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Investigagdo, dos [padrdes eletroscilograficos] do [hipocampo] (HP) e do [hiperestriado
acessorio] (HA), do [pombo doméstico], em diferentes estados comportamentais. Foram
analisados registros de 20 min em periodos de vigilia alerta (VA), vigilia relaxada (VR),
vigilia apds estimulo sensorial sonoro (SOM) e luminoso (LUZ), sono de ondas lentas
(SOL) e sono paradoxal (SP). De cada animal foram selecionados segmentos de 20 s de
cada area e para cada estado comportamental que foram submetidos a [analise espectral] e
[aperiddica]. A avaliagio do [espectrograma hipocampal] indica que existem 3 bandas de
atividades (2 Hz; 6 a 10 Hz e 20 a 30 Hz) que sdo afetadas pelo estado comportamental,
sugerindo a existéncia de 3 padrdes eletroscilograficos. Um tipico dos estados de VA, LUZ,
SOM e SP, outro tipico da VR, e um terceiro tipico do SOL. Em relagdo ao HA, a analise
do perfil espectrografico mostra a existéncia de somente uma banda (20 a 30 Hz) que varia
de poténcia entre os estados comportamentais, aumentando durante os estados de alerta e
diminuindo durante os estados de VR e SOL. Esses resultados indicam que existem
diferentes padrdes eletroscilograficos para os diversos estados nas duas areas, € que as duas
areas (HP e HA) apresentam caracteristicas distintas. As caracteristicas eletroscilograficas
do HP apresentam algumas semelhangas com os padrdes do eletroscilograma de mamiferos
sugerindo que, além de atributos anatdmicos e neuroquimicos; alguns mecanismos
funcionais podem também ter uma natureza evolucionaria conservativa.
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RESUMO

Esse trabalho teve por objetivo investigar os padrGes eletroscilograficos (EOsG) do
hipocampo (HP) e hiperestriado acessorio (HA) no pombo doméstico, em diferentes estados
comportamentais. A aquisigdo do registro eletroscilografico foi feita através de eletrodos
bipolares cronicamente implantados sobre a superficie do telencéfalo nas regides correspondentes
ao HP e HA. Foram analisados registros de 20 minutos em periodos de vigilia alerta (VA), vigilia
relaxada (VR), vigilia ap6s estimulo sonoro (SOM), vigilia apds estimulo luminoso (LUZ), sono
de ondas lentas (SOL) e sono paradoxal (SP). De cada animal foram selecionados segmentos de
20 s de registro para cada estado comportamental, que foram submetidos a analise espectral e
aperiddica. A avaliagdo estatistica das poténcias relativas do espectrograma do EOsG hipocampal
indica que existem 3 bandas de atividades (2 Hz, 6 a 10 Hz e 20 a 30 Hz), cujas contribuig¢des ao
espectro sdo afetadas pelo estado comportamental. As variagdes no comportamento dessas
bandas, sugerem a existéncia de 3 padrdes de EOsG-hp associados aos diferentes estados. Um
tipico dos estados de VA, LUZ, SOM e SP, caracterizado por poténcias totais e amplitudes
baixas, poténcia relativa elevada nas bandas de 2 Hz e de 20 a 30 Hz, e atividade na banda de 6 a
10 Hz reduzida. O segundo padrdo, tipico da VR, apresenta poténcias totais e amplitudes
elevadas, e o espectrograma € caracterizado por alta atividade na banda de 6 a 10 Hz e baixa
poténcia relativa nas bandas de 2 Hz e de 20 a 30 Hz. Um terceiro padrio caracteriza o SOL, com
altos valores de poténcia total e amplitude e borda espectral de 50 % reduzida em relagéo a todos
os outros estados. O espectrograma ¢ caracterizado por alta poténcia na banda de 2 Hz, baixa
atividade na banda de 6 a 10 Hz e pelos menores valores de poténcia relativa na banda de 20 a 30
Hz. Analises de autocorrelagdo indicam que na VR existem atividades ritmicas em tomo de 5,2
Hz e de 1,3 Hz. Em VA apenas a primeira atividade é aparente. Em relagdo ao HA, a analise do
perfil espectrografico permite a identificagdo de somente uma banda de atividade que varia de
poténcia relativa entre os estados comportamentais. Durante os estados de alerta, atividades na
banda de 20 a 30 Hz aumentam intensamente. Nos estados mais relaxados (VR e SOL), ocorre
um aumento acentuado das poténcias totais em relagdo aos estados mais alertas (VA, SOM e
LUZ), a borda espectral de S0 % diminui e as amplitudes aumentam. Durante o SOL ha sensivel
redugdo no numero de ondas frente aos outros estados. Analises de autocorrelagio do HA
sugerem uma atividade ritmica pouco significativa em tomo de 3 Hz durante a VR, mas que
desaparece durante a VA. Analises de correlagdo cruzada sugerem que existe uma atividade de
cerca de 3 Hz compartilhada de forma sincronica pelas duas areas durante a VR, e que desaparece
durante a VA. Esses resultados indicam que existem diferentes padrdes eletroscilograficos para os
diversos estados nas duas areas, e que as duas adreas (HP e HA) apresentam caracteristicas
distintas. No HP existem 3 bandas de freqiiéncias com comportamentos diferenciados nos

diferentes estados, enquanto que no HA somente uma banda espectral varia de poténcia relativa



em fungdo do nivel de alerta. Os resultados também indicam que durante a VR as duas areas sdo
afetadas por uma atividade ritmica em torno de 3 Hz, e a pequena defasagem entre as areas,
sugere que essa atividade deve ser gerada em algum outro distrito ¢ alcangar as duas areas quase
que simultaneamente. As caracteristicas eletroscilograficas do HP apresentam algumas
semelhangas com os padrdes do EOsG de mamiferos sugerindo que além de atributos anatémicos
€ neuroquimicos, alguns mecanismos funcionais podem também ter uma natureza evolucionaria

conservativa.



L 4 o " ABSTRACT

This work aimed to investigate the electroscilographic patterns (EOsG) of the
hippocampus (HP) and hyperestriatum accessorium (HA) in the homing pigeon, in different
behavioral states. Electroscilographic records were obtained by means of bipolar carbon
electrodes, chronically implanted over telencephalic surface in the areas corresponding to HP and
visual HA. Twenty-minute records were analyzed in periods of alert wakefulness (AW), quiet
waking (QW), wakefulness after auditory (S), and visual stimulus (L), slow-wave-sleep (SWS) and
paradoxical sleep (PS). From each animal were chosen segments of twenty-second record for each
behavior state, which was submitted to spectral and aperiodic analysis. The statistic evaluation of
the relative power of the spectrogram of the hippocampal EOsG indicates that there are 3 bands of
activities (2 Hz, 6 to 10 Hz and 20 to 30 Hz), whose contributions to the spectrum are affected by
the behavioral state. The variations in the behavior of these bands suggest the existence of 3
patterns of EOsG-hp associated to the different states. A typical pattern for AW, L, S and PS is
characterized by low total power and amplitude, high relative power in the bands of 2 Hz and of 20
- 30 Hz, and low activity in the band from 6 to 10 Hz . The second pattern, typical of QW, shows
high total power and amplitude, and the spectrogram is characterized by high activity in the band
from 6 to 10 Hz, and low relative power in the bands of 2 Hz and from 20 to 30 Hz. A third pattern
characterizes the SWS, with high values of total power and amplitude and spectral border of 50 %
reduced n relation to all others states. The spectrogram is characterized by high power in the band
of 2 Hz, low activity in the band from 6 to 10 Hz, and by the lower values of relative power in the
band from 20 to 30 Hz. Autocorrelation analysis indicate that there are rhythmic activities round
5,2 Hz and 1,3 Hz during QW. During AW, only the first rhythmic activity is evident. In relation to
HA, the spectrographic profile analysis allows the identification of only one activity band whose
relative power oscillates according to the behavior states. During alert states, activities in the band
from 20 to 30 Hz increase intensely. In more relaxed states (QW and SWS), there is an intense
increase in total power in relation to more alert states (AW, S and L), the 50 % spectral border
decreases and the amplitudes increase. During the SWS there is a noticeable reduction in the
number of waves in relation to the other states. Autocorrelation analysis of HA suggest a modestly
significant rthythmic activity around 3 Hz during the QW, that disappears during the AW. Cross-
correlation analysis suggest that there is an activity of nearly 3 Hz shared synchronically by the
two areas during the QW, which disappears during the AW. The little delay between the areas
suggests that this activity must be engendered in some other district and reach both areas almost
simultaneously. These results indicate that there exists different electroscilographic patterns related
to each of the several states in both areas, and that both areas show distinctive EOsGraphic
characteristics. HP EOsGraphic characters resemble some of mammalian EOsG patterns suggesting
that, besides anatomical and neurochemical attributes, some functional mechanisms can also be of

a evolutionarily conservative nature.



A partir dos estudos de Caton (1875, 1887) em gatos, de Kaufmann (1914) em
cdes e, principalmente Berger (1929), (apud Cooper Osselton ¢ Shaw, 1974) em huma-
nos, o eletroencefalograma (EEG) vem sendo utilizado para investigar a atividade cere-
bral. O termo Eletroencefalograma (EEG), tem sido utilizado para denominar os registros
de oscilagdes dos potenciais de agregados neuronais, independentemente da localizagdo
de registro. No presente estudo adotaremos o termo eletroscilograma (EOsG), “para
denominar as oscilagdes de potenciais de agregados neuronais de qualquer regido do
sistema nervoso, incluindo, por conseguinte, eletrocorticograma, eletroencefalograma,

eletrospinograma etc.”, Valie (1992).

O uso da inspegdo eletroscilografica como instrumento de analise da atividade de
agregados neuronais, permitiu identificar a ocorréncia de padrées de oscilagdo da ativi-
dade elétrica telencefalica, assim como as variagdes desses padrdes em fun¢do da mu-
danga no estado comportamental do individuo (e.g., vigilia alerta, vigilia em repouso,

sono de ondas lentas e sono paradoxal).

E sabido que as alteragdes nas caracteristicas do EOsG do telencéfalo dos mami-
feros geralmente estdo relacionadas com o comportamento concorrente (Vanderwolf,
1992; Stewart, Macfabe e Vanderwolf, 1984 e Robertson, Baker € Vanderwolf, 1991).
Durante estados de repouso o EOsG é caracterizado por ondas irregulares de grande
amplitude com atividade mais intensa na faixa de freqii€ncia entre 2 ¢ 4 Hz e menor ati-

vidade nas freqiiéncias mais altas. Um outro padrdo de atividade oscilografica, denomi-




nado de “padrdo de atividade ritmica lenta”, ¢ caracterizado por ondas com freqiiéncia
de cerca de 6 a 12 Hz, e ocorre durante a vigilia imovel (e.g., nas situagdes de compor-

tamento defensivo e durante a mastigagio de alimentos) (Vanderwolf, 1969).

O eletroscilograma (EOsG), além de auxiliar o estudo dos diferentes estados de
consciéncia € comportamentais, também ¢ utilizado como instrumento auxiliar no dia-
gnostico e avaliagdo de estados patologicos, p. ex. doenga de Alzheimer (Neufeld et al.,
1994; Riekkinen et al., 1991), assim como nos processos de envelhecimento
(Hartikainen et al, 1992). Outra aplicagdo do EOsG tem sido a de auxiliar na classifica-
¢do e investigagdo de novas drogas, e avaliagdo dos seus efeitos (Ruigt ef al, 1993; Kri-

jzer, Koopman e Olivier, 1993).

As alteragbes da atividade eletroscilografica que ocorrem durante monitoragio
dos estados comportamentais podem ser demonstradas através da ocorréncia de padrées
diferentes, tanto na inspe¢do visual do tragado, como em analises quantitativas do osci-
lograma. Durante a inspegdo visual do tragado podem ser evidenciadas alteragdes na
amplitude geral do tragado e variagdes na incidéncia de diferentes formas de ondas (e.g.
ondas de grande amplitude e alta freqii€ncia tipo ondas em pico). Esse tipo de analise
permite tragar um perfil do aspecto geral do tragado eletroscilografico e permite também
correlacionar o tragado com o comportamento do animal. Na andlise visual procura-se
identificar a presenga de artefatos de registro (atividade elétrica ndo originada no SNC),
e selecionar os segmentos de tragado a serem submetidos a analise quantitativa e trata-

mento estatistico.

Durante a analise quantitativa, as mudangas nas caracteristicas do tragado oscilo-

grafico podem ser evidenciadas através da variagdo na distribuigdo das poténcias absolu-



tas e relativas nas bandas de freqii€ncia obtidas pela analise espectral. A analise espectral
¢ realizada no dominio da freqiiéncia pela transformada rapida de Fourier do sinal, cal-
cula o espectro de poténcia, exprimindo em pV*/Hz a energia contida numa seqiiéncia de
sinais iterativos. Tobler e Borbély (1988), demonstraram através da analise espectral que,
em pombos, a densidade de poténcia era maior no sono nfo-paradoxal, intermediaria na

vigilia e menor durante o sono paradoxal.

Além da analise espectral, outros métodos s@o utilizados para a analise quantitati-
va. A analise aperiddica ¢ um método de tratamento do sinal oscilografico que permite
determinar o numero de ondas e a somatoria das voltagem dessas ondas em um determi-
nado periodo, ou segundo a segundo (Geening et al, 1993; Depoortere et al, 1993;
Uchida, Maloney e Feinberg, 1994). Esses tratamentos quantitativos quando associados,
contribuem na investigagdo das relagdes entre atividade eletroscilografica e estado com-

portamental.

Essa abordagem da atividade do sistema nervoso tem sido utilizada em diversas
espécies animais, incluindo o homem, mas principalmente ratos e gatos (Tobler, 1988,
van Riezen e Glatt, 1993; Uchida, Maloney e Feinberg, 1994; Aeschbach et al, 1994). A
investigagdo da atividade elétrica do telencéfalo em vertebrados nfio mamiferos, nio
obstante explorada desde os primeiros ensaios eletroscilograficos (e.g. anfibios, Gerard e
Young, 1937 - apud Tauber 1974), tem resultado em uma quantidade bem menor de in-

formagio que em mamiferos (Campbell e Tobler, 1984).

No primeiro estudo da atividade eletroscilografica de aves, desenvolvido por
Klein, Michel e Jouvet (1964), foram utilizadas varias espécies de aves, entre elas um

pombo adulto. Os eletrodos de registro eletroscilograficos telencefalicos foram posicio-



nados sobre o hiperestriado, um distrito telencefalico de aves comparavel ao neocdrtex
de mamiferos (e.g., Karten, 1991; Rehkamper e Zilles, 1991; Veenman, Wild e Reiner,
1995). A andlise desses registros mostrou a existéncia de ondas lentas com freqiiéncia de
2 a 3 Hz ¢ amplitude em torno de 100 nV, presentes durante o sono de aves, similares

as ondas presentes durante o sono de mamiferos.

Em um estudo sobre a atividade elétrica do telencéfalo de aves, Ookawa e Gotoh
(1965) registraram o eletroscilograma do telencéfalo de galos e galinhas domésticas,
utilizando eletrodos dispostos aos pares bilateralmente nos hemisférios cerebrais. Nesses
registros, observaram a existéncia de alteragdes na atividade elétrica telencefalica asso-
ciadas a mudangas do estado comportamental das aves. No animal relaxado e ndo anes-
tesiado, a atividade oscilografica na regido frontal da cabega era caracterizada por ondas
lentas de 3 - 4 Hz e grande amplitude, ondas lentas de 6 - 12 Hz ¢ de grande amplitude,
ondas rapidas de 17 - 24 Hz e de baixa amplitude e ondas muito rapidas de 30 - 60 Hz e

baixa amplitude ( cerca de 50 pV).

Essa descrigdo do tragado eletroscilografico de aves é uma constante nos relatos
apresentados na literatura. A inspegio visual do eletroscilograma do telencéfalo de aves
mostra que ele é composto por uma atividade elétrica irregular, formando um complexo
de ondas de grande amplitude e baixa freqii€ncia superpostas por atividade oscilografica
de alta freqiiéncia e baixa amplitude (Walker e Berger, 1972; Sugihara e Gotoh, 1973).
Quando a ave se encontra em vigilia alerta, ocorre uma diminui¢io geral da amplitude do
tragado. Neste estado tornam-se realgadas as atividades de mais alta freqiiéncia € menor
amplitude. Durante os estagios iniciais do sono, as ondas rapidas, irregulares € de baixa

amplitude da vigilia s3o substituidas por ondas de grande amplitude, similares as ondas



presentes durante o sono de ondas lentas dos mamiferos (Tradardi, 1966; Monnier, 1980;
Campbell eTobler, 1984; Tobler € Borbély, 1988). As aves também apresentam periodos
de sono ativo (sono paradoxal ou sono REM). O sono paradoxal é caracterizado por um
tragado oscilografico de alta freqii€ncia e baixa amplitude, semelhante ao tragado da
vigilia alerta (Campbell e Tobler, 1984; Tobler e Borbély, 1988). No entanto, este peri-
odo € de curta duragio (cerca de 11 segundos em média), ocupando de 1 a 10 % do
tempo total do sono na ave (Walker e Berger, 1972; Monnier, 1980; Ayala-Guerrero e

Vasconcelos-Duefias, 1988; Tobler € Borbély, 1988).

Durante o registro da atividade oscilografica do telencéfalo das aves, além da ob-
servagdo e anotagdo do comportamento do animal, pode-se fazer uso de registros adicio-
nais de eventos comportamentais ao longo do ciclo sono - vigilia. Os movimentos rapi-
dos de piscar, que estdo presentes durante a vigilia alerta, vdo lentificando @ medida em
que o animal passa para um estado de vigilia relaxada. Estes movimentos geralmente
desaparecem durante o sono (Dewasmes ef al., 1985, Szymezak, 1987). Outro evento
importante, que também auxilia na determinagdo do estado comportamental em aves, sdo
os movimentos oculares. Eles estdo presentes intensamente durante a vigilia alerta, desa-
parecem durante o sono de ondas lentas, € podem retornar durante o sono paradoxal
(Tobler, 1988; Dewasmes ef al., 1985; Szymezak, 1987). A monitoragio da atividade
elétrica (EMG) da musculatura posterior do pescogo € outra pratica usual que auxilia na
identificagdo dos movimentos da cabega € de variagdo do ténus muscular que ocorre
quando ha mudanga de estado no ciclo vigilia - sono - sono paradoxal (Dewasmes et al.,

1985; Ayala-Guerrero e Vasconcelos-Duefias, 1988; Tobler, 1988).



Dewasmes ef al (1985) associaram observagdo comportamental, eletroencefalo-
grama, eletrooculograma, eletrocardiograma, eletromiograma e freqiéncia respiratéria
para caracterizagdo de quatro estados comportamentais em gansos: alerta, vigilia relaxa-
da, sono de ondas lentas e sono paradoxal. Posicionaram os eletrodos bilateralmente so-
bre a dura mater na regido do hiperestriado acessorio (HA) obtendo registros bipolares
entre os hemisférios cerebrais. Durante a vigilia alerta, o eletroscilograma era caracteri-
zado por atividade de baixa voltagem (< 50 uV) e alta freqii€ncia (> 13 Hz). Na vigilia
relaxada, o EOsG passava a apresentar uma atividade mista de alta voltagem e baixa
freqii€ncia (100 - 150 uV e 150 - 300 uV; 6 - 13 Hz e < 6 Hz respectivamente), entreme-
ada com atividade elétrica caracteristica do estado comportamental de vigilia alerta. Du-
rante o sono de ondas lentas, os animais apresentavam um padrdo continuo de ondas
lentas (< 6 Hz), de alta voltagem (150 -300 nV), sem presenca de fusos. Finalmente du-
rante o sono paradoxal, o registro mudava para um padrdo de baixa voltagem (<50 pV) e

alta freqiiéncia (> 10 Hz) que ndo era diferenciavel da vigilia alerta.

Szymezak (1987) avaliou a distribuigdo diaria (fotoperiodo claro/escuro de 24 ho-
ras) dos estados do sono em corvos. Para a anélise eletroscilografica, foram posiciona-
dos dois eletrodos para registros monopolares, um profundamente no hipocampo e outro
superficialmente na regido do hiperestriado acessério. Observou , durante o estado de
vigilia, um amplo conjunto de comportamentos que incluiam atividade locomotora, aten-
¢do a presenga de ruidos estranhos no local de registro e comportamentos de conforto (p.
ex. espreguigar-se). O tragado oscilografico apresentava atividade de baixa voltagem (40
- 50 uV) e alta freqiiéncia (> 10 Hz). Durante a vigilia relaxada (sem atividade locomoto-
ra), o tragado oscilografico tornava-se polimorfico, com o surgimento de atividade de

alta voltagem (> 20 pV) e baixa freqiiéncia (< 4 Hz). Com o inicio do sono, o oscilogra-



ma mudava para um padrdo com ondas de 80 - 240 uV de amplitude e freqiiéncia de 3 -
4 Hz (que foi chamado de sincronizado). Este estado estava associado a diminui¢io do
tonus muscular. Como evidenciado pelo eletromiograma. Durante os episddios de sono
paradoxal o tragado oscilografico era composto de ondas de alta freqiiéncia e baixa vol-
tagem (8 - 12 Hz, 40 - 60 uV). Embora ocorressem movimentos subitos de flexdo da ca-
bega, ndo observaram diferengas substanciais na atividade eletromiografica entre sono

de ondas lentas e sono paradoxal.

A atividade eletroscilografica da regido hiperestriada dorsolateral do telencéfalo
de periquitos (Aratinga canicularis; Ayala-Guerrero, Pérez e Calderon, 1988), durante a
vigilia alerta, era caracterizada por ondas de 7 a 24 Hz de baixa amplitude. Quando o
animal se encontrava relaxado, ocorria uma mudanga do tragado. A amplitude aumenta-
va e havia uma redugdo na freqii€ncia, mesclado com ondas rapidas e lentas. Durante o
sono de ondas lentas o oscilograma apresentava ondas de 3 a 6 Hz de alta amplitude.

Esta atividade ndo apresentava os fusos caracteristicos do sono de mamiferos.

Ayala-Guerrero e Vasconcelos-Duefias (1988) realizaram estudos eletroscilogra-
ficos € comportamentais em pombos selvagens (Zenaide asiatica) e descreveram cinco
estados comportamentais. Na vigilia ativa, a atividade elétrica cerebral apresentava on-
das de baixa amplitude (< 50 puV) e de alta freqii€ncia (>5 Hz). O animal estava pronta-
mente reativo a estimulos alertantes do meio e apresentava constantes movimentos cor-
porais e de cabega; 0 EMG do pescogo era tonicamente ativo com disparos fasicos asso-
ciados a movimentos. Na vigilia relaxada, o animal apresentava um padréo eletroscilo-
grafico semelhante ao da vigilia ativa porém com surgimento esporadico de ondas lentas,

e apresentava comportamento motor com menor atividade. Na sonoléncia (drowsiness),



definido como um estado comportamental tranqiiilo, o0 oscilograma apresentava uma
redugdo progressiva da freqii€ncia da atividade cerebral com periodos curtos de dessin-
cronizagdo correspondentes a periodos de breves despertar. No sono de ondas lentas, o
eletroscilograma era caracterizado pela presenca constante de ondas lentas com fre-
quéncia de 2 a 4 Hz e amplitude de 150 uV sem fusos, com duragéo de alguns segundos
a trés minutos. O animal apresentava comportamento descrito como tranqiiilo, € o ele-
tromiograma (EMG) dos musculos da nuca indicando diminui¢éo de tonus. Finalmente,
no sono paradoxal, EOsG era caracterizado por ondas de baixa voltagem (< 50 uV) que
ndo diferiam das ondas presentes durante a vigilia alerta. O EMG era caracterizado por
manifestagdes musculares fasicas (quedas bruscas da cabega), e movimentos rapidos dos

olhos.

