorial observável, sendo 

acompanhado de atividade eletroscilográfica hipocampal peculiar. Um 

comportamento que aparentemente apresenta elementos comuns ao FZ 

(imobilidade, tônus muscular, movimentos oculares e palpebrais dimi

nuídos) é a hipnose animal ou imobilidade tônica (IT). A IT parece ser 

uma estratégia comportamental inibitória, associada a situações de 

grande stress [e.g., estimulação sensorial potente, medo) ou a manobras 

manipulativas específicas 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 interação 

com o meio durante a IT (Hoffmann e Menescal, 1988). Tal sugestão 

está amparada nos achados eletrográficos que revelam a existência de

81



atividade teta hipocampal em mamíferos (Harper, 1971) e atividade 

dessincronizada no telencéfalo de sapos (Hoffmann e Menescal, 1988). É 

interessante notar que a IT é sensível à drogas colinérgicas. Bloqueado- 

res muscarínicos {e.g., ESC) reduzem acentuadamente a duração 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 duração. É interessante notar também 

que a IT em mamíferos, pode ter sua duração diminuída após lesões hi- 

pocampais ou septais (Thompson, 1977). Observações assistemáticas de 

aves tratadas com ESC, indicaram que os animais passavam menos 

tempo com seus olhos fechados, e mostraram menos tônus. O panora

ma geral do comportamento sugeria que as aves estavam mais alertas e 

menos inibidas (Thompson, 1977, pp. 114). Este comentário parece es

tar em concordância com os achados eletrográficos da VR após trata

mento com ESC, que indicam diminuição no número de ondas, na 

amplitude e na potência total, aproximando-a da VA. É possível que 

esse “aumento” no alerta observado por Thompson esteja associado com 

o aumento do FZ.

O FZ, como descrito no presente trabalho, parece não estar corre

lacionado a estados de alerta ou medo extremos, uma vez que surgem 

de forma espontânea nos animais tratados e, ainda nesses animais, o 

FZ não surge após estimulação sonora intensa. Assim, ambos compor
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tamentos imóveis ( 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 geração da IT (imobilidade com interação 

com o meio ambiente) quanto na geração do FZ (imobilidade mas apa

rentemente sem interação com o meio), ambas possivelmente envolven

do também o hipocampo.

Uma outra situação comportamental parecida, ocorrendo em 

pombos destelencefalados, também já foi relatada (comportamento de 

fíxar). Esse comportamento, provocado por estimulação sensorial inten

sa, é caracterizado por ausência de padrão motor observável de qual

quer parte do corpo, com a cabeça e o olhar direcionados a um ponto 

fíxo no ambiente, geralmente precedido por extensão restrita do pesco

ço, com ou sem inclinação da cabeça (Toledo, 1989).

É 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 avançados de demência. Esse es

tado desorganizado foi caracterizado pela expressão comportamental de 

VA acompanhado de um traçado eletrográfico 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 diminuição no 

número de ondas e na amplitude sem modificar consistentemente ou

tros atributos eletrográficos hipocampais. Essas modificações, detecta

das pela análise aperiódica, demonstram haver componentes dessin- 

cronÍ2s.dos no EOsG-hp durante o FZ, associados a componentes sin

cronizados (PGAs). Pela análise visual, este componente dessincroniza- 

do póde ser visto como atividade de fundo às PGAs. Vale notar que esse 

tipo de traçado misto não póde ser visto em nenhuma outra situação 

experimental.

