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RESUMO

Os beneficios da pratica menos repetitiva na aprendizagem motora comparado a pratica mais
repetitiva suportam a ideia de maior fortalecimento da memoria. Hé na literatura estudos que
explicam esses beneficios identificados principalmente nos testes de transferéncia. Também
ja esta consolidado na literatura a importancia do sono no processo de consolidagdo e
fortalecimento da memoria. Contudo ndo héd estudos que investiguem os impactos da
privagdo do sono na recuperagao dessas memorias fortalecidas comparando a pratica menos
repetitiva e a pratica mais repetitiva. Desta forma, o objetivo primario do presente estudo foi
investigar diferentes modelos de organizagdo da pratica e o impacto da privacao de sono na
recuperagdao de memorias motoras consolidadas. Os objetivos especificos foram investigar
os efeitos da organizacdo da pratica na fase de aquisicdo, nos testes de aprendizagem e os
efeitos da organizagdo da pratica e privacdo de sono na recuperagdo da memoria motora de
longo prazo. Para isso foram levantadas as hipoteses que (1) a pratica constante resultara a
melhor desempenho na fase de aquisi¢do, (2) a pratica aleatoria levara a melhor desempenho
nos testes de aprendizagem e (3) os efeitos deletérios da privagdo de sono serdo idénticos
entre os grupos apos as memorias estarem consolidadas. Foram utilizados ratos wistars
(n=32), divididos em 2 grupos, que realizaram a tarefa motora no rotarod por 2 dias
consecutivos (fase de aquisi¢do 1 e 2). A divisdo de grupos foi definida apos realizagao do
piloto (apéndice 1). O grupo de pratica constante (a mesma frequéncia de rotacdo) ou
aleatéria (com frequéncia de rotacdo aleatorizadas entre 3 frequéncias de rotagdo distintas),
24 horas, 10 dias e 16 dias apos a fase de aquisi¢ao foram realizado os testes de retengao,
que demonstra o quanto da aprendizagem ocorrido na fase de aquisi¢ao foi retido, e os testes
de transferéncia, que demonstra o quanto que aquele aprendizado se adapta as parametros.
Ap6s o teste de 16 dias foi realizado a privagdo de sono de 4 horas, por 3 dias consecutivos
e, apos 1 dia de descanso, os animais foram retestados na mesma frequéncia de rotagcdo do
16° dia. As andlises descritivas dos dados sugerem que o melhor desempenho da pratica
constante sobre a pratica aleatdria na fase de aquisi¢ao e a mudanga da curva de aprendizado
no teste de aprendizagem também pode ser observado em ratos. Na andlise inferencial, a
pratica constante ndo apresentou o desempenho esperado na fase de aquisi¢do e a pratica
aleatoria também nao apresentou o desempenho esperado nos testes aprendizagem,

entretanto a privacao de sono realizada apos 17 dias da fase de aquisicdo, como esperado,
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teve o0 mesmo efeito nos grupos pos privagdo de sono. Os achados do presente estudo

possibilitam futuras pesquisas sobre a relagao da privacao de sono e organizacao da pratica.

Palavras-chave: Aprendizagem motora; memoria motora; privagao de sono.
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ABSTRACT

The benefits of less repetitive practice in motor learning compared to more repetitive practice
support the idea of greater memory strengthening. Studies in the literature explain these
benefits, primarily identified in transfer tests. Additionally, the importance of sleep in the
process of memory consolidation and strengthening is well-established in literature. However,
there are no studies investigating the impacts of sleep deprivation on the recovery of these
strengthened memories when comparing less repetitive practice to more repetitive practice.
Thus, the primary objective of the present study was to investigate different practice
organization models and the impact of sleep deprivation on the recovery of consolidated motor
memories. The specific objectives were to examine the effects of practice organization during
the acquisition phase, on learning tests, and the effects of practice organization and sleep
deprivation on the recovery of long-term motor memory. For this purpose, the hypotheses
proposed were: (1) constant practice will result in better performance during the acquisition
phase, (2) random practice will lead to better performance on learning tests, and (3) the
deleterious effects of sleep deprivation will be identical across groups after the memories have
been consolidated. Wistar rats (n=32) were used, divided into two groups, which performed the
motor task on the rotarod for two consecutive days (acquisition phases 1 and 2). Group division
was determined after conducting a pilot study (Appendix 1). The constant practice group (same
rotation frequency) and the random practice group (rotation frequency randomized among three
distinct frequencies) underwent retention tests 24 hours, 10 days, and 16 days after the
acquisition phase. These tests demonstrated how much learning from the acquisition phase was
retained, while transfer tests showed how well that learning adapted to different parameters.

After the 16th-day test, sleep deprivation was induced for four hours over three consecutive
days. Following one day of rest, the animals were retested at the same rotation frequency as the
16th-day test. Descriptive data analyses suggested better performance of constant practice
compared to random practice during the acquisition phase, and the change in the learning curve
observed in the learning test could also be seen in rats. In inferential analysis, constant practice
did not show the expected performance in the acquisition phase, and random practice did not
exhibit the anticipated performance on the learning tests. However, as expected, sleep
deprivation conducted 17 days after the acquisition phase had the same effect on both groups
post-sleep deprivation. The findings of this study pave the way for future research on the

relationship between sleep deprivation and practice organization.
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Keywords: Learning; memory; sleep deprivation.
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1. INTRODUCAO

O papel da organizacdo da pratica na aprendizagem motora ¢ um dos principais temas
de estudo na 4rea da Aprendizagem Motora. Duas formas de se organizar a pratica se destacam
nos estudos, a pratica constante e pratica variada. A pratica constante consiste na execucao
consecutiva de uma Unica tarefa durante toda a sessao de pratica (ex., A-A-A-A-A-A-A-A-A-
A-A-A). J4 a pratica variada consiste na execucao de mais de uma tarefa ou variagdo da tarefa
durante a sessdo de pratica. Nesse caso, a forma de organizagdo mais investigada ¢ a pratica
aleatéria que consiste em uma apresentacdo nao consecutiva das habilidades (ex., A-C-B-C-A-
C-B-A-B-C-A-B) conforme figura 1. A literatura aponta que a pratica aleatoria leva a melhor
aprendizagem do que a pratica constante devido ao maior esfor¢o cognitivo demandado pela
apresentacdo nao consecutiva das habilidades (LAGE et al., 2015). Aspectos cognitivos
relacionados a memoria, percepcao e atengdo também sdo mais demandados na pratica aleatoria
levando a uma melhor aprendizagem (LIN et al., 2009). Uma outra area de estudo ¢ a que
investiga o papel do sono na aprendizagem motora.

O sono possui papel fundamental nas etapas de formagdo da memoria de longo prazo
(codificagdo, consolidagdo e recuperagdo da memoria), importantes na aprendizagem motora.
As codificacdes de memorias motoras podem envolver processos implicitos e explicitos.
Evidéncias de que mesmo nas tarefas motoras, ha codificagdo explicita que envolve uma
comunicagdo entre o cortex pré-frontal e o hipocampo enquanto a codificagdo implicita envolve
o talamo, estriado e neo-cortex. O sono interage, em nivel de sistema, com todo o organismo e
a privacao do sono tem como caracteristica mais marcante a perda do controle comportamental
e cognitivo (DIELKMANN; BORN, 2010). O desempenho na execucdo de tarefas motoras ¢
prejudicado em periodos de vigilia prolongados apresentando respostas retardadas e atenuadas
de neurdnios corticais individuais. Circuitos corticais envolvidos na aprendizagem motora sao
afetados pela privacdo de sono em todos os estdgios de formacdo da memoria motora
relacionada a essa aprendizagem uma vez que essa privagao impacta negativamente no controle
comportamental e cognitivo (VARGA et al., 2014; CHEE; CHUAH, 2008). Uma forma de
avaliar a recuperacdo da memoria consolidada €, apos a codificagdo, permitir dias de sono
normal seguidos da privacao de sono antes do teste de recuperagdo da memoria. A recuperagcao
da memoria explicita de longo prazo, apos varios dias de sono normal seguidos de um dia de
privagdo de sono ndo encontrou prejuizo em varias medidas de recuperacao, porém quando o

teste de recuperagdo ocorreu durante a privagao de sono, houve um aumento no resultado de
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falso reconhecimento (quando os voluntarios foram solicitados a reconhecer imagens)
(COUSINS; FERNANDEZ, 2019). Entretanto, o impacto da privagdo de sono na recuperagao
da memoria, principalmente da memoria motora raramente tem sido testado.

Apesar de ser conhecida a superioridade da pratica aleatoria na aprendizagem motora, ¢
possivel que na privacao de sono ap6s a consolidacdo da memoria motora os efeitos deletérios
sejam idénticos entre os grupos. Dessa forma, o presente estudo busca investigar diferentes
modelos de organizacdo da pratica e o impacto da privacao de sono na recuperacao de memorias
motoras consolidadas. Para essa andlise foi considerado como varidvel independente o modelo
de organizagdo da pratica e como variavel dependente, o desempenho na tarefa motora entre os
dois grupos (grupo de pratica constante e grupo de pratica aleatoria). A analise do desempenho
foi realizada através do numero de quedas em cada tentativa nas fases de aquisi¢ao e nos testes
de aprendizagem, a mudanga online (diferenga entre o numero de quedas da ultima tentativa
para a primeira tentativa dentro da mesma fase), mudanca offline (diferenga entre o nimero de
quedas do teste de aprendizagem para a ultima tentativa da fase de aquisi¢ao 2)
(APOLINARIO-SOUZA et al, 2019), a laténcia na primeira queda (que avalia adaptagdo a
tarefa) e andlise pré (T3) e p6s (RT3) privagdo de sono intra e inter grupos. Na andlise intra

grupo, os animais foram comparados com eles mesmos antes e depois da privagao de sono.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Organizagao da Pratica

A aprendizagem motora pode ser definida como alteragdes no desempenho de uma
habilidade e inferida como uma melhoria relativamente permanente no desempenho, devido
a pratica ou a experiéncia (MAGILL, 2000). H4 um consenso de que a pratica ¢ um elemento
essencial para a aprendizagem de habilidades motoras. Nas ultimas décadas, estudos sobre
como a pratica poderia ser estruturada de modo a promover a aprendizagem eficaz t€m
recebido muita atencdo na area de aprendizagem motora (LEE; MAGILL, 1985; LIN et al.,
2009; LAGE et al., 2011; BICALHO et al., 2019). A maioria desses estudos tém sido
realizados com base em dois paradigmas de investigacao, o Efeito da Interferéncia Contextual
e a Variabilidade da Prética. Enquanto os estudos sobre o efeito da interferéncia contextual
investigam qual a melhor forma de pratica variada (LEE; MAGILL, 1985), os estudos sobre
variabilidade da pratica investigam o beneficio da pratica variada em relagdo a pratica
constante (LIN et al., 2009; LAGE et al., 2011; BICALHO et al., 2019). O efeito da
interferéncia contextual refere-se ao grau de interferéncia de uma tarefa sobre a outra quando
sdo praticadas juntas. A pratica aleatéria promove alto nivel de interferéncia contextual e a
pratica em blocos promove baixa interferéncia contextual. A maior interferéncia contextual
leva a desempenho inferior na fase de aquisi¢do, porém a melhor desempenho nos testes de

retengdo e transferéncia em comparagao a baixa interferéncia (TANI, 2016, p.151).