Van Twyver e Allison (1972) analisaram o EOsG do telencéfalo de pombos
(Columba livia) de ambos sexos. Os eletrodos eram colocados superficialmente sobre
diferentes areas do hemisfério cerebral, e profundamente no hipocampo (HP), visando
identificar a presenga de atividade de ondas lentas e de ondas teta hipocampais durante
os diferentes estados de alerta. Durante a vigilia, o tragado de todas as areas registradas
era composto de ondas de alta freqiiéncia e baixa amplitude. A presenga incidental de
ondas lentas, dependia da area cerebral onde era obtido o registro. Observaram que a
area de maior incidéncia de ondas lentas era a regido posterior medial localizada sobre as
estruturas hipocampais. Durante a vigilia relaxada, periodos curtos de ondas lentas se
alternavam com atividade rapida, que em seguida davam lugar a um padrdo de baixa
frequéncia e grande amplitude, caracteristico do sono de ondas lentas. Esse padrdo era
encontrado principalmente nos registros obtidos nas regides mais posteriores do telence-

falo.



Walker e Berger (1972) conseguiram discriminar vigilia e dois estados de sono
com base na atividade eletrofisioldgica e comportamental em pombos (Columba livia). A
vigilia era caracterizada como o estado em que o pombo exibia movimentos constantes e
rapidos da cabega com penodicos bater de asas e comportamento de alimentar-se. O
EOsG era caracterizado por atividade de baixa voltagem (menor que 50 pV) e alta fre-
quéncia (10 a 12 Hz). O inicio do sono de ondas lentas era precedido por diminuigio da
atividade motora, e 0 EOsG era caracterizado por atividade de alta voltagem (200 a 300
nV) e de baixa freqii€ncia (menor que 6 Hz), que estavam presente quer o animal esti-
vesse de olhos abertos, quer estivesse de olhos fechados. Com o inicio do sono de ondas
lentas os movimentos palpebrais cessavam, com os olhos permanecendo fechados ¢ a
atividade ténica do EMG tornava-se diminuida. O sono paradoxal era caracterizado por
baixa voltagem (menor que 50 uV) e atividade de alta freqiiéncia (maior que 10 Hz), ndo
distinguivel da atividade da vigilia. Comportamentalmente, os breves episddios de sono
paradoxal (média de 11 segundos) eram distinguidos do sono de onda lentas e da vigilia

por sucessivas quedas e rotagdes da cabega dos pombos.

Outros estudos evidenciam a existéncia de padrdes eletroscilograficos em pombos
(Columba livia) semelhantes aos acima descritos (Phillips e Berger, 1991; Berger e
Phillips, 1994). Neste estudos, a vigilia era caracterizada por EOsG de baixa voltagem e
freqiiéncia mista, movimentos dos olhos ou da membrana nictitante com intervalos me-
nores que 1 segundo e atividade fasica do EMG. O sono de ondas lentas apresentava
EOsG de alta voltagem ¢ baixa freqiiéncia, com os movimentos dos olhos ou da mem-
brana nictitante separados por um intervalo de tempo maior que 5 segundos € ausé€ncia
de atividade muscular fasica. Durante o estado de sonoléncia, o EOsG apresentava um

padréo intermediario entre vigilia alerta e sono de ondas lentas, com ondas de alta volta-
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gem e baixa freqii€ncia, movimentos dos olhos ou da membrana nictitante com interva-
los maiores que 1 segundo e menores que 5 segundos, e auséncia EMG com atividade
muscular fasica. O sono paradoxal apresentava EOsG de baixa voltagem e alta freqiién-
cia, movimentos oculares grandes, manuten¢do ou diminui¢do da atividade eletromio-
grafica em relag@o ao sono de ondas lentas. Durante o sono paradoxal o eletromiograma
apresentava eventos fasicos intermitentes comumente associados a movimentos oculares
rapidos. A identificagio de sono paradoxal era feita somente se este fosse precedido pela

presenga de sono de ondas lentas.

Em resumo, podemos observar que ha um consenso na literatura, quanto a descri-
cdo geral do tragado eletroscilografico do telencéfalo das aves. Também ha consenso de
que estes tragados variam nas suas caracteristicas de freqii€éncia e amplitude durante dife-
rentes estados comportamentais. Durante a vigilia alerta, o EOsG ¢ marcado por ativida-
de mista com predominio acentuado das ondas de alta freqii€ncia (geralmente acima de 6
Hz) e baixa amplitude (menor que 50 uV). Este estado, é caracterizado por atividade
motora intensa, constante piscar rapido de olhos e tonus elevado da musculatura do pes-
cog¢o. A medida em que o animal transita para um estado de vigilia quieta, ocorre um
aumento gradativo da atividade de baixa freqii€ncia (menor que 4 Hz) e grande voltagem
(acima de 150 uV), atividade que aparece na forma de disparos entremeando a atividade
rapida da vigilia alerta. Comportamentalmente o pombo apresenta menor atividade mo-

tora, 0os movimentos oculares vio se lentificando e o tonus muscular vai diminuindo.

O estado de sono de ondas lentas é caracterizado por uma atividade ainda mista,
porém com um aumento acentuado na amplitude geral do tragado eletroscilografico, ob-

servado como atividade de grande amplitude (acima de 200 pV) e de baixa freqiiéncia
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(menor que 4 Hz), tornando o aspecto geral do tragado mais homogéneo com predominio
da atividade de grande amplitude. Durante este estado, o pombo permanece quieto, em
postura tipica de sono, com olhos fechados, cabega fletida para frente e apoiada sobre o
pescogo € as penas erigadas. Durante o sono paradoxal o pombo apresenta um tragado
eletroscilografico semelhante ao tragado da vigilia ativa, marcado por predominio da
atividade de baixa amplitude e alta freqii€ncia. Este estado pode ser distinguido compor-
tamentalmente da vigilia alerta através da postura tipica de sono, da diminuigo acentua-
da do tonus da musculatura do pescogo €, que ocasionalmente acarreta movimentos

bruscos de ventroflexdo.

A maioria dos estudos acima citados fez uso de registros de grandes agregados
neuronais. Nestes estudos, as derivagdes para registros foram dispostos de forma a abar-
car areas extensas do telencéfalo das aves. Nota-se uma predominéncia no uso de deriva-
¢des monopolares (e.g., Ookawa € Gotoh, 1965; Sugihara e Gotoh, 1973; Szymezak,
1987), ou de- derivagdes bipolares inter-hemisféricas (e.g., Ookawa e Gotoh, 1965;
Dewasmes et al., 1985; Tobler e Borbély, 1988) para a aquisi¢do desses registros. Nas
derivagbes monopolares (também chamadas de derivagdes referenciais ou derivagdo de
referéncia comum), a atividade eletroscilografica captada pelo eletrodo de registro colo-
cado em uma regido telencefalica, é comparada a um eletrodo de referéncia localizado
em um ponto distante. Este geralmente é colocado no osso da regido anterior da cabega
do animal para minimizar a captagdo de atividade gerada pelo cérebro (Cooper, Osselton
e Shaw, 1974). O EOsG registrado com essas derivagdes representa a diferenga entre a
atividade gerada no cérebro e o ponto de referéncia. Nos registros feitos através de deri-
vagdes bipolares, as pontas do par de eletrodos sdo posicionadas a espagos muito grandes

uma da outra (até 1 centimetro; e.g., Ayala-Guerrero e Vasconcelos-Duefias, 1988). Nas
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derivagdes bipolares, ambos eletrodos da derivagdo sdo considerados ativos e sdo igual-
mente afetados por potenciais eletroscilograficos. Ndo raramente, observamos que em
alguns estudos ndo ha a preocupagio em referir a derivagéo utilizada (e.g., van Twyver e
Allison, 1972 e Phillips e Berger, 1994), ou de descrever a localizagdo exata dos eletro-

dos de registro (e.g., Tradardi, 1966; Dewasme_s et al., 1985).

As derivagdes monopolares e as derivagdes bipolares dispostas na forma descrita
acima, registram e comparam a atividade de tecidos potencialmente ndo homogéneos.
Além disso, essas preparagdes estdo mais sujeitas a interferéncias (ruidos) produzidas
pela atividade elétrica de grande magnitude gerada pela atividade elétrica dos musculos
que podem mascarar ou reduzir o sinal gerado pela atividade oscilografica proxima aos
eletrodos de registro (Yurek e Randall, 1991). Dessa forma, esses procedimentos ndo
permitem a obtengdo de registros em regides menores, homogéneas, € restritas a uma
determinada area cerebral, prejudicando a investigagdo de padrdes eletroscilograficos

tipicos de regides anatdmica e funcionalmente circunscritas.

Além disso, podemos observar que uma grande parcela desses experimentos foi
desenvolvida em um nimero bastante reduzido de animais. Ayala-Guerrero e Vasconce-
los-Duefias (1988), em um experimento, descrevem as caracteristica do EOsG para 5
pombos; em outro, Ayala-Guerrero, Pérez e Calderon (1988) utilizam 5 periquitos. Phi-
llips e Berger (1991) e Berger e Phillips (1994), ao descreverem detalhadamente quatro
estados comportamentais e os respectivos tragados oscilograficos utilizaram, respectiva-
mente, 5 € 7 pombos , sendo que no ultimo caso, somente dois pombos tiveram seus ele-

troscilogramas submetidos a analise espectral.
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Numerosas evidéncias comportamentais, imunohistoquimicas, anatdmicas ¢ fun-
;:ionais, tém demonstrado que o telencéfalo das aves esta parcelado em varios distritos
com caracteristicas distintas (Casini, Bingman e Bagnoli, 1986; Karten, 1991; Rehkam-
per e Zilles, 1991; Medina e Reiner, 1994; Veenman ¢ Reiner, 1994; Veenman, Wild e
Reiner, 1995). Como relatamos acima, sdo escassos os estudos visando a caracterizagdo

eletroscilografica destes diferentes distritos.

O telencéfalo de aves, diferentemente da organizagdo laminar do cortex de mami-
feros, € caracterizado por grandes campos de células, alguns grupos nucleares ¢ uma 1a-
mina fina de revestimento (Benowitz, 1980). Contém duas regides maiores que parecem
diretamente comparaveis ao neocortex de mamiferos; a bainha dorsal ventricular (DRV),
¢ 0 Wulst (Shimizu e Karten, 1990). O Wulst ¢ uma estrutura que pode ser facilmente
evidenciada. Macroscopicamente ele € visivel como uma saliéncia (Wulst em alemao)
que se extende do sulco lateral (chamado valécula) at¢ a linha media (Reiner ¢ Karten,
1983). O Wulst de aves ¢ uma porgao multilaminada do palio rostral do telencéfalo e
consiste de trés camadas. As varias subdivisdes do Wulst receberam originalmente no-
mes contendo o sufixo “estriado”, na crenga de que eles fizessem parte de uma grande
massa equivalente ao complexo estriatal dos mamiferos (Veenman, Wild ¢ Reiner,
1995). A camada mais superficial (externa) ¢ o hiperestriado acessorio (HA), composto
pelo HA propriamente dito e pelo niicleo intercalado do hiperestriado acessorio (IHA).
Localizado mais ventralmente ao HA/IHA, encontra-se o hiperestriado intercalado supe-
rior (HIS) constituindo a l1dmina mais medial. O hiperestriado dorsal (HD), € a estrutura

mais interna (profunda) do Wulst (Veenman, Wild e Reiner, 1995).
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Atributos embriologicos, citoarquitetonicos, imunohistoquimicos € hodolégicos
tém indicado que HA, THA, HIS e HD sdo estruturas equivalentes a distritos visuais e
somatossensoriais do neocortex de mamiferos. Tem sido demonstrado que porg¢des cir-
cunscritas e mais rostrais do HA estdo envolvidas no processamento de informagdes so-
matossensoriais (Benowitz, 1980; Bagnoli e Burkhalter, 1983; Funke, 1989; Veenman,
Wild e Reiner 1995). Por outro lado, porgdes mais caudais do HA recebem aferéncias
visuais do nucleo optico principal do tdlamo (Karten er al., 1973; Veenman, Wild e Rei-
ner, 1995). O THA ¢ o alvo primario das proje¢des talamicas (tanto visuais como soma-
tossensoriais) para 0 Wulst. Recentemente, Shimizu e Karten (1990) demonstraram que
os neurdnios do IHA emitem projegdes para as demais estruturas do Wulst, incluindo o
HA. O HA por sua vez ¢ a unica estrutura do Wulst a emitir projécc“)es eferentes descen-
dentes extra telencefalicas. As proje¢des extratelencefalicas do HA sdo ordenadas de
maneira topografica e atingem varios grupos celulares pré-motores e visuais do tronco

cerebral. (Veenman, Wild e Reiner, 1995).

Os estudos ja realizados sugerem que o Wulst de aves esta envolvido no controle
de padrdes de comportamento complexos, particularmente aqueles envolvendo a apren-
dizagem (Benowitz, 1980). A representagio ao nivel telencefélico parece ser essencial
para os processos associativos envolvendo uma dada modalidade sensorial . Lesdes
combinadas das vias tectofugais e talamofugais (i.e., para o ectoestriado ¢ para o Wulst)
resultam na perda completa do condicionamento visual discriminativo. Lesdes isoladas
em uma dessas vias permitem a continuidade de fungdo residual. Da mesma forma, a
destrui¢do de ambas vias permite a orientagdo visual na locomogdo. Entretanto a forma-
¢do ou recuperagdo de qualquer associagdo comportamental complexa baseada na viséo

¢ perdida apos a destruigdo dessas projegdes, um efeito semelhante a “cegueira cortical”
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(Benowitz, 1980). Entretanto, trabalhos mais recentes mostram que pombos submetidos
a lesdes amplas do telencéfalo, foram capazes de aprender a discriminagio sucessiva de
dois componentes, apesar de requerer maior treinamento para a aquisi¢io da resposta

adequada (Cerutti, 1991).

Uma outra estrutura do telencéfalo de aves bastante investigada, e também objeto
do presente estudo, € o hipocampo. E uma estrutura considerada como sendo equivalente
ao hipocampo em mamiferos (Benowitz e Karten, 1976). As estruturas hipocampais tém
sido geralmente consideradas parte do sistema limbico para o qual tem sido atribuido
fungdes no comportamento emocional e sexual, na orientagio, regulagio visceral ¢ me-
moria e aprendizagem (Bingman er al., 1988a e b; Bingman e Mench, 1990; Sherry et al.,
1989). De acordo com Schwerdtfeger € Germroth, (1990), a capacidade de memoria e
aprendizagem presente nas aves estd provavelmente relacionada a um alto desenvolvi-
mento do telencéfalo como um todo. Uma visdo corrente da fungdo do hipocampo, indi-
ca seu possivel papel na classificagdo adequada de informagéo recém adquirida e compa-
ra¢do com informagdes armazenadas. O hipocampo pode assim auxiliar o animal a redi-
recionar sua atengio a estimulos relevantes e reagir a estes de forma apropriada. O hipo-
campo estd equipado com as conexdes necessarias para receber informagdes externas,
e.g. visual, auditiva (do neocortex) e olfatoria (do bulbo olfatorio), (Schwerdtfeger e
Germroth, 1990). Experimentos mostram que quando submetidos a lesdes hipocampais,
os pombos diminuem a sua capacidade em voar de volta para casa a partir de areas onde
podem identificar referenciais familiares (Bingman e Mench, 1990). Isso demonstra que
o hipocampo tem uma participagéo importante na capacidade de orientagio € no reco-

nhecimento espacial de lugares conhecidos (Erichsen ef al., 1994).
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A formag@o hipocampal de mamiferos compreende quatro regides corticais rela-
tivamente simples. Estas incluem o giro denteado, o hipocampo propriamente dito (o
qual pode ser dividido em trés sub-campos, CA3, CA2 e CA1l), o complexo subicular
(por sua vez pode ser subdividido em trés partes: o subiculo, pré-subiculo e para-
subiculo) e cortex entorrinal (Amaral e Witter, 1989). As caracteristicas anatdmicas da
formag@o hipocampal de nio mamiferos tém sido investigadas por muitos anos, ¢ tém
sido identificadas pelo menos algumas caracteristicas em comum entre os vertebrados
(Ernichsen et al, 1994). Como nos mamiferos, o hipocampo de aves tem uma organizagio
trilaminar, uma relagio espacial caracteristica com o ventriculo lateral, uma grande di-
versidade de tipos celulares e, pelo menos algumas, conexdes aferentes e eferentes apa-

rentemente homologas (Benowitz e Karten, 1976).

Estudos imunohistoquimicos em mamiferos, t€m fornecido nova visdo a respeito
das substancias neuroativas que s@o caracteristicas de certas subdivisées do hipocampo.
Analises similares da formagdo hipocampal de aves t€ém fornecido a base para a identifi-
cagdo de possiveis subdivisdes equivalentes nas aves. De fato, a formagdo hipocampal de
aves.contém muitas das mesmas substincias neuroativas que tém sido encontradas em

mamiferos (Erichsen et al., 1994).

Nesta breve revisdo das dreas que serdo objeto de nossa investigagéo (HA e HP),
procuramos expor e enfatizar algumas evidéncias, dentro do numeroso acervo existente,
indicando que estas estruturas apresentam caracteristicas morfologicas, hodologicas e
funcionais, distintas entre si e analogas as de algumas estruturas telencefilicas de mami-
feros (e. g. Nauta e Karten, 1976; Tauber, 1974; Karten, 1991; Medina e Reiner, 1994;

Veenman, Wild e Reiner, 1995).
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A neurologia comparativa € relevante e necessaria na compreenso para cada es-
pécie animal, de tudo aquilo que possa ser dito a partir de nosso conhecimento parcial da
sua anatomia e fisiologia, extrapolando dos dados clinicos para 0 homem, o que diz res-
peito a partes do cérebro envolvidas com sensagio, sofrimento, alerta, emogdo e repouso
(Bullock, 1984). A inVestigac;ﬁo comparativa, faz uso de trés métodos ou estratégias: mo-
delagem, oportunistica e filética. Estas estratégias ndo sdo mutuamente excludentes, e
um mesmo estudo pode envolver mais de um método (Northcutt, 1986). A analise filéti-
ca € o centro da biologia comparada, cujos principios estabelecem que a vida é organiza-
da; existem padrdes de caracteristicas, e esses padrdes sdo gerados por processos de
evolugdo. O objetivo da biologia comparada é reconhecer e analisar padrdes caracteristi-

cos ¢ propor explicagdes para os processos que geraram tais padrdes (Northcutt, 1986).

A singularidade de diferentes sistemas e espécies somente pode ser apreciada
através da comparagdo com outros sistemas € animais, € que estudos comparativos fre-
qﬁeﬁtemente nos levam a principios gerais da organizagdo neural entre diversas espécies
(Shimizu, 1994). O surgimento do cérebro dos amniotas apresenta um ampla variedade
de diferengas. Apesar disso, o plano fundamental do sistema nervoso central é bastante
similar entre diferentes amniotas, e assim talvez filogeneticamente conservativo através
da evolugio (Northcutt, 1981; apud Shimizu, 1994). Linhagens dos trés grupos de amnio-
tas (répteis, aves e mamiferos) foram separadas ha cerca de 300 milhdes de anos de um
tronco réptil ancestral. Assim, algumas similaridades entre diferentes amniotas poderiam
ser tragadas retrogradamente (Shimizu, 1994). Dessa forma, entendemos que o estudo
comparado entre cérebro de aves e mamiferos pode fornecer informagdes cruciais sobre
a evolugdo do sistema nervoso e, possivelmente, sobre os mecanismos basicos de seu

funcionamento.
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Se, por um lado, ¢ farta a literatura explorando os aspectos morfologicos € com-
portamentais, ¢ evidente a menor atencdo dedicada a investigagio da atividade eletrofi-
siologica do telencéfalo das aves. Além do mais, conforme comentado acima, os traba-
lhos existentes investigando a atividade eletroscilografica procuram descrever aspectos
gerais da atividade coletiva neuronal do telencéfalo de aves. Entendemos que ha a ne-
cessidade de se desenvolver um estudo eletroscilografico que permita uma andlise fina
do comportamento de agregados neuronais homogéneos. Registros obtidos a partir de
eletrodos bipolares podem ser considerados como medidas auténticas de potenciais de
campo caracteristicos de uma determinada regido. Uma vez que as pontas dos eletrodos
estio muito proxima uma da outra, os elementos do par ficam postados num mesmo
territorio ou em um distrito gerador citoarquitetonicamente homogéneo (Yurek e Ran-
dall, 1991). Isto é, o sinal registrado pelos eletrodos reflete a somagdo algébrica temporal
e espacial dos potenciais sinapticos ocorrendo em torno dos eletrodos de registro. Além
disso, ao serem gerados e detectados em tecido homogéneo, os potenciais ndo estardo
sujeitos a distor¢des provocadas pela sua passagem através de meios heterogéneos (e.g.,
0 0ss0, Nunez, 1981). As caracteristicas desse procedimento de registro sugerem que
podem ser obtidas medidas precisas da atividade elétrica a partir do tecido adjacente aos

eletrodos.

Assim sendo, uma vez identificadas essas atividades oscilograficas, concomitan-
temente com a observagdo comportamental e registro de outros pardmetros fisiologicos
descritos mais adiante, serd possivel investigar a existéncia de correlagdes entre altera-
¢do comportamental e alteragdo nas caracteristicas do oscilograma de cada uma dessas

areas nas aves.
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Dessa forma, a justificativa do nosso traballio também se sustenta na necessidade
de relacionar padrdes de estado comportamental a possiveis padrdes eletroscilograficos
de regibes telencefalicas circunscritas. A descrigdo dos padrdes dos estados comporta-
mentais das aves ¢ defmida por métodos ja descritos, uma vez que ha um consenso entre
os autores quanto a sua definigdo (Stewart, Macfabe e Vanderwolf, 1984; Campbell e

Tobler 1984).

Em nosso trabalho procuramos investigar a existéncia de padrdes de atividade
eletroscilografica em pequenos segmentos de duas areas telencefalicas de pombos do-
mésticos (Columba livia), o hiperestriado acessorio (HA) e o hipocampo (PH). Para os
registros foram utilizados eletrodos com derivagdes bipolares pequenas, visando captar a
atividade de pequenos grupamentos de estruturas neuronais geradoras em tecidos poten-

cialmente homogéneos (Yurek e Randall, 1991) das areas propostas .

Neste trabalho nos propusemos: a) a analisar, tanto qualitativamente quanto
quantitativamente, a atividade eletroscilografica de estruturas localizadas na superficie
das duas areas telencefalicas do pombo doméstico (Columba livia) propostas; b) corre-
lacionar os padrdes eletroscilograficos dessas areas em situagdes de vigilia alerta, de
vigilia relaxada, e no alerta apos estimulagio sensorial visual e auditiva; c) comparar,
entre as duas areas propostas, os padrdes eletroscilograficos dos diferentes estados com-
portamentais. Finalmente, procuramos investigar possiveis diferengas, e correlagdes,
entre as areas propostas, no comportamento da atividade eletroscilografica durante os

estados comportamentais propostos.



II - MATERIAIS E METODOS

1. Preparacao

Animais

Foram utilizados 33 pombos domésticos (Columba livia) adultos, de ambos os
sexos, pesando entre 300 e 500 gramas, provenientes do Biotério Central da Universi-
dade Federal de Santa Catarina. Antes e apos a cirurgia, os pombos foram mantidos em
gaiolas individuais em uma sala propria para manutengdo de aves, com agua e ragéo ad
libitum. A iluminagdo foi mantida artificialmente através de lampadas fluorescentes

com ciclo claro/escuro de 12/12 horas e o periodo de escuro iniciando-se as 19:00 horas

Implantacéo dos eletrodos

Os pombos foram anestesiados com uma associagdo de Ketalar (Cloridrato de
Ketamina - Parke-Davis, 0,66 ml/Kg de peso corporal) € Rompun (solugdo aquosa de
cloridrato de 2-(2,6-xilidino)-5,6 dihidro-4H-1,3-tiazina - a 2% - Bayer, 0,33 mI/Kg de

peso corporal), via intramuscular, em dose unica.

Para a implantagio dos eletrodos, os pombos foram fixados em aparelho estereo-
taxico (Kopf Instruments, Inc.) adaptado para aves. Momentos antes da cirurgia, recebe-
ram via subcutinea, cerca de 2 ml de Xylestesin (Cloridrato de lidocaina a 2% com
vasoconstritor - Cristalia), na regido de acesso cirtirgico na cabe¢a. Em seguida foi feita
uma incisdo longitudinal na pele da cabega do pombo, de tal forma a expor a calota

craniana e a musculatura do pescogo inserida na regido occipital. O peridsteo foi remo-
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vido, o cranio raspado e secado para garantir a adesdo do acrilico. Ato continuo, foram
marcadas as posi¢des para a perfuragdo e implante dos eletrodos, de acordo com as co-

ordenadas derivadas de um atlas estereotaxico para pombos (Karten e Hodos, 1967).

