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RESUMO

Objetivo do presente trabalho foi comparar parametros como o tempo total, nUmero de
episédio e duracdo média de episodios em cada fase do ciclo sono-vigilia, e sequéncias de
fases em registros eletroencefalograficos lidos em épocas de 10 e 30 segundos em animais
controles e privados de sono paradoxal submetidos a uma tarefa de aprendizagem e
memaria aversiva. Esta comparacdo almejou discutir a necessidade de épocas menores na
leitura de EEGs , e da busca de maiores detalhes e e sequéncias mais curtas, presentes em
muitos estudos atualmente.

Palavras-chave: Sono; Memodria; Eletroencefalografia; Privacdo de sono; Aprendizagem.
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ABSTRACT

The objective of the present study was to compare parameters such as total time,
number of episodes and mean duration of episodes of each wake-sleep cycle stage, and
sequences of stages in electroencephalographic records scored in 10 and 30 seconds
epochs in controls and sleep deprived animals, submitted to avoiding tasks of learning and
memory. This comparing tried to discuss the need of lesser epochs in the EEG scoring, and
of the search for more details and shorter sequences, present in many studies nowadays.
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CAPITULO 1

1.1 Introducéao

Muitos estudos tém mostrado que existe relacdo entre sono e memoria.
Véarias evidéncias sugerem que o0 sono tem um papel facilitatorio sobre a
consolidagédo de tracos mnemonicos recentemente adquiridos e a aquisicdo de
novas informagdes, por sua vez, também modificam o padrdo de sono subsequiente
(Walker e Stickgold, 2004; Maquet e cols., 2003; Smith e cols., 2004).

Desde a descoberta do sono REM (do inglés Rapid Eye Movement) ou sono
paradoxal (SP), por Arserinsky e Kleitman em 1953, os estudos relacionando sono e
memoria deram mais énfase a essa fase de sono, incluindo os trabalhos realizados
em nosso laboratério (Hennevin e Leconte, 1971; Fishbein e Gutwein, 1997; Crick,
1983; Smith e cols., 1995, 1998; Moreira e cols, 2003; Bueno e cols., 1994; Dubiela
e cols., 2005). Mais recentemente observou-se que algumas manipula¢cées também
induzem alteracdes nas fases de sono ndo-REM (NREM) e, dessa forma, esta fase
do sono também comecou a receber mais atencdo no que diz respeito ao papel do
sono em processos de aprendizagem e memaria (Stickgold e cols., 2000; Gais e
cols., 2002; Walker e cols., 2002; Robertson, 2004).

Ambos REM e NREM sédo caracterizados por eventos eletrofisiologicos
unicos. O sono NREM ou sono sincronizado caracteriza-se por atividade elétrica
cerebral sincrona com elementos proprios como: fusos, complexos K e ondas de
grande amplitude, e é divido, em humanos, em 3 fases ou estagios, segundo o
aumento de sua profundidade (Silber et al, 2007): estagio 1, estagio 2 e estagio 3 ;
estes Ultimos também denominados de sono delta ou sono de ondas lentas (SOL),
com predominio de um padrdo de frequéncia baixa e alta amplitude, conhecido
como ritmo delta (0,4 a 4 Hz). Esta fase ocupa a maior por¢do do periodo do sono,
aproximadamente 75% a 80% e o periodo do sono de REM, aproximadamente 20%

sobre o sono total (Madsen e Vorstrup, 1991).
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O sono REM néao é dividido em fases, no entanto apresenta algumas
caracteristicas que sdo divididas em eventos fasicos e tbnicos. Os eventos fasicos
sao intermitentes, representados pelos movimentos oculares, abalos musculares e
ondas ponto-geniculo-occipitais (PGO); os eventos tbnicos sdo persistentes, tais
como: atonia muscular, dessincronizagdo cortical e ritmo theta-hipocampal
(Aserinsky e Kleitman, 1953). Em ratos foi observada uma forte semelhanca com o
sono humano (Timo-laria e cols., 1970). O sono NREM ¢é caracterizado pela
presenca de fusos e de ondas delta, que também ocorrem nas areas frontais do
cérebro do rato e a quantidade de SP é diretamente comparavel a quantidade de
sono REM em humanos. A porcentagem de SP observada em ratos durante o
tempo total de sono € similar aquela verificada em humanos em um periodo de 8
horas de sono, ou seja, 18% (Hoshino, 1972). Vale ressaltar que, no rato, as ondas
PGO néo estdo presentes, mas sim ondas P e a denominagéo “sono REM e NREM”
nao sdo as mais adequadas para o estudo do sono, visto que o movimento das
vibrissas é mais claro e frequente do que os movimentos rapidos dos olhos (Timo-
laria e cols., 1990). Logo adotamos a denominacao sono paradoxal (SP) e sono de
ondas lentas (SOL) para referir aos estagios de sono em ratos.

Muitos dos fendbmenos elétricos associados ao sono tém sido implicados no
processo de plasticidade e de aprendizagem por suportar mecanismos de
potenciacdo sinaptica. Muitos trabalhos tém relacionado o aumento de fusos com o
desempenho em tarefas dependentes de sono (Fogel e cols., 2001; Walker e cols.,
2002). Eventos fasicos durante o SP também tém sido associados com
aprendizagem. Datta (2000) mostrou que a frequiéncia de ondas P durante o SP
estad associada positivamente com o desempenho de ratos na tarefa de esquiva
ativa. Sanford e cols. (2001) mostraram também que o condicionamento de medo
aumenta a amplitude de ondas P durante o SP, relacionando esses eventos com
aprendizagem. Em humanos, Maquet e colaboradores (2000) demonstraram que 0
padrao de atividade eliciado quando os sujeitos sdo submetidos a uma tarefa
motora, que avalia o tempo de reagdo (memory reaction time test) antes do sono,

reaparece durante os episodios de sono SP subsequentes, enquanto que esse
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replay ndo aparece nos sujeitos do grupo controle, que ndo foram submetidos ao

treino.