Pelas comparações entre FZ e VA, observou-se aumentos no nú

mero de ondas, na amplitude, na potência total, e diminuição nas po

tências relativas de 2 Hz e acima de 20 Hz, apresentando aumento na 

faixa dos 6 Hz. Essas observações indicam que associado ao traçado de 

fundo, caracterizado por ondas rápidas e de pequena amplitude, ocor

reu um aumento acentuado tanto na incidência quanto na amplitude 

das PGAs. Um outro ponto a ser destacado ê a diminuição das potên

cias relativas das freqüências de 2 Hz e acima de 20 Hz. Essas diminui

ções indicam uma sincronização do traçado, que ê característica de es

tados mais relaxados. Apesar disso, as mudanças ocorridas em 2 Hz e 

acima de 20 Hz não conduziram o espectro de potências a níveis de VR, 

caracterizando, novamente, um estado eletrográfico particular.
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Assim, o EOsG-hp deste estado apresenta características mistas, 

tanto de VR quanto de VA. Tais achados apontam para a ocorrência de 

uma dissociação entre o estado comportamental e o EOsG-hp subjacen

te. Essa dissociação poderia refletir uma desorganização comportamen

tal gerada pela ESC, sendo essa desorganização o resultado da interfe

rência da ESC na interação do animal com o meio ambiente.

Um considerável número de evidências, sugerem que os sistemas 

colinêrgicos centrais apresentam papel importante no aprendizado, na 

memória e na cognição {e.g. Molchan et aZ., 1992; Neufeld et al., 1994). 

Drogas que bloqueiam receptores muscarínicos, como a atropina ou a 

ESC, podem prejudicar tanto a aquisição quanto a performance de 

comportamentos aprendidos, prejuízos esses, similares a aqueles pro

duzidos por lesão estereotáxica de núcleos colinêrgicos centrais ou do 

hipocampo.

Doses intramusculares de ESC em tomo de 0,02 mg/Kg, são su

ficientes para provocar dêficits 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 perturbações na 

orientação espacial, nas estratégias de navegação e na habilidade de 

reconhecer locais familiares, como por exemplo retomar a locais de es- 

tocagem de alimento. Em pombos, injeções i.p. de ESC (0,03, 0,015 e 

0,007 mg/Kg) são incapazes de interferir nos processos de memória, 

sem apresentar qualquer relação 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 perturbações na realização de tarefas que requeriam 

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

Uma conseqüência notável de uma dose alta de ESC é o FZ. A 

ESC em doses baixas provoca disfunções cognitivas, mas não provoca 

alterações perceptíveis no comportamento espontâneo do pombo. As 

disfunções centrais associadas às doses de ESC, poderiam ser expres

sas no comportamento espontâneo apenas em doses mais elevadas. 

Além disso, o EOsG-hp, que espelharia este contínuo, não seria sensível 

(como o comportamento espontâneo não o é) ou não seria afetado de 

modo observável pela presente técnica, mesmo durante alterações fun

cionais do hipocampo. Isso pode ocorrer também em mamíferos, a jul

gar pelas altas doses de ESC empregadas para provocar efeitos notáveis 

na atividade eletrográíica cerebral (e.g., Stewart, McFabe e Vanderwolf, 

1984; Vanderwolf, 1992).

Em mamíferos, a atividade eletroscilográfica hipocampal espontâ

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 rítmica 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 vigília 

imóvel e durante a realização de movimentos estereotipados e automáti
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cos (Vanderwolf, 1992). Por sua vez, o ritmo teta está seletivamente pre

sente durante atividade motora voluntária e durante o sono paradoxal, 

apresentado freqüências entre 3 e 9 Hz e denominado de teta tipo II 

(Simões, Valle e Timo-Iaria, 1996; Vertes et al, 1993) e parece estar as

sociado a processos de aprendizado e memória (Harper, 1971). O ritmo 

teta tipo II é sensível a agentes colinérgicos, podendo surgir após trata

mento com compostos colinomiméticos (arecolina, carbacol ou ESE) e 

pode ser abolido após administração periférica de atropina ou ESC 

(Monmaur, Ayadi e Breton, 1993). O ritmo teta tipo I está sempre pre

sente durante atividade motora voluntária, apresenta freqüência em 

tomo de 6 a 12 Hz, é sensível a agentes anestésicos {e.g. uretano) e é 

resistente a compostos antagonistas muscarínicos {e.g., atropina).