Para a implantagdo dos eletrodos no telencéfalo, foram feitos orificios com cer-
ca de 3 milimetros de didmetro, nas posi¢des previamente determinadas, usando broca
esférica de uso odontoldgico. Os eletrodos foram introduzidos manualmente nos orifi-
cios € os mesmos preenchidos com fibrina (Fibrinol - Baldacci), para prevenir hemor-

ragias € o contato do acrilico com o tecido cerebral.

Os pares de eletrodos foram implantados nas seguintes estruturas: hiperestriado
acessorio (HA - coordenadas A = 10.0, L = - 1.2); hipocampo (HP - coordenadas A =
4.0, L =-1.0). Foi implantado um terceiro par de eletrodos sobre a area corticoidea dor-
so lateral (CDL - coordenadas A =5, L =- 8,5, P = 11,0) ou no hiperestriado ventral
(HV - coordenadas A = 8,5, L =-2,7, P=13,0) (de acordo com Karten e Hodos, 1967).
Um quarto par de eletrodos foi implantado na musculatura posterior do pescogo, com o
objetivo acompanhar variagdes do tonus e atividade muscular durante os diferentes es-

tados de atividade do pombo, por meio do EMG.

Os eletrodos

Os eletrodos bipolares (Figura 1) foram confeccionados em grafite, com didme-
tro de 0,3 mm, montados em pares solidarios, e colados com epoxi-carbono (World
Precision Instrument Inc.) em agulhas com parede fina. As agulhas foram separadas por
um segmento isolante de 0,5 mm, composto de acrilico odontologico e cianoacrilato. A

outra extremidade (que conecta ao poligrafo) , de cada um dos eletrodos foi soldada aos
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[ isolamento elétrico
——— agulha hipodérmica
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Figura 1 - Desenho esquemitico representando os eletrodos bipolares para registro da atividade
eletroscilografica cerebral.




23

pinos de um pente conector de computador cortado para abrigar quatro e cinco cone-

x0es.

Para registro do EMG, os eletrodos foram montados em fios de ago inoxidavel
separados e isolados com verniz. As extremidades distais tiveram o verniz isolante re-
movido. As pontas nuas foram usadas para transfixar a musculatura dorsal do pescogo
(fazendo o contato elétrico com o musculo), tomando-se o cuidado para evitar o contato
entre as pontas sem isolamento. As extremidades proximais, da mesma forma que os

eletrodos para registros do EOsG, também foram soldadas aos pinos do pente conector.

Apo6s a implantagdo resultaram dois soquetes (Figura 2): um com quatro pinos
que estavam conectados a dois pares de eletrodos para registro eletroscilografico; outro
com cinco pinos - dois sendo destinados a um par de eletrodos para registro eletroscilo-
grafico, dois para os eletrodos de registro do EMG, € o quinto pino para o eletrodo de

referéncia. Este wltimo foi fixado com parafuso no osso frontal da cabega, sob a pele.

Ao fim da implantagdo os soquetes foram fixados ao cranio com acrilico de po-
limerizagdo rapida de uso odontologico. Em seguida, a pele da cabega foi suturada em
torno dos soquetes. Finalmente foi injetado, via intramuscular na regido do térax, 0,2
ml de Pentabiético Veterinario (Penicilina G benzatina, Penicilina G procaina, Penicili-
na G potassica, Dihidroestreptomicina base [sulfato], Estreptomicina base [sulfato] -

Wyeth).

2. Ambiente de registro
A sala de registro é construida em alvenaria, revestida internamente com madei-

ra e com uma camada de isopor entre elas. Isto permite atenuar a interferéncia de sons



Figura 2 - Detalhe da preparagdo com os conectores miniatura fixado ao crinio do animal com cimento
acrilico para ligagdo com o poligrafo
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externos, assim como atenuar as variagdes da temperatura no seu interior. A sala ¢ per-
manentemente ventilada (e o ar renovado) através de um ventilador posicionado no teto.
Dentro da sala de registro encontram-se: trés lampadas fluorescentes (duas de 9 Watts e
uma de 20 Watts) para iluminagdo da sala; a cdmara de faraday com a gaiola do pombo;
um gerador de ruido branco, desenvolvido em nosso laboratorio, para mascaramento de
ruidos externos; uma lampada incandescente branca, de 60 Watts, para estimulagdo
sensorial visual;, e uma campainha com poténcia sonora de aproximadamente 90 dB
para estimulac@o sensorial auditiva. Durante os registros de sono, a sala de registros foi
iluminada por uma ldmpada incandescente vermelha de 20 Watts. A monitorago visual
do comportamento dos pombos foi feita através de uma janela de vidro duplo, com uma
das faces espelhada, de forma a permitir que os animais fossem observados sem perce-

ber a presenga do observador.

Nos dias de registros, os pombos foram transferidos para a sala e conectados aos
cabos pelo menos duas horas antes do inicio da sessdo, para permitir a habituag@o ao
ambiente experimental. Ao longo do periodo de habituaggo e de todo registro, os ani-
mais foram submetidos a ruido branco de baixa poténcia ( 30 dB) para atenuar possiveis

estimulos indesejaveis a partir de ruidos provenientes do meio externo.

3. Protocolo experimental

Registro

Os registros tinham inicio, no minimo, sete dias apos a cirurgia de implantagéo
dos eletrodos, sendo sempre realizados entre 10:00 e 17:00 horas. Registros noturnos

(durante o periodo escuro) foram eventualmente realizados. Estes tinham inicio sempre
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apos o inicio do periodo de escuro programado para o biotério de origem dos pombos

(com o qual eles estavam ambientados), isto €, apos as 19:00 horas.

Para a aquisigdo dos registros, o pombo era transferido, com sua gaiola indivi-
dual (com 4gua e ragfo) para uma cidmara de Faraday de ferro (1,0 x 0,7 x 0,6 m), lo-
calizada dentro do ambiente experimental acima descrito. O plug fémea do capacete
acrilico do pombo era conectado firmemente a um conector macho, adaptado a um
conector giratorio (swivel). Essa preparag@o permitia a livre movimenta¢do do pombo
dentro da gaiola. O conector por sua vez era conectado aos cabos coaxiais de entrada do

equipamento de registro (Figura 3).

Apos o periodo de adaptagdo, eram iniciados os procedimentos de registro. A
aquisicao de registros era feita durante um periodo minimo de vinte minutos, de forma
a incluir periodos de postura alerta e postura relaxada. Apos o final dos vinte minutos
de registro, e durante um periodo de postura relaxada (ver defini¢do adiante), o pombo
era submetido a estimulagdo luminosa (luz direta por dez segundos). A 1dmpada para a
estimulagio estava localizada a meia altura da gaiola do pombo e junto a parede poste-
rior. A estimulagdo luminosa era feita apenas quando o pombo se encontrasse de frente
para lampada. Continuando o registro, esperava-se por um novo periodo de postura re-
laxada para o pombo ser submetido a estimulagdo sonora (acionamento da campainha
por trés segundos). Os experimentos desenvolvidos durante a noite visaram a obtengio
de registro de sono ondas lentas e sono paradoxal. Estes experimentos tiveram duragéo
média de 20 minutos, e foram repetidos até a obteng@o de registros eletroscilogréaficos

de comportamentos compativeis com sono de ondas lentas € sono paradoxal.
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Figura - 3 - Gaiola de registro com isolamento faradico, evidenciando os fios conectados aos “plugs” na
cabe¢a do pombo e ao “swivel” giratorio. Ao fundo e a direita do pombo, aparece o vidro unidirecional para
visualiza¢do do pombo dentro da sala com isolamento acustico.
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Equipamento de registro

A aquisig@o do sinal oscilografico foi feita através de um poligrafo NARCOTRACE®
40 (NARCO Bio Systems Inc.) de quatro canais para registro direto em papel. Cada
canal do poligrafo possui ajustes que permitem que o sinal seja amplificado e filtrado a
100 Hz através de um filtro passa-baixa ativo de segunda ordem, com freqiiéncia de
corte seleciondvel. A constante de tempo padronizada foi de 0,3 segundos. O sinal de
cada um dos quatro canais do poligrafo foi amostrado a 128 Hz e transferido para o
disco rigido de um computador clone IBM-PC/AT 80386 (33 MHz com monitor
SVGA), através de uma placa conversora analdgico-digital (ADAC-12 Digicart, versio
1.0). A placa ADAC-12 contém um conversor analogico digital de 8/12 bits com 8 en-
tradas diferenciais, sendo que fizemos uso de quatro. Os registros foram armazenados

como arquivos binarios em disco rigido para analise posterior (off-line).

A aquisigdo foi feita através de um programa para aquisigéo € analise de sinais
biologicos (Sistema para aquisi¢@o e andlise de sinais biologicos - SAASBIO; UFSC-
CCB/CFS) desenvolvido em nosso laboratério em colaboragdo como o Grupo de Pes-
quisa em Engenharia Biomédica (GPEB-UFSC) (Coimbra, 199:). O programa
SAASBIO ¢é composto de 3 médulos principais: modulo de calibragio (CAL), médulo
de aquisi¢do e armazenamento (REGIS), e o médulo de analise (VIEW). Cada médulo

foi desenvolvido como um programa independente.

O moédulo CAL possibilita a calibragéio do sinal proveniente do poligrafo. Ele 1€
os sinais com os pulsos dos 4 canais do NARCOTRACE simultaneamente, identifica os
pulsos, conta os niveis de energia de cada pulso, e entdo estima a quantos puV corres-

ponde cada nivel de quantificagdo.
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Uma vez calibrado o sistema, inicia-se a aquisi¢io do registro através do modulo
REGIS. Simultaneamente a aquisi¢do dos sinais eletrograficos, o teclado ¢ lido para a
introdugdo de marcadores dos eventos observados durante a aquisi¢do do sinal (e.g.,
comportamentos emitidos pelo animal). Uma vez iniciada a aquisi¢do, sdo abertos si-
multaneamente dois arquivos: um bindrio para armazenar as amostras dos sinais e outro

ASCII para armazenar as informagdes digitadas pelo experimentador.

O modulo VIEW permite a andlise visual (sem registro em papel) e quantitativa
do sinal. Possibilita que se compare em uma mesma tela aspectos visuais do registro
oscilogréafico e pardmetros quantitativos. Ao se abrir um arquivo através do VIEW, sur-
ge uma tela grafica no monitor composta de 3 janelas dispostas uma sobre a outra
(Figura 4). A mais superior (Figura 4A) apresenta os sinais oscilograficos adquiridos
pelos 4 canais, mostrados em janelas de tempo ou “épocas” definidas pelo operador. A
segunda janela (Figura 4B) mostra as marcas de eventos digitados durante o registro,
permitindo associar o aspecto oscilografico ao comportamento concomitante do animal.
A terceira janela (mais inferior, Figura 4C) permite visualizar os resultados das quanti-
ficagdes € transformagdes dos sinais na época visualizada na tela do monitor. Através
desta janela podemos acompanhar visualmente, através de graficos ou tabelas, as varia-
¢des dos pardmetros extraidos, ou transformagdes aplicadas ao sinal original, € compa-

ra-las com as atividades ou eventos marcados.

O moédulo VIEW permite dois tipos de analise. Uma analise estatica, da época
apresentada na janela, e outra dindmica que permite a analise de €épocas consecutivas,
dado um intervalo de tempo. O conjunto de rotinas disponiveis no médulo VIEW ¢
bastante amplo. As rotinas sdo aplicadas a um canal por vez, sendo permitido ao expe-

rimentador escolher o canal que deseja submeter a tratamento. Entre as rotinas disponi-
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Figura 4 - A - Janela superior apresentando uma época de 5 segundos, mostrando o oscilograma de quatro
canais identificados como ¢dl, hv, hp e emg; B - janela para marcagio de eventos (2, piscar lento); C - janela

inferior apresentando analise espectral da época visualizada.




31

veis, fizemos uso sistematico da analise espectral, da analise aperiddica, da integragdo
numeérica do sinal eletroscilografico e rotinas de filtros lineares. Estas rotinas sdo dis-

cutidas durante a descrigdo da analise quantitativa.
Observacdo de comportamentos

Simultaneamente aos registros eletrograficos, foi feito o registro comportamental por
meio de observagdo direta e sistematica dos comportamentos emitidos pelo animal. A
medida que ocorriam manifestagdes comportamentais de interesse ou mudangas no
estado comportamental do pombo, estas eram imediatamente anotadas através do tecla-
do do computador. Os comportamentos foram digitados na forma de codigos alfanumé-
ricos de acordo com um catdlogo de itens comportamentais (Tabela 1). Estes foram
armazenados em um arquivo de eventos que, no momento da analise off-line, é aberto
simultaneamente com o arquivo do sinal oscilografico. Isso permite que durante a anali-
se posterior do registro seja visualizada na tela do computador, uma janela com uma
época apresentando, simultaneamente, o comportamento do pombo, o tragado eletrosci-
lografico e o tragado eletromiografico correspondentes no momento da aquisigdo do

registro.

Foi elaborado em nosso laboratorio, um catalogo de itens comportamentais descrevendo
os comportamentos para permitir a sua identificagdo durante a analise ‘off-line’. Esse
catalogo apresenta uma descrigdo sucinta dos comportamentos mais usuais do pombo

na situag@o de registro (Tabela 1).
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Tabela - 1 : DefinicOes e codigos de registro dos eventos comportamentais .

CODIGO DESCRIGAO I CODIGOJ DESCRIGCAO
MOVIMENTOS CORPORAIS

A Andar - qualquer deslocamento do pombo dentroda | L Autolimpeza - movimentos de esfregar o bico (ou bicar)
gaiola, ou alternéncia de sustentagéio do corpo pelas nas penas de qualquer parte do corpo;
pernas;

C Qualquer movimento da cabega, exceto os movi- | TR Tremor - tremor muscular emitido por qualquer parte
mentos de ‘pescar’ que ocorrem durante o sono; do corpo niio caracterizando o espreguigar,

E Espreguigar - movimentos de extensdo das asas |V Bater asas - movimentos de bater as asas, com o pombo
seguidos de tremor do corpo, apoiado sobre uma superficie, semelhantes aos movi-

mentos de voar;

R Arrepiar as penas - movimento caracteristico de | DW Pescar - movimento de queda subita da cabega, para
arrepiar as penas de todo o corpo; frente ou para tras, seguida de elevago também rapida

da mesma, observado somente durante expressdes
comportamentais de sono,
COMPORTAMENTOS ALIMENTARES

G Ingerir - sdo os comportamentos de deglutigdo | DEG Deglutir - movimentos rapidos com o bico, semelhantes
quando o pombo est4 ingerindo alimento sélido ou aos da ingestdo, porém nio associados & ingestdo de
agua; § agua ou alimento;

VO Vomitar - comportamento de vomitar, indicado | DEF Defecar - ato de defecar;
pelos movimentos espasmodicos, seguidos ou nio
de expulsdo de contetido gastrico;

MOVIMENTOS OCULARES

0 Olhos fechados - 1dentificagio da permanéncia dos { 1 olhos abertos - identificagio da permanéncia dos olhos
othos fechados por pelo menos dois segundos; abertos por pelo menos dois segundos;

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

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

POSTURAS

PR Postura relaxada - pombo quieto, piscando lenta- | PA Postura alerta - pombo permanece imével com a cabega
mente, podendo estar associado a movimentos elevada, olhos abertos e fixos, com movimentos de
suaves da cabega; piscar muito rapidos, sem fechar os olhos;

PS Postura de sono - animal quieto com olhos fecha-

dos, cabega fletida e apoiada sobre o peito, retragéo
do pescogo, penas do peito arrepiadas, eventual-
mente apoiado sobre apenas uma das pernas ou
deitado sobre o piso da gaiola ou no poleiro;

Para a caraterizagdo dos estados comportamentais, foram levadas em considera-

¢d0: a) a postura do pombo anotada durante o registro; b) as caracteristicas gerais do

eletroscilograma, e c). as caracteristicas do tragado do eletromiograma (EMG).
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Para caracterizar vigilia alerta (VA), o registro de comportamentos deve indicar
a presenga de PA (ver Tabela 1). O EMG deve apresentar atividade de alta freqiiéncia
com amplitude elevada, indicando tonus muscular aumentado, podendo estar presente
atividade fasica de grande amplitude, indicando movimentos da cabega. Nessa situagio,
0 EOsG telencefalico caracteriza-se por apresentar um predominio de ondas de alta

freqii€ncia e de baixa amplitude (Tobler e Borbély, 1988).

A vigilia relaxada (VR) ¢ caracterizada pela postura relaxada (PR, ver Tabela 1),
associada a alteragdes no EMG. A amplitude do EMG diminui em relagdo a VA, indi-
cando diminui¢do do tonus muscular do pescogo e também ocorre a diminui¢do da
atividade fasica gerada pela movimentagdo da cabega. Nesta situagdo o EOsG telence-
falico geralmente € descrito como sendo constituido por ondas mistas, porém com au-

mento da atividade de baixa freqii€ncia e de grande amplitude (e.g., Tobler, 1988).

A presenga de sono de ondas lentas (SOL) € indicada por altera¢des eletromio-
graficas e comportamentais semelhantes as da vigilia relaxada porém em grau mais
acentuado. Cessam 0s movimentos corporais, com o pombo assumindo postura de sono
(PS, ver Tabela 1). O EMG mostra diminui¢do mais acentuada do tonus e desaparecem

as atividades fasicas geradas pela movimentagio da cabega do pombo

O sono paradoxal (SP) ¢ um estado comportamental de curta duragdo (11 segun-
dos em média), que ocorre durante (ou no fim de) um episédio de SOL. O SP ¢ caracte-
rizado por postura de sono com presenga incidental de movimentos semelhantes a de-
gluticdo (DEG, Tabela 1). Também podem estar presentes movimentos dos globos
oculares com os olhos fechados. Um comportamento caracteristico do SP, usualmente
presenciado é o movimento de ‘pescar’ (DW, ver Tabela 01) caracterizado por queda

subita da cabega, para frente ou para tras, seguida por reelevagdo rapida da mesma.
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Esse movimento esta associado a diminuigdo acentuada, seguida de elevagio, da ampli-
tude do EMG durante o movimento de reposicionamento da cabega. A identificagdo das
variagoes de tonus da musculatura, foi grandemente facilitada pela integragdo do sinal

eletromiografico.

Anadlise qualitativa

Os eletroscilogramas do HA e HP, e as manifestagdes simultineas do EMG e dos com-
portamentos, foram submetidos a inspe¢do visual. Esse exame serviu primeiramente
para identificar trechos dos tragados correspondentes a vigilia relaxada, a vigilia alerta,
€ ao alerta apds estimulag@o sensorial (luminosa e sonora). Nessa primeira abordagem
os trechos foram inspecionados com a finalidade de avaliar a qualidade dos registros,
procurando identificar a presenga de artefatos, duragdo dos comportamentos anotados e
o aspecto geral do oscilograma quanto aos tipos de ondas presentes e amplitude do tra-
cado. A observagdo simultdnea do aspecto geral do tragado oscilografico, dos eventos
comportamentais ¢ do aspecto do EMG, permitiram determinar o estado comportamen-
tal do animal e selecionar os trechos do registro que foram submetidos a uma analise
qualitativa e, posteriormente, a andlise quantitativa. Os registros noturnos para a obser-
vagdo de sono, tiveram o mesmo tratamento analitico visando selecionar trechos de

sono de ondas lentas (SOL) e sono paradoxal (SP).

Apés a identifica¢do dos estados comportamentais, os trechos de registros con-
siderados adequados foram submetidos a um novo exame. Neste, foram selecionadas
épocas de cada um dos estados comportamentais ja mencionados. Estes trechos foram
submetidos a uma analise visual, descritiva do tragado. A descrigdo levou em conside-
racdo a forma do tragado observado em épocas de grandes intervalos de tempo (20 se-

gundos ou mais). Esta inspegdo permitiu observar as variagdes do EOsG ao longo do
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registro, a estabilidade do sinal € do comportamento do pombo. Os registros também
foram analisados em épocas de um segundo cada. Durante esta analise, segundo a se-
gundo, procuramos descrever as caracteristicas das ondas do tragado quanto a forma,
duragdo, freqii€ncia, magnitude (amplitude em pV) e recorréncia ou incidéncia em cada
época. Desta forma foi possivel identificar os tipos de onda presentes no registro osci-

lografico segundo a segundo, € ao longo de toda a duragdo do comportamento.

A inspegdo conjunta do eletroscilograma, eletromiograma e o comportamento
associado, durante a analise visual, possibilitou uma avaliagdo preliminar de possiveis
correlagdes entre estado comportamental, aspecto eletromiografico e caracteristicas
gerais do padréo eletroscilografico. Ao final da analise visual foram selecionados pelo
menos 2 segmentos de 20 segundos de cada estado comportamental, de cada registro de

cada pombo. Estes segmentos foram submetidos a analise quantitativa, como descrito a

Seguir.

Analise quantitativa

Para a andlise quantitativa dos segmentos selecionados na etapa anterior, utili-

zamos a analise espectral e analise aperiddica dos eletroscilogramas dos pombos.

A analise espectral é realizada pela transformagéo do sinal digitalizado no do-
minio da freqiiéncia pela transformada rapida de Fourier (FFT), procedimento introdu-
zido inicialmente por Cooley e Tukey em 1965 (para revisdo ver Geering ef al.., 1993).
O algoritmo de FFT, utilizado no presente trabalho, ¢ uma versdo de um arquivo colo-
cado a disposi¢do na rede INTERNET via FTP anonymous por Steve Sampson, Com-
puServe, em Dallas TX (sampson@killer.dallas.tx.us) (Coimbra, 1994). O espectro de po-

téncia exprime (em nwV?/Hz) a energia contida em uma seqiiéncia de sinais iterativos e
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¢ calculado pela integral dos quadrados das voltagens dos sinais em certo intervalo de
tempo segundo a freqii€ncia, permitindo estabelecer a distribuigéo média da poténcia de
um sinal com relagdo a freqii€ncia. Quando o sinal varia ritmicamente sua poténcia
concentra-se na freqii€ncia fundamental e de seus harménicos, ocorrendo oscilagdes
irregulares nas demais freqiiéncias. Se ndo ha ritmicidade, a energia distribui-se por
extensa faixa de freqii€ncias, sem concentragio em faixas especificas (Valle, 1992). A
FFT decompde as ondas do eletroscilograma em multiplas ondas senoidais, assumindo
que as ondas complexas sdo a superposi¢do de ondas fundamentais periddicas com dife-

rentes frequi€ncias, amplitudes e fases (Biihrer et al., 1990).

A FFT foi realizada nos segmentos de 20 segundos através da andlise de dindmi-
ca (ver descrigdo de equipamentos), em cada €poca consecutiva de 1 segundo. Foram
computadas a poténcia absoluta total (uV*/Hz) e a borda espectral 50% (Hz), bem como
as poténcias absolutas parciais de 1 em 1 Hz entre O - 30 Hz. A partir das poténcias ab-
solutas total e parciais, foram calculadas as poténcias relativas a cada Hz (porcentagem

da poténcia de uma dada freqii€ncia em relagdo a poténcia total).

Como a banda de freqiiéncia de interesse no presente trabalho vai de zero a 30
Hz, a taxa de amostragem do sinal adotada (128 Hz) se adequa aos nossos propositos.
O teorema de Nyquist estabelece que se uma banda de sinal limitada € amostrada exa-
tamente acima do dobro da freqiiéncia mais alta dessa banda, ¢ possivel reconstruir a
forma original da onda. Isto significa que existe informagdo suficiente para recriar a

forma da onda para qualquer grau de exatiddo (Nilsson, Panizza e Hallett, 1993).

A analise aperiodica é computada inteiramente no dominio do tempo. Ela € de-
terminada pela voltagem entre o zero € o pico do sinal digitalizado de uma dada onda.