1.1.2 Hip6tese Sequencial

Estudos que mostram que o sono ou elementos presentes durante o periodo
de sono de alguma forma interferem com processamento de memoria levaram ao
surgimento de varias teorias. Em geral estas teorias ddo énfase a importancia de
uma ou de outra fase do sono na memoéria (Walker e cols., 2002; Smith e cols.,
2004, Karni e cols., 1994). Uma das teorias mais recentes afirma, entretanto, que
nao apenas cada estagio do sono isoladamente seria importante para memoria, mas
prevé a importancia da sucessédo ordenada de SOL e SP para a consolidacdo da
memoria. Esta teoria, chamada de teoria sequencial ou “double-step hypothesis”
(Giuditta e cols., 1995), vem ganhado muita atencdo recentemente. Dessa forma
ambos os estagios de sono parecem necessarios para consolidacdo da memoria e
SP e SOL se complementariam refletindo diferentes processamentos neurais que
transformariam tracos labeis em tracos mais estaveis. As duas maiores premissas
dessa hipotese sao:

O envolvimento do SOL no processamento cerebral de informagdes como um
primeiro passo necessario para que o0 segundo passo do processamento ocorra
durante o SP;

A qualidade e quantidade de consolidacdo de memorias adquiridas durante
um periodo de vigilia prévio dependem dos eventos que ocorrem durante o sono
subsequente.

Essa hipétese surgiu a partir da observacdo de que ratos treinados em uma
tarefa de esquiva ativa apresentaram um aumento significativo na média da duracéo
dos episodios de SOL apOs a sessdo de treino em comparacdo com animais
controles e em relacédo ao seu basal. Além disso, os ratos que atingiram o critério de
aprendizagem (ratos fast learning, ou FL) apresentaram esse efeito a partir da
primeira hora pos-treino e, analisando episodios de SOL seguido de vigilia (SOL-V)
ou de SOL seguido de SP (SOL-SP), foi visto que o primeiro padrao sequencial dura
UNESP, IBB, 2009 3
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pouco tempo e o segundo se manifesta durante todo o periodo apds a sessao de
treino. Por outro lado, os ratos que nao atingiram o critério de aprendizagem (ratos
non-learning, ou NL) apresentam aumento da duragédo dos episodios SOL-V durante
todo o periodo pés-treino enquanto que um efeito similar nos episédios de SOL-SP
apareceu somente a partir da segunda hora poés-treino. Em suma, nos animais que
aprendem rapido ha um predominio de SOL-SP ao passo que nos que aprendem
lentamente ocorre um predominio da seqiiéncia SOL-V durante o periodo pés-treino
(Ambrosini e cols., 1992).

Fortalecendo a hipdtese sequencial, a descoberta da reativacdo neuronal
durante o sono também corrobora a nocdo de que novos tracos mnemaonicos devem
ser reverberados nas suas redes neurais até que a plasticidade sinaptica possa
efetivar a consolidacao desses tragos (Hebb, 1949; Gutwein e cols., 1980; Winson,
1985; Ribeiro e cols., 1999). Em varios experimentos mostrou-se que a atividade
neural expressa durante a vigilia é reinstalada durante as diversas fases do sono.
Pavlides, em 1989, mostrou que as células de lugar hipocampais (ou place cells)
apresentam maior taxa de disparo durante todo o periodo de sono quando pré-
expostas a uma estimulagdo prévia do que células ndo pré-expostas. Outros
pesquisadores também mostraram que as place cells, altamente estimuladas em
uma tarefa espacial, sdo reativadas durante o SOL e SP subseqlentes e que esse
disparo € temporalmente correlacionado com o padrdo temporal de disparo no
momento do treino da tarefa (Skaggs e McNaughton, 1996; Louie e Wilson, 2001).

Ao mesmo tempo, a propria caracterizacao dos estagios (e ciclos) do sono é
guestionada por Benington (1994). Segundo ele, a distribuicdo temporal do sono
REM € mais complexa do que uma oscilacdo simples em intervalos regulares,e
exemplos disso seriam estudos com humanos e ratos, nos quais episédios de sono
REM nédo séo classificados como tal a menos que eles tenham uma duracéo
minima, e dois segmentos de sono REM néo séo considerados distintos a menos
gue um segmento qualquer entre eles tenha uma duragdo minima.

Por outro lado, a partir do fato de que o ciclo do sono em ratos tem uma
duracdo maxima de 10 minutos (Weiss, 1964, Van Twyver, 1969). A maioria dos

estudos de arquitetura do sono em ratos consideram épocas de 30-60 segundos,
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fazendo com que os episédios ndo sejam classificados a menos que tenham um
minimo de 15-30 segundos. Estudos feitos classificando os estagios do sono com
épocas de 4 segundos resultaram em muitos ciclos de sono com menos de 2
minutos de duracdo e uma meédia muito menor que 10 minutos (Trachsel et al,
1991). Para que o ciclo de sono atingisse a média de 10 minutos foi preciso adotar o
critério de considerar como sono REM apenas episédios que durassem 8 épocas
seguidas (32 segundos).

Episédios de sono REM em ratos sdo comumente abortados depois de seu
inicio. Em tais casos, todos os marcadores classicos de sono REM (atividade 6
hipocampal no EEG, atonia no EMG, ondas P aumentadas) estdo presentes por um
curto periodo de tempo (5-20 segundos), seguidos por um aumento transitério de
vigilia e, mais comumente, por sono NREM (Benington, 1994). Em ambos tempos
de episodios de sono REM, breves e duradouros, sdo precedidos por um estagio
intermediario do sono NREM, tornando-se um periodo de transicdo entre o sono
NREM e o sono REM(McCarley e cols, 1970 e Gottesmann e cols, 1984). Esta fase
€ caracterizada por uma baixa atividade de ondas lentas (&, 0.4-5Hz), ondas 6 (6-
9Hz) e o (10-14Hz) aumentadas, progressivo decréssimo de tbnus muscular e
largos e isolados picos de ondas PGO (Gottesmann 1992, Gottesmann e cols.,
1984, Ruigt GSF e cols., 1989, e Trachsel e cols., 1988).

Entdo, se uma quantidade muito grande de episédios de sono REM breves
ocorrerem durante o periodo todo, essas pequenas partes podem, somadas, se
tornar significativas para a estrutura do periodo total do sono. E uma analise que as
negligencia, néo refletiria o tempo de sono REM com preciséo.