Ê interessante notar que o EOsG-hp de pombos também apresen

ta características distintas dependendo do estado comportamental que 

o animal se encontra (Bruno-Neto, 1996), mas responde à essas mu

danças de forma diferente do hipocampo de mamíferos. O EOsG-hp de 

pombos que acompanha a vigília relaxada apresenta atividade irregular 

de grande ampHtude e baixa freqüência, entremeada por ondas PGA. 

Durante a vigília alerta e após SOM o EOsG-hp é caracterizado por on

das de baixa amplitude e alta freqüência, podendo estar completamente 

desprovido de ondas PGA. Essas ondas PGA, que poderiam sugerir a 

existência de uma atividade ritmica semelhante ao teta hipocampal de 

mamíferos, ocorrem durante situações comportamentais diferentes
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àquelas onde são encontradas o ritmo teta. As PGAs são resistentes à 

agentes anestésicos [e.g., ketalar ou equitesin) (Bruno-Neto, André e 

Marino-Neto, dados não publicados) e são resistentes também ao blo

queio muscarínico {e.g., ESC). Dessa forma, não temos evidências que 

denotem a existência de uma atividade no hipocampo de aves que seja 

comparável ã atividade teta hipocampal encontrada nos mamíferos. 

Adicionalmente, pelas análises qualitativa e quantitativa do EOsG-hp, o 

comportamento elétrico hipocampal do pombo parece assemelhar-se 

mais ã LIA do que ã RSA ou teta do hipocampo de mamíferos.

Paralelamente ao encontrado com a aplicação de ESC, déficits 

cognitivos semelhantes também podem ser produzidos ou por lesão de 

núcleos coUnérgicos centrais ou por lesões do hipocampo de mamíferos 

(Nicholls, Martin e Wallace, 1992). Lesões hipocampais de pombos do

mésticos prejudicam a performance de navegação, retomo a ambientes 

familiares e orientação espacial, além de prejudicar tarefas que reque

rem aquisição de memória (Bingman et aZ., 1988a e 1988b; Bingman e 

Mench, 1990; Gagliardo, Mazzotto e Bingman, 1996). Esses efeitos, pro

vocados por lesão hipocampal de pombos, são muito semelhantes 

aqueles encontrados em lesões 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 está
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vinculado, não se assemelham á dos mamíferos e parecem não ser cru

cialmente dependentes da atividade de sistemas coHnérgicos.

Por outro lado, efeitos comportamentais e eletrográficos, associa

dos ao tratamento com a ESC, talvez pudessem ser observados durante 

contextos ou tarefas que requeiram atividade conspícua ou especial

mente relevante do hipocampo, como paradigmas de aprendizado que 

demandem tarefas orientadas a referências ao espaço extra corpóreo do 

animal.

Em resumo, a injeção periférica de ESC foi incapaz de promover 

modificações significativas no EOsG-hp de pombos nos diferentes esta

dos de vigília estudados, mas foi capaz de provocar um estado compor

tamental diferenciado, desconexo do EOsG-hp concorrente, semelhante 

ao encontrado em mamíferos. Esses últimos efeitos parecem ser provo

cados pelo bloqueio central, já que a M-ESC em dose equimolar não 

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

Apesar da existência de evidências conflitantes, parece que os re

ceptores nicotínicos podem participam na mediação de processos de 

memória e atenção em mamíferos {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 memória e aprendizado e, parece melhorar alguns 

dos prejuízos de memória provocados por lesões do prosencéfalo basal
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(Decker e Majchrzak, 1993). Adicionalmente, muitas dessas facilitações 

provocadas pela nicotina são antagonizadas pelo tratamento com MEC 

ou com clorisondamina (outro bloqueador nicotínico). A MEC produz, 

em ratos, prejuízos na performance de tarefas de pressionamento de 

barras, esquiva passiva e navegação no labirinto aquático (water maze, 

Turchi, Holley e Sarter, 1995).
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Nossos dados revelam que a MEC foi incapaz de produzir altera

ções comportamentais observáveis pelo método utilizado no presente 

trabalho. A exemplo do ocorrido com a ESC, os possíveis efeitos compor

tamentais da MEC talvez pudessem ser observados em condições expe

rimentais favoráveis ã tarefas cognitivas mais exigentes.