Uma das explicagdes sobre a superioridade da alta interferéncia contextual em relagao
a baixa interferéncia ¢ a hipdtese da reconstrucao do plano de acdo ou do esquecimento. A
inten¢do ou elabora¢do do plano de agdo ocorre antes do inicio do movimento. Na preparacao
para uma repeticdo subsequente demandada na baixa interferéncia contextual, o individuo ja
tem o plano de acdo ativo na memoria de trabalho. Ao contrario, na pratica com alta
interferéncia contextual o plano de acdo deve ser reconstruido a cada tentativa devido a ndo

repeti¢do consecutiva, levando ao fortalecimento da memoria motora (LEE; MAGILL, 1985).

O segundo paradigma ¢ o da variabilidade da pratica que se refere a variedade de
movimentos e das caracteristicas do contexto que o aprendiz vivéncia durante a pratica de uma
habilidade (MAGILL, 2018, p.244). No paradigma da variabilidade da pratica, a pratica de uma
habilidade forma esquemas de controle de habilidades motoras denominada o programa motor

generalizado (PMG) que define um padrao de movimento e a flexibilidade nesse programa
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produz variagdes no padrao (LAGE et al., 2011). Segundo a hipotese da variabilidade da
pratica, as variagcdes de uma habilidade, na fase de aquisi¢cdo, promovem uma maior capacidade
de executar com sucesso variagdes da habilidade regida pelo mesmo PMG (LAGE et al., 2017)
o que pode ser verificado nos testes de transferéncia. Analisando os testes de transferéncia,
Lage et al. (2017) afirmam que o baixo desempenho atribuido a pratica constante baseia-se na
caracteristica repetitiva dessa pratica, sendo assim, a pratica constante comparado a pratica
variada apresenta um desempenho melhor na fase de aquisi¢ao, porém inferior nos testes de

transferéncia.

Organizacdo da pratica

Numero de tentativas Ordem de apresentagdo

[ Uma tarefa = Pratica constante [ AAAAAAAAAAAA ]
B . B VR il 1 i Pratica em blocos )

[ uas ou mais tarefas = Pratica variada ) AAAA BBBBCCCC
i Pratica seriada )
| ABCABCABCABC |
( Pratica aleatoria i

ACBCABCACBABC

Figura 1 - Organizagdo da pratica. O desenho esquematico descreve a organizagdo da execugao das habilidade
e/ou tarefas nas estruturas de organizagéo de pratica. A pratica constante apresenta apenas uma tarefa enquanto
a pratica variada apresenta duas ou mais tarefas. A pratica variada pode ser subdividida em pratica em blocos,
quando vocé pratica todas as tentativas de uma tarefa antes de iniciar a proxima tarefa, pratica em série, quando
vocé pratica uma tentativa de cada tarefa e pratica aleatoria, quando vocé pratica as tentativas sem uma ordem
sistematizada.

Fonte: Lage et al. (2015).

A caracteristica principal que une os paradigmas de estudo sobre a organizagdo da
pratica ¢ o fenomeno do maior esforco cognitivo demandado pelas praticas mais variadas
(pratica aleatoria e seriada) em relagdo as praticas mais repetitivas (pratica constante € em
blocos). A partir de andlise eletroencefalograficas e do comportamento 6culo motor, a literatura

mostra que a pratica mais variada demanda maior esfor¢o cognitivo (BICALHO et al., 2019;
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LELIS-TORRES et al., 2017). Bicalho et al. (2019) observaram que durante a pratica aleatoria
a dilatacao pupilar foi maior do que durante a pratica mais repetitiva. As analises dos testes de
reten¢do e transferéncia indicaram que o nivel de dilatagdo pupilar foi maior nesse modelo de
pratica. Do ultimo bloco da fase de aquisicdo para o teste de retencdo foi observado uma
diminui¢do na atividade pupilar e um melhor desempenho no teste de retengdo. Apesar dessa
diminui¢do da atividade pupilar na pratica aleatoria, no teste de retengao, ela ainda se manteve
maior do que na pratica constante. Estes resultados sugerem que ¢ necessario um esforgo
cognitivo mais elevado para a pratica aleatéria mesmo nos testes de aprendizagem. Da mesma
forma, Lelis-Torres et al. (2017) verificaram a diferenga demandada de esfor¢o cognitivo entre
a pratica constante e aleatoria, mais especificamente (1) o engajamento na tarefa (envolvendo
processamentos perceptivo e recursos de atencdo) e (2) a carga de memoria de trabalho. Os
resultados mostraram que a pratica mais variada induziu a maior esfor¢co cognitivo do que a
pratica mais repetitiva. Os indices de carga de memoria de trabalho e engajamento na tarefa nao
mostraram diferencas entre as condi¢des de pratica, porém reduziram mais significativamente
na condicdo de pratica mais variada nos testes de aprendizagem. A caracteristica de maior
demanda cognitiva na pratica mais variada (LAGE et al., 2015) relacionados a maior demanda
de percepcao e atengdo (LIN et al., 2009) e a reconstrucao constante de programa motor
generalizado a cada tentativa levaria a um fortalecimento da memoria motora (LEE; MAGILL,

1985) conforme apresentado na figura 2.

Pratica aleatoria e

Pritica constante s

Erro

Aquisigio Testes

Figura 2 - Diferenca no desempenho de diferentes estruturas de organizacdo da pratica na fase de aquisi¢éo e
nos testes de aprendizagem. O desenho esquematico acima mostra como os resultados na fase de aquisi¢ao e
dos testes de aprendizagem mudam como a pratica constante apresentando melhor desempenho na fase de
aquisicdo e a pratica aleatdria apresentando melhor desempenho nos testes de aprendizagem. Uma explicagdo
para esse efeito ¢ a maior demanda atencional e cognitiva na fase de aquisicdo exigida na fase de aquisi¢do
pela pratica aleatoria.

Fonte: Adaptado de Apolinario-Souza (2019).
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2.2. Memoria e sono
2.2.1 Memoria
A memoria pode ser definida como representagdo neural de informacgdes e a formagao
da memoria de longo prazo ¢ constituida por 3 estagios: codificacdo, consolidacdo e
recuperagao (DIELKMANN; BORN, 2010). Entre os varios papeis do sono, sua importancia
na formacao da memoria parece ser particularmente importante, principalmente no processo
de consolidacao da memoria (DIELKMANN; BORN, 2010). O sono pode ser caracterizado
pela ocorréncia ciclica do sono do movimento rapido dos olhos (REM) com prevaléncia na
segunda metade do sono e do sono ndo REM, que inclui o sono de ondas lentas (estagios N1
e N2 como sono mais leve, os estagios N3 e N4, sono mais profundo) com prevaléncia na
primeira metade do sono (DIELKMANN; BORN, 2010). Durante o sono ocorre a
reorganiza¢do neuronal em que participa todas as regides cerebrais, incluindo neocortex,

hipocampo, tdlamo, hipotalamo e tronco encefalico (BRODT et al., 2023).

Codificagdo

A codificagdo refere-se a fase de aquisi¢do de informagdes o que depende da interagao
complexa de varios fatores. H4 um consenso da importancia do sono para preparar o cérebro
para a codificagao (COUSINS; FERNANDEZ, 2019; BRODT et al., 2023) e de seu impacto
na formacdo da memoria de longo prazo. Apds a percepcdo do estimulo, a codificagao
aconteca devido a alteragdes na for¢a das conexdes neuronais onde a atividade do sono de
ondas lentas reduza o peso sinaptico, evitando a saturagdo das redes de memoria, facilitando
o novo aprendizado (TOTONI; CIRELLI, 2014; COUSINS; FERNANDEZ, 2019; BRODT
et al.,2023). Em um teste de reconhecimento facial, ap6s uma noite de privacao de sono, o
grupo intervengao teve prejuizo no reconhecimento do contexto em relagdo ao grupo controle
demonstrando a participacdo do sono nos processos atencionais exigidos na codificagao

(COUSINS; FERNANDEZ, 2019).

Consolidacdo
Mudangas na atividade do corpo estriado e cerebelo foram observados em diferentes
estagios da codificagdo da memoria motora, apesar da atividade do cerebelo reduzir e até se
tornar indetectavel na fase de consolidagdo, a atividade do corpo estriado continua sendo

significativa mesmo quando o individuo atinge o desempenho especializado, demonstrando
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sua participacdo na consolidagdo de comportamentos bem aprendidos (DOYON et al,
2003). A consolidagao ¢ o processo seguinte a codificagado e refere-se a estabiliza¢dao no nivel
das sinapses e processos cerebrais que ocorrem tanto na vigilia quanto no sono, € que podem
produzir um fortalecimento de associagdes € mudancas qualitativas nas representagdes da
memoria e que transformam as memorias recém codificadas em memorias de longo prazo
(DIELKEMANN; BORN, 2010). Quando uma memoria motora ¢ consolidada ha uma
mudanga nas areas cerebrais ativas das regides pré-frontais para as estruturas pré-motoras,
parietais posteriores e cortex cerebelar. Embora ndo esteja claro quais areas participam dos
processos primarios de formagdo da memoria motora, parece haver participagdo do cortex
motor de alguma forma (MUELLBACKER et al., 2002). Parece que a consolidagdo da
memoria motora ¢ dependente do tempo decorrido entre a fase de aquisicdo e o fim do
processo de consolidacdo e interrup¢des como a privagdo de sono e estimulagdes magnética
transcraniana (TMS) apds esse tempo ndo prejudica a consolidagdo da memoria
(MUELLBACKER et al., 2002; KANTAK et al., 2010).