Além disso, no estudo dentro da hipétese sequencial, uma caracterizacao da
estrutura do sono que considera os breves episédios de REM torna-se muito
importante, pois o fato de os eventos prévios para os episédios de sono REM serem
0s mesmos, independente de sua duracdo, sugere que a importancia de ambos
para a estrutura do sono e para 0S processos gque ocorrem no momento também

seja a mesma.
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1.2 Objetivo deste estudo

A partir deste contexto, o0 objetivo deste trabalho foi comparar a
caracterizacdo da estrutura do sono de ratos submetidos a privacdo de sono e a
tarefa de Esquiva Inibitéria por Multiplas tentativas em segmentos (épocas) de 30

segundos (comumente usado) e de 10 segundos.
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CAPITULO 2

1. Material e Métodos

1.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos de 2-3 meses de idade, provenientes
do biotério do Departamento de Psicobiologia (UNIFESP). Os ratos foram mantidos
em gaiolas, com livre acesso a 4gua e comida, em sala com temperatura (23 + 2 °C)

e ciclo claro/escuro de 12 horas (luzes acesas das 7:00 as 19:00h).

1.2 Implante de eletrodos para registro de sono

Os eletrodos foram confeccionados a partir de conectores de informatica
(modelo FC - 14) e fios de niquel - cromo revestidos com Teflon® (California Fine
Wire) de 0,008 mm para o registro eletrocorticografico (ECoG) e de 0,004mm para o
registro eletromiografico (EMG). Os animais foram pesados, e a inducdo anestésica
feita com diazepam (5,5 mg/kg i.p.) e cloridrato de Ketamina® (140 mg/kg i.p.). Os
animais foram fixados em aparelho estereotaxico (modelo David Kopf) para o
implante de eletrodos. As coordenadas foram seguidas de acordo com Bergmann
(1989):

a) 1 mm posterior ao bregma, 3mm a esquerda da sutura sagital;
b) 3 mm anterior ao bregma, 1 mm a direita da sutura sagital,
¢) 1 mm anterior ao lambda, 4 mm a esquerda da sutura sagital;

d) 4 mm anterior ao lambda, 1 mm a direita da sutura sagital.

Para registro eletromiogréfico, um par de eletrodos foi implantado no musculo
do pescoco desses animais. O implante foi fixado com acrilico odontolégico de
polimerizacdo rapida, e apdés a cirurgia, os animais receberam 0,5 ml/kg de
Pentabiotico® (Wyeth) i.m. para evitar infeccdo, e 10 mg/kg de diclofenaco sédico
UNESP,IBB,2000 7
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i.p. (25mg/ml) para inducdo de analgesia e reducdo de processos inflamatorios.
Apés a recuperacdo anestésica, os animais ficaram alojados individualmente em
gaiolas cubicas de acrilico transparentes (34 cm de altura x 31,5 cm de largura x
31,5 cm de profundidade) forradas com serragem. Os ratos ficaram em recuperacao

do processo cirurgico por um periodo de 5-7 dias.

1.3 Registro de sono

O sono dos animais foi registrado em poligrafos digitais Nihon-Kohden®
(modelo QP - 223A). Cada animal foi conectado através de 3 canais, sendo dois

para o registro do ECoG e o terceiro para o registro do EMG.

1.4 Privagcéo de sono

A privacdo de sono paradoxal foi realizada pelo método das plataformas
multiplas modificado (MPMM), que consiste em alojar até 10 animais sobre quatorze
plataformas estreitas (6,5 cm de diametro) colocadas no interior de um tanque de
aco inox (147 cm de comprimento x 44 cm de largura x 45 cm de altura) preenchido
com agua até uma altura de 1 cm abaixo da superficie das plataformas (Suchecki e
Tufik, 2000). Os animais s&o, desta forma, obrigados a permanecer sobre as
plataformas; ao iniciar o SP, podem cair na agua, devido a atonia muscular que

acompanha esta fase de sono, sendo, entdo, acordados.
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Figural: Exquema ilusirativo do mérodo de privagao de sono paradoxal por plataformas

il tplas mesch fReadeo,
P

1.5 Procedimento comportamental

Esquiva inibitoria por multiplas tentativas (EIMT)

Os animais foram colocados individualmente no compartimento claro da caixa
de esquiva (compartimento seguro) e, apos 10 segundos, a porta que da acesso ao
compartimento escuro se abria. A laténcia para o animal entrar no compartimento
escuro foi medida e, assim que o animal atravessava a porta com as 4 patas, esta
foi fechada e foi liberado 1 choque de 0,7 mA, com duracdo de 1 segundo.
Imediatamente apdés o choque, o animal foi removido da caixa e recolocado no
compartimento claro da caixa de esquiva. Esse procedimento se repetiu até que o
animal atingisse o critério de permanecer na caixa clara por 120 segundos. Cada
laténcia e 0 nimero de tentativas necessario para o critério foram anotados.

Na sessdo de teste o0s animais foram colocados novamente no
compartimento claro da caixa de esquiva e, 10 segundos depois, a porta que da
acesso ao compartimento escuro se abria, sendo anotado o tempo para o animal
entrar no compartimento escuro com as 4 patas. Os animais que ndo atravessaram
para o compartimento escuro dentro de 300 segundos foram removidos do aparato,
e uma laténcia de 300 segundos foi registrada. Nenhum choque foi liberado durante
o teste. O numero de tentativas para atingir o critério na sessdo de treino foi
UNESP, IBB, 2009 9
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considerada a medida da aquisicdo da tarefa. A laténcia na sessdo de teste,
comparada com a primeira laténcia na sessao de treino, foi considerada como a

medida de retencao/consolidagéo da tarefa.

1.6 Analise dos registros

A leitura dos registros foi realizada através do programa SleepScorer,
desenvolvido por Gross e cols (2009), dentro do software Matlab®, em épocas de
30 e 10 segundos. Os registros de sono foram analisados visualmente pelo
experimentador, em ambas as épocas, com confirmacdo pela distribuicdo das
frequéncias das bandas 6 (delta), 6 (theta), o (sigma) e EMG, e a classificacdo dos
estagios do sono foi feita de acordo com Timo-laria e cols. (1970) e Giuditta e cols,
(1995), sendo determinados: vigilia (V), sono de ondas lentas (SOL), sono
paradoxal (SP) e sono de transi¢cdao (ST). Os filtros utilizados para as bandas o
(delta), & (theta), 6 (sigma) foram 0,4-4 Hz, 5-9 Hz, 10-14 Hz, respectivamente.
Durante o estagiamento visual, as épocas eram classificadas de acordo com o
estado predominante (mais que 50% da época). Epocas nas quais nao foi possivel

realizar a identificacdo foram lidas como néo-identificadas.