Durante a VR, a injeção periférica de MEC produziu uma diminu

ição no número de ondas e na amplitude total e um aumento nas po

tências das freqüências relativas acima de 15 Hz. Durante a VA espon

tânea observou-se também uma diminuição na amplitude e na potência 

total, acompanhadas de aumentos na borda espectral de 50% e nas 

potências relativas de 9, 13, 17, 19, 24 e 27 Hz. No mesmo sentido, 

após a estimulação sonora, foi possível observar diminuição na ampli

tude e na potência total, acompanhadas de aumento na borda espectral 

de 50% bem como aumentos nas potências relativas de 12, 13 e 18 Hz, 

estando os demais índices eletrográficos inalterados.



Assim, a MEC provocou um aumento na contribuição de compo

nentes de alta freqüência do EOsG-hp, sem modificar as PGAs, que são 

atributos sincronizados conspícuos da VR. Essa atenuação provocada 

pela injeção de MEC é algo diferente daquela encontrada após a injeção 

de ESC. Uma vez que desconfortos viscerais não puderam ser observa

dos, que os animais permaneciam a maior parte do tempo de registro 

aparentemente confortáveis (em VR), e que o vômito apresentado não 

era tão intenso e duradouro quanto aquele provocado pela ESC, descar

tou-se a hipótese da relação entre desconforto visceral e as ocorrências 

eletrográficas 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 tendência de 

aumento da freqüência do traçado e independente do estado comporta

mental, pôde ser observado intensamente durante estados comporta- 

mentais de VA e após SOM.

Durante os estados mais ativados, a MEC produziu modificações 

mais expressivas e significativas, atingindo principalmente as freqüên

cias entre 10 e 20 Hz, aumentando a participação dessa faixa no espec

tro de freqüências. De acordo com dados obtidos anteriormente no nos

so laboratório (Bruno-Neto, 1996), essa faixa de freqüência (10 a 20 Hz), 

não modifica suas características, independente do estado comporta

mental ser de VR, de VA, de vigília após estimulação sonora ou lumino

sa, de sono de ondas lentas ou de sono paradoxal. Uma vez que não foi
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possível observar qualquer modificação comportamental que acompa

nhasse esse aumento na banda de 10 a 20 Hz, explorações mais apro

fundadas sobre o significado fisiológico desse aumento são desejáveis.

A injeção i.c.v. de nicotina (25p.g) em pintos despertos, provoca 

um padrão eletrográíico semelhante ao encontrado durante períodos 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 freqüência da atividade elétrica registrada. Em animais adultos 

despertos, a nicotina produzia os mesmos efeitos. Até o presente, não 

existem estudos acerca dos possíveis efeitos da MEC sobre o EOsG te- 

lencefálico de aves.

Em ratos, a MEC administrada perifericamente em doses variando 

entre 10 e 20 mg/kg de peso (i.p.), não produziu nenhum efeito signifi- 

cante sobre os componentes espectrais de derivações frontais ou occipi

tais (Riekkinen-Jr et cd., 1991). Por outro lado, quando administrada em 

combinação com a ESC, produziu aumento na amplitude do traçado de 

tais derivações, 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 manipulação nicotínica sobre a atiAddade 

neocortical de ratos em vigília relaxada, observou que a MEC (3 e 5 

mg/kg i.p.) produzia acentuação na atividade em fuso de alta voltagem 

quando aplicada isoladamente ou após injeção de nicotina, enquanto 

que na dose de Img/kg (i.p.) nenhum efeito pôde ser observado. Inje
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ções de MEC ou de hexametõnio, aplicadas localmente no hipocampo, 

foram incapazes de antagonizar a atividade teta hipocampal espontânea 

observada durante estados comportamentais de vigília imóvel 

(Golebiewski, Eckersdorf e Konopacki, 1993).