Assim a porgdo do sinal cruzando dois zeros consecutivos € definida como meia onda,
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ou uma onda monofésica (Geering et a/, 1993). Outra forma de se implementar a anali-
se aperiodica ¢ através da decomposigdo da onda complexa do oscilograma em unida-
des de ondas consecutivas pico-a-pico. Dessa forma pode ser determinado o compri-
mento de onda correspondente e caléulado o numero de ondas por segundo e a volta-
gem por segundo. O algoritmo utilizado em nosso laboratorio ¢ uma variagdo do pro-
cedimento descrito por Gregory e Pettus (1986), e permite a identificagdo de ondas
com amplitude a partir de 4 uV (amplitude de corte). Primeiramente o sinal ¢é filtrado
pelo filtro passa-baixas de 30 Hz para atenuar distor¢des de alta freqiiéncia que possam
prejudicar a identificag@o das ondas. O sinal filtrado passa por um algoritmo de detec-
¢do de extremos relativos. A cada seqii€ncia vale-pico-vale reconhecidos determina-se
uma onda. A seguir o sinal ¢ novamente filtrado em 10 Hz e o procedimento de identi-
ficagdo de ondas e medidas ¢ repetido para ondas de ‘baixas freqii€ncias’. Da mesma
forma que para a analise espectral, a andlise aperiddica foi feita em 20 épocas conse-
cutivas de um segundo. A cada época de 1 segundo foram computados a amplitude total

(em pV) e o numero de ondas na época (ondas/s).
Andlise histologica

Apos a obtengdo de 3 a 4 registros completos validados pela inspe¢do visual do
tragcado (analise qualitativa), foi considerado cumprido o protocolo de experimentos
com esses animais. Para confirmar o posicionamento dos eletrodos, e validar todo o

experimento com cada animal, estes foram submetidos a analise histolégica.

Os pombos receberam uma dose letal de Ketalar, foram perfundidos
(intracardiaca) com solugdo salina ( NaCl 0,9%), seguida de perfusdo com solugdo de
formol a 10% com ferrocianeto de potassio. Entdo foram decapitados, € antes de remo-

ver (dissecar) o cérebro, receberam uma lesdo eletrolitica através de uma corrente de 3
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n A por 10 segundos, para marcagéo e identificag@o da posi¢do dos eletrodos telencefa-
licos. Apos dissecados, os cérebros foram mantidos em formol a 10% por pelo menos
uma semana. Apos esse periodo, foram incluidos em agar-agar, fatiados em vibratomo
(Campden Instruments Ltd.) em cortes de 100 um, montados em ldminas gelatinizadas,
e em seguida corados pela técnica de Nissl. Apos a coloragdo as laminas foram subme-

tidas a analise histologica para determinarmos as posi¢des dos eletrodos.

Analise estatistica

Para permitir a analise estatistica, os dados absolutos da analise aperiodica e da
analise espectral, gerados pelo SAASBIO em forma de arquivo binario, foram exporta-
dos para uma planilha eletronica (Excel for Windows versdo 5.0 - Microsoft). Neste
programa, os valores absolutos das freqii€ncias de 1 a 30 Hz, foram transformados em
valores percentuais em relag@o a poténcia total. Os dados dos EOsGs destinados a anali-
se estatistica, para cada segmento de 1 segundo das amostras selecionadas, incluiram: a
poténcia absoluta total (em uV?/Hz), a borda espectral de 50% (em Hz), os dados das
poténcias relativas (%) de 1 a 30 Hz (freqii€ncia de resolugio de 1 Hz) do espectro € os
dados absolutos da analise aperiodica (nimero de ondas/s € amplitude em pV/Hz). Os
dados resultantes das analises espectral e aperiddica, foram submetidos inicialmente a
estatistica exploratoria e descritiva geral. Nesta etapa procuramos descrever o tipo de
distribui¢@o dos dados quantitativos, visando determinar os testes estatisticos destinados
a comparar os resultados entre os diversos animais, entre os diversos estados compor-
tamentais e entre as areas telencefalicas. Nesse sentido, também examinamos 0s espec-
trogramas dos diversos estados por meio da andlise de grupamentos (ou cluster
analysis). A analise de grupamentos ¢ um método exploratério que procura organizar

um determinado conjunto de objetos ou dados em grupamentos ou estruturas significa-
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tivas. O método utilizado foi o da “arvore de agrupamento”, (tree clustering, Hartigan,
1975). A analise de grupamentos é um algoritimo de agrupamento, que nio envolve
testes de significdncia estatistica; ¢ uma colegfio de diferentes algoritimos que organiza
dados em grupos. De fato, a analise de grupamentos procura a solugdo mais significante
possivel. Este método se propde a agrupar os dados em grupos sucessivamente maiores
usando alguma medida de similaridade ou de distincia. O método de agrupamento de
escolha foi o das distincias métricas de Chebychev. Numa primeira etapa, cada dado
representa seu proprio cluster € a distdncia entre os elementos dos grupos ¢ definida
pelo método medida de distdncia adotado. Numa segunda etapa ha a necessidade de se
definir regras para a amalgamagio ou ligagio de dois ou mais grupamentos. Na presente
analise, foi utilizado o método de amalgamagéo de grupamentos de Ward (1963). A
vantagem deste método ¢ que ele usa uma aproximagdo da analise de varidncia para
avaliar as distdncias entre os grupamentos. Resumidamente, ele tenta minimizar a soma
dos quadrados (SQ) de agrupamentos hipotéticos que possam ser formados a cada etapa

de agrupamento.

Previamente as analises estatisticas, quando necessario, os dados de poténcia
relativa foram submetidos a uma transformagio logaritmica [x = log (x)], visando mi-
nimizar os efeitos da distribui¢do ndo gaussiana dos dados (Gasser, Bacher e Mocks,
1982). Apds a transformagdo logaritmica, as amostras foram submetidas ao teste de
Levene (para avaliar a homogeneidade das varidncias) e ao teste de Shapiro-Wilkis
(para investigar estatisticamente a proximidade da distribuigdo dos dados em relagdo a
normalidade). Estes testes foram utilizados para avaliar se os dados podiam ser subme-

tidos a andlises paramétricas de varidncia.
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Apos esta analise prévia, foi utilizada analise de varidncia (ANOVA de uma
via), seguida, quando apropriado, de analise post-hoc de comparagdo entre médias pelo
teste de Tukey (“Tukey honest significant difference test”, HSD). Em todos os testes
estatisticos utilizados, o nivel de significdncia adotado foi de P < 0.01. Para a compara-
¢do das diferencas entre as duas areas (HP e HA) dos valores absolutos de poténcia to-
tal, borda espectral de 50 %, numero de ondas e somatorio das amplitudes, e das possi-
veis interagdes entre as areas, foi utilizado o método de analise multivariada de duas
vias (MANOVA). Esses procedimentos estatisticos foram realizados através de um pro-

grama estatistico apropriado (Statistica versao 4.5 - Statsoft Inc.).



I - RESULTADOS

Para a aquisigfio e andlise inicial dos registros eletroscilograficos, foram utiliza-
dos 33 pombos com combinagdes variadas de localizagdo de eletrodos envolvendo, além
do hipocampo (HP) (n = 14) e do hiperestriado acessorio (HA) (n = 10) objetos de estudo
do presente trabalho, a 4rea corticoidea dorsolateral (CDL, n = 8) e do hiperestriado
ventral (HV, n= 12). Dos 33 animais, 8 foram descartados por problemas relacionados a
artefatos nos EOsG ou por erro na localizago dos eletrodos de registro. Os registros nes-
sas areas foram feitos ora combinados com régistros do hipocampo, ora com registros do
hiperestriado acessorio (Figura 5). No presente trabalho nos concentraremos na analise

do EOsG obtido no hipocampo e no hiperestriado acessorio.

1. Hipocampo

A presente andlise do eletroscilograma hipocampal (EOsG-hp) esta baseada na observa-
¢d0 de um total de 22 horas ¢ 40 minutos (1360 minutos) de registros eletroscilograficos,
obtidos de 14 pombos, (distribuidos em 68 arquivos de 26 minutos cada). Para cada um
dos estados comportamentais a serem analisados, € em cada animal, foi selecionado um
segmento de 20 segundos consecutivos, visando a analise quantitativa. Desta forma, fo-
ram computadas 280 épocas de um segundo para a analise quaﬁtitativa dos EOsG-hp
para VA, VR, SOM e LUZ. Para os estudos do SOL, forarr} analisados 240 minutos de
registro eletroscilograficos distribuidos em 12 arquivos de 20 minutos, obtidos de 4 ani-
mais. Desses, foram selecionados periodos de 20 segundos de registro de cada animal,
resultando em 80 épocas de um segundo para a analise quantitativa. A partir dos registros

de sono desses animais, foram selecionados e analisados 10 episddios de SP que totaliza-
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Figura § - Aspecto geral do registro eletroscilografico (segmento de 20 segundos), durante um periodo de
vigilia relaxada, no hiperestriado acessorio (HA), no hiperestriado ventral (HV), no hipocampo (HP), e na area
corticdidea dorsolateral (CDL).
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ram 51 segundos. Como o sono paradoxal em aves ¢ de curta duragdo, nfio foi possivel
fazer a mesma analise de 20 segundos consecutivos. As nossas amostras de SP variaram
de 2 a 8 segundos com média de 5,1 = 2,07 segundos, valores compativeis com as dura-

¢Oes de SP relatadas para 0 pombo na literatura pertinente.

Durante os estados de alerta (VA, LUZ e SOM), os pombos movimentam-se in-
tensamente por toda a gaiola. O pescogo geralmente se encontra ereto e a cabega movi-
menta-se rapida e constantemente em todas as diregdes. Os olhos estdo abertos ou com
movimentos de piscar rapido, associados aos movimentos rapidos da cabeca, sugerindo
um comportamento exploratorio em relagdo ao ambiente de registro. Ocasionalmente,
durante a VA, os pombos interrompem a atividade exploratoria, permanecendo iméveis,
com a cabega elevada e olhos continuamente abertos. Tal estado ¢ semelhante ao obser-
vado apds os estimulos sonoro e luminoso, 0 que sugere que esteja associado a um alerta
intenso. Também ¢é durante a VA que eventualmente os animais manifestam comporta-

mentos de auto limpeza e ingestéo de alimentos.

A caracteristica mais notavel do EOsG-hp durante a VA, ¢ a baixa amplitude do
tragado (quando comparado a estados de VR e sono, ver adiante) (Figura 6C). Ocasio-
nalmente, podem aparecer ondas em ponta, de grande amplitude (até 100 pV), e de fre-
qiiéncia entre 6 ¢ 10 Hz (Figuras 6 e 8). A amplitude destas ondas se destaca da ativida-
de de fundo do EOsG-hp. Tais ondas sdo referidas neste trabalho como PGAs (Pontas de
Grande Amplitude). Durante a VA, as PGAs podem ocorrer isoladamente ou aos pares
(Figura 6B e C), ocorrendo predominantemente como uma atividade bifasica. Entretanto
elas desapareciam quando os pombos estavam andando. A incidéncia de PGAs durante a

VA ¢ bastante variavel, oscilando de O (zero) a 18 ondas por segmento de 20 segundos
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EOsG-hp
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Figura 6 - A - Segmento de 5 s de registro, no hipocampo, de um periodo de vigilia relaxada evidenciando
uma PGA (seta); B - Segmentos de 20 segundos do eletroscilograma do hipocampo e eletromiograma (EMG)
durante vigilia relaxada, apresentando dois surtos de ondas em ponta de grande amplitude (PGAs). Notar que,
com a apresentacdo do estimulo luminoso (barra horizontal) ha aumento da atividade motora, com
desaparecimento das PGAs. Em seguida, a medida que diminui a atividade motora, as PGAs vao ressurgindo
como atividades isoladas (seta) e gradativamente aumentando de amplitude. C - registro de vigilia alerta
espontinea (VA) com PGA isolada (seta). Barra de calibragdo = 100 V.
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(total de 280 segundos analisados, em 14 animais), resultando em uma média de 3,42 +

1,27 por 20 s. A incidéncia média € de aproximadamente uma onda a cada 6 segundos.

Imediatamente apods estimulagdo luminosa ou sonora, as PGAs desaparecem
completamente (Figura 6B). Apds um intervalo que varia de 5 a 10 segundos, elas come-
¢am a reaparecer gradualmente, como atividades isoladas e de pequena amplitude (por
vezes menor que 60 pV), e vdo aumentando de amplitude e de incidéncia ao longo dos
10 a 15 segundos restantes (Figura 6B). Apds estimulagdo luminosa, a freqiiéncia de
PGAs varia de 2 a 15 ondas por periodo de 20 segundos (total de 280 segundos) com
média de 5,21 + 0,99. A média de incidéncia das PGAs ¢ de aproximadamente uma onda
a cada 4 segundos. No alerta induzido pela estimulagdo sonora, o niimero de ondas varia
de 2 a 8 ondas por periodo com uma média de 3,42 + 0,58 ondas PGAs por periodo de 20

segundos, com uma incidéncia de aproximadamente uma PGA a cada 6 segundos.

Apos a estimulag@o sonora, os pombos apresentam maior atividade motora do
que apos estimulo com LUZ. Em que pese a média de PGAs em SOM ser aparentemente
menor que em LUZ, ndo ha diferenga estatisticamente significante, nem no intervalo
entre o inicio dos estimulos LUZ ¢ SOM com o suréimento da primeira PGA, nem no
numero de PGAs apos estimulagdo sensorial [F(1,26)=2,40, p=0,13)]. O aumento no nu-
mero de PGAs observado a partir de 10 segundos apos estimulos LUZ e SOM, ¢ acom-
panhado de uma gradativa redug@o na atividade motora com os animais assumindo uma
postura compativel com postura relaxada (ver Tabela 1). Vale notar que a incidéncia de

PGAs em SOM, LUZ e VA sio estatisticamente semelhantes.
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Além das PGAs, o EOsG-hp é composto por uma atividade de fundo mista, com
ondas de freqii€ncia e amplitude bastante variaveis (Figura 6C). A analise visual do tra-
cados dos periodos de VA, ou apos SOM e LUZ, permitiu observar a presenga de ondas
de baixa freqiiéncia (0 a 4 Hz), mesclada com ondas de frequéncias mais altas. Foi possi-
vel também observar que as ondas de freqii€ncias mais baixas sfo também de maiores
amplitudes. Quanto mais alta a fréqiiéncia da onda, menor ¢ a sua amplitude, € mais di-
ficil a sua visualizagdo. As ondas mais lentas (de 0 a 4 Hz), se expressam com amplitu-
des de até 40 uV. Durante a VA, ocasionalmente, ocorre um aumento acentuado de uma
atividade entre 4 e 8 Hz. Essa atividade acontece em surtos que duram de 1 a 4 segundos
e cuja amplitude (> 40 uV) excede a da atividade de fundo (< 40 nV). Elas aparecem

como ondas sucessivas mescladas as PGAs e as ondas lentas.

Adicionalmente, ondas de 10 a 20 Hz aparecem mescladas com as ondas lentas,
geralmente com amplitudes inferiores a 30 uV. Essas ondas representam uma das ativi-
dades de fundo mais comuns do EOsG-hp. Durante as mudangas de estado elas variam
de amplitude, aumentando durante a VR e SOL (ver adiante), e diminuindo durante VA,
LUZ, SOM, sem desaparecerem do tragado. Finalmente, observamos a existéncia de
uma atividade acima de 20 Hz, com amplitudes abaixo de 10 pV, mesclada as outras
atividades ja descritas. Embora a avaliag@o qualitativa do comportamento dessas ativida-
des seja prejudicada face a magnitude de suas voltagens, elas s@io bastante evidentes
durante os estados de VA, LUZ e SOM devido principalmente a redugdo das atividades

PGAs e das ondas lentas.

Em resumo, durante a VA, SOM e LUZ, observa-se um tragado eletroscilografico

geralmente de baixa amplitude (quando comparado com os tragados de estados mais



47

relaxados), ondas lentas de até 4 Hz que se sobressaem do tragado de fundo. Observa-se
ainda atividade de fundo composta por ondas de freqiéncias de 10 a 20 Hz, com ampli-
tudes inferiores a 30 nV, ondas acima de 20 Hz, com baixissima amplitude (< 10 uV), e

a presenca incidental de PGAs de ocorréncia isolada ou aos pares.

Durante a VR, os animais permanecem quietos sobre o piso em um dos cantos da
gaiola e, na maioria das vezes, sobre o poleiro ou sobre o comedouro. A cabeca perma-
nece a maior parte do tempo parada ou movimentando-se lateralmente e lentamente. Os
olhos podem estar abertos, semi-abertos ou piscando lentamente. Na maioria das vezes, o
piscar ocorre conjugado com os movimentos lentos da cabega no plano horizontal. Du-
rante os estados de sono (SOL e SP), os pombos assumem postura tipica, de acordo com

descrigdo no catalogo de eventos comportamentais (Tabela 1).

A primeira alteragdo visivel no EOsG-hp durante os estados de VR e SOL
(quando comparado com estados mais alertas, e.g. VA), ¢ um aumento geral da amplitu-
de das ondas do tragado (Figura 5, 6B, 8A). Acompanhando esse aumento, observa-se
também um aumento na incidéncia e na amplitude das PGAs (até 150uV). Com o au-
mento da incidéncia, as PGAs ocasionalmente ocorrem de forma isolada, mas, com mais
freqiiéncia, ocorrem em.surtos de 3 a 8 PGAs sucessivas (Figura 6 B) . Durante tais sur-
tos, os intervalos entre as ondas PGA variam de 0,5 segundos a 1,5 segundos. O conjunto
dessas PGAs durante o surto, lembra a forma de um fuso. O surto inicia-se com ondas de
baixa amplitude, que sdo sucedidas por ondas de voltagens progressivamente maiores, €
em seguida, por ondas de voltagens progressivamente menores até o final do surto. Ape-
sar do aumento na incidéncia e amplitude das PGAs, ndo sdo observadas alteragdes nas

frequéncias dessas ondas (permanecendo, como na VA, entre 6 e 10 Hz).
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Durante a VR a incidéncia de PGAs varia de 7 a 18 ondas (média de 11,50 +
0,98) por segmento de 20 segundos. Essa distribuigdo significa uma incidéncia média de
aproximadamente uma onda a cada 2 segundos ao longo dos 280 segmentos de um se-
gundo analisados. Comparada com os estados de alerta, a incidéncia das PGAs ¢ signi-
ficativamente maior em VR que em VA, LUZ ou SOM (Figura 7). Nos registros de SOL
(n =4 pombos), a incidéncia de PGAs varia de 5 a 7 ondas (média de 5,75 + 0,47) por
periodo de 20 segundos, resultando em uma incidéncia média de aproximadamente uma
onda a cada 4 segundos para os 80 segmentos de um segundo analisados. A média de
incidéncia de PGAs no SOL ndo € estatisticamente diferente da média dos estados ativa-
dos. Por outro lado, a0 compararmos médias de PGAs do SOL (5,75 £0,47) com a média
da VR (11,50 + 0,98), apesar de aparentemente serem diferentes, essa diferenéa também

ndo ¢ estatisticamente significante [F(4,55)=11,85, p=0.051].

Ao final desta etapa da analise, submetemos os segmentos de registros eletrosci-
lograficos hipocampais a um filtro digital de fase linear passa-faixa de 6,5 a 9,0 Hz
(disponivel no SAASBIO). Ao compararmos o sinal original do EOsG-hp com o sinal
filtrado, notamos que as atividades de maior amplitude do sinal filtrado coincidem com
as atividades PGAs, e mais intensamente, com os surtos de atividades PGAs (Figuras 8A
e B), confirmando a impresséo obtida durante a analise visual, a respeito das frequiéncias

das PGAs.

Com o objetivo de investigar a possiblidade das PGAs serem originadas por ou-
tros tecidos ndo neuronal, alguns animais foram submetidos a uma preparagéo cirurgica
especial. Foram implantados: um par de eletrodos bipolares sobre o hipocampo (ver ma-
teriais ¢ métodos) para registro do EOsG-hp; um par de eletrodos para registro do

eletrooculograma; um par de eletrodos para registro do eletrocardiograma
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No. de PGAs

ESTADO

Figura 7 - Médias de incidéncia (média + E.P.M.) de ondas em ponta de grande amplitude (PGAs), em
periodos de vigilia relaxada (VR), vigilia alerta (VA), alerta apos estimulo luminso (LUZ) e sonoro (SOM) e
sono de ondas lentas ( SOL). (*) diferengas signifcantes (p < 0,01) em relagdo a VR. O sono paradoxal nio
esta incluido no grafico porque niio houve ocorréncia de PGAs durante esse estado.
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Figura 8 - A) - Registro de 20 segundos de EOsG-hp durante VR; B) - 0 mesmo sinal processado por um
filtro de fase linear passa - faixa de 6,5 a 9,0 Hz. As maiores amplitudes no sinal filtrado coincidem com os
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(correspondente a derivagdo D I); e registro do eletromiograma. Adicionalmente foi feito
o acompanhamento visual dos movimentos respiratorios. Esses registro permitiram que
se eliminasse, com seguranga, a possiblidade de que as PGAs pudessem representar al-

gum tipo de artefato provocado por alguma dessas variaveis.

A duragdo dos episodios de sono paradoxal variou entre 2 e 8 segundos, com
média de 5,1 + 2,07 segundos. Em nenhum dos episodios analisados constatou-se a pre-
sen¢a de PGAs (Figura 9). Durante o SP ha uma diminuigdo geral da amplitude do traga-
do eletroscilografico, evidencia}ndo as atividades de mais alta freqiiéncia. Essas caracte-
risticas eletroscilograficas tornam o EOsG hipocampal do SP semelhantes ao dos perio-

dos de VA, SOM e LUZ em que ndo estdo presentes as PGAs.

A andlise quantitativa do EOsG-hp confirma e estende as observagdes feitas com
base na analise visual, e evidencia aspectos ndo identificados através da analise qualitati-
va (visual). Além disso, a andlise quantitativa mostra que ocorrem diferengas notaveis
entre os estados comportamentais VA, SOM, LUZ, VR, SOL e SP, nas poténcias totais
absolutas (derivadas da analise espectral) e dos somatorios das amplitudes (derivados da
analise aperiodica) (Tabela 2).

Tabela - 2 - EOsG Hipocampal - Resultados da analise espectral (poténcia total e borda espectral de 50 %),
¢ da analise aperiddica (somatdrio das amplitudes e nimero de ondas).

POTENCIA TOTAL BORDA ESPECTRAL DE 50% NUMERO DE ONDAS AMPLITUDE
- (uVYHZ) - Hz) . _(IQ'I\_IDAS/S) (UV/s)

V. A 154,64 +7,38% 6,62 +0,13 12,16 £ 0,16% 170,50 + 4,27 %
LUz 235,07 £ 15,54 % 6,5510,13 12,09+ 0,15% 187,97 5,42 %
SOM 200,23 + 12,08 % 6,4510,12 12,38 £ 0,16 % 186,77 + 5,87%
V.R 478,62 + 27,30 6,48 +0,12 13,27+ 0,14 285,03 + 7,84
SOL 514,20 £ 49,57 4,93 +£0,19% 12,58 £ 0,23 234,66 + 7,90 ##
S.P. 112,04 £ 10,11% 5,89+0,23 11,76 £ 0,32% 135,97 + 4,98 %

(#) - Diferencas em relagdo a VR, (#) - diferencas em relagio a VA. Nivel de significincia, p <0,01.
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Figura 9 - Registro eletroscilografico do hipocampo durante um periodo de sono. A) - EOsG-hp e EMG
durante um periodo de sono de ondas lentas (SOL), interrompido por um breve periodo de sono paradoxal
(SP). Notar a diminuigdo na amplitude geral do tragado e desaparecimento das PGAs durante o SP. B) - O
sinal eletromiogratico (EMG) simultaneo ao registro em A foi integrado (INT- integral do quadrado do sinal
com reset), evidenciando a diminuigdo do tonus da musculatura do pescogo no inicio do SP (indicado pela
barra horizontal “a”). Logo apos ha um aumento do tonus durante a reelevagio da cabega, ainda durante o SP
(indicado pela barra horizontal “b”). Barra de calibragdo = 100 pV.
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Durante a VA os valores médios de poténcia total sdo bastante reduzidos. Entre-
tanto estes valores ndo diferem estatisticamente daqueles observados durante o alerta
apods estimulagdo sensorial (SOM e LUZ), e durante o sono paradoxal (Tabela 2 e Figura
10D). Por outro lado, as poténcias totais médias da VR e do SOL s3o significantemente
maiores do que a média durante os estados de alerta € de SP [F(5, 1245) = 54,13, p =
0,00002]. A borda espectral de 50 % (Figura 10C), ndo varia entre os estados de VA, VR,
SOM, LUZ e SP. Somente durante o0 SOL a borda espectral € significativamente menor

do que nos outros estados [F(5, 1245) = 8,85, p=0,00002).