1.6.1 Parametros de sono e vigilia

Os parametros gerais foram realizados no Matlab e foram quantificados os

parametros:
- tempo total gasto em cada estagio;
- nimero de episodios para cada estagio;
- duracdo média de episodios para cada estagio;

- Namero total de sequiéncias entre 2 estagios, considerando todas as transi¢coes
possiveis: SOL-SP, SOL-ST, SOL-V, ST-SOL, ST-SP, ST-V, SP-SOL, SP-ST, SP-V,
V-SOL, V-ST, V-SP;
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-Numero  total de  sequéncias identificadas como  SOL-ST-SP,

independentemente da duracao de cada estagio isoladamente;

- Numero total de sequéncias identificadas como SOL-ST-V, independentemente

da duracéo de cada estagio isoladamente;

1.7 Delineamento experimental

Os animais foram registrados por 24 horas logo apés o periodo de
recuperacéo da cirurgia de implantacado de eletrodos (registro basal). Em seguida,
os animais foram divididos em dois grupos; controles (C) e privados de sono(PS).
ApOs o registro basal todos os animais foram habituados ao tanque de privagdo por
1 hora por dia durante 2 dias. Apds o periodo de habituac&o os animais do grupo PS
foram colocados no tanque de privacdo e permaneceram por 96 horas. Os animais
do grupo C continuaram sendo colocados no tanque de privagao diariamente por 1
hora até o0 momento do treino da tarefa de EIMT. Apds o periodo de 96 horas de
privacdo de sono todos os animais sairam do tanque de privacao e foram treinados
na tarefa. Imediatamente apds o treino os animais foram submetidos ao registro até

o momento do teste, 24 horas depois.

Treino

Teste
Registro de sono \\ Registro de sono ,j
I I |
[ I y
. Pas-treino Pas-treino Pos-treino
Basal Claro Privagao \96h) Clarol escuro Claro2
0Oh 12h 24h 5 dias 5 dias Sdias 6 dias

e &h e 18h

Figura 5: Esquema do delineamento do experimento.
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Figura 2: Exemplo de uma época de 30s(A) e 10s (B) classificando sono de ondas lentas. Os canais,
de cima para baixo, sdo EMG, EEG hipocampal e ECoG (cortex frontal).
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1.8 Analise estatistica

Comparacéo entre registros lidos em épocas de 10s e 30s

Um teste inicial de concordancia entre as duas leituras foi feita por um teste
kappa seguido de um teste-t de uma amostra, com os valores de kappa, para cada
periodo de registro (basal claro,7:00am -7:00pm; basal escuro, 7:00pm-7:00am;
pos-treino clarol, 1:00pm-7:00pm; pdés-treino escuro 7:00pm-7:00am; pdés-treino
claro2, 7:00am-1:00pm).

Uma andlise da porcentagem de concordancia de cada estagio em relacao a
leitura em 30s (numero de leituras concordantes em 10s e 30s/Total das leituras em
30s) de cada periodo de registro para cada animal através de um teste binomial

também foi feita.

Parametros gerais de sono e vigilia e andlises sequenciais

As analises do Numero de Episédios, Tempo Total de Estagio, Duracéo
Média de Episddios e das sequéncias foram realizadas por meio de um teste de
confiabilidade (reliability test) com um coeficiente de correlacdo intraclasse para

cada parametro e sequéncia, comparando-se as épocas de 10s e 30s.

O nivel de significancia foi estabelecido em p < 0,05 para todas as analises.
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CAPITULO 3

1.1 Resultados
Para a analise da concordancia entre as leituras, os testes-t de uma amostra
dos valores de kappa apresentaram, todos, valores de significancia p<0,05.(Quadro

1).

Quadro 1: Teste-t de uma amostra para os valores de kappa em cada periodo.

Animal/kappa Basal Basal Pés-treino Pés-treino Pés-treino
Escuro Claro Clarol Escuro Claro2
1 0.762 0.734 0.78 0.775 0.586
2 0.828 0.747 0.757 0.786 X
3 0.715 0.639 0.624 0.579 0.589
4 0.775 0.79 0.762 0.728 0.831
5 0.696 0.635 0.38 0.265 0.615
6 0.695 0.662 0.723 0.705 X
7 0.553 0.597 0.49 0.375 0.454
Média 0.718* 0.709* 0.645* 0.602* 0.615*
Erro Padrao 0.323 0.268 0.059 0.781 0.061
Valor-p <0.05 <0.05 <0.05 0.05 0.05

O quadro mostra os coeficientes de concordancia ( valores de kappa) da comparacéao
entre leituras em cada periodo. (*p<0,05).

A figura 6 ilustra as médias das porcentagens de concordancia de cada
estagio em relacéo a leitura de 30s, para cada periodo de registro. Com excec¢ao do
ST, todos os outros obtiveram uma concordancia estatisticamente significativa em

todos os periodos.
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B Pas-treino clarol

épocas em 30s

W POs-1reing escuro

M Pas-treino claro2
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Figura &6: Teste Binomial das porcentagens de concordincia relativas a 30s (Numero comum a 105 &
305 Numero de épocas em 30s) de cada estdgio em cada periodo (* p=0,00001)

Quadro 2: Coeficientes de correlacédo intraclasse dos Numeros de Episédios de
cada estagio em cada periodo.

Médias Coeficiente de Correlagéo valor-p
Intraclasse
10s 30s

Vigilia 304.0 109.4 0.650 0.040 *
SOL 290.3 110.9 0.679 0.032 *
Basal Escuro ST 92.4 38.0 0.700 0.027 *
SP 50.6 33.0 0.892 0.001 *
Vigilia 313.9 104.9 0.672 0.034 *
SOL 258.0 107.9 0.676 0.033 &
Basal Claro ST 74.1 30.7 0.664 0.003 *
SP 49.4 29.9 0.861 0.036 @

Vigilia 127.9 32.6 0.040 0.463

SOL 126.4 46.4 -0.042 0.539
Pds-Treino Clarol ST 71.6 36.9 0.623 0.031 =
SP 68.0 35.6 0.684 0.049 *

Vigilia 250.0 71.4 0.414 0.154

SOL 242.3 81.6 0.210 0.309
Pds-Treino Escuro ST 87.3 43.0 0.753 0.003 *
SP 66.0 39.6 0.856 0.016 *

Vigilia 155.0 44.4 0.652 0.080

P6s-Treino Claro2 SOL 131.8 54.8 0.552 0.128
ST 40.8 24.6 0.928 0.004 &
SP 28.0 20.8 0.954 0.002 *

Este quadro apresenta as médias do nimero de episddios nas leituras em 10s e 30s,
respectivamente, de cada estadgio em cada periodo; o coeficiente de Correlacao intraclasse e o valor-
p do teste de confiabilidade (*p<0,05).
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Os quadros 2,3,4 e 5 mostram os coeficientes de correlacdo intraclasse de
cada estagio em cada periodo, com 0s respectivos valores-p e as médias para 0s
seguintes parametros, respectivamente: Numero de Episédios, Duracdo Média de
Episodio, Tempo Total de Estagio e NUumero de Sequéncias. Este Ultimo contém
todas as sequéncias possiveis entre 2 estagios e as sequéncias SOL-ST-SP e SOL-
ST-V, independente da duracdo de cada estadgio na sequéncia. Na analise de
Numero de Episédios (Quadro 2), a correlagdo intraclasse ndo foi considerada

significativa para a V e SOL de todos os periodos pos-treino.