A ideia de que a relag@o entre o sono e a memoria de longo prazo envolve as distingdes
entre os sistemas de memorias, por exemplo: o sistema de memoria declarativa que abrange
a memoria episodica (memorias autobiograficas num contexto temporal e espacial) e a
memoria semantica (conhecimento geral) difere da memoria ndo declarativa que envolve,
entre outros, a memoria procedural (habilidades e habitos adquiridos) revela a participacao
de areas encefalicas diferentes (MCDONALD; COTE, 2021, BRODT et al., 2023). A
consolidagdo da memoria episodica de longo prazo dependentes do hipocampo possui como
caracteristica fundamental a repeticdo de padrdes de disparos de conjuntos de neurdénios do
hipocampo (KLINIG et al., 2019). Klinzig et al. 2019; verificaram em ratos a reativagao
durante o sono de ondas lentas ap0s tarefas espaciais simples como correr em uma esteira.
A interrup¢ao dos picos de ondas durante o sono prejudicou a consolidacdo indicando seu
papel causal. Ja a consolidagao da memoria motora demanda estruturas cortico-estriatal, por

exemplo, para a formacdo da memoria motora de longo prazo.

Recuperagdo
Ja a recuperagdo da memoria envolve a reativacado de uma rede neural especifica,
criada nas fases anteriores que leva a reexperimentacdo de uma memoria (COUSINS;

FERNANDEZ, 2019). Estudos identificaram que a ativacao de sistemas moleculares como



22

a ativacdo de receptores de glutamato a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-acido
propionico (AMPA), proteina quinase A (PKA), MAPK e metabotropicos (mGluR) nos
receptores do glutamato do hipocampo podem ser utilizados tanto na fase de consolidagdo
quanto na recupera¢do da memoria (FELD et al., 2013; APOLINARIO-SOUZA et al.,
2019). Os sistemas noradrenérgico, colinérgico, muscarinio ¢ dopaminérgico também
modulam a recuperacdo da memoria (APOLINARIO-SOUZA et al., 2019; ABEL;
LATTAL, 2001; SZAPIO et al., 2002). O hipocampo parece ter uma participagdo semelhante
tanto no processo de consolidagdo quanto no processo de recuperacdo da memoria (RIEDEL
et al., 1999). Riedel et al. (1999) inativaram com o uso de farmaco de inativagao reversivel
(LY326325) o hipocampo dorsal durante o treinamento (para analise da memoria relacionada
a codificacdo) e durante o que os autores chamaram de retencdo posterior (para analise da
memoria relacionada a recuperagdo). Os autores verificaram que os grupos receberam o
farmaco por sete dias no hipocampo dorsal comegando um ou cinco dias apos o treinamento
apresentaram uma baixa recuperagao da memoria, sugerindo que a integridade da atividade
neural normal na formac¢do do hipocampo € necessaria para a recuperacao posterior da
memoria dependente do hipocampo. A reativagdo de redes hipocampais e neocorticais
envolvendo neurdnios glutamatérgicos acoplados as ondas agudas do hipocampo e as
oscilagdes lentas do neocortex apoiam a plasticidade sindptica relacionadas aos receptores
NMDA e AMPA. Feld et al. (2013) afirma que essa reativacdo envolva sinapses
glutamatérgicas excitatorias e que induzam plasticidade sindptica nesses conjuntos neurais
hipocampais que geralmente contribuem para o fortalecimento das respectivas
representacoes de memoria. Um mecanismo que medeia a consolidagdo da memoria ¢ a
Potencializagdo de Longo Prazo (LTP) glutamatérigica, em que o receptor AMPA ¢
responsavel pela rapida transferéncia de sinal e o receptor NMDA age na inducdo da LTP e
quando tem sua resposta ao glutamato facilitada pelo coagonista, D-cicloserina (DCS),
melhora a consolidagao da memoria. A reativacao glutamatérgica dessa rede neural durante
o sono aumenta LTP e a DCS aumenta o efeito da consolida¢do das memorias do hipocampo

(FELD et al., 2013).
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2.2.2 Sono

O sono tem um papel fundamental no processo de retencao de memorias selecionadas
e sua integracdo com memorias preexistentes (GIUDITTA, 2014) e estd relacionado a
plasticidade sinéptica e a formagao de representagdes neuronais de longo prazo (FELD et al.,
2013). Os subestados do sono (NREM e REM) nao podem ser considerados estados
separados, por exemplo, o hipocampo frequentemente entra em REM enquanto areas corticais
permanecem em NREM, porém ainda ndo esta claro como a interagdo desses fendmenos
ocorre em escala espaco-temporal. O sono NREM, apds o treinamento motor, promove a
formacdo de espinhas dendriticas em areas do cortex motor, processo envolvido na formagao
e fortalecimento de sinapses envolvendo novas memorias motoras conforme Figura 3
(BRODT et al., 2023). Sendo assim, a caracteristica sequencial dos ciclos do sono de ondas
lentas (NREM) para as sequencias de sono REM possui papel fundamental na plasticidade

sindptica, na consolidacdo e recuperagdo da memoria.

Antes do treino Depois do treino
A . Recepior AMPA B
Estimulagio 1 Receptor NMDA
i A i
i m K o 4 (LU T T, " 3
- q ) M 4

Plasticidade sindptica

Aprendizagem motora

Figura 3 - Plasticidade sinaptica. O desenho esquematico acima apresenta uma imagem de como a atividade
motora induz a potencializa¢do de longo prazo (LTP), aumentando a plasticidade sinaptica. A comparacdo das
redes neurais envolvidas antes (A) e depois (B) revela um aumento no tamanho da cabeca da espinha sindptica
refletindo uma maior densidade de receptores. Essas alteragdes sindpticas sdo fundamentais para a formagdo
de memorias motoras. Em (C), a figura apresenta uma representacdo da aprendizagem do animal apos a
plasticidade sinaptica.

Fonte: Wenderoth ef al., (2018).
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Essa hipotese propoe que o sono NREM contém processos seletivos que enfraquecem
memorias ndo adaptativas antes que o sono REM consolide e integre as memorias preexistentes
(MCDONALD; COTE, 2021; GIUDITTA, 2014). A consolidagdo da memoria motora se da
através de processos online e offline e os processos online acontecem durante a execugdo da
tarefa enquanto os processos offline se dao, principalmente durante o sono, em especial o sono
de ondas lentas com a repeticao da atividade neural ocorrida durante a execugao da tarefa. Essa
atividade pode ser verificada através de sinais eletroencefalograficos (EEG) no cortex motor
(RUBIN et al., 2022). As informag¢des de uma memoria de longo prazo armazenadas de forma
off-line dependem da reativacdao de circuitos neurais envolvidos na codificagdo. Exames de
ressonancia magnética (IRM) e tomografia por emissao de protons (PET) mostram que regides
ativadas durante a codificagdo da tarefa (por exemplo, cortex motor em uma tarefa de digitacao)
exibem maior ativacdo durante o sono subsequente e essa ativagdo esta positivamente
correlacionada com a recuperacdao da memoria (BRODT et al., 2023). Essa ativagdo favoreceria
a redistribuicdo e reorganizagdo da representacdo da memoria quanto alteragdes sindpticas
duradouras necessdrias para estabilizacdo (consolida¢do) da memoéria (DIELKEMANN;
BORN, 2010). O sono REM esta associado a consolidagdo da memoria processual como
habilidades motoras, porém ¢ preciso destacar a importdncia do sono NREM tanto para
memorias dependentes do hipocampo (por exemplo, espacial e episddica) quanto para
memorias ndo dependentes do hipocampo (por exemplo, memorias de habilidades motoras)
envolvendo uma rede cortical pré-frontal hipocampo-medial (GENZEL et al., 2015; BRODT
et al., 2023). Em um teste de esquiva ativa com ratos, andlises de eletroencefalografia
demonstraram que episoédios de sono NREM eram nitidamente mais longos em animais
expostos ao treinamento em comparagdo aos animais controle. A concentracdo de lactato e
piruvato cerebrais aumentado apos exercicios fisicos de intensidade, carga de percepgdo visual,
estresse ou exposicao a novidades permaneciam inalteradas durante a vigilia, mas diferiam
acentuadamente no sono NREM seguinte. Os dados demonstram que a homeostase cerebral so

poderia ser restaurada apos o sono NREM seguinte (GIUDITTA, 2014).

Como a consolidagcdo necessita da preservagao de eventos neurais recuperados pela
experiéncia de aprendizado, qualquer evento que interrompa o clico natural do sono
presumivelmente interromperia a consolidagdo e resultaria em uma memoria prejudicada
(YAROUSH et al., 1971). Yaroush et al. (1971) avaliou a consolidagdo em 3 condi¢oes de

privacao de sono diferentes: privacao nas 4 primeiras horas (primeira metade) do sono (sono
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rico em ondas lentas), priva¢do nas 4 ultimas horas (segunda metade) do sono (rico em sono
REM) e condicao de vigilia. Na primeira condi¢dao os voluntarios foram expostos ao estimulo
de aprendizagem imediatamente antes de dormirem e apos 4 horas de sono, depois foram
acordados e testados quanto a recordagdo. Na segunda condi¢cdo apds 4 horas de sono, os
voluntarios foram acordados, receberam o estimulo de aprendizagem e voltaram a dormir por
mais 4 horas, depois da qual foram acordados e testados quanto a recordagdo. E na terceira
condigdo, os voluntarios receberam o estimulo de aprendizagem durante o dia, tiveram 4 horas
de atividade normal de vigilia e depois foram testados quanto a recordagdo. A retencdo nas
primeiras 4 horas de sono foi maior e a condicao da segunda metade nao superou a condig¢ao de
vigilia demonstrando a importancia da primeira metade do sono na retencdo da memoria. Ja
Nelson et al. (2021) observaram que periodos de cochilos apos a aprendizagem melhoram a
taxa de acertos e restauram o desempenho aos niveis iniciais, além de melhorar a capacidade
de aprendizagem nos testes de adaptacdo, precisdo de trajetoria e tempo de reagdo. Estes
beneficios ndo foram vistos em individuos em estado de vigilia silenciosa (descanso sem

dormir) de pelo menos 20 horas (NELSON et al., 2021).