No neocórtex de mamíferos 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 espontânea. No presente trabalho, a MEC produ

ziu um deslocamento do espectro médio de freqüências para freqüências 

mais altas durante a VR e acentuou esse aumento de atividade de alta 

freqüência durante a VA e após SOM. Assim, parece que o bloqueio ni- 

cotínico provoca modificações eletrográficas hipocampais diferentes da

quelas encontradas em mamíferos.

Em vertebrados, a neurotransmissão colinérgica se processa atra

vés de receptores muscarínicos e nicotínicos, tanto no sistema nervoso 

periférico quanto no sistema nervoso central (Janowsky e Overstreet, 

1995; Maelicke, Schrattenholz e Scrõder, 1995). Nos últimos 30 anos, 

os esforços na exploração da atividade colinérgica tem sido concentra

dos principalmente na manipulação de receptores muscarínicos. Toda

via, com as recentes descobertas do envolvimento dos receptores nico

tínicos na modulação do comportamento afetivo, na modulação da libe

ração de neurotransmissores envolvidos com processos cognitivos e na 

habilidade de produzir dessincronização eletrográfica, essa tendência 

tem diminuído progressivamente (Americ, Sullivan e Williams, 1995).
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Estudos relacionando a transmissão colinérgica nicotínica e tarefas 

cognitivas são abundantes na literatura. No entanto, poucos são os es

tudos que avaliaram os efeitos da manipulação de receptores nicotínicos 

sobre a atividade eletrográfica coletiva hipocampal. A concentração de 

receptores nicotínicos no telencéfalo de aves pode ser tão ampla quanto 

no telencéfalo de roedores (McMahon, Yoon e Chiappinelli, 1994) mas a 

distribuição detalhada dessa concentração ainda necessita ser determi

nada.

Em resumo, a MEC administrada em dose equimolar ã ESC, não 

foi capaz de provocar modificações comportamentais observáveis e, 

contrariamente ao observado em mamíferos, provocou uma diminuição 

na amplitude, na potência total e aumento na potência das freqüências 

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

A ESE foi incapaz de modificar consistentemente tanto o compor

tamento quanto o traçado eletrográfico hipocampal durante estados de 

VR. Esses dados tomados em conjunto com os dados de VR coletados 

após injeção de ESC ou de MEC, sugerem que a atividade colinérgica 

sobre o EOsG-hp se processa de forma tônica e discreta. Essa suspeita 

reside no fato de não ter sido possível observar modificações significati

vas no EOsG-hp da VR após 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 freqüências acima de 20 

Hz), mas se apresentaram de forma inconsistente, não oferecendo segu

rança na assunção desses dados como significativos. Apesar disso, pa

rece tiaver uma tendência de a ESE provocar um aumento na atividade 

de freqüências acima de 20 Hz durante os estados ativados. O efeito so

bre a borda espectral e a tendência de aumentar a atividade de fre

qüências acima de 20 Hz durante a VA e após o SOM, pode ter surgido 

como resultado de uma acentuação da atividade colinêrgica durante 

esses estados.

Em pintos de 3 semanas, a injeção de ESE (dose não informada) 

provoca o surgimento de uma atividade elétrica de baixa voltagem e alta 

freqüência nos registros eletrocorticais (Key e Marley, 1962). Até onde 

pudemos avançar, esse é o único trabalho que trata da ESE e seus 

efeitos sobre o EOsG em aves.

Injeções 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 freqüência do EOsG do córtex mediai de répteis 

(Gaztelu, Garcia-Austt e Bullock, 1991). Injeções de 1 a 3 mg/kg de ESE 

no saco linfático dorsal, causaram somente aumentos discretos de 

amplitude e freqüência da atividade telencefãlica de sapos (Kostowski e 

Mészáros, 1967). O registro da atividade elétrica coletiva hipocampal e 

neocortical de ratos não restritos, após a injeção de ESE (1 mg/kg, i.p.) 