Quadro3: Coeficiente de Correlacéo Intraclasse do Tempo total dos estagio por
periodo.

Médias Coeficiente de Correlacdo Intraclasse  valor-p
(min.)
10s 30s

Vigilia 390.00 405.86 0.984 0.000 *
SOL 229.21 218.64 0.961 0.000 *
Basal Escuro ST 29.02 21.14 0.802 0.008 *
SP 4531  46.43 0.971 0.000 *
Vigilia 432.64 431.29 0.992 0.000 *
SOL 20150 224.71 0.997 0.000 *
Basal Claro ST 21.33 17.43 0.894 0.001 *
SP 47.29  48.00 0.996 0.000 *

Vigilia 99.21  69.71 0.494 0.107
SOL 11448 129.29 0.764 0.014 *
PGs-Treino Clarol ST 23.17 23.64 0.783 0.011 =
SP 75.00 78.50 0.992 0.000 *
Vigilia 279.95 253.50 0.666 0.036 *

SOL  196.71 195.07 -0.211 0.692
PGs-Treino Escuro ST 23.62 25.29 0.952 0.000 *
SP 67.95 67.43 0.995 0.000 *
Vigilia 143.03 96.90 0.67 0.073 *
Pos-Treino Claro2 SOL  96.70 118.90 0.743 0.045 *
ST 9.90 14.70 0.809 0.026 *
SP 31.17  32.00 0.982 0.000 *

Este quadro apresenta as médias do tempo total dos estagios (em minutos) nas leituras em 10s e
30s, respectivamente, por periodo; o coeficiente de Correlacado intraclasse e o valor-p do teste de
confiabilidade (*p<0,05).
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Um padrao diferente de correlacdo foi encontrada na analise do Tempo Total
dos estagios (Quadro 3), na qual apenas a Vigilia do periodo pds-treino clarol e o
SOL do pos-treino escuro ndo tiveram uma correlacao significativa (no caso do SOL,
houve um coeficiente de correlacdo negativo). A maior variacdo nas analises de
correlacao intraclasse dos parametros gerais do sono ocorreu na Duracdo Média de
Episédios (Quadro 4). Neste parametro, o estagio Vigilia ndo obteve correlacdo
significativa em nenhum periodo; o estagio SOL nao obteve correlagdo significativa
no pos-treino clarol. A correlagdo do ST néo foi significativa no periodo Basal claro
e no pos-treino escuro. O estagio SP ndo apresentou correlagdo significativa nos

periodos Basal escuro e pés-treino clarol.

Quadro 4: Coeficientes de Correlacao Intraclasse das Duracfes Médias dos
estagios por periodo.

Medias Coeficiente de valor-p
(min.) Correlagdo Intraclasse
10s 30s
Vigilia 1.42 4.43 0.464 0.124
SOL 0.82 2.04 0.688 0.030 *
Basal Escuro ST 0.31 0.56 -0.481 0.886
Sp 0.91 1.40 0.067 0.437
Vigilia 1.46 454 0.493 0.107
SOL 0.78 2.13 0.666 0.036 &
Basal Claro ST 0.28 0.56 -0.14 0.618
SP 0.92 1.49 0.674 0.033 *
Vigilia 0.78 2.10 0.51 0.098
SOL 0.96 2.75 0.443 0.136
P6s-Treino Clarol ST 0.31 0.62 0.817 0.007 &
SpP 1.10 1.66 -0.141 0.630
Vigilia 1.22 3.42 0.506 0.101
SOL 1.01 2.68 0.693 0.028 *
P6s-Treino Escuro ST 0.27 0.57 0.307 0.230
SP 0.99 1.60 0.83 0.005 &3
Vigilia 1.00 2.24 0.438 0.192
Pés-Treino Claro2  SOL 0.89 2.30 0.795 0.029
ST 0.25 0.59 0.762 0.039
SP 1.11 1.53 0.748 0.044

Este quadro apresenta as médias daduracéo média de episddios (em minutos) nas leituras
em 10s e 30s, respectivamente, de cada estagio em cada periodo; o coeficiente de
correlacdo intraclasse e o valor-p do teste de confiabilidade (*p<0,05).
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Nas analises Sequenciais houve uma grande variacdo de correlacbes dentre
as possiveis transicbes de estdgio a outro nos periodos. Poucas sequéncias
apresentaram correlacdo intraclasse significativa em todos os periodos, como a
sequéncia SOL-ST-SP e uma de suas variacfes de 2 estagios ST-SP. A sequéncia
SOL-ST somente ndo obteve correlacdo significativa no periodo poés-treino clarol,
periodo de menor quantidade de correlagbes significativas entre as sequéncias
possiveis. A sequéncia SP-SOL nao foi significativa nas fases claras do claras do
pos-treino, mas foi em todos os outros periodos. A sequéncia de 3 estagios SOL-
ST-V apresentou correlacdo significativa apenas no periodo pos-treino escuro,
assim como a sequéncia SOL-SP. V-SOL obteve correlagdo significativa apenas no
periodo basal escuro. As demais sequéncias (SOL-V, ST-V, ST-SOL, SP-ST, V-ST
e V-SP) ndo apresentaram correlacdo significativa em nenhum periodo.

Quadro 5: Significancia das Correlacdes do Numero de Sequéncias

por periodo.

Sequéncias Basal Basal Pds-treino  POs-treino Pds-treino
escuro claro  clarol escuro claro2

SOL-ST-SP * * * * *

SOL-ST-V *

SOL-SP *

SOL-ST * * * *

SOL-V

ST-V

ST_SP * * * * *

ST-SOL

SP-ST

SP-SOL * *

SP-V * *

V-SOL *

V-ST

V-SP

Esquema baseado nos quadros 1 a 5, em anexo, mostrando todos os periodos em
gue as sequéncias estudadas tem correla¢ao significativa (p<0,05).
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1.2 Discussao

Uma quantidade total de 3.024.000 épocas foram lidas em 10s e 1.008.000
em 30s, equivalente a 840 horas de registro eletroencefalografico e eletromiografico,

oriundas de sete animais.