Os beneficios do sono também foram observados em memorias relacionadas as
habilidades perceptuais que sdo independentes do hipocampo (BRODT et al., 2023). Exames
de ressonancia magnética funcional (fMRI) em humanos compararam a pds-codificacdo da
vigilia e do sono, sendo que o segundo teve um aumento no recrutamento de redes neocorticais
e a conexao funcional entre areas corticais e subcorticais em testes de recuperagao (BRODT et
al., 2023). Com relagdo a observacao comportamental houve uma melhoria na abstragao de
regras e regularidade (BRODT et al., 2023). O desempenho e a aprendizagem na execugdo de
tarefas motoras sdo prejudicados em periodos de vigilia prolongados apresentando respostas
retardadas e atenuadas de neurdnios corticais individuais (VARGA et al., 2014). Circuitos
corticais envolvidos na formacdo da memoria motora sdao afetados pela privacdo de sono
(VARGA et al., 2014). Um estudo realizado em camundongos adultos, revelou que o sono
diminui a 4rea de contato entre os terminais do axonio cortical e as espinhas dendriticas
(KLINZIG et al., 2019). Em nivel molecular o sono reduz receptores de AMPA sinapticos que
estao fortemente relacionados a forca sindptica funcional (KLINZIG et al., 2019). Exames de
imagens estruturais da atividade oscilatoria lenta durante o sono de ondas lentas realizados em

camundongos indicaram que o sono de ondas lentas apds o treinamento em uma tarefa de
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rotarod nao apenas protege as espinhas recém-formadas como promove a formagao de novas

espinhas dendriticas (KLINZIG ef al., 2019).

2.3. Justificativa

A consolidagdo da memoria motora se da através de processos online ¢ offline, como
dito anteriormente, e os processos offline se dao através da repetigao da representagdo neural
idéntico a representacdao formada nos processos online (RUBIN et al., 2022). Fatores como o
sono ¢ o tipo de organizacao da pratica afetam a formagao da memoria. A organizagao da pratica
aleatéria pode influenciar a consolidacdo da memoria tanto quanto o sono uma vez que a pratica
aleatéria possui uma maior demanda dos processos cognitivos € o sono afeta esses processos
através da busca do equilibrio e da plasticidade sindptica (KIM; WRIGHT, 2021). A
manifestagdo da consolidagdao bem-sucedida se da pela preservagao do desempenho mesmo
diante de interferéncias ou o ganho de desempenho em um intervalo de tempo significativo
(KIM; WRIGHT, 2021). No caso da consolida¢do da memoria em humanos, novas memorias
de habilidades podem ser facilitadas quando se tem uma noite de sono. Porém a forma de se
organizar a pratica de habilidades também pode contribuir para o processamento continuo de
uma memoria de habilidade recém-formada (KIM; WRIGHT, 2021). Da mesma forma, a
privacdo do sono pode afetar negativamente todos os estagios de formagdo de uma memoria de
longo prazo.

A privagdo de sono cronica pode ter um efeito negativo na aprendizagem e na memoria
afetando inclusive, a capacidade de tomada de decisio (NEWBURY et al., 2021), a retengdo
de memoria episddica (TOTONI; CIRELLI, 2014), atengcdo, memoria de trabalho, memorias
episodicas emocionais ¢ memoria de curto prazo (NEWBURY et al., 2021). Em ratos,
perturbagdes, como privacao de sono, utilizagdo de farmacos dentre outros, pos-codificagdo
geralmente tém efeito prejudiciais na recuperacdo da memoria, dependendo do contexto
(BRODT et al., 2023). Buscar entender formas mais eficientes para a aprendizagem motora
dentre de diferentes contextos (como a privacao de sono) fornece ferramentas para desenvolver
mecanismos que minimize quaisquer prejuizos no processo de aprendizagem. A recuperagao
das memorias consolidadas deve sofrer com a privacdo de sono, mas como as diferentes
demandas cognitivas que diferenciam as formas de organizar a pratica, apds o processo
completo de consolidagdo da memoria motora, nao estdo mais presentes, 0 impacto no processo

de recuperacgdo serd idéntico entre os grupos apds privagdo de sono. Diante disso, a proposta
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desse trabalho ¢ investigar diferentes modelos de organizacao da pratica e o impacto da privagao

de sono na recuperagdo de memorias motoras consolidadas.

3. OBJETIVOS
Investigar diferentes modelos de organizacao da pratica e o impacto da privagdo de sono

na recuperacao de memorias motoras consolidadas.

3.1. Objetivos especificos

1 — Investigar os efeitos da organizagao da pratica na fase de aquisigao.

2 — Investigar os efeitos da organizagao da pratica nos testes de aprendizagem.

3 — Investigar os efeitos da organizacdo da pratica e privacao de sono na evocacdo da memoria

motora de longo prazo.



4. HIPOTESES

H1. A pratica constante levara a melhor desempenho na fase de aquisigao.

H2. A pratica aleatodria levard a melhor desempenho nos testes de aprendizagem.

H3. Os efeitos da privacao de sono na evocacdo da memoria motora de longo prazo serao

idénticos entre os grupos.

28
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5. METODO
5.1. Amostra
A amostra foi composta por 52 ratos wistar machos com peso entre 250g e 350g, peso
considerado adequado para o rotarod e avaliado através do piloto (apéndice 1). A idade dos
animais ndo foi controlada rigorosamente, mas se manteve entre 3 a 4 meses de idade no
inicio da tarefa motora. Os animais foram fornecidos pelo biotério (CEBIO) situado na
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os animais foram divididos em caixas
plésticas com no maximo 4 e no minimo 2 animais por caixa, dentro de uma estante ventilada
com temperatura ambiente 22+1°C e umidade 40-70%, em um ciclo claro-escuro de 12/12
horas quando as luzes se acendiam as 7 horas da manha e se apagavam as 19 horas da noite
com livre acesso a agua e ragdo. Os ratos sao animais noturnos e exploradores, tendo seu
momento mais ativo durante a noite. Esses animais dormem por cerca de 12 horas nao
ininterruptas, mas contendo pequenos intervalos de despertar e possuem um ciclo circadiano
semelhante a0 humano com presenca de sono ndo REM e REM. A amostra foi dividida
aleatoriamente em 2 grupos de 16: grupo de pratica constante e grupo de pratica aleatdria.
Todos os procedimentos respeitaram as normas do Comissdo de Etica de Uso Animal

(CEUA / UFMG) cuja aprovagao sobre o protocolo n°. 209/2023 (ANEXO 1).

5.2. Instrumentos

Para avaliar a aprendizagem motora foi utilizado uma tarefa de equilibrio sobre um
rotor em movimento do rotarod. O rotarod para ratos (Figura 4), ¢ feito de metal e plastico,
com didmetro de cilindro 24,5 centimetros, largura de 59 centimetros, altura de 58
centimetros, com contador de queda automatico e parada de tempo automatica na queda. O
aparelho possui 04 baias com espaco de 10 centimetros para cada animal, altura do rotor até
a plataforma de queda ¢ de 29 centimetros e permite o treinamento de até 04 animais, com a
mesma frequéncia de rotacdo, simultaneamente. Porém, para o teste foram utilizados no
maximo 2 baias por vez intercalando com uma baia vazia. Quanto menor o nimero de quedas
melhor serd o desempenho. O tempo de permanéncia dos animais foi medido
automaticamente por um sensor localizado na plataforma de queda do aparato. As imagens
da privagdo de sono foram captadas por uma camera de celular, Samsung Notel0 com

qualidade de imagem em alta-defini¢ao e salvas em disco rigido externo.
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Figura 4 — Rotarod. A imagem mostra o rotarod usado nas tarefas motoras. O aparato contém quatro baias
permitindo a pratica de até quatro animais por vez, porém foram utilizados no méximo duas baias por vez,
intercalando as baias usadas e ndo usadas (exemplo: foram usadas as baias 1 e 3 simultaneamente) e um controle
de frequéncia de rotacdo e contagem de quedas automatica. Também foi utilizado a mesma baia para o mesmo

animal com o objetivo de reduzir o estresse do animal através do seu cheiro deixado na baia.
Fonte: Bonther (2024).

5.3. Delineamento experimental e procedimentos

Inicialmente os animais passaram pela habituacdo com os pesquisadores através do
procedimento manuseio de animais (Item 6.3.1) por, pelo menos, 5 dias antes de iniciar os
testes e até que os animais chegassem ao peso minimo (250g). Os animais utilizados nesse
estudo foram recebidos em 2 momentos, cada momento com 16 animais. Em cada momento,
os 16 animais foram divididos aleatoriamente em 2 grupos de 8 animais e realizado o
experimento. Isso significa que a quantidade de estimulo para habituacao foi igual para todos
os animais naquele momento, porém foi diferente entre os momentos (o0 primeiro momento
com 5 dias e o segundo momento com 28 dias). Os animais formam pesados diariamente até
o inicio da tarefa motora com um gano médio de peso de 6g/dia, chegando ao final do

experimento com um peso médio de 370g.