Em resumo, a analise estatistica indica que a poténcia total ndo sofre alteragdes
significativas quando o animal encontra-se em qualquer um dos estados de vigilia alerta,
ou durante o SP. Também sugere que ndo ha diferengas nas poténcias totais entre os es-
tados de VR e SOL. Mas nos dois estados, as poténcias totais sdo significativamente
maiores do que durante os estados mais alertas (VA, SOM e LUZ), ¢ do que durante o
sono paradoxal. A borda espectral de 50 % nio varia entre os estados exceto durante o
SOL, no qual ocorre uma redugdo significativa. O fato da borda espectral néo ter variado
de freqiiéncia na maioria dos estados analisados, associado as variagdes significativas no
somatoério das amplitude do EOsG hipocampal entre os diferentes estados, sugere que
ndo existe alteragdo significativa na contribui¢do das poténcias relativas de cada uma das
freqiiéncias do espectro na composi¢do da poténcia total. Entretanto a redugdo da borda
espectral durante o SOL mais o aumento na poténcia total e amplitude, sugerem que
existe um aumento da participagdo das freqii€ncias mais baixas, tanto na composi¢do do

espectro, quanto na composi¢do da poténcia total durante esse estado.

A Tabela 2 mostra que ndo ha diferengas na média do numero de ondas do EOsG

hipocampal entre a VA e os estados de LUZ, SOM e SP. Durante a VR e SOL ocorre um
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Figura 10 - Alteragdes do EOsG hipocampal nos diferentes estados comportamentais (média + E.P.M).
A - Somatorio das amplitudes. B - Numero de ondas por segundo. C - Borda espectral de 50 % . D -
Poténcias absolutas totais. Ver texto para abreviagdes. Os sinais (#) indicam diferengas estatisticamente
significantes em relagio a VR (p < 0,01). (#) indica diferenga em relagdo a VA
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aumento significativo no numero de ondas em relagdo a todos os outros estados
[F(5, 1245) = 8,35, p= 0,00002] (Figura 10B). A média do somatdrio das amplitudes ndo
varia entre a VA, LUZ, SOM e SP (Figura 10A), mas significativamente menor do que
durante a VR [F(5, 1245) = 55,59, p = 0,00002]. O estado de sono de ondas lentas tem
um somatorio das amplitudes menor do que a VR, mas significativamente maior do que

durante os outros estados (p < 0,001).

Resumindo, a presente analise sugere que, em refagao ao numero de ondas: a) du-
rante a VR e SOL a incidéncia de ondas € significantemente maior do que nos outros
estados; b) ndo ha diferengas entre os estados de vigilia alerta, SOM, LUZ e sono para-
doxal. Em relagdo ao somatorio das amplitudes observa-se que: a) durante a VR ocorre o
maior somatorio das amplitudes; b) no SOL o somatorio das amplitudes ¢ menor do que
no VR, mas ¢ significativamente maior do que nos demais estados; ¢) ndo ha diterengas

significantes entre os estados de VA, SOM, LUZ e SP.

A figura 11 mostra os espectrogramas (poténcias relativas médias) nas freqiién-
cias de 0 a 30 Hz do EOsG hipocampal. Algumas caracteristicas desses espectrogramas
sdo comuns a todos os estados estudados. A freqiiéncia de 0 a 1 Hz tem uma poténcia
relativa bastante baixa em todos os estados. H4 um aumento acentuado das poténcias
relativas nas freqii€ncias entre 1 e 4 Hz, com predominio na banda de 2 Hz. A partir de 2
Hz, comega a ocorrer um declinio gradativo dessas poténcias. Entretanto, volta a ocorrer
um aumento das poténcias relativas na faixa de 6 a 10 Hz. Esse aumento provoca uma
elevagdo no tragado espectrografico, assumindo a forma de um “calombo” que interrom-
pe a redugdo progressival e mondtona das poténcias (relativas) das frequi€ncias do espec-
tro. Esse calombo é um dos principais determinantes do perfil caracteristico do EOsG

hipocampal. Apos o calombo, nas freqiiéncias mais altas, as poténcias relativas voltam a
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Figura 11 - Espectrogramas do EOsG-hp (média + E.P.M) de 1 a 30 Hz. Nas abscissas estdo representadas as
poténcias relativas (em relagio a poténcia total absoluta). Nas ordenadas estdo representadas as freqiiéncias em
Hertz. Os (@) indicam porcentagens significativamente menores do que em VA. Os (%) em VR, nas
freqiéncias de 6 a 10 Hz, indicam porcentagens significativamente maiores do que nos demais estados. Em
todos os casos, p < 0,01. Ver abreviagdes no texto.
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diminuir. A avaliag8o estatistica das diferengas nas poténcias relativas do espectrograma
hipocampal, nos diversos estados, indica que existem pelo menos 3 grupamentos de ati-
vidades, cujas contribuigdes ao espectro sdo afetadas pelo estado comportamental. O
primeiro se encontra em torno de 2 Hz, um segundo grupo de atividade na banda de 6 a
10 Hz € um terceiro grupo envolvendo as atividades de mais alta freqiiéncia, acima de 20

Hz (Figura 12).

Durante a VA ocorre uma grande concentragéo de energia em tomo de 2 Hz. A
poténcia média dessa atividade durante a VA é de 16,9 = 0,9 % da poténcia total. Esses
indices sdo similares para todos os outros estados comportamentais (LUZ: 16,6 %,;
SOM: 15,6 %; SOL: 18,3 % e SP: 21,8 %) excetuando-se a VR, na qual a contribuigdo
relativa dessa freqiiéncia (11,2 £ 0,7 %) ¢ significativamente menor que em todos os
demais estados [F(5, 1245) = 8,37, p = 0,00005]. Assim, poténcias relativas em 2 Hz si-
gnificantemente menores que nos demais estados aparentemente caracterizam o espec-

trograma da VR.

Em nenhum dos estados analisados foram encontradas diferengas significantes na
atividade eletroscilografica na banda de 3 a 5 Hz. Logo acima desta banda, na faixa
abrangendo as freqiiéncias de 6 a 10 Hz, durante a VR observamos um aumento acentu-
ado nas poténcias relativas em relagéo aos demais estados. Enquaﬁto que durante a VA,
LUZ, SOM, SOL e SP ha uma concentrac¢do de 23,5 % em média na banda de 6 a 10 Hz,
na VR essa atividade atinge 31,23 % da energia da poténcia total, porcentagem signifi-
cantemente maior qﬁe a dos demais estados. O aumento significativo da poténcia relativa

na banda de 6 a 10 Hz, ¢ um outro aspecto caracteristico da VR.

Nas freqiiéncias de 10 até 19 Hz, as poténcias relativas médias se mostram esta-

tisticamente semelhantes na comparagdo entre os estados. As menores poténcias relativas
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POTENCIAS RELATIVAS DE 20 A 30 Hz
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Figura 12 - Espectrogramas relativos médios do EOsG-hp nas frequéncias de 20 a 30 Hz, em diferentes estados
comportamentais. Os valores médios das poténcias relativas em VA, SOM e LUZ, sdo significativamente maiores
(p <0,01) do que em VR e SOL, para todas as freqliéncias acima indicadas.
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do espectrograma hipocampal em todos os estados, ocorrem na faixa de 20 a 30 Hz. En-
tretanto, nos estados de VA, LUZ, SOM e SP, nota-se um aumento acentuado das potén-
cias relativas dessa banda em relagdo a VR e SOL. Durante a VA ha uma concentragio
de 7,82 % da poténcia total nessa banda de freqiiéncia. Nos demais estados ativados
(LUZ e SOM) e SP, as poténcias relativas distribuem-se de maneira estatisticamente
semelhante a da VA. Redugdes significantes de atividade nessa faixa de freqiiéncia sdo
observadas durante o SOL (2,96 %) e VR (5,11 %). Essas diferengas sdo visualizadas

nos espectrogramas contendo apenas a banda de 20 a 30 Hz (Figura 12).

Em resumo, no hipocampo, as maiores poténcias totais ocorrem durante o0 SOL ¢
VR. Entretanto, o SOL apresenta uma maior concentragdo de poténcia relativa na banda
de 2 Hz (18,3 %) do que durante a VR (11,2 %). Por outro lado, ha uma maior concen-
tragdo da poténcia relativa na banda de 6 a 10 Hz durante a VR (31,2 %), do que durante
0 SOL (22,4 %). Durante o SOL ha uma sensivel redugfo nas poténcias relativas na ban-
da de 20 a 30 Hz em relagdo aos estados de alerta e em relagdo a VR. Quanto aos surtos
de PGAs, embora ndo existindo diferenga sigpiﬁcante entre os dois estados (p = 0,051),
parece existir uma maior tendéncia de ocorréncia na VR do que no SOL - isto na analise
visual. Os estados de alerta espontdneo e provocados por estimulagdo sensorial, apresen-
tam poténcias totais reduzidas em relagdo a VR € SOL. Porém, também expressam alta
poténcia relativa na banda de 2 Hz. Além disso, a atividade na banda de 6 a 10 Hz, e a
incidéncia de PGAs, s3o sensivelmente menores nesses estados de alerta do que na VR.
Finalmente, as maiores poténcias relativas na banda de 20 a 30 Hz, ocorrem nos estados

de VA, LUZ, SOM ¢ SP.

Assim, a presente analise indica que existem diferengas quantitativas acentuadas

no EOsG-hp entre os estados comportamentais, que permitem identificar 3 padrdes ele-
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troscilograficos. Um primeiro padrdo, identificado durante os estados de VA, SOM,
LUZ e SP, ¢ caracterizado por apresentar os menores valores de poténcia total e amplitu-
de; apresenta valores significativamente mais altos de poténcia relativa na banda de 2 Hz
€ ha uma redugfo na incidéncia de PGAs em relagdo aos outros estados. A atividade na
banda de 6 a 10 Hz esta diminuida e apresenta as mais altas poténcias relativas na banda

de 20 a 30 Hz.

Um segundo padrio, caracteristico da VR, tem poténcia total e amplitudes altas
em relagdo ao primeiro padrdo. E durante a VR que ocorre o maior numero de PGAs. O
espectrograma da VR € caracterizado por baixa atividade relativa na banda de 2 Hz, alta

atividade na banda de 6 a 10 Hz e baixa poténcia relativa na banda de 20 a 30 Hz.

O terceiro padrédo, caracteristico do SOL, assim como o segundo, apresenta altos
valores de poténcia total e amplitude. O numero de PGAs € aparentemente menor do que
durante a VR. A distribui¢do das poténcias relativas no espectrograma € caracterizado
por alta poténcia na banda de 2 Hz, baixa atividade na banda de 6 a 10 Hz, e concentra os

menores valores de poténcia relativa na banda de 20 a 30 Hz.

A analise de grupamento realizada nos espectrogramas relativos, sugere a exis-
téncia de duas grandes familias de freqiiéncias ou atividades em qualquer estado compor-
tamental. Entretanto, podemos extrair alguns subgrupos (subfamilias) de frequéncias,
que sdo diferentes entre os estados propostos. Na analise de grupamentos do EOsG-hp da
VA, SOM, LUZ e SP, foi possivel identificar uma primeira familia formada pelas fre-
qiiéncias de 1 a 10 Hz, e uma segunda familia formada pelas freqiiéncias de 11 a 30 Hz
(Figura 13) . Da primeira familia pode ser extraido um grupamento abrangendo as fre-

giiéncias de 2 a 3 Hz, e outro abrangendo as freqiéncias de 4 a 10 Hz. A segunda familia
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da origem a um grupamento contendo as freqiiéncias de 11 a 19 Hz, e outro envolvendo

as freqii€ncias de 20 a 30 Hz.

A anlise de grupamentos do EOsG-hp da VR e do SOL, indica a existéncia de
uma familia de freqii€ncias englobando as freqiiéncias de 2 a 5 Hz, e outra contendo as
freqiiéncias de 6 a 30 Hz. A primeira familia é bastante homogénea e n3o ¢ subdividida.
A segunda familia pode ser dividida em dois subgrupos. Um subgrupo das freqiiéncias de

6 a 13 Hz, e outro abrangendo as freqii€ncias de 14 a 30 Hz.

Ao avaliarmos os resultados da andlise de grupamentos dos espectrogramas rela-
tivos do estados de vigilia alerta ou vigilia provocada por som e luz, podemos notar se-
melhangas importantes com as demais analises realizadas. O grupamento de 2 a 3 Hz ¢
coincidente com o pico identificado no espectrograma, e coincidente com a atividade
diferenciada caracteristica dos estados de alerta, identificada através da analise estatisti-
ca. O grupamento de 4 a 10 Hz, envolve as freqii€ncias do “calombo”, que ¢ pouco dife-
renciado nestes estados de alerta. O grupo formado pelas freqiiéncias de 11 a 19 Hz,
envolve a banda de freqii€ncias cujas poténcias relativas ndo sofrem alteragdes entre os
diferentes estados comportamentais. Enquanto que o grupamento das freqiiéncias de 20 a
30 Hz, reproduz a banda identificada na analise estatistica, como tendo poténcias relati-

vas significantemente diferentes entre os estados de diferentes niveis de alerta.

A avaliagdo da analise de grupamentos dos espectrogramas hipocampais da VR e
do SOL, mostra que o grupamento de 2 a 5 Hz corresponde ao platd nitido na VR. O se-
gundo grupamento, de 6 a 13 Hz, envolve as freqii€ncias das PGAs e do calombo, carac-
teristicos da VR. Finalmente o ultimo grupamento (14 a 30 Hz), que envolve as freqiién-
cias cujas poténcias relativas ndo variam entre os estados, € as freqiiéncias de 20 a 30 Hz

que sdo pouco expressivas nestes estados de menor alerta.
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Figura 13 - Analise de grupamentos (cluster analisis) das freqiiéncias de 1 a 30 Hz, de acordo com as
respectivas poténcias relativas. Nos eixos das ordenadas esto representadas as distincias relativas entre os
elementos de cada grupamento (freqiiéncias), e a distancia relativa entre os grupamentos e a distincia
maxima. Nos eixos das abscissas estdo representadas as fregiiéncias do espectro do EOsG-hp dos pombos.
A distribuigio das freqiiéncias, ao longo das abscissas, é feita de acordo com os grupamentos identificados
pelo método. Comparando-se os graficos de cada estado comportamental, percebemos dois perfis de
grupamentos, tanto na forma dos graficos quanto nos elementos (freqiiéncias) componentes desses
grupamentos. Um perfil caracteristico para os estados ativados e SP, e outro caracteristico de VR e SOL.
Ver texto para detalhes.
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O estudo de espectrogramas de um de terminado periodo de tempo (janela), aci-
ma descrito, permite identificar o perfil médio de distribui¢do das poténcias relativas das
diferentes freqii€ncias de um sinal complexo contido nessa janela. Entretanto esse estudo
ndo permite observar as mudangas ao longo do registro. Assim, torna-se importante ana-
lisar essa distribuigdo momento a momento, através de espectrogramas sucessivos, se-
gundo a segundo. Todavia, esse procedimento habitualmente requer um grafico tridi-
mensional, no qual multiplos espectrogramas sdo tragados. Tais representagdes dificul-
tam a analise de mudangas sutis que possam estar ocorrendo ao longo do tempo nas di-
versas freqiiéncias. Para reduzirmos essa dificuldade, usamos o recurso da proje¢do em
um plano das representagdes tridimensionais do espectro ao longo do tempo. Nesta pro-
jecdo plana, os “picos” e os “vales” sucessivos dos diversos espectrogramas sio reduzi-
dos a limites topograficos, a semelhanga de curvas de nivel utilizados em cartas topogra-
ficas. As poténcias relativas (%), sdo representadas através de diferentes cores delimita-
das em areas (contornos) de acordo com as variagdes nos valores de poténcia, para cada

frequiéncia do espectro ao longo do tempo.

A figura 14 ilustra a utilizagdo deste procedimento. A figura 14A mostra a proje-
¢do plana das poténcias relativas do EOsG hipocampal, obtida através da analise espec-
tral do tragado original do EOsG-hp mostrado na figura 14B. Os 60 segundos de registro
compreendem um segmento inicial de VR, seguido de um periodo de VA provocada por
estimulagio luminosa (LUZ) e um periodo de recuperagdo. Durante o periodo de VR
inicial, ha uma concentragio quase total das poténcias relativas na freqii€ncias entre 2
e12 Hz. Com o alerta provocado pela estimulagdo luminosa, as poténcias se concentram
mais em torno de 2 Hz, associado a um aumento da atividade nas freqii€ncias acima de
15 Hz. O tragado inferior na figura 14B corresponde ao registro de EMG do pescogo do

pombo. Durante a VR a atividade eletromigrafica ¢ baixa, ha um aumento com a ativa-
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Figura 14 - A) Projegdo plana das poténcias relativas de 0 a 30 Hz, obtidas da analise espectral, de ondas
consecutivas de 1 s, do registro de 60 segundos do EOsG-hp de um pombo. Os contornos coloridos delimitam
faixas de poténcias relativas das diversas frequéncias ao longo do periodo registrado. B) O tragado superior
representa o registro original do EOsG-hp que foi submetido a anélise espectral para a extragio das poténcias
relativas. O tragado inferior representa o registro eletromiografico da musculatura posterior do pescogo do
animal, obtido simultaneamente ao EQsG-hp.C) Poténcias absolutas totais do EOsG-hp visto em B. O tragado
analisado € constituido de um periodo de cerca de 25 segundos de VR seguido de estimulo luminoso, e de um
periodo de recuperagdo. Observar a relagio entre redug@o na poténcia total (C), e redugio da amplitude do
EOsG-hp (B) com aumento da poténcia relativa nas freqiiéncias acima de 15 Hz (em A), que ocorre com a
apresentagao de LUZ Barra horizontal (B - tragado inferior) igual a 12 segundos.
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¢do provocada pela LUZ, e novamente uma redugio do tonus, concomitante a0 aumento
das amplitudes do EOsG-hp. A figura 14C representa um grafico das poténcias totais
segundo a segundo do mesmo periodo. Os maiores valores nas poténcias totais coinci-
dem com a ocorréncia dos dois surtos de PGAs, seguido por um periodo de redugdo in-
tensa da poténcia total durante e apds a estimulagdo luminosa. Notar que a0 mesmo tem-

po que a atividade motora comega a diminuir, a poténcia total volta a aumentar.

Na figura 15 estdo as projegdes planas de espectrogramas de amostras continuas
de 20 segundos do EOsG hipocampal, representativos de dois estados (VA e VR). Estas
indicam que a distribui¢do das poténcias relativas, na diversas freqiiéncias do espectro-
grama, muda de acordo com o estado comportamental do animal, e que também varia
com o decorrer do tempo num mesmo estado. Assim, durante a VA (Figura 15A) parece
existir uma variagdo ciclica nas poténcias das freqii€ncias entre 1 e S Hz. Os periodos de
aumento de poténcia nessa banda, se repetem a aproximadamente cada 4 a S segundos.
Nos estados ativados (e.g. VA), a atividade ciclica torna-se mais aparente nas freqiién-
cias mais baixas, em torno de 2 Hz. Nas freqii€ncias mais altas (Figura 15C) parece ndo

existir essa variagdo ciclica de poténcia.

Na analise de autocorrelagdo (Figura 16) nota-se que, durante a VR, o hipocampo
apresenta coeficientes de autocorrelagdo significantes nas freqii€ncias em torno de 5,2
Hz e em torno de 2,5 Hz, e uma correlagdo com um coeficiente mais expressivo, nas
freqiiéncias entre 1 e 1,3 Hz (Figura 16D). Estes dados parecem sugerir que, durante a
VR, deve existir alguma atividade ritmica em torno de 5 Hz. Entretanto, 0 maior coefici-
ente de autocorrelagdo proximo a 1 Hz durante a VR, sugere que uma outra atividade

significante parece estar ocorrendo nessa freqiiéncia.
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Figura 15 - A) Projecdo plana das poténcias relativas de 0 a 30 Hz, de um registro de 20 segundos do
EOsG-hp de um pombo, durante a VA. B) Grafico igual ao visto em A, obtido durante VR. C) esquerda -
Projecdo plana das poténcias relativas de 20 a 30 Hz do mesmo registro em A. direita - Proje¢o plana das
poténcias relativas de 20 a 30 Hz do mesmo registro em B. Observar que ao comparar-se as poténcias
relativas, nos graficos de proje¢éo de 1 a 30 Hz, ndo € possivel identificar diferengas entres os dois estados
nas freqiiéncias mais altas (20 a 30 Hz). Isso ocorre porque as poténcias das freqiiéncias mais baxias sio
muito maiores do que as poténcias das freqiéncias mais altas (ver legenda). Ao comparar-se somente as
poténcias relativas de 20 a 30 Hz, nota-se uma maior concentragdo de poténcia nessa faixa durante a VA do
que durante a VR.
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Durante estados de alerta, observou-se que ndo existe qualquer grau de autocor-
relagdo em tormo de 2,5 Hz e de 1,3 Hz (Figura 16C). Permanece somente uma fraca cor-
relagdo em torno de 5 Hz. Assim, parece que tal atividade mais marcante presente duran-

te a VR, cessa quando o animal se encontra em VA.
2. Hiperstriado Acessorio

Para a andlise do eletroscilograma do hiperestriado acessdrio durante os estados
de VR, VA, SOM e LUZ, foram utilizados os tragados eletréscilogréﬁcos obtidos de 10
pombos. Os registros foram armazenados em 52 arquivos de 20 minutos que resultaram
em um total de 1040 minutos de registro (17 horas e vinte minutos). Desses arquivos,
foram selecionados segmentos de 20 segundos consecutivos de cada estado comporta-
mental, de cada animal. Assim sendo, a analise quantitativa foi feita através de 200 €po-
cas de um segundo para cada estado. A andlise do SOL foi realizada utilizando-se 12
arquivos de 20 minutos (total de 240 minutos) obtidos de 3 animais. De cada animal foi
selecionado um periodo de 20 segundos consecutivos (total de 60 segundos) para a anali-
se quantitativa. Devido ao pequeno numero de registros confiaveis, descartamos o sono

paradoxal da analise do HA.

Em todo os animais estudados, o hiperestriado acessorio (HA) expressa uma ati-
vidade eletroscilografica (EOsG-ha) cuja amplitude ¢ menor do que no hipocampo. Essa
caracteristica ¢ observada em todos os estados comportamentais analisados. A analise
visual do EOsG-ha, mostra que este ¢ constituido de um tragado eletroscilografico misto.
Nio ha uma atividade especifica que possa ser identificada como caracteristica de um

estado, ou dominante em qualquer um dos estados comportamentais (figuras 5 € 17).
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Figura 17 - Periodos de 20 s de eletroscilogramas do hiperestriado acessorio (tragados superiores), e do
eletromiograma (EMG) concomitante (tragados inferiores). A - Segmento de registro de uma transi¢io de
um periodo de VR seguido de VA, com diminuigdo da amplitude do sinal, e novamente um periodo de
VR. Notar que a VA esta acompanhada de aumento da atividade eletromiografica. B - Registro de um
perido de sono de ondas lentas obtido no mesmo animal que em A. C - Periodo de VA de um animal
evidenciando as atividadesde ondas lentas (2 a 4 Hz), e rapidas (10 a 15 Hz). (ver texto). Barra de
calibragdo vertical = 50 uVv.
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A VA e os outros estados de alerta estudados, sdo caracterizados por um EOsG
formado por ondas de baixa amplitude ao longo de toda a banda de freqiiéncia estudada
neste trabalho. A atividade de maior amplitude observada nos eletroscilogramas do hi-
perestriado acessorio ocorre na faixa de 2 a 4 Hz (Figura 17A e C). As ondas nessa banda
tém amplitudes que sobressaem do tragado de fundo. Elas ocorrem como ondas isoladas
monofasicas ou biféasicas, em grupos de duas ou mais ondas bifasicas consecutivas e sem

variar de incidéncia nos diferentes estados comportamentais.