Benington et al. (1994) afirmam que a leitura de épocas curtas de SP
resultaria numa diferenca significativa no tempo total deste e o numero de ciclos,
pois segundo eles mesmos, independente da duracdo do episédio de SP, este é
precedido de SWS e ST. Entretanto, no presente estudo SP apresentou correlacéo
significativa no niumero de episédios e no tempo total, em todos os periodos. Nao
obstante, o SP também apresentou uma significativa correlagdo da porcentagem de
concordancia (relativa a 30s) entre as leituras de 10s e 30s através dos periodos
(Figura 6 e Quadros 2 e 3).

Porém, as afirmacdes do autor concordam com as diferencas observadas na
duracdo média de episédios. A baixa correlacdo da duracdo dos episédios pode
estar associada ao maior numero de episédios de SP discriminados nas leituras em
10s que, apesar de mostrar uma correlacao significativa, as médias aproximam-se
de uma proporcao de 2:1 nas leituras em 10s e 30s, respectivamente (ver Quadros
2 e 4). Por outro lado, a discriminacdo de pequenos despertares, com duracao <10s,
ou qualquer outras interrupcdes breves durante um episédio de SP pode ter ocorrido
nas leituras em 10s separando, por exemplo, em 2 o episédio que, nas leituras de

30s seria contabilizado como apenas 1.

Sabe-se, também, uma situacéo de rebote por privacdo de sono paradoxal
aumenta macicamente o rebote de SP (Machado et al., 2004; ver tabela 3). E que
tarefas de aprendizagem e memaria também alteram a arquitetura do sono (Moreira
et al.,, 2007; Mandile et al., 2000; Hellman e Abel, 2007). Apesar de n&o ser o
objetivo deste trabalho o estudo dos efeitos de nenhuma destas manipulacdes
experimentais (esses dados compordao um estudo maior do qual este € parte), pode-
se levantar a hipotese de a baixa correlacdo da duracdo média ser devido as
alteracdes de ambas as manipulacdes (ou uma delas dependendo do grupo). Nesse
sentido a baixa correlacdo das leituras pode estar associada a uma maior
UNESP,IBB,2000 2
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discriminacéo de numero e duracdo dos episoédios de SP nas leituras em épocas de

10s quando comparada as leituras em épocas de 30s.

Sabe-se que o ST tem uma duracdo muito pequena (maximo aproximado de
30 segundos) e é fisiologicamente similar ao sono SP (8/6 e EMG baixos; Datta et
al., 2000). Por isso, é constantemente ndo considerado como um estagio de sono a
parte, e classificado como SP nas leituras de registro de ratos (Fogel et al., 2009;
Molle et al., 2009; Stephenson et al., 2009; Crisler et al., 2008; Bassi et al., 2009).
Além disso, estudos feitos com comparacbes de leituras por diferentes
experimentadores, e entre experimentadores e softwares com algoritmos para
leitura automatica, apresentaram uma baixa correlacdo para o ST (Gross et al.,
2009).

Apesar de haver uma correlacéo significativa no Numero de Episodios e no
Tempo Total, esta foi baixa na Duracdo Média de Episédios em quase todos os
periodos, e na correlacdo da porcentagem de concordancia relativa (Figura 4). A
curta duracdo de ST pode ter sido um fator de influéncia na baixa correlacao tanto
da concordancia relativa a 30s quanto da duracdo média de episodios, pois, um
estagio que tem duracdo maxima de 30 segundos lido em épocas de 30s tem uma
probabilidade muito grande de ser subestimado (considerando que uma duracao

maxima de 30s de ST € uma ocorréncia rara; ver Quadro 4).

Um dos objetivos desta comparacéo foi exatamente verificar a possibilidade
de um estagiamento satisfatorio de ST nos registros de sono, pois evidéncias
crescentes vem apresentando relagdes entre caracteristicas muito presentes no ST
(fusos, spindles, presentes em bandas de frequencia 12-15Hz) e processos de
aprendizagem e memoaria (Molle et al., 2009; Eschenko et al., 2006; Fogel et al.,
2002; Gais et al., 2002; Molle et al., 2002; Clemens et al., 2005; Meier-Koll et al.,
1999; Steriade and Timofeev, 2003; Rosanova and Ulrich, 2005 ). E da prépria
presenca do estagio em si, apos SOL na retencdo de tarefas de esquiva inibitéria
(Mandile, 2000). Apesar de ndo haver muitos estudos que usam o ST como um
estagio do sono, por parte da literatura que estuda essas relacdes, ele parece ter
um campo promissor tanto na literatura de estudo dessas caracteristicas quanto
como um estagio de sono em si (Morrisey et al., 2005).
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Os estagios Vigilia e SOL apresentaram uma mudanca na correlacdo do
numero de episédios do periodo basal para o pés-treino, sendo que no pds-treino
esta foi baixa para ambos. Sob privacdo de SP, os ratos apresentam um rebote
macico de SP em detrimento do SOL, além de uma diminuicdo da quantidade de V
(Machado et al., 2004). A baixa correlagdo do numero de episodios e essa
diminuicdo do tempo total de SOL e V, podem sugerir uma modificacdo na
arquitetura do sono, no que tange a duracao e frequencia dos episodios (ver Quadro
2 a 4). Um exmplo possivel a ocorréncia de curtos despertares, com duragéo <1
minuto (o0 que inclui arousals, episodios <10s de V) intercalados com os episodios

de SOL, néo discriminados pela leitura em 30s.

Apesar da pequena quantidade de correlacbes significativas na Duracdo
Média, observa-se um crescente aumento destas, do pés-treino clarol para o pés-
treino claro2. Este aumento pode estar relacionado as modificacdes ocorridas no
rebote, pois um processo lento de normalizacdo do sono pode ter se inicializado e
aumentado ao longo das 24 horas, a medida que o prejuizo do sono é suprido
(Machado et al., 2004). Isso corrobora com os resultados no sentido ndo s6 da
duracdo média, mas também as correlacbes das sequéncias e numero de episodios
apresentarem o0s menores valores de correlacdo nas primeiras horas de registro

pos-treino, e um gradual aumento nos periodos que se seguem.