A tarefa motora foi adaptada do estudo de Apolinario-Souza et al. (2019). O
experimento foi divido em 7 fases: aquisicdo 1, aquisi¢do 2, retengdo, transferéncia 1,
transferéncia 2, transferéncia 3, privagdo de sono e retengdo da transferéncia 3. Os testes de
retencao (R), transferéncia 1 (T1), transferéncia 2 (T2) e a transferéncia 3 (T3) compuseram

os testes de aprendizagem. Além disso, o teste de transferéncia 3 (T3) e o teste retengao da
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transferéncia 3 (RT3) forma utilizados para andlise pré e pds privacdo de sono,
respectivamente. Antes da fase de aquisi¢ao 1 foi feito uma habituagdo do animal ao aparato
onde os animais ficaram 1 minuto sobre o rotor & uma frequéncia de rotacdo de 10 rotacdes
por minuto (rpm), 1 tentativa, sem contagem de quedas. A fase de aquisi¢do foi composta por
duas 2 sessdes com 6 tentativas cada com intervalo de 24 horas entre as sessdes. A tentativa
caracteriza-se pela tentativa do animal se manter por 1 minuto util sobre o rotor (com parada
do tempo nas quedas e retomada do tempo ao reposicionamento do animal sobre o rotor). Nao
houve intervalo entre as quedas, porém houve um intervalo de 2 minutos entre as tentativas.
O teste de retengao e o teste de transferéncia 1 (T1) foram realizados 24 horas apos o teste de
aquisicdo 2 com 1 tentativa em cada teste. No teste de retengdo os animais praticaram uma
frequéncia de rotacdo ja conhecida por todos (24 rpm) e no teste de transferéncia 1 os animais
praticaram uma frequéncia de rotacao inédita a todos (T1 =40 rpm), o teste de transferéncia
2 (T2 =42 rpm) foi realizado 10 dias apds o teste de aquisi¢ao 2, o teste de transferéncia 3
(T3 = 44 rpm) foi realizado 16 dias apds o teste de aquisi¢ao 2 ambos com 1 tentativa cada.
A privagdo de sono foi realizada por 3 dias consecutivos, 24 horas apds o teste de transferéncia
3, por 4 horas consecutivas, das 8 horas da manha ao meio-dia. A tultima fase foi o teste de
retencdo da transferéncia 3 (RT3 = 44 rpm), repetindo a velocidade do T3 também com 1
tentativa. O teste de retencdo pode informar quanto da aquisi¢ao foi retido na memoria apds
um ciclo completo de sono, ou seja, sem interferéncias. O teste de transferéncia 1 pode
informar sobre a adaptacdo da aprendizagem a novos contextos (frequéncia de rotagao
diferente) 10 e 16 dias apos a pratica pode informar o quanto essa memoria pode resistir ao
tempo e o quanto ela se adapta a novas condigdes. Todos esses testes apresentam uma curva
de aprendizagem. Ja o teste pds privacdo de sono (RT3) pode informar sobre a recuperagao
de uma memoria motora consolidada apos sofrer a perturbagdo da privagdo de sono. O numero
de quedas foi considerado erro e usado para andlise do desempenho na tarefa. Quanto maior

o erro menor o aprendizado.

Para definir o paradigma experimental os animais foram divididos em 2 grupos: grupo
de Pratica constante (PC), grupo de Pratica aleatéria (PA). Os animais dos grupos de pratica
constante foram submetidos a uma frequéncia de rotacdo constante de 24 rpm durante a fase
de aquisi¢do. Os grupos de pratica aleatéria foram submetidos a 3 diferentes frequéncias de
rotacdo, 16, 24 ¢ 32 rpm de forma aleatoria na fase de aquisi¢cdo. Para a aleatoriedade das

frequéncias de rotacdo foi definido uma sequéncia em que niao houvesse duas frequéncias
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iguais consecutivas € que nao houvesse repeticdo de blocos. No teste de retencao todos os
animais foram submetidos a uma tentativa, com frequéncia de rotagao de 24 rpm. No teste de
transferéncia 1 todos os animais foram submetidos a uma nova frequéncia de rotagdo de 40
rpm. 10 dias ap6s a fase de aquisigdo 2 foi realizado o teste de transferéncia 2 onde todos os
animais foram submetidos a uma nova frequéncia de rotagao de 42 rpm. Dezesseis dias apds
a fase de aquisicao 2 foi realizado o teste de transferéncia 3 onde todos os animais foram
submetidos a uma nova frequéncia de rotacdo de 44 rpm. Apds o teste de transferéncia 3 foi
realizado a privagdo de sono por 4 horas, por 3 dias consecutivos, na parte da manha (de 8 as
12 horas). Apds a fase de privagdo de sono, os animais tiveram um dia de descanso e no dia
seguinte foi realizado o teste de retencao da transferéncia 3 (Figura 5). O design experimental
pode ser visto na figura 5. Entre os testes de T1 e T2 houve 9 dias de intervalo e entre o teste
T2 e T3 houve 6 dias de intervalo, nesses intervalos os animais foram mantidos em suas
caixas, nao houve qualquer intervencdo com os animais além da manutencdo normal do
biotério (troca de caixas, agua e racdo) 2 vezes por semana. Foram mantidos alguns objetos

dentro das caixas para explorac¢ao pelos animais.

Divisdo dos grupos: Aqui_sigéo 1:
PC e PA. PC = 24rpm.
PA =16, 24, 32rpm.
6 Tentativas/ 2 min
m /_i\nterva}o_
& -
Handling: ‘ Habituagsio: ras
Ay 1 min atil
30min de intervalo
2 b Sem contar quedas
5 dias sequenciais
10rpm

8 a 12horas
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10 dias ——— ::i:;l>
Aquisicao 2:
PC = 24rpm.
PA = 16, 24, 32rpm.

T2: 42rpm.

1 Tentativa

6 Tentativas/ 2 min
intervalo.

|
|T3: 44rpm.
Retenc&o: 24rpm.

T1: 40rpm.

1 Tentativa

16 dias —————— __>

F Tentativa

Privacao de sono:
Gentle Handling.

4 horas.

8 as 12 horas.

3 dias consecutivos.

RT3.
44rpm.

1 Tentativa

Figura 5 - Desenho experimental. O desenho esquematico apresenta as etapas do experimento. Ao chegar ao
laboratdrio, os animais foram divididos em dois grupos (PA e PC) e passaram pelo handling. Depois os animais
tiveram uma tentativa no rotarod para habituagdo ao aparato e somente apds esses protocolos, a tarefa motora
foi iniciada. A fase de aquisi¢do foi dividida em 2 dias com 6 tentativas em cada dia, com o objetivo de reduzir
o efeito do cansago. As frequéncias de rotagdo foram escolhidas com o objetivo de garantir uma distancia
percorrida semelhante para todos os animais. Nos testes de aprendizagem, cada animal teve 1 tentativa, uma
quantidade suficientemente menor do que na fase de aquisicdo a fim de ndo interferir nos efeitos de
aprendizagem.

Fonte: Da autora (2024).
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5.4. Manuseio do animal

Para que o animal se acostume com o cheiro e toque do pesquisador, a fim de reduzir
um possivel estresse por estranhamento, logo apds os animais serem recebidos do CEBIO, foi
realizado o manuseio do animal com toque de areas como dorso, patas, barriga, pescogco do
animal por 1 minuto, com maos enluvadas, duas vezes com intervalo de aproximadamente 30
minutos entre os estimulos. Esse procedimento se repetiu por 5 dias consecutivos
(TAJABADI et al., 2023; HAGEWOUD et al., 2010) e até que os animais chegassem no peso

minimo de 250g.

5.5. Tarefa motora

Para a execucao da tarefa motora foi utilizado o rotarod, conforme descrito no item
5.3 ena figura 5. A tarefa motora consistiu em o animal caminhar sobre o rotor de rotarod nas
frequéncias pré-determinadas para cada grupo. A variagdo utilizada para o grupo de pratica
aleatoria foi realizada no parametro frequéncia de rotacdo. O numero de quedas foi
considerado o nimero de erros e juntamente com o tempo sobre o rotor até a primeira queda
foi utilizado para avaliar o desempenho do animal. Com o objetivo de habituar o animal ao
aparato, foi realizado uma tentativa de 1 minuto antes do primeiro teste de aquisi¢ao de cada
animal na frequéncia de rotacdo de 10 rpm sem contagem de quedas (SHIOTSUKIA et al.,
2010). O experimento foi realizado sempre as 8 horas da manha. A tarefa motora foi baseada
no estudo de Apolinario-Souza et al. (2019) quando cada animal teve 6 tentativas nas fases
de aquisi¢do e 1 tentativa nos testes de aprendizagem. O tempo de cada tentativa era verificado

apos o final de cada tentativa e registado em uma planilha de excel.

5.6. Privacao de sono

O sono ¢ um estado cerebral em que ocorre a reorganizacao neuronal em que participa
todas as regides cerebrais, incluindo neocortex, hipocampo, tdlamo, hipotdlamo e tronco
encefalico (BRODT et al., 2023). A privacao do sono consiste na interrupcao da tentativa de

dormir, mantendo uma vigilia for¢ada.

Ap0s o teste de transferéncia 3, os animais foram levados para a sala de experimento,
dentro de suas caixas com maravalha, d4gua e ra¢cdo. Foram mantidos em privagdo de sono por
4 horas consecutivas, das 08 horas as 12 horas tendo sua tentativa de dormir perturbada por

pequenas batidas na caixa e/ou manuseio gentil do animal. Esse procedimento ¢ eficaz para
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manter o animal acordado por varias horas seguidas sem ser um grande fator de estresse
(HAGEWOUD et al., 2010). O animal ndo poderia permanecer mais de 40 segundos imovel.
Aproximadamente a cada hora de privagdo de sono era oferecido agua e comida ao animal.
Todo o procedimento de privacdo de sono foi filmado e gravado e as imagens guardadas em

disco rigido externo.