Também ocorre, durante a VA, atividade eletroscilografica na faixa de 5 A 10 Hz
com a amplitude variando em torno de 10 uV (Figura 17A). Com freqiiéncia, ¢ possivel
observar ondas entre 10 e 15 Hz, também com amplitude abaixo de 10 uV, entremeadas
com as ondas mais lentas. Ao se comparar o EOsG-ha dos diversos estados comporta-
mentais, durante a analise visual, ndo € possivel perceber diferengas nas amplitudes des-
sas ondas. Durante os estados ativados (VA, SOM e LUZ), as amplitudes sofrem uma
reducio acentuada, principalmente nas freqii€ncias mais baixas, tornando possivel uma
melhor visualizagio das ondas de 10 a 15 Hz. Essa mudanga nas amplitudes provoca um
aumento aparente na atividade dessa banda em rela¢do aos estados mais relaxados. To-

o
davia esse aumento ndo € confirmado pela analise quantitativa (discutida adiante).

Finalmente, nota-se uma atividade de baixissima amplitude nas freqiiéncias acima
de 15 Hz. Essa atividade esta presente nos varios estados comportamentais, cavalgando
as ondas de freqiiéncias mais baixas. A descrigdo dessas ondas através da identificagéo
visual ¢ bastante dificil, devido a sua magnitude (abaixo de 10 puV). Porém, da mesma
forma que as atividades de 10 a 15 Hz, durante os estados de VA, SOM e LUZ, a ativi-
dade acima de 15 Hz torna-se mais evidente quando as amplitudes das freqii€ncias mais

baixas estdo reduzidas de uma maneira geral.



72-

Resumindo, o eletroscilograma do hiperestriado acessorio, durante estados de
alerta (VA, SOM e LUZ), ¢ composto por uma atividade mista de baixa amplitude, em

todas as freqii€ncias do espectro.

Nos estados de VR e SOL, ha um aumento acentuado na voltagem de todas as
freqi€ncias do espectro (Figura 17B). As ondas de 2 a 4 Hz observadas na VA, aparecem
na VR e SOL com amplitudes maiores, geralmente acima de 60 uV. A incidéncia
(quantidade de ondas por periodo de 20 s), ndo sofre alteragdes ao longo de todos os
segmentos analisados. As ondas entre 5 € 10 Hz, nos estados de VR ¢ SOL, da mesma
forma que nas demais freqiiéncias, aparecem com maiores amplitudes. As ondas de 10
Hz até 30 Hz continuam presentes durante a VR. A sua identificagdo visual fica prejudi-
cada devido ao mascaramento provocado pelas amplitudes elevadas das freqiiéncias

mais baixas.

Em resumo, o0 EOsG-ha dos estados de VR e SOL continua sendo uma atividade
mista pouco diferenciada, apresentando as mesmas caracteristicas gerais dos estados
ativados. A unica diferenga perceptivel esta no aumento generalizado nas amplitudes das
diferentes freqiiéncias que compdem o espectro. Assim como na VA, quanto maiores as

freqiiéncias, menores as amplitudes das ondas dos EOsGs da VR e SOL.

Da mesma forma que no hipocampo, as maiores diferengas no EOsG-ha entre os
estados comportamentais, ocorrem na média dos valores absolutos derivados da analise
espectral (poténcia total e borda espectral) e da analise aperiédica (nimero de ondas e
somatorio das amplitudes), (Tabela 3). A anélise estatistica das quatro varidveis absolu-
tas (poténcia total, borda espectral de 50 %, nliimero de ondas € somatdrio das amplitu-
des), indica diferengas entre os estados comportamentais. Os menores valores de potén-

cia total ocorrem durante a VA, LUZ ¢ SOM (Tabela 3 e Figura 18A). Durante a VR e
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SOL, com o aumento da amplitude geral do EOsG-ha, as poténcias totais médias aumen-
tam acentuadamente alcangando valores muito superiores aos encontrados durante os
estados de VA, SOM e LUZ (F(4, 835) = 19,02, p < 0,00002). Apesar da média da po-
téncia total do SOL mostrar uma tendéncia a ser maior do que em VR, ndo ha diferenga

significante entre elas ( ver Tabela 03).

Tabela 3 - EOsG-ha - Resultado da analise espectral (poténcia total e borda espectral de 50 %), e da anali-
se aperiodica (somatério das amplitudes e nimero de ondas).

POTENCIA TOTAL BORDA ESPECTRAL DE 50%  NUMERO DE ONDAS AMPLITUDE
e (#V'H) : M)  (ONDAS) (uVh)
VA 104,89 + 8,51 % 579+0,12% 10,42 £+ 0,24 114,08 + 4,75%
LUz 112,24 + 10,00% 5,52+0,13% 10,04 £ 0,24 108,65 + 4,42%
SOM 104,98 £ 9,47% 568+012% 10,154 0,25 109,73 £ 4,65%
VR 218,714 19,03 5,094 0,10 10,96 0,23 148,52 £ 5,62
SOL 264,77 £ 41,07 5,25+0,22 7,12+ 0.34% 143,33 £ 12,63

(#) - diferengas em relagdo a VR. Nivel de significancia, p <0,01.

A borda espectral de 50 %, ¢ um dos parimetros que menos variam entre os esta-
dos. De acordo com a Tabela 3 e figura 18B, a VA apresenta o maior elevagédo da P50%,
indicando maior atividade em freqiiéncias maiores em relagdo aos outros estados com-
portamentais (F(4, 835) = 11,03, p = 0,000001). Os estados de LUZ ¢ SOM também
apresentam P50% elevada, da mesma forma indicando aumento de atividade nas fre-
qliéncias mais altas, em comparagéio a VR (p < 0,01). Embora o SOL tenha apresentado
um valor aparentemente mais alto para a borda espectral, nio ha diferenga estatistica-

mente significante em relagdo a VR.

O numero de ondas ¢ outro pardmetro que varia muito pouco entre a maioria dos
estados (Figura 18C). Nao ha diferengas no numero de ondas tanto entre os estados ati-

vados, como entre os estados ativados e a VR. Somente durante o SOL ocorre redugio
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Figura 18 - Alteragdes do EOsG do hiperestriado acessorio nos diferentes estados comportamentais (média
+ E.P.M). A - Poténcias absoiuias totais. B - Borda espectrai de 50 %. C - Namero de ondas por segundo.
D - Somatorio das amplitudes. (#) indicam diferengas estatisitcamente significantes em relagdo a VR

(p < 0,01). ;
{(p<9,00)
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acentuada no niimero de ondas em relagdo aos demais estados (F(4, 835) = 11,03, p <
0,00002). O somatodrio das amplitudes varia de uma forma semelhante as poténcias to-
tais. Na VA, na LUZ e no SOM, as amplitudes sdo bastante parecidas, pouco variando
de um estado para outro e estdo bastante reduzidas em relagdo a VR (p < 0,00002). Du-
rante o0 SOL, o somatorio das amplitudes ndo tem diferenca estatisticamente signiﬁcante

em relag@o a VR (Figura 18D), conforme observado na inspegdo visual do tragado.

Em resumo, nos estados mais relaxados (VR e SOL), em relacdo aos estados mais
alertas (VA, SOM e LUZ) ocorre: a) um aumento acentuado das poténcias totais absolu-
tas; b) diminuigdo da borda espectral de 50 %, sugerindo menor atividade nas freqiién-
cias mais altas; ¢) aumento do somatorio das amplitudes (compativel com o aumento das
poténcias). Quanto ao numero de ondas, somente o SOL foi significativamente menor do

que a VR.

A figura 19 mostra o perfil espectrografico (poténcias relativas médias) de 1 a 30
Hz do EOsG-ha, dos cinco estados analisados. Quando comparado entre os estados
comportamentais, ndo sdo encontradas diferengas estatisticamente significantes na dis-
tribuigdo das poténcias relativas em nenhuma das freqiiéncias abaixo de 20 Hz. Durante
os estados de vigilia alerta espontdnea e provocada por estimulagio sensorial, ocorre um
maior aumento das poténcias relativas nas freqii€ncias acima de 20 Hz do que nos esta-
dos de VR e SOL (F(4, 835) = 4,41, p < 0,001). Como as poténcias dessas freqiiéncias
s30 muito pequenas, essas diferencas podem ser melhor visualizadas na figura 20 que
contém somente as poténcias relativas das atividades acima de 20 Hz. Notar que em to-

dos estados essas freqiiéncias tém-poténcias relativas inferiores a 1 % da poténcia total.

Em resumo, o hiperestriado acessorio apresenta um perfil espectrografico que se

mantém relativamente inalterado nos diferentes estados comportamentais em seu aspecto
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Figura 19 - Espectrogramas do EOsG-ha (média + E.P.M), de 1 a 30 Hz. Nas abscissas estdo representadas
as poténcias relativas em relagdo & poténcial total absoluta (%). Nas ordenadas estdo representadas as

frequiéncias em Hz. (*) indicam diferengas significativas em relagdo a VA (p < 0,01).
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POTENCIAS RELATIVAS DE 20 A 30 Hz
HIPERESTRIADO ACESSORIO
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Figura 20 - Espectrogrmas médios do EOsG-ha das freqiiéncias de 20 a 30 Hz, em diferentes estados
comportamentais. Os valores médios das poténcias relativas em VR e SOL, sio significativamente menores do
que nos estados ativados, para todas as freqiiéncias dessa banda (p < 0,01).
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qualitativo. A unica variagdo qualitativa notavel ¢ a redugdo geral das amplitudes que
ocorre nos estados ativados. No aspecto quantitativo, as poténcias relativas das freqiién-
cias de 1 a 19 Hz ndo sofrem qualquer variagdo que permita diferenciar os diversos esta-
dos comportamentais. Somente as poténcias relativas da banda de 20 a 30 Hz aumentam

durante os estados de VA, LUZ ¢ SOM em relagdo aos estados de VR € SOL.

A anélise de grupamentos dos espectrogramas do HA (Figura 21), em todos os
estados, aponta para a formagdo de 2 familias de freqiiéncias espectrais (agrupadas de
acordo com as distdncias métricas de Chebychev). Nos estados de alerta (VA, SOM e
LUZ) podemos identificar uma familia de freqii€ncias de 1 a 10 Hz, e outra com as fre-
ql'iéncias’de 11 a 30 Hz. A primeira familia, por sua vez, pode ser dividida em dois gru-
pos (ou subfamilias); um grupo contendo as freqi€ncias de 2 a 5 Hz e outro de 6 a 10
Hz. A segunda familia (11 a 30 Hz) ndo forma subgrupos que possam ser diferenciados
entre si. Durante a VR, a primeira familia ¢ formada somente pelas freqiiéncias de 2 a 5
Hz. Na segunda familia encontramos as freqii€ncias remanescentes do espectro (6 a 30
Hz). Devido a pequena distincia relativa (entre as poténcias relativas) das freqii€éncias
desta familia, ela ndo é dividida em subgrupos. Durante o SOL, a andlise de grupamen-
tos mostra uma mesma distribuigdo das freqii€ncias na composigdo das familias. A pri-
meira é composta pelas freqiiéncias de 2 a 5 Hz, e a segunda pelas freqii€ncias de 13 a 30
Hz. Entretanto na segunda familia, diferentemente da VR e semelhante com os estados
de alerta, pode ser feita uma diviso em 2 subgrupos, um abrangendo as freqii€ncias de 6

a 12 Hz, e outro de 13 a 30 Hz.

Desta forma, pode-se observar 3 padrdes de distribuigdo dos grupamentos. Duran-
tea VA, SOM e LUZ, existem 3 grupos de atividade: um formado pelas freqiéncias de 2

a 5 Hz; outro pelas freqiiéncias de 6 a 10 Hz; e um terceiro formado pelas freqﬁéncia de
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Figura 21 - Anélise de grupamentos das poténcias relativas da banda de 1 a 30 Hz, do EOsG-ha do

pombo, dos estados VA, LUZ, VR e SOL. Nos eixos das ordenadas estdo representadas as disténcias
relativas entre os elementos de cada grupamento (freqiiéncias), e entre os grupamentos e a distancia
maxima (distancia métrica de Chebychev). Nos eixos das abscissas estdo distribuidas as freqiiéncias do
espectro. A distribuigio ao longo dos eixos ¢é feita de acordo com os grupamentos identificados pelo
método (método de Ward). Notar a semelhanga na formagdo dos grupamentos que ha entre VR ¢ SOL, e

entre VA e LUZ.
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11 a 30 Hz. Durante a VR existem somente dois grupamentos: um formado pelas fre-
queéncias de 1 a 5 Hz, e outro pelas freqiiéncias de 6 a 30 Hz. No sono de ondas lentas s3o
identificados trés grupos de atividade: um das freqii€ncias de 2 a 5 Hz; um segundo das
freqii€ncias de 6 a 12 Hz; e um terceiro grupamento formado pelas freqiiéncias de 13 a

30 hz.

E importante notar que em qualquer um dos estados, no subgrupo composto pelas
frequiéncias mais altas (até 30 Hz), pode ser identificado um conjunto de atividades for-
mado pelas frequéncias de 20 a 30 Hz. Essas freqiiéncias foram identificadas na analise
estatistica precedente como atividades que sofrem um aumento seletivo durante os esta-

dos ativados (VA e LUZ), quando comparadas com estados menos ativados (VR e SOL).

Quando compara-se o resultado da analise de grupamentos com a analise visual,
notam-se algumas correspondéncias que reforcam os achados da andlise qualitativa. Em
qualquer estado que se observar, pode se ver que os clusters sdo formados por grupamen-
tos menores. Durante a andlise visual sdo identificados alguns grupos de atividades, que
eventualmente tornam-se mais evidentes, mas que ndo caracterizam um ritmo. Por
exemplo as atividades de 2 a4 Hz, 5 a 10 Hz, 10 a 15 Hz e 15 a 30 Hz. Apesar de ndo
caracterizar um padrio de atividades diferenciadas estatisticamente significantes, esses

grupos de atividade também sdo identificados através da andlise de grupamentos.

Para uma melhor comparagio da distribuigdo das poténcias relativas entre os es-
tados, os dados espectrais do EQsG-ha foram submetidos a dois tratamentos. Primeiro foi
feit.a a projecdo plana das poténcias relativas de 1 a 30 Hz de segmentos de 20 segundos
consecutivos dos estados de VA, LUZ e VR (Figura 22A). Em seguida foi feita a proje-
¢do plana somente da banda de 20 a 30 Hz dos mesmos 20 segundos dos mesmos ani-

mais. Quando se observa os graficos das projegdo planas de 1 a 30 Hz (Figura 22A), néo
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Figura 22 - Projegio plana das poténcias relativas de 0 a 30 Hz (A) e de 20 a 30 Hz (B), obtidas de
registros dé 20 s do EOsG-ha de trés estados comportamentais (VR, VA e LUZ) de um mesmo animal. As
projegdes mostradas em B, sdo extraidas dos mesmos dados apresentados em A. A proje¢do plana em B,
representa uma magnifica¢do do segmento espectral de 20 a 30 Hz. Esse procedimento permite que diferencas
ndo evidentes nas projegdes de 1 a 30 Hz, tornem-se facilmente visualizaveis. Notar maior atividade de 20 a 30
Hz durante a LUZ.
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se consegue identificar diferengas na distribuigdo das poténcias relativas entre os 3 esta-
dos. Entretanto pode ser notado que existe um certo gradiente das poténcias relativas
quando comparamos (entre estados) as 3 projegdes planas das bandas de 20 a 30 Hz
(Figura 22B). As poténcias relativas nessa banda sdo menores durante a VR, ocorre um

aumento durante a VA, e a maior concentragdo das poténcias relativas durante a LUZ.

As andlises de auto correlagio do HA, durante a VA e a VR, estdo representadas
nas figuras 23C e D. Como os outros procedimentos de analise descritos anteriormente
sugerem, ndo parecem existir atividades com grau de autocorrelagdo significativo, isto €,
que possam ser consideradas como indicativas de um ritmo caracteristico de qualquer
estado. Na figura 23D vé-se o grafico de autocorrelagdo do sinal EOsGrafico do tragado
mostrado na figura 23B. Pode se notar somente uma atividade em torno de 3 Hz, com
um fraco coeficiente de autocorrelagdo, que parece se repetir. Durante a VA (Figura

23C), ndo existe qualquer correlagdo que diferencie algum ritmo do ruido branco.
3. Comparacio entre HP e HA

Os resultados dos experimentos até agora descritos mostram diferengas entre os
EOsG do hipocampo e do hiperestriado acessorio. A inspec¢do visual, nota-se que as
amplitudes do EOsG-hp sdo maiores do que do EOsG-ha, para qualquer estado compor-
tamental que se compare (Figura 5). O tragado eletroscilografico hipocampal, durante
todos os estados, mas principalmente VR e SOL, ¢ marcado pela presenga de ondas

PGAs, isoladamente ou em surtos, atividade essa ndo encontrada nos tragados do HA.

A analise do espectrograma hipocampal permite identificar 3 grupos de frequén-
cias que se comportam de forma diferenciada nos diferentes estados comportamentais (2

Hz, 6 a 10 Hz e 20 a 30 Hz). Diferentemente do hipocampo, a andlise do espectrograma
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do HA indica que ndo existem diferengas na distribui¢do das poténcias relativas das fre-
quéncias abaixo de 20 Hz. Somente as freqiiéncias acima de 20 Hz t¢ém comportamento

diferenciado entre os estados.

A comparagdo das médias dos valores absolutos extraidos da analise espectral
(poténcia total e borda espectral) e da analise aperidédica (amplitude e nimero de ondas),
através da analise de varidncia multivariada de duas vias (MANOVA), aponta para dife-
rengas bastante significantes entre hipocampo e hiperestriado acessoério (Figura 24). As
amplitudes (F(1, 1670) = 278,90, p = 0,0000001) e as poténcias totais (F(1,1670) =
145,30, p = 0,0000001), sdo sensivelmente maiores HP no do que no HA (Figura 24A e
C) para todos os estados. O nimero de ondas (Figura 24D) também ¢ maior no HP do
que no HA (F(1, 1670) = 202,86, p = 0,000001) também em todos os estados. A varia¢io
mais notavel no nimero de ondas, ¢ a redugdo sensivelmente maior que ocorre no HA,
em relagdo ao HP, durante o SOL (Figura 24D). A borda espectral de 50 % também foi
maior no HP do que no HA, em praticamente todos os estados (F(1, 1670) = 25,81, p =
0,000001). A unica excec¢do ocorreu durante o SOL (Figura 24B), onde ndo existe dife-
renga estatisticamente significante entre as duas areas. Durante o SOL a borda espectral

do EOsG hipocampal reduz drasticamente, igualando-se a do HA.

Além das diferengas nas variaveis absolutas entre as areas, a analise multivariada
mostra que ha uma forte interagdo entre areas, indicando que as atividades eletroscilo-
graficas comportam-se de forma diferente numa area em relagéo a outra, nos diversos
estados comportamentais analisados. As variagdes, entre os diversos estados, das potén-
cias totais (F(4, 1670) = 16,39, p = 0,000001) e das amplitudes (F(4,1670) = 14,98, p =
0,000001), foram significantemente diferenciadas entre as duas areas, HP € HA. A borda

espectral também mostra um comportamento distinto entre as areas (F(4, 1670) = 2,92, p



6B

64

—

uVis

85

T

T

i

ondas /s

Figura

24 - Graficos comparativos entre HP e HA. Valores absolutos médios (média = EP.M.).

A- Poténcia total absoluta. B- Borda espectral de 50 %. C- Somatorio das amplitudes. D- Niumero de
ondas. Exceto a borda espectral de 50 % durante o SOL (B), todas as demais

significativamente menores para o HA (*) do que para o HP (p < 0,01).

variaveis foram
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= 0,01). A borda espectral do EOsG-hp ¢ alta para todos os estados exceto durante o
SOL, quando sofre uma redugéo acentuada, enquanto que no HA, a borda espectral estd
reduzida tanto na VR quanto no SOL. O niimero de ondas € outra variavel com compor-
tamento distinto para cada area (F(4, 1670) = 5,34, p = 0,002). Ele ¢ significativamente
maior durante a VR e o SOL em relagéo aos outros estados no HP, enquanto que no HA,
o numero de ondas ¢ significativamente menor durante o0 SOL do que durante os demais

estados.

Em resumo, a analise multivariada indica que a atividade eletroscilografica do HP
tem, em praticamente todos os pardmetros espectrais e aperiodicos, € em quase todos os
estados, valores de maior magnitude do que o HA. A tnica excegédo ¢ a borda espectral
de 50 % do SOL, onde ndo ha diferenga entre as duas areas. A analise multivariada indi-
ca também uma forte interag@o entre os dados do EOsG das duas areas e nos diferentes
estados. Tal interagdo reflete uma maior reatividade do HP em relagdo ao HA. Ou seja,
as variagdes nos valores dos parametros espectrais e aperiddicos revelam que os EOsGs
do HA e do HP reagem de forma diferente em relago a um mesmo estado. Assim, a
queda na poténcia total entre VR e SOL € VA, SOM e LUZ, € mais intensa no HP que no
HA. No HP a borda espectral discrimina o SOL dos demais estados (incluindo a VR),
enquanto que no HA ela é similar para VR e SOL. No HA o nimero de ondas discrimina

mais intensamente o SOL dos demais estados, que no HP.

A anilise de correlagdo cruzada entre segmentos simultdneos de HA e HP, indica
duas situagdes diferentes. A figura 25 apresenta o grafico da analise da fungé@o de corre-
lagdo cruzada entre 0 HP e HA durante a VR. Na parte superior da figura 25 estdo repre-
sentados os segmentos dos eletroscilogramas das duas areas, cujos valores absolutos fo-

ram submetidos 4 analise de correlagdo cruzada, representada na parte inferior da figura.
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Figura 25 - Representagdo grafica da fungio de correlagéo cruzada entre HP e HA durante a vigilia
relaxada. Na parte superior da figura (HP e HA) estdo representados os sinais originais de 6 segundos de
onde foram extraidos dos dados para a analise de correlagio cruzada. O grafico “fungdo de correlagdo
cruzada” mostra um pico com um coeficiente de correlagdo significante com um retardo, do HA em
relagdo ao HP, de 0,001s aproximadamente. Ocorrem dois outros picos com defasagem (positiva e
negativa) de aproximadamente 0,3 s, porém com um coeficiente menor. Esses dados sugerem uma
atividade comum entre as duas areas com fregiiéncia em torno de 3 Hz. A pequena defasagem no primeiro
pico, sugere que essa atividade seja produto de um gerador externo as duas 4areas analisadas. Setas indicam
os limites minimos de significincia de correlagdo (p=0,05).Barras de calibragio: 100 pV(vertical);
1 s (horizontal).
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A andlise de correlagdo cruzada mostra um pico com alto coeficiente de correlagdo com
uma defasagem negativa de aproximadamente 0,001 s. Na analise aparecem também
outros dois picos, um com defasagen positiva de aproximadamente 0,3 s, e outro com
defasagem negativa também de aproximadamente 0,3 s. A pequena defasagem no pri-
meiro (e maior) pico, sugere que a atividade responsavel por esse pico, deve ser gerada
em algum outro distrito e alcangar as duas areas quase que simultaneamente. A ocorrén-
cia dos outros dois picos de correlagdo, com defasagens (positiva € negativa) de aproxi-
madamente 0,3 s e menor coeficiente de correlagdo, indica que a atividade comum as
duas areas deve ter uma freqiiéncia em torno de 3 Hz. Durante a VA, a analise da fungéo
de correlagdo cruzada mostra que ndo existe qualquer correlagdo significativa entre as
duas areas (Figura 26). Parece que a atividade comum observada durante a VR, desapa-

rece quando o pombo se encontra em um estado de vigilia alerta.
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Figura 26 - Representa¢do grafica da fungdo de correlagiio cruzada entre HP e HA durante a vigilia
alerta. Da mesma forma que na fig. 26, os dois tragados eletroscilograficos na parte superior da figura (HP
¢ HA) representam os sinais originais de 6 segundos de onde foram extraidos os dados para a analise de

correlagdo

Barras de calibragdio: 50 uV (vertical); 1 s (horizontal).

cruzada. Os limites minimos de significincia de correlagdo estdo indicados pelas setas (p=0,05).