As correlagbes dos tempos totais foram significativas, com poucas excecoes.
Isso sugere que o tempo total de cada estagio ndo é significativamente alterado em
cada leitura, o que pode ser um indicativo da eficiéncia de ambas as épocas de
leitura, ao menos neste aspecto. Apesar de a diferenca entre os tempos totais de
Vigilia no periodo pos-treino clarol ser muito grande (ver Quadro 3), isso ndo pode
ser inferido como uma possivel causa de baixa correlagédo, pois o estagio SOL no
periodo pos-treino escuro obteve um coeficiente de correlacdo negativa, mas 0s
tempos totais de 10s e 30s sdo muito proximos. A diferenca do SOL pode ser efeito

de uma acentuada diferenca dos grupos privado e controle, ndo discriminados.

A Unica sequéncia que apresentou correlacdo significativa em todos os
periodos foi SOL-ST-SP (que contém a subsequéncia ST-SP, também significativa).
Entretanto, a outra subsequéncia desta, SOL-ST, ndo apresentou correlacdo no
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periodo pos-treino clarol, possivelmente devido as alteracbes do sono nas

primeiras horas de rebote apés a privacao.

Interessante também, s@o as correlacdes das sequéncias SP-SOL e SP-V,
gue sO nao apresentaram significancia nas fases claras poés-treino. O fato de a
maior quantidade de sono dos ratos, polifasicos e noturnos, se dar na fase clara
(aproximadamente 65%; Hoshino, 1972), pode sugerir que essas sequéncias,
aliadas as manipulacdes experimentais, podem modificar a arquitetura do sono que
cabe a elas. Um outro fato que pode ser associado a esas sequéncias sao as
modificacdes que envolvem os estagios (SOL, V e SP) dessas sequéncias nos
parametros ja analisados anteriormente. As baixas correlacdes encontradas nos
Numeros de Episodios de SOL e V podem ter associacdo com a sua sequéncia
apos o SP, o0 que seria um passo adiante no argumento de ocorrencia de curtos
episodios durante o SP(ver Quadros 5 e anexosl a b).

A sequéncia SOL-ST-V apresentou correlagdo apenas no periodo pés-treino
escuro. Analisando-se 0os numeros (Anexos 1 a 5), nota-se que a menor correlacao
ocorreu no pos-treino clarol, mas as diferencas nas leituras sdo muito grandes para
se inferir alguma relacdo. Mandile (2000) associa a sequéncia SOL-ST-V como
importante para a consolidacdo da memoria quando forma um agregado junto a
sequéncias de SOL-ST-SP. Neste experimento, a duracdo média de toda sequéncia
era de 14-35 segundos (leitura em épocas de 5 segundos). Apesar de, neste projeto
a duragdo das sequéncias ndo ter sido mensuradas, as baixas correlagbes
encontradas em SOL-ST-V podem ser fruto tanto da disparidade de dados
intergrupo quanto da ocorréncia dessas sequéncias com episodios curtos de cada

estagio.

As comparac0Oes feitas entre as sequéncias levanta a discussdo da relacao
entre numero de sequéncias e duracdo dos episddios que as compdem.
Interessante perceber que as maiores diferencas nas médias do numero de
sequéncias esta entre as sequéncias de baixa correlagdo nos determinados

periodos (ver quadros em anexo).
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E importante ressaltar que a analise do teste kappa como a mais importante
deste estudo, pois é a analise mais refinada, época a época. O fator adicional deste
estudo s@o os outros parametros (n. episodios, tempo total, duracdo média de
episodios e sequéncias de estagios) que foram comparados. A maiora dos estudos
gue comparam leituras de EEGs utilizam apenas testes kappa e poucos fazem esta

comparacao para registros de 24 horas.

Entretanto, um viés do qual este estudo sofre € o pequeno nimero amostral.
Para testes de corelacéo intraclasse um estudo com um numero amostral maior

seria aconselhavel para que se tornasse de uma precisao maior.

Muitos argumentos foram apresentados envolvendo a importancia de uma
discriminacdo mais detalhada das transicdes entre um estagio e outro do sono.
Entretanto, € necessario pensar no que significa, em termos praticos, fazer uma
leitura de registro em épocas de tempo menor. Quanto menor a época, maior o
numero de decisdes a serem tomadas e maior o tempo gasto para a leitura dos
registros. Estudos usam épocas de 4-5 segundos para ter uma discriminagao
melhor de cada transicdo, tempo e duracdo de estédgios (Trachsel et al., 1991), mas
perde em tempo util. Por isso vem crescendo a quantidade de softwares com
diferentes algoritmos, tecnicas e/ou modelos, embasados em diferentes conceitos
tedricos, tentando encontrar uma boa correlacdo com a leitura de experimentadores,
somente para se otimizar o tempo que é normalmente gasto numa leitura manual e,
talvez, conseguir uma leitura ainda mais detalhada (Benington et al.,1994; Gross et
al.,2009; Stephenson et al., 2009; Crisler et al., 2008; Bassi et al., 2009).

1.3 Consideracdes Finais

O mencionado até o momento leva a concluir que o melhor tempo de épocas
para leitura de registros ndo depende somente do maior nivel de detalhes possivel.
Existe a dificuldade do tempo gasto nas leituras manuais dos registros e, quanto
menor a época, maior o nivel e detalhes, porém maior é o tempo gasto para esse

resultado. Isso traz em discussédo, também, a disponibilidade de recursos para se
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desenvolver um equipamento de leitura automatica que abarque os paradigmas
almejados nessa leitura. E necessario lembrar, entretanto, que ndo s&o apenas as
dificuldades praticas que guiam a escolha do melhor tempo de épocas, mas o
préprio nivel de detalhes almejado. No delineamento experimental de um estudo,
iSso se vé importante (talvez a conclusdo mais importante deste trabalho), pois nem
sempre o grandes detalhes facilitam enxergar, nos resultados, o nivel de anélise
gue se foi proposto. E é exatamente isso que deve ser avaliado. Trabalhos que
mensuram tempo total das fases do sono (Machado, 2004; Outros do dpto), por
exemplo, ndo sofrem do viés de falta de detalhes, como visto nos resultados deste
trabalho. Em contrapartida, trabalhos que almejam periodos , estagios (Gross et al.,
2009) ou sequéncias (Mandile, 2000) curtas necessitam de discriminacdo mais
minuciosa das transicdes entre fases. Ou mesmo manipulagcdes experimentais que
podem alterar parametros de curta duragdo ou sequenciais tais como privagcédo de
sono, tarefas de aprendizagem e memoria (Moreira et al.,, 2007, Mandile, 2000,
Hellman e Abel, 2007) entre outros também necessitam de maior nivel de detalhes
se 0 objetivo do estudo envolve os parametros alterados. Assim, o delineamento
experimental é um fator determinante da necessidade do detalhamento da
arquitetura do sono, e o tempo habil e/ou recursos fatores determinantes para um

detalhamento otimizado entre os trés fatores.