5.7. Andlise dos dados

A variavel independente desse estudo ¢ a organizagdo da pratica e os dados foram
analisados em média da variavel dependente: nimero de quedas do rotor que reflete
caracteristica do desempenho. A analise descritiva foi realizada utilizando a média e desvio
padrao do numero de quedas. A analise de normalidade dos dados foi realizada por meio do
teste Kolmogorov-Smirnov. Foi utilizado uma ANOVA two-way com medidas repetidas no
segundo fator para todas as etapas do experimento: a fase de aquisicdo (2 grupos x 12
tentativas), nos testes de aprendizagem (2 grupos x 5 testes), para analise da privacao de sono
foi realizado um teste t de student pareado para cada andlise pré (T3) e pos (RT3) privagdo de
sono, intra grupo, quando o animal foi comparado com ele mesmo e uma ANOVA two-way
com medidas repetidas (2 grupos x 2 condigdes). As analises post-hoc foram realizadas com
o teste Tukey. O tamanho do efeito foi calculado usando o eta parcial (n?) para a ANOVA e
d de Cohen (d) para os testes t. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

Foram realizadas também duas analises complementares para defini¢do do paradigma
experimental: as mudangas online e offline. As mudancas online foram calculadas através da
subtragao do nimero de quedas da ultima e da primeira tentativa de cada dia (online 1: 6°
tentativa — 1° tentativa da fase de aquisi¢@o 1 e online 2: 6° tentativa — 1° tentativa da fase de
aquisi¢ao 2). As mudangas offline foram calculadas através da subtracdo do numero de quedas
da primeira tentativa do dia e a ultima tentativa do dia anterior. As mudangas offline aquisi¢ao
foram calculados pela subtragao da sétima tentativa pela sexta tentativa (7° tentativa — a 6°
tentativa), offline retencdo, subtracdo do teste de retencdo pela 12° tentativa (R-12° tentativa),
offline transferéncia 1, pela subtragdo dos valores do teste de transferéncia 1 pela 12° tentativa
(T1-12), offline transferéncia 2 pela subtragao dos valores da transferéncia 2 pela 12° tentativa
(T2-12), offline transferéncia 3 pela subtragao dos valores da transferéncia 3 pela 12° tentativa
(T3-12). Foi realizado uma ANOVA fwo-way com medidas repetidas para andlise estatistica

das mudancas online e offline (grupos x testes). Além disso, outra varidvel analisada foi a
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laténcia na primeira queda que refletiu o quanto o animal resistiu a uma nova perturbagao.
Para isso, foi registado o tempo em que o animal permaneceu sobre o rotor até a primeira
queda. Para analise estatistica foi realizado uma ANOVA two-way com medidas repetidas nos

testes de aprendizagem (grupos x testes)
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6. RESULTADOS

6.1. Paradigma experimental

Esse trabalho tem como paradigma experimental verificar os efeitos de diferentes
modelos de organizagdo da pratica (constante e aleatéria) na aprendizagem motora em ratos,
que deveria apresentar resultados semelhante a humanos e camundongos (Apolinario-Souza
et al., 2019; Lage et al., 2015). A analise do desempenho pelo numero de quedas estd
apresentada abaixo no grafico 1. Foi realizado o teste de normalidade Kolmogorov-smirnov
e os dados formam considerados normais. A ANOVA two-way com medidas repetidas no
segundo fator na fase de aquisicao (2 grupos x 7 fases) nao encontrou diferencas entre grupos
[F (1,15) = 0.4862; p < 0.5034, n* = 0.03]. Porém foi observado diferenga significativa entre
os testes de aprendizagem [F(4.471, 67.07) = 10.90; p<0.0001; n?>=0.50]. Também nao foi
observado interagdo entre grupos e testes [F(3.553, 53.30) = 1.031; p = 0.4359; 1>=0,06]
(Grafico 1). Importante ressaltar o tamanho de efeito considerado moderado na analise entre
os testes. O tamanho do efeito refere-se a magnitude do efeito da intervencao, ou seja, a

magnitude da diferenca entre as analises (BECK, 2013).
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Grafico 1. Analise descritiva apresentada em média e erro padrao — O eixo X apresenta as fases de aquisicao
(Aql e Ag2) e os testes de aprendizagem (R, T1, T2, T3) e o eixo Y reflete o nimero de quedas. A ANOVA
revelou diferenga significativa entre os testes de aprendizagem (p<0,0001), porém nao foi observado diferenca
significativa entre os grupos (p < 0.5034) e ndo houve interagdo entre grupos e testes (p=0,4359).
Descritivamente ambos os grupos diminuiram o nimero de quedas ao longo das fases de aquisi¢do e o grupo
de pratica aleatoria (PA) que obteve maior numero de quedas em relagdo ao grupo de pratica constante (PC) e
esse comportamento mudou nos testes de aprendizagem, com excecdo em T2.

Fonte: Da autora (2024).

O teste post-hoc Tukey indicou diferenga, no grupo PC, entre a fase de aquisigdo 2 e
o teste T1 (p=0,121); aquisicao 2 e T3 (p=0,0215); R e T3 (p=0,0316). No grupo PA, o post-
hoc Tukey indicou diferenca entre R e T1 (p=0,0027); R e T2 (p=0,0181); R e T3 (p=0,0013).
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A analise de mudancas online ¢ offline foram realizados com o objetivo de verificar a
magnitude da mudanga ao decorrer do experimento. A analise de normalidade foi realizada
com o uso do teste Kolmogorov-smirnov e os dados foram considerados normais. A ANOVA
two-way com medidas repetidas ndo encontrou diferenca significativa entre os grupos
[F(1,15)=2,740; p=0,1187; 1?>=0,13], por outro lado foi encontrado diferenga entre os testes
de aprendizagem [F(5,75)=21,44; p <0,0001; n>=0,62]. Também nao foi verificado diferenga
na interagdo entre grupos e testes de aprendizagem [F(5,75)=0,3879; p=0,8557; 1*=0,02).

Importante destacar que o tamanho do efeito moderado entre os testes (Grafico 2).
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Grafico 2. Resultados de desempenho — Mudangas online e offline. O eixo X apresenta as fases (Aql e Ag2) e
os testes de aprendizagem (R, T1, T2, T3), o eixo Y reflete a mudanga dento das fases (online) e entre os testes
de aprendizagem (offline). O grafico 2 apresenta os dados em média e erro padrdo. A Anova ndo revelou
diferenca significativa entre os grupos (p = 0,1187) porém foi observado diferenca entre os testes de
aprendizagem (p<0,0001) com um tamanho de efeito moderado. Nas fases Aql e Aq2 referem-se as mudancas
online e os demais testes referem-se as mudancas offline. Apesar de nao ter sido encontrado diferenca entre os
grupos, podemos verificar, descritivamente que as diferencas entre eles aumentam com o decorrer dos testes de
aprendizagem com o grupo PA apresentando melhor desempenho nas mudangas offline.

Fonte: Da autora (2024).

O teste post-hoc realizado na andlise de mudanga apontou diferengas significativas
entre os testes, no grupo PC: aquisi¢do 1 e T2 (p=0,0119); aquisi¢do 1 e T3 (p<0,0001);
aquisicdo 2 e T3 (p=0,0008); R e T3 (p=0,0006). E no grupo PA: aquisi¢ao 1 e T3 (p=0,0019);
aquisicao 2 e T3 (p=0,0199); R e T3 (p=0,0004).

Por fim uma andlise adicional, a laténcia na primeira queda, foi realizada com o
objetivo de verificar a adaptagdo a novas perturbagdes. Quanto maior o tempo de permanéncia
sobre o rotor em frequéncias de rotagdes diferentes, melhor seria o desempenho. A ANOVA
two-way nao revelou diferencas significativas entre os grupos [F(1,22)=0,4402; p=0,5139;
1?=0,0196] porém foi observado diferengas significativas entre os testes de aprendizagem

[F(4,88)=3,487; p=0,0108; n’= 0,1368] (Grafico 3).
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Grafico 3 — Laténcia na aprendizagem. O eixo X apresenta os testes de aprendizagem e o eixo Y reflete o tempo,
em segundos, que o animal permaneceu sobre o rotor até a primeira queda. Essa andlise pode demonstrar a
adaptacdo do animal a tarefa. O grafico 3 apresenta valores em média e erro padrao. A ANOVA two-way nao

revelou diferenga significativa entre os grupos (p=0,5139) porém foi revelado diferenca significativa entre os
testes de aprendizagem (p=0,0108).
Fonte: Da autora (2024).

6.2. Analise da privagao do sono

Para avaliar o impacto da privacdo do sono na recuperacdo de memdorias consolidadas
nas distintas formas de organizar a pratica foi realizado a privag¢do das 4 primeiras horas de
sono dos animais ap6s o teste T3. Para a andlise dos dados foi realizado um teste t de student
pareado intra grupo, quando o animal era comparado com ele mesmo antes e depois da
privacao de sono e uma ANOVA two-way com medidas repetidas entre os grupos (PC e PA)
e as condigdes pré e pos privagdo de sono (T3e RT3). Na andlise intra grupo PC, o teste
Kolmogorov-smirnov apresentou normalidade dos dados e nao revelou diferenca significativa
entre os momentos pré e pds privagao de sono [t(df=15) =0,3174; p=0,7553; d=0,05] (grafico
4).

39
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Grafico 4 — Analise da privacao de sono entra grupo PC. Resultados apresentados em média e erro padrdo. O
teste t pareado, quando os animais foram pareados com eles mesmos, ndo demonstrou diferenca significativa
entre os momentos pré e pos privacdo de sono no grupo PC (p=0,7553). A privagdo de sono ndo afetou
negativamente a recuperagdo da memoria motora consolidada apos 20 dias de consolida¢do no grupo de PC.
Fonte: Da autora (2024).

Na andlise do grupo PA, o teste Kolmogorov-smirnov apresentou normalidade nos
dados e o teste t de student ndo apresentou diferenca significativa entre os momentos pré e

pos privagao de sono [t(df=15) = 0,3220; p=0,7519; d=-0,12) (grafico 5).
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Grafico 5 — Andlise da privacdo de sono entra grupo PA. Resultados apresentados em média e erro padrao. O
teste t pareado, quando os animais foram pareados com eles mesmos, ndo demonstrou diferenca significativa
entre os momentos pré e pos privacdo de sono no grupo PA (p=0,7519). A privacdo de sono ndo afetou
negativamente a recuperagdo da memoria motora consolidada apos 20 dias de consolidacdo no grupo de PA.
Fonte: Da autora (2024).