IV - DISCUSSAO

1. O EOsG do hipocampo

Nossos dados revelam que a variagdo na amplitude do tragado, entre os diversos
estados comportamentais, representa uma caracteristica relevante do EOsG do hipocam-
po. As mudangas neste atributo diferenciam os estados de menor atividade comporta-
mental (VR e SOL), dos estados de alerta mais intenso ¢ do sono paradoxal. Durante
estes ultimos (VA, SOM, LUZ e SP), nota-se um tragado irregular de baixa amplitude. Ja
durante a VR e o SOL, o aspecto visual do tragado mostra aumento acentuado da ampli-

tude do EOsG em compz-lrac;ﬁo com os estados de alerta e SP.

Tais caracteristicas, observadas na analise visual, refletem-se na analise quanti-
tativa do EOsG-hp. As poténcias totais sdo maiores durante a VR € SOL do que durante
os estados de VA, SOM, LUZ e SP. A borda espectral de 50 %, embora nio varie entre a
maioria dos estados, sofre redugio acentuada durante o SOL. O nimero de ondas € maior
na VR e no SOL do que durante VA, SOM, LUZ e SP. O somatério das amplitudes ¢
maior na VR do que no SOL, que por sua vez ¢ maior do que nos estados de VA, SOM,

LUZ e SP.

O perfil espectrografico do EOsG-hp de pombos ostenta 3 grupos ou bandas de
freqiiéncia, que apresentam comportamentos quantitativos diferentes nos diversos esta-
dos comportamentais: uma atividade em torno de 2 Hz; uma banda de 6 a 10 Hz; e uma
banda de 20 a 30 Hz. As diferengas quantitativas entre os estados permitiram postular 3

padrdes espectrais. Um padréo caracteristico dos estados de VA, SOM, LUZ e SP, apre-
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senta alta atividade na banda em torno de 2 Hz, .baixa atividade na banda de 6 a 10 Hz, e
as mais altas poténcias relativas na banda de 20 a 30 Hz, em relagdo aos outros estados.
Um segundo padrio, caracteristico da VR, apresenta baixa atividade na banda de 2 Hz, a
mais alta atividade entre os estados na banda de 6 a 10 Hz, e baixa atividade na banda de
20 a 30 Hz. Um terceiro padrdo espectral, caracteristico do SOL, apresenta alta poténcia
relativa na banda de 2 Hz, baixa atividade na banda de 6 a 10 Hz, e as menores poténcias
relativas na banda de 20 a 30 Hz. Observou-se também através da analise de autocorrela-
¢do, atividade ritmica de 5 Hz atuando como um pano de fundo, tanto nos estados rela-

xados quanto nos estados alerta, porém com intensidades diferentes.

Esses resultados parecem sugerir que existe uma separagio muito ténue entre o
que neste trabalho ¢ classificado como alerta expontineo (VA) e vigilia relaxada (VR), e
uma diferenga mais marcante entre VR e alerta provocado por estimulagdo sensorial.
Parece que a VA compartilha caracteristicas com VR e com os alertas provocados, re-
presentando um estado de transi¢do entre os outros dois. Entretanto a grande incidéncia
de PGAs, na forma de surtos sucessivos, € o principal discriminador de VR em relagédo a

VA.

Comparativamente a extensa investigagdo sobre o tema, ja realizada em mamife-
r0s, existem poucos trabalhos relatando as caracteristicas do EOsG-hp em aves. Os pri-
meiros estudos eletroscilograficos descritos em diferentes espécies de aves indicaram a
presenga, no telencéfalo, de ondas lentas de 2 a 3 Hz e amplitude por volta de 100 pV
durante o sono (Klein, Michel e Jouvet, 1964). Essas ondas foram consideradas como
semelhantes aquelas presentes durante o sono de mamiferos (Tauber, 1974). Uma das

primeiras constatagdes dos diversos pesquisadores, em relagdo ao EOsG telencefélico de
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aves, ¢ que a amplitude das ondas do tragado depende da regido onde os eletrodos sdo
posicionados. Tem sido observado que os eletrodos localizados nas regides mais posteri-
ores do telencéfalo dorsomedial sdo mais eficazes do que os mais rostrais, em registrar

ondas de grande amplitudes (Van Twyver e Allison, 1972; Tobler e Borbély, 1988).

Além disso, os estudos existentes do eletroscilograma do telencéfalo de aves tém
como premissa a investiga¢io das caracteristicas eletroscilograficas diferentes estados
comportamentais do ciclo sono-vigilia, sem um envolvimento com a avaliagdo quantita-
tiva do eletroscilograma em si. A maioria desses trabalhos com aves foi desenvolvida em
galinhas (Ookawa e Gotoh, 1965; Sugihara e Gotoh, 1973, van Luijtelaar et al., 1987), ¢
pombos (Tradardi, 1966; Van Twyver e Allison, 1972; Walker e Berger 1972; Tobler e
Borbély, 1988; Phillips e Berger, 1991; Berger e Phillips, 1994). O padréo de distribuigio
do ciclo sono-vigilia também tem sido estudado em periquitos (Ayala-Guerrero, Péres e
Calderon, 1988), gansos (Dewasmes et al., 1985), corvos (Szymezak, 1987) e pombos
selvagens (Ayala-Guerrero e Vasconcelos-Duefias, 1988). Desses trabalhos, somente
Ookawa e Gotoh (1965), Van Twyver e Allison (1972) e Szymezak (1987), relatam regis-
tros localizados no hipocampo, sendo que somente Van Twyver e Allison (1972) utiliza-

ram pombos domésticos.

Em um experimento minucioso com registros eletroscilograficos monopolares no
hipocampo dorsal e ventral (entre outras areas do telencéfalo de galinhas), Sugihara e

Gotoh (1973) relataram que durante a VA o EOsG consistia de ondas de 2 a 3 Hz e am-

plitude de 20 a 30 uV e ondas de 30 a 40 Hz e amplitude de 10 a 15 pV. Durante o0 SOL
estavam presentes ondas de 2 a 8 Hz ¢ 40 a 50 uV de amplitude e ondas de 30 a40 Hz e

5 a 10 pV de amplitude. Durante o SP observaram atividade semelhante ao visto durante
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a VA. Além disso, compararam a distribuigdo da densidade espectral durante a VA, o
SOL e o SP. Nesse trabalho foi observado que todas as areas apresentaram maior densi-
dade de ondas rapidas durante a VA e SP do que durante o SOL. Observaram também
que no HA e HP dorsal o aumento na atividade de ondas rapidas estava associada a uma
diminuigdo da atividade das ondas lentas, ndo tendo sido identificadas diferengas entre as
duas areas. Szymezak (1987) ¢ Van Twyver e Allison (1972) obtiveram resultados seme-

thantes.

Como pode ser observado, existem algumas semelhangas e algumas divergéncias
entre os resultados relatados no presente trabalho e os constantes da literatura. Nenhum
dos experimentos relatados indicou variagdes na distribui¢do de poténcia espectrografica
hipocampal, que permitissem diferenciar a VR do SOL. Tobler e Borbély (1988) néo
encontraram diferengas na poténcia espectral entre vigilia relaxada e SOL, além de afir-
mar que as diferengas entre os diversos outros estados, apesar de existirem, foram muito
pequenas. O nitido aumento de poténcia na banda de 6 a 10 Hz, e a redugdo na poténcia
relativa nas freqiiéncias em torno de 2 Hz durante a VR, relatados nesse trabalho, ndo
sdo apontados nos outros experimentos. Em relag@o as mais altas frequé€ncias, os resulta-
dos aqui apresentados estdo de acordo coni o observado por outros autores. Deve ser
lembrado também, que neste trabalho foram utilizados eletrodos com 0,3 mm de didme-
tro, captando a atividade, através de registros bipolares, de grupos neuronais abrangidos
por um intervalo intereletrodos em torno de 0,5 mm. Esses eletrodos cobrem um campo
neuronal menor que o utilizado por outros autores em aves. Bullock € Basar (1988), apos
uma detalhada investigagdo comparando a atividade elétrica cerebral espontinea entre
vertebrados e inver‘tebl:ados, levanta uma questdo intrigante. Porque os registros tipicos

de atividade elétrica neuronal de invertebrados, mesmo utilizando-se grandes eletrodos,
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sdo caracterizados por grandes picos de atividade, enquanto que o registro do mesmo tipo
de atividade no cérebro de vertebrados, s6 € possivel com exploragdo cuidadosa utilizan-
do-se microeletrodos? Os autores levantam a possibilidade de que existe uma diferenga
geral na impedancia dos tecidos, de tal forma que os componentes de alta freqiiéncia dos
campos extracelulares, sdo atenuados pelas capacitincias em série e paralelo geradas
pela maior quantidade de tecido glial no cérebro dos vertebrados. Seguindo esse racio-
cinio, pode ser dito que o telencéfalo do pombo se encontra em um meio termo aos ex-

tremos propostos por Bullock e Basar (1988).

Algumas das caracteristicas do EOsG hipocampal aqui relatadas merecem um
exame mais detalhado. Uma delas € a concentragdo de atividade em 2 Hz. Tanto durante
os estados de VA, LUZ, SOM e SP, quanto durante o SOL, foi observada intensa ativida-
de na banda em torno de 2 Hz. Esse acentuado predominio dessa atividade pode estar
associado ao fato de que durante esses estados ocorre uma redugio geral na poténcia
" relativa das atividades das freqii€ncias entre 6 e 10 Hz, e pode estar também associado a

auséncia ou diminuic¢io na incidéncia de PGAs nestes periodos.

Outra caracteristica a ser ressaltada ¢ a atividade eletroscilografica observada du-
rante 0 SOM e a LUZ. Esta parece ser governada por mecanismos dessincronizadores,
exclusivos ou especiais. O padrdo parece ser um padrdo transitorio, vinculado exclusi-
vamente & intensa reagio de alerta. Bastam 5 a 10 segundos ap6s o estimulo € as ativida-
des lentas, incluindo as PGAs esporadicas comegam a reaparecer, restabelecendo o pa-
dréo tipico de VA, e, em seqiiéncia, o de VR. Convém lembrar também que durante a

locomogio as PGAs e as ondas lentas também desaparecem, o que indica que a auséncia
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de PGAs e ondas lentas sinaliza estados comportamentais de extremo alerta ou envolvi-

mento sensorio-motor do animal com o ambiente.

Um outro diferenciador importante entre VA e VR ¢ a atividade na banda de 20 a
30 Hz. Durante a VR a poténcia relativa nessa banda foi significativamente menor do
que na VA. Entretanto essa banda ndo serve para diferenciar VA dekLUZ ou SOM, uma
vez que ndo existem diferengas significativas entre tais estados em relagdo a essa banda
de atividade. Tais dados parecem sugerir que o estado de alerta intenso e espontineo é
uma situag@o muito fugaz, e que o0 pombo permanece a maioria do tempo em graus vari-
ados entre vigilia relaxada e de sono de ondas lentas, pelo menos na presente situagio

experimental.

A analise do espectrograma, isoladamente, ndo se mostrou eficaz em diferenciar
o sono paradoxal dos estados de alerta. Durante o SP, o perfil espectrografico ¢ muito
semelhante ao observado nos estados de alerta. Apresenta-se com grande atividade na
banda em torno de 2 Hz, a poténcia relativa € baixa na banda de 6 a 10 Hz e alta na ban-
da de 20 a 30 Hz. Entretanto, essas caracteristicas associadas a) a baixissima poténcia
total e amplitude, b) ao baixo niimero de ondas, c) a auséncia de PGAs, d) as alteragoes
eletromiograficas e e) as alteragdes comportamentais, permitem uma identificagdo e di-

ferenciagdo seguras do SP em relagdo aos outros estados.

A combinagio do aumento de amplitude do tragado oscilografico, do aumento de
poténcia total do EOsGs-hp, da nitida diminuig¢4o da borda espectral de 50 % durante o
SOL, com a predominincia de amplitude e elevada poténcia nas freqiiéncias em torno de
2 Hz, sugerem a possibilidade de que nos estados mais relaxados (VR e SOL) possa es-

tar ocorrendo alguma forma de sincronizagdo do tragado eletroscilografico hipocampal
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dos pombos. Esse aumento na amplitude lembra, a grosso modo, o fendmeno de sincro-
nizagio que € observado nos EOsGs corticais de mamiferos presentes durante os esta-
dos de sono de ondas lentas (e. g Singer, 1993; Coenen, 1995; Contreras e Steriade,

1995), e que sera discutido a diante.

Outra caracteristica do tragado eletroscilografico hipocampal de pombos durante
a VR, notavel a inspegdo visual, € a presenga marcante de PGAs, principalmente na for-
ma de surtos de 3 a 8 ondas, com amplitudes nitidamente superiores ao tragado de fundo,
associadas as ondas lentas ja citadas. Durante o SOL, a incidéncia e a amplitude das
PGAs ndo foram estatisticamente diferentes da VR, entretanto, visualmente, aparentou
uma tendéncia a diminui¢do na incidéncia como ondas isoladas. Além disso, ndo foram
observados os surtos de ondas identificados durante a VR. Durante os episddios de sono
paradoxal ndo foi constatada a presenga de PGAs. Nos estados de alerta houve uma re-
ducdo drastica na ocorréncia das PGAs isoladas, na ocorréncia  dos surtos

(principalmente), € na amplitude das PGAs.

As PGAs parecem ser uma atividade caracteristica da VR, principalmente devido
ao padrdo de ocorréncia em surtos. Durante o SOL pode ser observado que, além da ten-
déncia na redugio no niimero, as PGAs estdo distribuidas de forma mais regular ao longo
do EOsG, sem formar os surtos de ondas caracteristicos da VR. O padrio de incidéncia
das PGAs durante os estados de alerta provocado por estimulag@o sonora e luminosa, €
nos segundos que se seguem, é um exemplo valioso da importincia da relagdo presenga
de PGAs e estado comportamental. Durante esse periodo os animais apfesentaram com-

portamento caracteristico de alerta intenso, sem a presenga de PGAs. A medida em que
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assumiam postura tipica de postura relaxada, as PGAs reapareciam, inicialmente de for-

ma isolada e depois como surtos com amplitudes progréssivamente maiores.

PGAs e ondas lentas sdo atividades que podem representar a atividade sincrénica
de grandes populag¢des celulares. Tem sido demonstrado que os potenciais extracelulares
registrados a partir da superficie do cérebro representam a somagéo espacial de campos
de flutuagdes de potenciais espontineos € provocados de um grande numero de neurdni-
os (e.g. Bullock e Basar, 1988). Assume-se que a principal contribui¢io para a geragio
das ondas lentas do EOsG, registrado na superficie do cérebro. dos mamiferos, vem de
numerosos neurdnios localizados nas camadas corticais, € particularmente, dos grandes
neurdnios piramidais orientados perpendicularmente a superficie cortical, com arboriza-
¢do dendritica nas camadas superficiais paralelas a superficie do cortex (Coenen, 1995).
Seqiiéncias de processos excitatorios e inibitorios nessas células piramidais poderiam ser
responsaveis pela geragdo das ondas lentas de grande amplitude nas freqii€ncias de 0,5 a
4.0 Hz, conhecida como banda delta, caracteristica do sono de ondas lentas do cortex de

mamiferos (Steriade et al,,-1990).

E amplamente aceito que sincronizag@o envolve a ocorréncia de oscilagdes de
alta amplitude com freqiiéncias relativamente lentas, enquanto que a dessincronizagdo
envolve a substitui¢do do ritmo sincronizado por ondas relativamente rapidas e de baixa
amplitude (Steriade e al., 1990). Sincronizago ¢ um estado no qual dois ou mais oscila-
dores apresentam a mesma freqiiéncia devido a alguma forma de interagdo. A ritmicida-
de das oscilagdes pode surgir como resultado da atividade de células marcapasso, dota-
das com atividade oscilatdria intrinseca, conectadas a uma populagdo de células com

uma caracteristica ressonante em particular. Alternativamente, a ritmicidade pode emer-
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gir de interagoes celulares dentro de uma rede de células, mesmo na auséncia de algum

elemento com auto-ritmicidade (Singer, 1993; Steriade, 1995).

A atividade lenta de grande amplitude nos tragados eletroscilograficos hipocam-
pais durante VR ¢ SOL em pombos mostrados no presente trabalho, permite levantar
algumas questdes. Os equivalentes corticais do telencéfalo de aves ndo apresentam a
organiza¢do multilaminada e colunar envolvendo as células piramidais vistas em mami-
feros, e que sdo necessarias para a atividade sincronizada tal como ela aparece nessa
classe (e. g. Coenen, 1995). Ao contrario, o telencéfalo de aves é caracterizado por largos
campos de células, alguns grupos de niticleos e por um fino revestimento laminado
(Benowitz, 1980), isento de células piramidais caracteristicas do neocortex de mamiferos
(Ariéns Kappers, 1936). Dessa forma, uma possivel explicagfio para as grandes amplitu-
des vistas durante os estados mais relaxados, ¢ que poderia haver, durante esses estados,
alguma forma de cooperagdo celular que resultasse em uma atividade elétrica ortentada
das células subjacentes aos eletrodos de registro, permitindo o surgimento de pequenos
surtos de sincronizagdo. Esses surtos seriam os responsaveis pelas repetidas elevagdes
(sincronizagio) e redugbes de amplitude nas ondas em torno de 2 Hz, entremeadas com
atividade irregular de maior freqii€ncia e menor amplitude (dessincronizagdo), € respon-

saveis pela presenga de PGAs, ambas caracteristicas da VR e SOL das aves.

Atividade tipo ondas em ponta de grande amplitude, semelhantes as PGAs descri-
tas neste trabalho, também sdo relatadas no cortex dorsomedial em outras classes de
animais. Ondas de grande amplitude, parecidas a artefatos de movimentos, geralmente
bifasicas, com amplitude variando entre 100 e 300 pV e duragio de 0,25 - 0,75 s (muito

semelhantes as PGAs), sdo encontradas no EOsG do cortex medial de tartarugas
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(Pseudemys scripta elegans; Gaztelu, Garcia-Austt € Bullock, 1991). Os autores observa-
ram que essa atividade, presente durante os estados mais relaxados, desaparece com o
alerta provocado por estimulagdo sensorial. Atividade semelhante também ¢ relatada no
EOsG do telencéfalo do iguana do deserto (Dipsosaurus dorsalis), mais intensamente
presente durante o despertar € sono paradoxal, e reduzido durante os estados nio ativos
(Huntley, 1986). Outros registros eletroscilograficos feitos em tartaruga (Kinosternon
sp.), durante os diferentes estados comportamentais do ciclo vigila-sono, mostram a pre-
senga de atividade intermitente em pico, de grande amplitude (Ayala-Guerrero, 1987),

com maior incidéncia durante o sono comportamental.

Uma caracteristica do EOsG hipocampal de ratos (Gottesmann, 1992), e de outros
mamiferos (gatos: Demiralp ef al., 1994, Poe et al, 1996, coelhos: Harper, 1971; gerbilo:
Ambrosini et al., 1994), é a ocorréncia de um ritmo na faixa de 4 a 10 Hz, chamado de
ritmo teta, proeminente durante os estados de VA e de SP (Gaztelu et al, 1994). Existem
evidéncias de que a atividade teta hipocampal esta relacionada com a atividade motora
concorrente, derivadas a partir de experimentos em que a atividade coletiva hipocampal
de ratos foi registrada simultaneamente aos registros dos comportamentos expontaneos
(Vanderwolf, 1969). Nesses experimentos observou-se a existéncia de dois grupos de
comportamentos associados a dois padrdes de atividade eletroscilografica hipocampal. O
comportamento tipo 1 consiste principalmente de movimentos exploratoérios tipo movi-
mentos da cabega, mudangas posturais, movimentos manipulatdrios e todos os tipos de
comportamentos locomotores. Esses comportamentos sdo acompanhados de atividade
eletroscilografica composta por ondas teta ritmicas lentas (RSA) no hipocampo. De par-
ticular interesse para o presente trabalho, um outro grupo de comportamentos, denomi-

nado tipo 2 e também referido como comportamento automatico, consiste principalmen-
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te de imobilidade alerta, tremor € comportamentos de autolimpeza (Vanderwolf, 1969,
1983 e 1992; Robertson, Baker ¢ Vanderwolf, 1991; Stewart, Macfabe ¢ Vanderwolf,
1984 e Inglis e Fibiger, 1995), e estd associado a um padrio de atividade teta lenta irre-

gular (LIA; Vanderwolf, 1992), também denominado padrio de repouso.

Essa atividade parece ser muito semelhante a atividade lenta irregular, associada
as PGAs, observada no EOsGs-hp dos pombos durante os estados de VR
(principalmente) e SOL. De acordo com Vanderwolf (1992), durante estados de repouso,
o hipocampo e o giro denteado de mamiferos, exibem um padrio de atividade lenta irre-
gular (LIA) com pico espectral entre 2 € 4 Hz, com poténcias gradualmente menores nas
freqiiéncias mais altas. Essa atividade é acompanhada de picos isolados ou conjuntos
densos de 2 a 7 picos com amplitudes progressivamente menores, € uma incidéncia ge-

ralmente bem inferior a 10 picos por segundo (Vanderwolf, 1992).

O hipocampo de mamiferos apresenta 'ondas em ponta ou em pico, que podem ser
pelo menos andlogas a essas ondas observadas em répteis (Gaztelu, Garcia-Austt e
Bullock, 1991). As LIA sdo observadas durante estados ndo acompanhados por ritmo
teta, tais como sono de ondas lentas e imobilidade alerta, e sdo substituidas por RSA
durante o andar e sono paradoxal. Durante esses estados sdo encontradas ondas de grande
amplitude com duragéo de cerca de 0,1 s, que ocorrem isoladamente ou em surtos de 2 a
7 ondas com amplitude progressivamente decrescente. As caracteristicas dessas ondas, o
padrdo de ocorréncia em surtos com amplitudes progressivamente menores, € a incidén-
cia durante estados de repouso, parece ser comparavel ao perfil das ondas PGAs visto em

pombos neste trabalho.
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O telencéfalo dorsomedial de aves, (hipocampo + drea parahipocampal), tem sido
caracterizado como equivalente ao hipocampo de mamiferos, ambos sendo possivelmen-
te derivados do cortex dorsomedial do mesmo réptil ancestral (Casini, Bingman e Ba-
gnoli, 1986). Essas afirmagdes t€m base em achados anatémicos experimentais
(Krayniak e Siegel, 1978; Casini, Bingman e Bagnoli, 1986; Bingman et al. 1994),
imuno-histoquimicos (Krebs, Erichsen e Bingman, 1987) e comportamentais (Bingman
et al., 1988a e b; Sherry ef al., 1989; Krebs, 1990). Evidéncias édicionais como organi-
zagdo topologica com relagdo ao ventriculo lateral, a organizagdo trilaminar e diversida-
de de tipos celulares, a origem de aferéncias e eferéncias (Benowitz e Karten, 1976; Ma-
rino-Neto, 1988; Krebs, Erichsen e Bingman, 1991), vém reforcar a idéia de similarida-
de. Tomados juntos, os trabalhos feitos até o0 momento, oferecem evidéncias, hodologi-
cas € neur-oquimicas, apoiando a hipdtese de que o telencéfalo dorsomedial de aves ¢
homologo ao cortex dorsomedial de répteis e ao hipocampo de mamiferos
(Schwerdtfeger € Germroth, 1990; Casini, Bingman e Bagnoli, 1986). Nesse sentido, os
dados enfatizam a natureza conservativa das conexdes dessas estruturas durante o curso
da evolugdo, apesar de topologicamente variavel. Dessa forma, a aparente similaridade
das aves e répteis com mamiferos, indica que a organizagdo basica das conexdes hipo-
campais ja exista talvez ha 300 milhdes de anos (Casini, Bingman e Bagnoli, 1986). Al-

gumas dessas conexdes podem vir a ser importantes para uma discussdo da origem das

atividades lentas e das PGAs.