mostra dessincronização neocortical e hipocampal, acompanhada de
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movimentos de vibrissas e respiratórios compatíveis com comportamen

to exploratório (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 potência da banda espec

tral (4-7 Hz) do ritmo teta hipocampal. Em humanos, a tacridina (outro 

anticolinesterásico) produz redução na atividade delta e no ritmo mu, 

que acompanham dêficits cognitivos, sugerindo uma melhora do quadro 

eletrográfico da doença de Alzheimer (Riekkinen etal, 1991).
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Assim, parece que os efeitos da ESE sobre o EOsG-hp de pombos 

não se processam da mesma forma quem em outras espécies, denotan

do uma ação colinérgica tônica, mas por outro lado modesta, a ponto de 

não poder ter sido notada pelo método aqui empregado.

Diversas evidências demonstram que, para a ESE atingir seu 

ponto máximo de efeito, é necessário mantê-la em níveis altos de con

centração no sangue. Essa concentração ótima de ESE é conseguia 

mediante tratamento continuado (Marin e Davis, 1995). No presente 

trabalho, os registros com ESE foram realizados imediatamente após 

uma única injeção e não após tratamento crônico. Dessa forma, é pos

sível que os potenciais efeitos que o tratamento continuado com a ESE 

viesse a provocar, não puderam ser observados.



É interessante notar também, que a meia-vida da ESE é muito 

curta. Em pardais, observou-se que os níveis de depressão de acetilcoli- 

nesterase cerebral resultante da injeção intramuscular de ESE, retoma

vam a patamares da normalidade por volta de 5 min após a injeção 

(Mineau, Boag e Beninger, 1994). No presente trabalho, os registros fo

ram iniciados imediatamente após a injeção da ESE e no entanto, ne

nhuma modificação eletrográfica pôde ser observada nesse intervalo.

Um crescente corpo de evidências tem demonstrado que a ESE 

pode, além inibir a acetilcolinesterase, ativar receptores nicotínicos de 

forma não competitiva (Maelicke, Schrattenholz e Schröder, 1995; 

O’Neill et al., 1994). Assim sendo, seria de se esperar, uma acentuação 

da atividade colinérgica local, resultante tanto da inibição da acetilcoli

nesterase quanto da ativação de receptores nicotínicos. Entretanto, ne

nhum efeito que lembrasse aumento de atividade colinérgica pôde ser 

observado após a aplicação de ESE. Novamente, esses resultados aju

dam a confirmar a suspeita de uma influência 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 atuação pode ter 

sido reforçada pelo tratamento com ESE. A ESE tem sido utilizada como 

instmmento terapêutico há muitos anos, mas recebeu maior atenção 

depois da assunção da “hipótese colinérgica” para os distúrbios cogniti

vos que acompanham a doença de Alzheimer. Partindo desse princípio,
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o tratamento com a ESE facilitaria a atividade de neurônios colinérgicos 

remanescentes do processo degenerativo coHnérgico dessa doença 

(Karczmar, 1993). Muitos estudos tem demonstrado que, pelo menos em 

alguns casos, a ESE é 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 ação colinérgi- 

ca sobre a atividade elétrica cerebral está associada muito mais com a 

relação entre o indivíduo e o meio ambiente do que com o próprio com

portamento de despertar. Essa influência sobre os processos de intera

ção com o meio ambiente parece se dar durante a atenção seletiva. No

vamente, uma vez que o método empregado não utilizou nenhum para

digma cognitivo, eventuais efeitos da ESE sobre o EOsG-hp que pudes

sem ter ocorrido, não permitiram ser observados. Por outro lado, os re

sultados obtidos durante a VA e principalmente após o SOM, se coadu

nam com essa afirmação, sugerindo uma influência positiva da ace- 

tilcolina durante os processos de atenção seletiva.

Em resumo, a ESE foi incapaz de provocar modificações tanto 

comportamentais quanto eletrográficas hipocampais. Esses últimos da

dos sugerem uma participação discreta e tônica da acetilcolina na gera

ção do EOsG-hp de pombos, uma vez que o aumento da disponibilidade
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da acetilcolina na fenda sináptica não produziu nenlium efeito consis

tente.