Na analise dos dois grupos (PC e PA) e das duas condicdes (pré e pds) privacao de

sono, os dados apresentaram normalidade segundo o teste Kolmogorov-smirnov porém, a
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ANOVA two-way com medidas repetidas ndo demonstrou diferenca significativa entre os
grupos [F(1,1)=3,408; p=0,3160; 1n*=0,0114] porém foi observado diferenga entre os
individuos [F(15,15)=2,470; p=0,0451; 1*=0,7118]. Também foi observado diferenca
significativa na interacdo entre individuos e testes [F(15,15) = 2,539; p=0,0405; 1*>=0,7174).
Destaca-se o tamanho do efeito moderado entre os testes e na interacdo individuo-teste

(Grafico 6).
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Grafico 6 — Analise da privacdo de sono entre grupos. Dados apresentados em média e erro padrdo. A ANOVA
two-way com medidas repetidas realizada ente grupos (PC e PA) e condic¢des (T3 — pré e RT3 — pds) apesentou
diferenca entre os individuos (p=0,0451) e na interagdo individuo-condi¢do (p=0,0405), porém nao revelou
diferenca significativa entre os grupos e condi¢des (p=0,3160) demonstrando que a privacdo de sono, apds 20
dias de consolidacao, ndo afetou a recuperagdo da memoria motora.

Fonte: Da autora (2024).
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7. DISCUSSAO

De forma geral, o resultado desse estudo ndo encontrou diferenca significativa entre a
pratica constante e a pratica aleatoria na fase de aquisi¢cdo, e também ndo foi observado o
melhor desempenho esperado da pratica aleatoria nos testes de aprendizagem. Entretanto, o
desempenho semelhante entre a pratica constante e a pratica aleatdria, especificamente no
teste de retencdo foi considerado positivo para o grupo de pratica aleatéria que praticou
apenas 1/3 das tentativas, na fase de aquisicao, na frequéncia de rotagdo aplicada nesse teste.
Além disso, os resultados sugerem que a recuperacdo da memoria motora, bem consolidada,
depois de pelo menos 16 dias de ciclo de sono normal, ndo ¢ prejudicada por 3 dias de
privagdo de sono parcial.

Nao ter encontrado diferengas na fase de aquisi¢ao indica que a pratica aleatoria nao
impds mais dificuldade de execugdo e controle para os animais do grupo de pratica aleatoria.
Essa dificuldade superior da pratica aleatéria na fase de aquisicao ¢ condi¢do descrita na
literatura, porém muitas vezes esté latente na fase de aquisicao ndo mostrando explicitamente
essa dificuldade no controle motor (LAGE et al., 2015; APOLINARIO-SOUZA et al.,
2019). Apesar da hipotese 2 deste estudo esperar uma diferenca entre o grupo de PC e PA,
o resultado encontrado na reten¢do ndo causa surpresa, pois em estudos que comparam 0s
efeitos da pratica constante e pratica aleatéria € comum ndo encontrar diferencas entre
grupos (LIN et al., 2009; LAGE et al., 2011, LAGE et al., 2024). Neste teste de
aprendizagem (R), a diferenca encontrada entre o grupo de pratica aleatéria e o grupo de
pratica constante deve ser interpretado como um resultado positivo em termos de
aprendizagem para esse grupo (LAGE et al., 2024). A relagdo de especificidade deste teste
com a aquisi¢do vivenciada pelo grupo constante ¢ muito forte. O grupo de pratica constante
praticou 100% das tentativas na rotacdo demandada no teste de retencdo, enquanto o grupo
de pratica aleatoria experimentou a rotacdo demandada somente em 33% das tentativas.
Nessa logica o desempenho similar apresentado pela pratica aleatéria parece ser positivo,
pois a aprendizagem de um parametro com menos quantidade de pratica especifica foi
igualmente eficaz (LAGE ef al., 2024).

Esse tipo de analise é corroborado por dois outros resultados. O primeiro ¢ a mudanga
offline apresentado pelos grupos entre o final da aquisi¢do e o teste de reteng@o. A andlise
descritiva mostra que a diferenca significativa encontrada na mudanca offline foi a favor da

melhoria do grupo de pratica aleatoria quando se compara o desempenho do fim da aquisi¢ao
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para o teste de retengdo. Esse achado sugere que os processos de consolidacao e recuperagao
de uma memoria motora 24 horas ap0s a aquisi¢ao foram mais ativos na pratica aleatéria do
que na pratica constante.

O segundo resultado que fortalece a ideia de que o desempenho apresentado pelo grupo
de préatica aleatoria apresentou melhor resultado no teste de retengdo ¢ a diferenga encontrada
entre os testes na medida de tempo de laténcia para a primeira queda entre os testes. A anélise
descritiva indica que a pratica constante e a pratica aleatéria possuem a manutencdo no
rotarod por tempo similar, com exce¢do do teste T2, lembrando que a quantidade de pratica
nessa rotacdo demandada durante a fase de aquisicao foi de somente 33% para o grupo de
pratica aleatéria. Em suma, apesar de ndo ter sido encontrada diferen¢a no desempenho entre
grupos no teste de retencdo, analises complementares indicam um processo mais efetivo na
pratica aleatoria do que na pratica constante da aquisi¢ao para o teste de retencao.

Em relacdo ao desempenho na andlise da laténcia na primeira queda dos grupos nos
testes de transferéncia, também ndo foi encontrada superioridade da pratica aleatdria no
desempenho analisado. Esses resultados nao eram esperados. Devido a variabilidade vivida
pelo grupo de pratica aleatoria na fase de aquisi¢do, esperava-se um melhor desempenho por
parte desse grupo nos testes de transferéncia. O paradigma da variabilidade da prética se
refere a variedade de movimento e das caracteristicas do contexto que o aprendiz vivéncia
durante a pratica de uma habilidade formando um esquema de memoria. O esquema de
controle e aprendizagem de habilidades motoras formam o programa motor generalizado
(PMG) que define um padrio de movimento e a flexibilidade nesse programa produz
variagdes no padrdo (LAGE et al., 2011). A literatura aponta que a pratica aleatoria possui
melhor desempenho comparado a pratica constante na aprendizagem devido ao maior
esfor¢o cognitivo demandado pela apresentacao nao consecutiva das habilidades (LAGE et
al., 2015). Uma possivel explicacdo para os resultados encontrados neste estudo ser
diferentes da literatura (APOLINARIO-SOUZA et al., 2019) é a diferenca de exigéncia do
teste de aprendizagem, uma vez que essa tarefa foi realizada anteriormente com
camundongos. Na analise descritiva dos testes de aprendizagem o grupo de pratica aleatéria
teve numero de erros menor do que o grupo de pratica constante, porém nao foi encontrado
diferenca significativa entre os grupos. A cada teste de transferéncia, a frequéncia de rotagdo
foi acrescida de 2rpm se tornando mais desafiadora a tarefa com excecao do teste de retengao

da transferéncia 3 em que os animais praticaram a mesma frequéncia de rotagdo do teste de
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transferéncia 3. E importante observar que quando a frequéncia de rotacdo se manteve a
mesma, nao houve aumento no numero de quedas em nenhum dos dois grupos.

A analise descritiva indicou que o nimero de quedas nos testes de aprendizagem foi
menos impactado na pratica aleatéria. Na analise entre os grupos o tamanho de efeito foi
pequeno, indicando baixo impacto do tipo de organizacao da pratica no desfecho dessa
variavel dependente. Essas analises reforcam a hipotese de que a medida que o tempo passou
e a rotagdo aumentou o efeito da organizacdo da pratica se dissipou, podendo ser uma
interacao entre a alta exigéncia do teste e caracteristicas de esquecimento da espécie, tendo
em vista que o mesmo nao ocorreu no estudo de Apolindrio-Souza et al. (2019). Essas
andlises também mostram o impacto do tipo de organizacdo da pratica em diferentes
demandas de adaptabilidade. As analises descritivas dos testes de aprendizagem indicam que
a pratica aleatéria sofreu menor impacto na variavel quedas. Na analise da mudanca do
numero de quedas a pratica aleatéria também apresentou melhor resultado comparado ao
grupo de pratica constante ja na andlise da laténcia na primeira queda o grupo de pratica
constante apresentou melhor resultado nos testes de retencdo e T2, nos demais testes os
grupos foram similares.

Na anélise descritiva do efeito da privacdo de sono na recuperacdo da memoria motora
ndo foi observado diferenca entre os grupos PC e PA pds privacao de sono (RT3) entretanto
RT3 teve menos erros comparado ao teste anterior, pré privagao de sono (T3) mostrando que
a retengao entre esses testes foi positiva e a auséncia dos impactos negativos da privagdo de
sono nesse teste de aprendizagem. Importante lembrar que a frequéncia de rotacdo de RT3
foi a mesma de T3. A ANOVA two-way ndo identificou diferenca entre os grupos, porém
identificou uma diferenca significativa entre os individuos. Também ¢é preciso observar o
tamanho de efeito moderado entre os testes ¢ moderado na interacao individuos x testes de
aprendizagem. Este resultado confirma nossa hipdtese de que a privagao de sono nao afetaria
a recuperacdo da memoria motora consolidada. A privagdo de sono cronica pode ter um
efeito negativo na aprendizagem e na memoria afetando inclusive, a capacidade de tomada
de decisdo, atengdao, memoria de trabalho, memorias episddicas emocionais € memoria de
curto prazo (NEWBURY et al., 2021) contudo, apos a consolidagao completa perturbagdes
como TMS ndo prejudicou a recuperacdo da memoria motora (KANTAK et al., 2010).

Na analise descritiva da mudanga offline entre as condi¢des pré (T3) e pos (RT3)

privacao de sono, PA apresentou uma mudanga semelhante ao grupo PC demonstrando que
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a privacdo de sono nao impactou nenhum dos dois grupos. A ANOVA two-way nao
apresentou diferenca significativa entre os grupos, mas foi observado diferencga significativa
entre os testes de aprendizagem. Este resultado corrobora a analise comportamental quando
ndo observamos impacto da privagdo de sono na recuperagdo da memoria em vez disso, o
teste pos privacdo de sono apresenta um ganho maior em comparacdo com o teste pré
privacao de sono. Esse resultado sugere que mesmo apoés a privagao de sono, sendo mantido
o contexto, ha efeito de aprendizagem.