Adicionalmente, refor¢ando a possibilidade da existéncia da mesma atividade
lenta irregular no hipocampo de pombos, supde-se que durante a ocorréncia da atividade
lenta irregular (LIA) em mamiferos, ambas vias modulatérias (RPO e PPT) (Vertes et al.,

1993) de projegdes ascendentes estejam inativas (Vanderwolf, 1992).
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Estudos utilizando técnicas de rastreamento axonal pelo transporte anterdgrado e
retrogrado da WGA-HRP em pombos, demonstraram que o hipocampo recebe conexdes
do prosencéfalo basal (incluindo éarea septal, distritos pré opticos), da formagao reticular
pontina e mesencefdlica, € do nucleo tegmental pedunculo pontino (e. g Casini,
Bingman e Bagnoli, 1986, Marino-Neto, 1988). Dessa forma, embora nio existindo evi-
déncias diretas de mecanismos sincronizadores, ou geradores das ondas lentas presentes
em aves, parece possivel que no pombo exista pelo menos o substrato anatomico basico,

analogo ao dos mamiferos, para a regulagio de tais fendmenos.

A atividade telencefalica dessincronizada em mamiferos € instalada e mantida
por grandes sistemas de fibras ascendentes ao cortex. Estes sistemas incluem 1) aferentes
originados em neurdnios colinérgicos provenientes do prosencéfalo basal para o cortex, e
2) em neurdnios colinérgicos pontomesencefalicos para o talamo. Tal sistema ascendente
inclui ainda projegGes de grupos noradrenérgicos, com origem principalmente no locus
ceruleus, e serotonérgicos, originados nos nucleos mais rostrais da rafe (e. g. Steriade, et

al., 1990).

A semelhanga do observado em mamiferos, muitos desses atributos anatdmicos e

funcionais poderiam estar presentes em aves.

Evidéncias funcionais nesse sentido foram relatadas pelo grupo de G. Moruzzi
(Brunelli, Magni, Moruzzi ¢ Musumeci, 1972). Em uma série de experimentos em pom-
bos intactos e talimicos agudos e cronicos esses autores observaram alteragdes profundas
e seletivas dos padrdes comportamentais tipicos do sono apds estimulagdo elétrica da
formagcdo reticular pontina e mesencefalica. As proje¢des ascendentes do tronco cerebral

e prosencéfalo basal para o telencéfalo em aves, foram posteriormente investigadas por
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inimeros pesquisadores (e.g. Benovitz e Karten, 1975; Casini, Bingman e Bagnoli, 1986;

Marino-Neto, 1988; Krebs, Erichsen e Bingman, 1991).

Dessa forma, a analise dos resultados até aqui expostos, a luz das caracteristicas
morfologicas e funcionais do hipocampo do pombo, e das comparagdes com aspectos
relevantes do EOsG de répteis € mamiferos, permite levantar duas possibilidades. A len-
tificagdo do EOsGs-hp durante os estados de VR e SOL poderia ser resultado de um pro-
cesso transitorio de sincronizagio, dada a presenga de elementos analogos as estruturas
necessarias para a geragdo de sincronizag@io encontradas em mamiferos (e. g. Casini,
Bingman e Bagnoli, 1986; Marino-Neto, 1988)e discutidas acima. A segunda possibili-
dade diz respeito a atividade PGA, observada predominantemente nos estados compor-
tamentais mais relaxados. E possivel que as PGAs representem um equivalente eletrosci-
lografico das atividades em ponta observada durante os eventos de LIA em mamiferos
(Vanderwolf, 1992). Nestes ltimos, tais atividades ocorreriam durante periodos de su-
pressdo da atividade modulatoria colinérgica (provenientes do RPO e PPT), resultando
na geragdo da atividade teta no hipocampo. A presenga de atividade em ponta de grande
amplitude vista em répteis (e. g Gaztelu, Garcia-Austt e BullocK, 1991), e aves
(descritas neste trabalho), a presenga do substrato anatdmico em aves para a geragdo
dessa atividade, permitem conjeturar se, nas aves, o conjunto de estruturas formado por
hipocampo, area septal, niicleo da banda diagonal, RPO e PPT, teria um comportamento

semelhante ao que € proposto para a geragdo da atividade LIA em mamiferos.
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2. O EOsG do hiperestriado acessorio

Os resultados da inspegéo visual do EOsG-ha, assim como no hipocampo, mos-
tram que a diferenga eletroscilografica mais evidente entre os diversos estados compor-
tamentais ocorre na amplitude do tragado. Em qualquer estado que se considere, o traga-
do eletroscilografico ¢ irregular e mesclado de atividades de ondas lentas e rapidas. Os
estados de alerta mais intenso apresentam as menores amplitudes, enquanto que a VR € o
SOL apresentam as maiores amplitudes. Entretanto, existem algumas diferengas signifi-
cantes entre as duas areas estudadas. A amplitude do EOsGs-ha é sempre menor que no
HP para qualquer estado que se considere. A analise visual do EOsGs-ha n3o identificou

a presenga de atividade PGA em nenhum dos estados comportamentais analisados.

Durante a VA, SOM e LUZ, o EOsGs-ha é formado por ondas esparsas de 2 a 4
Hz, com as maiores amplitudes. Essas estfio associadas a atividades entre 5 ¢ 10 Hz e
amplitude em torno de 10 nV, ondas entre 10 e 15 Hz com amplitudes abaixo de 10 pV,
e ondas com freqiiéncias acima de 15 Hz, de muito baixa amplitude. Durante o aierta
provocado por SOM e LUZ, a amplitude do tragado eletroscilografico parece reduzir

drasticamente, sugerindo uma sensibilidade grande do HA & estimulagdo sensorial.

Durante os estados de VR e SOL, ocorre aumento acentuado de todas as fre-
qiiéncias do espectro no EOsGs-ha. Entretanto as ondas de menor freqii€ncia (2 a 4 Hz)
persistem mescladas com freqiiéncias mais altas, mais evidentes durante esses estados.
Dessa forma, ndo foi possivel idé:ntiﬁcar ao exame visual um tipo de atividade ou fre-
quéncia que pudesse ser rotulada como caracteristica ou tipica de um determinado esta-

do. A discriminagdo de estados através da inspegdo visual do EOsGs-ha, s6 € possivel
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mediante a visualizagdo simultinea a outros descritores, tais como eventos comporta-

mentais e eletromiograma.

No HA também s@o encontradas diferengas entre estados nos parametros espec-
trais (poténcia total e borda espectral), e aperiddicos (somatorio das amplitudes e numero
de ondas). Durante a VR e o SOL ha um aumento das poténcias totais em relagdo aos
estados de VA, SOM e LUZ. A borda espectral de 50 % ¢ menor nos estados de VR e
SOL do que nos estados de alerta mais intenso. O nimero de ondas sofreu uma redugio
acentuada durante o SOL em relagio aos outros estados. O somatério das amplitudes é
maior durante VR e SOL (sem diferengas entre esses estados), € bem menor durante os
estados de VA, SOM e LUZ. A analise espectral do EOsGs-ha evidencia uma baixa po-
téncia na banda de até¢ 1 Hz, seguida de elevagio acentuada da poténcia relativa na ban-
da de 2 Hz, para entio ir paulatinamente reduzindo a poténcia nas bandas mais altas. A
analise espectral mostra ainda que, no HA, ndo ha diferengas nas poténcias relativas em
nenhuma freqiiéncia até 19 Hz, em qualquer estado comportamental que se considere. As
poténcias relativas aumentam durante os estados mais relaxados e diminuem durante os
estados mais alertas em igual propor¢do. Apenas a banda de freqiéncia de 20 a 30 Hz
aumenta de poténcia relativa nos estados de VA, LUZ e SOM, em relagdo aos estado de
VR e SOL, e pode ser utilizada para discriminar quantitativamente os estados de repouso

dos demais estados.

As consideragdes levantadas na inspegdo visual e quantitativa do EOsGs-ha en-
contram respaldo na analise de autocorrelagdo dos tragados, que indica a presenca de
atividade ritmica apenas durante a VR. Tal atividade aparece apenas na freqiéncia em

torno de 3 Hz, e ainda assim com um discreto coeficiente de autocorrelagio. Nenhuma
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atividade ritmica foi identificada nos estados de alerta mais intensos. O baixo coeficiente
de autocorrelagio observado na freqiiéncia de cerca de 3 Hz durante a VR, revela que a
atividade oscilografica do HA estd muito perto de ser considerada um ruido branco, re-
sultado de processos randdmicos neuronais sem qualquer ritmicidade (Anderson, 1976),

principalmente durante os estados de alerta.

Esses resultados indicam que o comportamento do espectrograma do HA varia
muito pouco de um estado comportamental para outro. Parece ndo existir uma banda de
freqiiéncia ou ritmo que esteja predominando durante um determinado estado compor-
tamental, e dessa forma servir como referencial para discriminar um estado de outro. E
possivel somente uma grosseira discriminagiio entre os espectrogramas dos estado alerta
e relaxado, através da distribui¢do das poténcias relativas nas freqii€ncias acima de 20
Hz. Por ser uma area reconhecidamente envolvida em processamento visual, poderia se
esperar uma maior reatividade do HA a presenga de estimulo visual, que, entretanto, nao
se configurou em diferenga estatisticamente significante. A analise visual das projec;(”)es
planas das poténcias relativas das freqii€éncias de 20 a 30 Hz, mostram uma aparente ten-
déncia de maior atividade durante a LUZ do que nos outros estados estudados. Ja durante
o SOL, as poténcias em todas as freqiéncias na banda de 20 a 30 Hz, mostraram tendén-
cia a serem menores do que durante a VR, mas novamente sem _diferengas estatisticas

significantes.

Dessa forma a analise visual, somada & analise quantitativa e aos recursos de re-
presentagdo grafica do espectrograma, mostram dois perfis diferentes do espectrograma
do HA: um caracteristico dos estados de VR e SOL, com alta amplitude e baixa atividade
nas freqiiéncias acima de 20 Hz, e outro caracteristico dos estado de VA, SOM ¢ LUZ,

com baixa amplitude e com maior poténcia relativa entre 20 e 30 Hz. Os resultados suge-
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rem também que parece existir uma responsividade discretamente maior do HA a des-

sincronizagdo obtida apds estimulos luminosos do que apos estimulos sonoros.

Estudos realizados por Ookawa e Gotoh (1965) em galinhas domésticas, revela-
ram nas regides correspondentes ao HA, durante vigilia relaxada, atividades em ondas de
3a4 Hzede6a 12 Hz com grande amplitude, e em ondas de 17 a 24 Hz e de 30 a 60 Hz
de baixa amplitude. Durante o sono de ondas lentas, as freqiiéncias variaram entre 3 ¢ 12
Hz, de acordo com o estagio, e amplitudes de até 300 pV. Durante a VA, havia predo-
minio de ondas acima de 17 Hz, e amplitudes em torno de 50 uV. Registros tripolares do
HA de galinhas mostraram durante a vigilia a presen¢a de ondas rapidas e amplitude
menor que 80pV, durante o SOL surgiam ondas de 5 Hz ou menos e amplitude superior a
80 uV (van Luijtelaar ef al., 1987). Registros bipolares interhemisféricos do HA de gan-
sos (Dewasmes et al., 1985), mostram ondas superiores a 13 Hz e amplitudes menores
que 50 pV durante a VA. Durante a VR (drowsiness) os registros se tornam polimorficos
com ondas de 6 a 13 Hz e 100 a 150 nV, e ondas menores que 6 Hz e amplitude de 150 a

300 uV. Durante o SOL as ondas acima de 6 Hz desaparecem.

Como pode ser notado, apesar de algumas variagdes entre espécies e entre auto-
res, de uma maneira geral ndo existe grande diferenga entre os dados constantes da litera-
tura pertinente e os resultados extraidos da analise visual neste trabalho com pombos.
Entretanto, as descri¢des e analises do EOsG de aves em sua maioria sdo fundamentadas
essencialmente no exame visual do tragado. Os métodos complementares de analise
quantitativa do EOsG (analise espectral e a analise aperiddica), utilizados neste trabalho,

foram escassamente utilizados para o estudo do EOsG de aves (e.g., Tobler e Borbély,
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1988). Mais ainda, nenhum dos trabalhos acima citados, submeteu registros de HA a

analise quantitativa nos termos aqui propostos.

Em resumo, existe certo eonsenso entre os autores ao descreverem as caracteristi-
cas do EOsG-ha em aves, que néo difere, no seu aspecto geral, do relatado no presente
trabalho. Durante vigilia alerta, ocorre uma diminuigdo geral da amplitude do tragado
eletroscilografico, e salientam-se as atividades de alta freqiiéncia. Nos periodos de tran-
sicdo da vigilia relaxada para os estagios iniciais do sono, as ondas de pequena amplitude
sdo gradativamente substituidas por ondas de grande amplitude, que lembram aquelas
encontradas durante o sono de ondas lentas (sono sincronizado) dos mamiferos (e. g.

Tobler e Borbély, 1988; van Luijtelaar et al., 1987).

O aumento de amplitude, principalmente das ondas entre 2 € 4 Hz, o aumento da
poténcia total observados durante a VR e o SOL, mais a redugdo na borda espectral,
também permitem sugerir a existéncia no tragado eletroscilografico do HA de um pro-
cesso que lembra surtos de sincronizagdo, reminescentes (em termos de variagdes de
amplitude) da sincronizagao relatada em mamiferos durante o sono de ondas lentas (e. g.

Contreras ¢ Steriade, 1995).

Além disso, o Wulst, do qual o HA ¢ parte, tem uma organizagdo que, em algu-
mas caracteristicas, se assemelha ao observado no cortex visual de mamiferos, e dessa
forma reforcam a possibilidade. A porg¢do visual do Wulst contém pelo menos quatro
constituintes principais, a partir da superficie dorsal para dentro do telencéfalo: o hi-
perestriado acessorio, o nucleo intercalado do hiperestriado acessdrio; o hiperestriado
intercalado superior; € o hiperestriado dorsal (Karten et al., 1973; Reiner e Karten, 1983;

Bagnoli e Burkhalter, 1983; Shimizu e Karten, 1990; Veenman, Wild e Reiner, 1995,
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Shimizu, Cox e Karten, 1995). A porg¢do visual do Wulst tem sido considerada compara-
vel ao cortex estriado dos mamiferos com base no niimero de caracteristicas comparti-
lhadas pelas duas estruturas (e. g. Karten er a/, 1973). Ambas estruturas sdo caracteriza-
das por uma configuragéo citoarquitetonica laminar, e por uma organizagio retinotopica
dos campos receptivos. De forma comparavel ao observado no cortex estriado de mami-
feros, o0 Wulst de aves recebe impulsos visuais diretamente do talamo dorsal, € tem or-
ganizagdo laminar (embora composta apenas por 3 camadas) das camadas de células.
Além disso, ocorre intensa interconexdo entre as células das diferentes camadas, suge-
rem uma organizagio colunar dos campos receptivos visuais através das camadas super-
ficiais para as mais profundas do Wulst (Shimizu, Cox e Karten, 1995; Veenman, Wild e
Reiner, 1995). Deve ser lembrado que a organizagdo celular, perpendicular a superficie
(colunar), ¢ uma das condigfes para a ocorréncia de atividade organizada de forma sin-
cronizada (e. g Coenen, 1995). Todas essas evidéncias em favor da hipétese de homo-
logia entre Wulst visual de aves e cortex visual de mamiferos (Butler, 1993), mais as
evidéncias de conexdes ascendentes entre as células das 1dminas mais internas com as
mais superficiais (Shimizu, 1990), abrem espago para se postular a possibilidade de ge-

ragdo, nas estruturas do Wulst, de atividade com algum grau de sincronizagéo.

Entretanto, apesar das inimeras evidéncias de que o Wulst exerce algumas fun-
¢Oes semelhantes as atribuidas a porgdes do cortex visual de mamiferos, e dos inimeros
relatos de similaridades hodoldgicas, citoarquitetonicas e imunohistoquimicas entre aves
e mamiferos, em relagdo a este territdrio, a presente analise eletroscilografica indica que,
aparentemente, o “modus operandi” do comportamento elétrico coletivo das células do

"HA, e possivelmente das estruturas subjacentes deve ser bastante diferente do observado

no cortex estriado de mamiferos. Neste ultimo, por exemplo, ¢ marcante a presenga de
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atividades ritmicas sincronizadas de baixa freqiiéncia (8 a 13 Hz) conhecidas como pa-

drdo alfa (e. g. Cooper, Osselton e Shaw, 1974) durante estados de vigilia relaxada.

3. Comparacio entre os EOsG do HP e do HA

Na comparagdo visual entre as duas areas estudadas, facilmente percebe-se que a
amplitude do EOsG € sensivelmente maior no HP do que no HA em qualquer um dos
estados analisados. Por si s6, esse aspecto visual ja € um critério seguro que pode ser
usado como diferenciador entre estas duas areas. Outra diferenga visual entre as duas
areas ¢ que no HA ndo foi1 possivel identificar a presenga das PGAs em nenhum dos esta-

dos comportamentais analisados.

As varidveis espectrais e aperiddicas absolutas refletem as caracteristicas e dife-
rengas observadas durante a analise visual. Todas sdo sensivelmente maiores no HP do
que no HA em praticamente todos os estados, exceto a borda espectral de 50 % que ndo
ha diferenga entre as duas areas durante o SOL. Entretanto, no HA a borda espectral
sofre uma sensivel redugdo durante a VR, fendmeno ndo observado no HP. As poténcias
totais e as amplitudes sdo maiores no HP do que no HA em todos os estados. Finalmente
o nimero de ondas é sensivelmente menor durante 0 SOL no HA, enquanto que no HP
essa redugdo é bem menos acentuada. Além das diferencas quantitativas nos parémetros.
absolutos, também foi observado diferengas entre as areas na intensidade dessas varia-
¢Oes entre estados, evidenciadas pelo alto indice de significincia de interagdo obtido pela

MANOVA.
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Os dados do presente trabalho também mostraram uma grande diferenga entre as
duas areas no comportamento do perfil espectrografico entre os diversos estados. En-
quanto que pode-se extrair 3 grupos de freqii€ncias do EOsG-hp, com participag¢des dife-
renciadas entre os diferentes estados comportamentais, no EOsG-ha somente uma banda
de freqiiéncia se mostrou sensivel as mudangas de estado. A unica caracteristica que ¢
comum as duas areas ¢ a variagdo na banda de 20 a 30 Hz. Em ambas areas ocorre um
aumento na atividade nessa banda durante os estados de VA, LUZ e SOM. Dessa forma a
analise espectrografica do HA permite somente diferenciar estados ativados (VA, LUZ e
SOM), de ndo ativados (VR e SOL). Os estados ativados sdo caracterizados por maior
atividade na banda de 20 a 30 Hz do que nos outros estados. Por outro lado, a anilise
espectrografica do HP revela um padrio tipico de VR, com grande poténcia na banda de
6 a 10 Hz, um padréo tipico de SOL, com grande poténcia relativa na banda de 2 Hz, e
um padrio tipico de VA, LUZ, SOM e SP, com alta poténcia nas banda de 2 Hz e de 20 a

30 Hz.

A andlise de correlagédo cruzada entre sinais simultineos de HP e HA, indica que
durante a VR existe uma atividade de cerca de 3 Hz comum as duas areas
(provavelmente gerada em um terceiro distrito ndo identificado) e que desaparece duran-
te os estados mais ativados. Durante a analise de autocorrelagdo do EOsG do hipocampo,
ndo se observou atividade ritmica nessa freqiiéncia de 3 Hz em nenhum dos estados
analisados. Entretanto € interessante notar que a analise de autocorrelagio dos eletrosci-
logramas do HA, mostrou alguma atividade nessa freqiiéncia durante a VR. A ocorréncia
quase que simultdnea dessa atividade nas duas areas, sugere que deve existir algum dis-
trito que durante a VR mantém uma atividade ritmica, sincronizando essa atividade nas

duas areas estudadas. Existem varios distritos que poderiam candidatar-se a geradores
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dessa atividade, em fungio das conexdes compartilhadas (por exemplo area septal e hi-
perestriado ventral), que mantém conexdes importantes tanto com o hipocampo quanto .
com o hiperestriado acessorio (e.g. Casini, Bingman e Bagnoli, 1986; Karten ef a/,,

1973; Shimizu e Karten, 1990; Bagnoli e Burkhalter 1983).

Concluindo, a analise dos resultados relatados neste trabalho sugere que as dife-
rengas entre estados € entre areas poderiam ser conseqiiéncia das diferengas morfologi-
cas e funcionais entre hipocampo e hiperestriado acessorio. A aparente desordem do tra-
¢ado sugere, a primeira vista, que o EOsG das aves ¢ uma atividade inespecifica comum
a todo o telencéfalo. A maior ou menor amplitude do tragado registrado em diferentes
areas, observada pelos inumeros pesquisadores da area, tem sido encarada como um
atributo quantitativo servindo de referencial na investigagdo principalmente do ciclo
sono-vigilia. Entretanto, o eletroscilograma do hipocampo de pombos mostra a presenga
de atividades reminescentes, em parte, de atividades observadas no hipocampo de mami-
feros em algumas situagées comportamentais especificas, o que ndo foi observado no

HA.

Essas semelhangas podem ser uma conseqiiéncia na atividade elétrica coletiva do
HP, da natureza conservativa da evolugiio hipocampal, isto ¢, da relativamente intensa
semelhanga entre cortex dorsomedial de répteis € o hipocampo de aves e mamiferos.
Dessa forma, o eletroscilograma poderia ser mais um indicador em févor de que a orga-
nizagdo basica dessas estruturas mais antigas talvez ja exista ha 300 milhdes de anos

(Casini, Bingman e Bagnoli, 1986)

O fato de ndo ter sido possivel identificar qualquer semelhanga nos registros

oscilograficos do HA com os eletroscilogramas obtidos do cortex visual de mamiferos,
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talvez também possa ser reflexo da filogenia diferenciada destes distritos. Inimeros auto-
res t€m postulado que o Wulst de aves representa uma estrutura homologa ao neocortex
de mamiferos, mais especificamente ao cortex estriado (e. g. Reiner e Karten, 1983; Be-
novitz, 1980; Rehkamper e Zilles, 1990). Entretanto o desenvolvimento dessas estruturas
levou a formas distintas de organizagdo celular. Ao contrario da organizagdo hexalami-
nar do manto cortical de mamiferos, o telencéfalo de aves € caracterizado por grupos
esparsos de células (Benovitz, 1980). Acredita-se que a evolugdo do neocdrtex se deu em
duas etapas: primeiro a origem da populagdo neuronal com suas principais conexdes ¢
seus neurotransmissores; € um evento evolutivo independente levando a uma organiza-
¢do laminar desses neurdnios. Isto €, a disposi¢do laminar -das populagdes neuronais,
seria uma caracteristica que teria aparecido como um evento separado € mais tardiamen-
te na evolugio do telencéfalo (Karten, 1991). Essa divergéncia na organiza¢io entre o
HA de aves e o cortex estriado de mamiferos, poderia fazer parte da explica¢do para as
diferengas observadas no EOsG. A organizagdo e densidade dos agregados neuronais,
também poderiam ser a explicagdo para a atividade eletroscilografica irregular pouco

diferenciada entre os estados comportamentais observados no HA.

Assim, o EOsG hipocampal das aves, complexo e diferenciado como o dos mami-
feros, reflete o acumulo de atributos provavelmente plesiom()rﬁcos destas estruturas
nestas classes. J4 0 EOsG do HA, relativamente mais simples e dissimilar ao da estrutura
analoga em mamiferos, ilustra a concentrag@o de caracteres apomorficos, e especializa-

dos destas estruturas nos vertebrados amniotas.

Em resumo, a analise quantitativa mostrou que no hipocampo podem ser identifi-

cados 3 perfis oscilograficos que permitem caracterizar 3 grupos de estado comporta-
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mental: um perfil caracteristico da VR; um perfil caracteristico dos estados alerta e do
sono paradoxal, e um perfil caracteristico do SOL. Por outro lado no HA, a analise
quantitativa conseguiu extrair somente dois perfis eletroscilograficos, ambos diferentes
do observado no HP. Dessa forma pode se afirmar que em cada uma das areas investiga-
das neste trabalho, podem ser identificados padrdes eletroscilograficos diferentes para
diferentes estados comportametais, € que existe evidéncias consistentes de que esses

padrdes sdo diferentes entre as duas areas.
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