O papel dos circuitos colinérgicos centrais na modulação do 

EOsG-hp de pombos parece ser menos intenso que em répteis e mamí

feros. Nossos dados sugerem ainda que essa discreta influência coli

nérgica sobre o EOsG-hp de pombos se dá de forma tônica e modesta 

durante os estados de vigília estudados. O bloqueio de receptores mus

carínicos pela ESC, foi incapaz de provocar modificações observáveis no 

EOsG-hp. A ausência de quaisquer efeitos eletrográficos importantes 

apôs a injeção de ESC sugere que a acetilcolina, nas situações experi

mentais do presente trabalho, desempenha uma ação muito discreta. A 

MEC, por sua vez, produziu efeitos eletrográficos hipocampais diferentes 

daqueles encontrados em mamíferos. No entanto, não temos informa

ções 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. É 

importante relembrar que apesar dos dados apontarem para uma influ

ência discreta da ESC sobre o EOsG-hp, após o tratamento com essa 

droga ocorreu um comportamento diferenciado, acompanhado de ativi

dade eletrográfica igualmente diferenciada que surgia espontaneamente. 

Esse comportamento diferenciado apresenta características eletrográfi- 

cas hipocampais intermediárias entre a VR e a VA, eletromigrama com
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patível com VR, acompanhando um estado comportamental que lembra 

vigília fortemente alerta. Esse comportamento diferenciado produzido 

pela injeção periférica de ESC, lembra aqueles estados desconexos en

contrados em mamíferos após o mesmo tratamento.

Algumas evidências sugerem que circuitos colinérgicos estejam 

envolvidos mais intensamente com processamento cognitivo e atenção 

seletiva do que com o despertar (Karczmar, 1991). A influência colinér

gica sobre a atividade elétrica cerebral parece estar vinculada princi

palmente com as interações entre o indivíduo e o meio ambiente. Inves

tigações acerca das conseqüências eletroscilográficas e de manipulações 

farmacológicas dos sistemas colinérgicos centrais de pombos durante 

tarefas cognitivas, poderiam ser úteis para determinar mais precisamen

te essa relação. É possível que a acetilcolina afete a atividade elétrica 

hipocampal somente em circunstâncias comportamentais específicas e 

não exploradas no presente trabalho.

Evidências neuroanatõmicas sugerem similaridades entre os sis

temas colinérgicos centrais em vertebrados superiores (Medina e Reiner, 

1994; Veenman et al., 1994; Wãchtler, 1980). Outras evidências suge

rem que a distribuição de receptores muscarínicos no hipocampo de 

pombos parece semelhante ãquela encontrada em mamíferos (Kohler, 

Messer e Bingman, 1995). Adicionalmente, parecem existir conexões 

recíprocas entre o hipocampo e estruturas colinérgicas centrais (área 

septal e núcleo da banda diagonal de Broca) em aves (Casini, Bingman e
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Bagnoli, 1986; Krebs, Erichsen e Bingman, 1991; Rehkamper, Frahm e 

Zilles, 1991), similares às dos mamíferos (Rehkamper, Frahm e Zilles, 

1991).

Apesar das similaridades apontadas pelas evidências acima des

critas, os dados do presente trabalho sugerem que a acetilcolina parece 

participar apenas discretamente da regulação do EOsG-hp de pombos. 

Adicionalmente, possíveis alterações funcionais no hp do pombo, indu

zidas pelas manipulações colinêrgicas aqui estudadas, não foram 

acompanhadas por mudanças evidentes no EOsG-hp durante estados 

comportamentais semelhantes aos da vigília desse animal. Por outro 

lado, o desencadeamento de um comportamento aparentemente alerta 

associado a um EOsG-hp com características sincronizadas após blo

queio muscarínico, reforça a noção, colocada na literatura acima revi

sada, de uma evolução conservativa de atributos funcionais do hipo

campo de amniotas.
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