E importante destacar que este estudo é parte integrante de um estudo
maior, onde se encontram os dados comportamentais e comparacdes estatisticas
entre 0s grupos experimentais C e PS. Este estudo limitou-se a comparar diferentes
leituras de registros eletroencefalograficos. Entretanto, durante a discussédo foram
levantadas as hipéteses de as baixas correlagdes terem sido devido a privacéo de
SP ou a tarefa da esquiva inibitéria. Este trabalho ndo mostra isso, apenas se

baseia em estudos ja realizados para levantar tais hipéteses.
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ANEXOS

Quadro Anexol: Coeficientes de Correlacdo do Namero de Sequéncias no
periodo Basal Escuro (p<0,05)

Médias Coeficiente de Correlagéo valor-
Intraclasse p

Sequéncias 10s 30s
SOL-ST-SP 27.86 18.57 0.861 0.003
SOL-ST-V 32.86 9.86 0.532 0.087
SOL-SP 3.29 8.57 0.485 0.111
SOL-ST 82.57 34.29 0.719 0.022
SOL-V 197.71 64.71 0.440 0.138
ST-V 35.86 10.57 0.445 0.135
ST-SP 32.43 21.29 0.963 0.000
ST-SOL 22.86 5.57 0.190 0.326
SP-ST 2.29 1.71 -0.067 0.562
SP-SOL 3.14 6.29 0.769 0.013
SP-V 43.43 24.00 0.950 0.000
V-SOL 254.43 95.43 0.720 0.022
V-ST 7.00 2.00 0.213 0.307
V-SP 13.14 2.71 0.503 0.102
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Quadro Anexo2: Coeficientes de Correlacdo do Nimero de Sequéncias no
periodo Basal Claro (p<0,05)

Médias Coeficiente de Correlagédo valor-p
Intraclasse

Sequéncias 10s 30s
SOL-ST-SP 28.86 17.29 0.883 0.002
SOL-ST-V 21.00 6.86 0.412 0.155
SOL-SP 2.71 8.43 0.467 0.122
SOL-ST 66.43 28.29 0.668 0.035
SOL-V 173.29 68.14 0.536 0.086
ST-V 23.43 7.43 0.455 0.129
ST-SP 33.86 18.86 0.842 0.004
ST-SOL 16.29 4.43 0.377 0.178
SP-ST 2.29 1.43 0.530 0.088
SP-SOL 2.43 7.43 0.799 0.009
SP-V 43.43 20.57 0.707 0.025
V-SOL 217.14 93.00 0.605 0.056
V-ST 5.43 1.00 0.423 0.148
V-SP 12.00 2.00 0.245 0.279

Quadro Anexo3: Coeficientes de Correlacdo do Numero de Sequéncias no
periodo pos-treino Claro1 (p<0,05)

Médias Coeficiente de Correlacdo valor-p
Intraclasse
Sequéncias 10s 30s
SOL-ST-SP 29.29 19.00 0.682 0.031 *
SOL-ST-V 4.86 0.43 0.051 0.453
SOL-SP 3.71 2.00 0.018 0.483
SOL-ST 45.29 23.71 0.502 0.103
SOL-V 67.29 13.14 -0.024 0.523
ST-V 8.86 1.43 -0.155 0.643
ST-SP 48.14 27.86 0.781 0.011 *
ST-SOL 12.57 6.00 0.154 0.360
SP-ST 18.29 11.29 0.520 0.093
SP-SOL 10.57 8.86 0.302 0.234
SP-V 30.43 10.29 0.540 0.084
V-SOL 90.57 21.71 -0.029 0.528
V-ST 6.29 1.00 -0.116 0.608
V-SP 9.86 2.00 0.336 0.208
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Comparacdao de registros de sono (EEG e EMG) lidos em épocas de 10 e 30 segundos de

ratos submetidos a privacao de sono e tarefa de esquiva inibitoria

Quadro Anexo 4: Coeficientes de Correlagdo do Numero de Sequéncias no
periodo pos-treino Escuro (p<0,05)

Médias Coeficiente de Correlagéo Valor-p
Intraclasse
10s 30s
SOL-ST-SP 32.43 24.57 0.938 0.000 *
SOL-ST-V 16.29 4.71 0.638 0.044 *
SOL-SP 4.71 3.29 0.752 0.016 *
SOL-ST 66.29 34.57 0.798 0.009 *
SOL-V 127.57 33.29 0.308 0.229
ST-V 21.14 5.43 0.522 0.092
ST-SP 45.14 30.43 0.924 0.001 *
ST-SOL 19.00 5.57 0.507 0.100
SP-ST 7.00 571 0.465 0.123
SP-SOL 6.57 8.14 0.812 0.007 *
SP-V 46.14 19.43 0.797 0.009 *
V-SOL 167.29 54.43 0.590 0.062
V-ST 11.29 1.00 0.110 0.397
V-SP 12.00 2.14 0.437 0.139
Quadro Anexo5: Coeficientes de Correlagdo do Numero de Sequéncias no
periodo pos-treino Claro2 (p<0,05)
Médias Coeficiente de Correlacdo valor-p
Intraclasse
Sequéncias 10s 30s
SOL-ST-SP 16.20 13.00 0.779 0.034 *
SOL-ST-V 11.80 3.40 0.597 0.105
SOL-SP 1.40 2.60 0.146 0.391
SOL-ST 33.60 20.60 0.900 0.007 *
SOL-V 89.80 24.40 0.529 0.140
ST-V 13.60 4.20 0.592 0.108
ST-SP 19.40 14.60 0.853 0.015 *
ST-SOL 5.40 4.60 0.706 0.058
SP-ST 0.20 2.80 -0.080 0.560
SP-SOL 1.60 3.60 -0.522 0.856
SP-V 23.60 10.60 0.670 0.073
V-SOL 113.00 37.60 0.618 0.095
V-ST 5.80 1.00 0.309 0.276
V-SP 5.60 1.40 0.644 0.084
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