Por fim, na anélise descritiva da laténcia na primeira queda nao foi possivel identificar
diferenca entre os grupos PC e PA, porém quando se compara, descritivamente, as condigdes
pré e pos privagao de sono, a condi¢ao pos privacao de sono apresenta um melhor resultado.
A laténcia na primeira queda tem o objetivo de analisar a adaptacdo a perturbagdes e quanto
maior o tempo sobre o rotor do rotarod melhor seria a adaptacdo do animal. A ANOVA nao
apresentou diferenca significativa entre os grupos, mas foi observado diferencga significativa
entre os testes. Estes resultados estdo em concordancia com os demais resultados e também
difere do esperado. Sendo a pratica constante o modelo de pratica de menor exigéncia
cognitiva ¢ de atencdo, tendo como caracteristica a repeticdo (LAGE er al., 2015;
APOLINARIO-SOUZA et al., 2019) durante a fase de aquisi¢do e levando a uma menor
flexibilidade nos testes de aprendizagem esperavamos que o grupo PC sofresse mais os
efeitos deletérios da privagdo de sono, porém o resultado deste estudo apresenta similaridade
entre os grupos. Uma observacao interessante ¢ que, na analise descritiva, a privagao de sono
afetou de forma semelhante os dois grupos com relacao a laténcia na primeira queda, ou seja,
ambos 0s grupos permaneceram menos tempo sobre o rotor pds privacao de sono comparado
com o pré privagao de sono.

Em suma, a hipétese 1 deste estudo foi que a pratica constante levaria ao melhor
desempenho na fase de aquisi¢do, o que nao foi comprovado nas analises inferenciais e este
resultado ¢ diferente dos resultados encontrado na literatura referenciada neste estudo
(LAGE et al., 2015; APOLINARIO-SOUZA et al., 2019; LAGE et al., 2024). J4 a hipotese
2 foi que a pratica aleatéria levaria ao melhor desempenho nos testes de aprendizagem e os
resultados deste estudo mostraram um comportamento diferente. Nao foi observado
diferenga entre os grupos nos testes de aprendizagem. O resultado do teste de retengdo
demonstra o melhor desempenho da pratica aleatdria, porém os resultados dos testes de

aprendizagem nao demonstraram diferenga entre os grupos, diferente do esperado. Por fim,
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para a hipotese 3 a analise dos dados sugere que a privacao de metade do ciclo de sono nao
gerou impacto negativo em nenhum dos grupos.

Para a realizagdo deste estudo foi necessario realizar a adaptagdo da tarefa motora para
ratos além de alguns protocolos como o de manuseio de animais e o de privacdo de sono
utilizando o manuseio gentil destes animais. Estes protocolos tiveram o objetivo de adaptar
os animais ao local do experimento, aos experimentadores, ao aparato e reduzir o estresse
dos animais. Também foram mantidos os mesmos experimentadores durante as fases do
experimento. A tarefa motora e a privacdo de sono foram realizadas na parte da manha
quando os animais estariam entrando no ciclo de sono. Sugerimos para proximos
experimentos a redu¢do do intervalo de tempo entre os testes e verificar outros momentos

para a privacao de sono.
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8. CONCLUSAO

Os resultados encontrados nesse estudo nao apresentaram diferenga estatisticamente
significativa entre a pratica constante e a pratica aleatoria na fase de aquisi¢do, contudo a
mudanga da curva de aprendizado no teste de retengdo também pode ser observada em ratos.
Uma possivel explicagdo para os resultados encontrados pode estar relacionada a diferenga de
exigéncia da tarefa entre espécies utilizada na literatura referencial da tarefa motora e a deste
estudo (camundongos e ratos) e o tempo decorrido entre os testes. J4 para o resultado da
privagdo de sono ndo ter encontrado efeito negativo no teste pos privagao de sono, uma possivel
explicacdo seria o tempo decorrido entre a fase de aquisi¢do e a privagao de sono. Analisando
todos os achados deste estudo € possivel sugerir que a pratica constante nao apresentou o melhor
resultado esperado na fase de aquisi¢do em ratos, a pratica aleatdria apresentou resultado
semelhante ao da pratica constante, o que pode ser considerado melhor desempenho da pratica
aleatoria no teste de retengdo, mas nao nos testes de aprendizagem. Na privagdo de sono, da
primeira metade do sono, apos consolidacio da memoria motora ndo apresentou danos a

recuperagdo desta memoria motora.
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APENDICE 1 — Piloto 1

No presente estudo havia um desafio de aplicar um protocolo comportamental que se
aproxima do comportamento em humanos, ou seja, superioridade da pratica menos
repetitiva, ja validado no estudo de Souza, 2018 com camundongo, usando ratos € com a
variavel da privagao de sono. Foi realizado pesquisas na plataforma Pubmed com os termos
Motor learning, Rotarod e Sleep deprivation. Os termos foram combinados e separados com
“and”.

Foi realizado o primeiro piloto com o objetivo de testar os procedimentos, materiais e
métodos propostos, possibilitando alteragdes nos instrumentos e procedimentos na fase que
antecede a realizacdo dos estudos. Nesse piloto também foi testado o protocolo de privacao

de sono (horarios, método e numero de horas).

1. METODO

1.1. Amostra

Foram utilizados 16 ratos wistar machos com peso entre 200g e 350g fornecidos pelo
biotério (CEBIO) situado na Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os animais serao
divididos em caixas plasticas com no maximo 4 e no minimo 2 animais por caixa, dentro de
uma estante ventilada com temperatura ambiente 22+1°C e umidade 40-70%, em um ciclo
claro-escuro de 12/12 horas e livre acesso a agua e racdo. Os animais foram divididos
aleatoriamente em 4 grupos de 4: grupo de pratica constante sem privagao de sono, grupo de
pratica aleatéria sem privagdo de sono, grupo de pratica constante com privacao de sono e grupo
de pratica aleatéria com privagdo de sono. Sendo os grupos sem privacdo de sono grupos
espelhos, ou yoked, dos respectivos grupos em privacdo de sono (Figura 6). Todos os
procedimentos respeitaram as normas do Comité de Etica de Uso Animal (CEUA / UFMG)
cuja aprovagao sobre o protocolo n°. 209/2023 (ANEXO 1).

1.2. Tarefa
Para avaliar a aprendizagem motora foi utilizado a mesma tarefa descrita acima e
procedimentos similares, salvo pelo tamanho da amostra, o horario de privagdo de sono, da

execucdo da tarefa e a ndo realizacdo da habitua¢do do animal a tarefa (I minuto a uma
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frequéncia de rotagdao de 10 rpm). A privacao de sono foi realizada das 8 horas as 11 horas da

manh3 e as tarefas iniciadas as 11 horas.

1.3. Analise de dados

O procedimento de analise de dados desse piloto se deu conforme a andlise de dados
da dissertacdo no que diz respeito a analise comportamental. Foi realizado um teste Shapiro-
wilk para cada grupo e para cada fase avaliar a normalidade dos dados. Nenhum grupo ou
fase apresentou normalidade total. Foi realizado uma ANOVA two-way com medidas
repetidas (4 grupos x 12 tentativas) para a fase de aquisi¢ao (aquisicao 1 + aquisi¢do 2) e
uma ANOVA one-way para amostras independentes para as fases de aprendizagem.
Também foram analisados a mudanga online que se refere a diferenca entre a tltima e a
primeira tentativa de uma determinada fase (Exemplo, tentativa 6 — tentativa 1 na fase de
aquisicdo 1) e a mudanga offline que se refere a diferenga entre a primeira tentativa — a
ultima tentativa da fase anterior desde que haja pelo menos 24 horas ap6s a fase anterior
(Exemplo, tentativa 1 da fase de Transferéncia 1 — tentativa 6 da fase de aquisi¢ao 2). Outra
andlise usada foi a laténcia na primeira queda que se refere ao tempo que o animal

permanece em cima do rotor até a primeira queda (quanto maior, melhor).

2. RESULTADOS

Os dados foram organizados em 12 tentativas na fase de aquisicdo e uma tentativa nas
fases de aprendizagem (retengao e transferéncias). Os resultados foram analisados em termos
de numero de quedas e tempo médio de permanéncia na fase de aquisicao e nos testes de

reten¢do e transferéncias.

2.1. Nimero de quedas

Na fase de aquisicdo, a analise descritiva dos grupos indicou uma maior estabilizagdo e
melhor desempenho, caracterizado pela redu¢do do niimero de quedas, a partir da 7° tentativa,
ou seja, no segundo dia da fase de aquisi¢do (grafico 1). O teste de normalidade Shapiro-wilk
nao apresentou normalidade em nenhum dos grupos. O teste ANOVA two-way nao apresentou
diferencas significativas entre os grupos (N=9, p=0.9825).

Na fase de reten¢do e transferéncias foi realizado o teste ANOVA one-way para cada

fase e também nao encontrou diferenga significativa em nenhuma intera¢do entre os grupos
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[retencdo (N=16, p=0.4962), transferéncia 1 (N=16, p=0.5751), transferéncia 2 (N=16,
p=0.4767).
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Grafico 1 — Resultado comportamentais.
Fonte: elaborado pela autora.

2.2. Laténcia na primeira queda

Uma forma de avaliar a aprendizagem ¢ analisando o desempenho do animal em se
equilibrar sobre o rotor do rotarod. Para isso foi avaliado a laténcia na primeira queda que se
refere ao tempo em que o animais permaneceu sobre o rotor até a sua primeira queda. Foi
comparado o tempo gasto até a primeira queda no teste de transferéncia 1 com o tempo gasto

até a primeira queda no teste de aquisicao 2 (grafico2).
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Grafico 2 — Laténcia na 1° queda.
Fonte: elaborado pela autora (2024).
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A andlise da laténcia na primeira queda nos mostrou que, do teste de transferéncia 1

comparado a fase de aquisi¢ao 2 houve melhora nos grupos PCSP e PASP, ou seja, os animais

que ndo fizeram privacao de sono apresentaram melhoria no aprendizado em se equilibrar sobre

0 rotor.

Grafico 3 — H1.

Fonte: elaborado pela autora (2024).

ERROS

H1
40-
30
20
10+
0-
PACP PCSP
GRUPOS



55

O grafico acima apresenta os resultados da andlise da H1. Compara o nimero de erros
do grupo de pratica aleatoria com privagao de sono e do grupo de pratica constante sem privagao

de sono. Os dados foram retirados do teste de aprendizagem T2.

H2
25+
204
O 15-
[1'4 ——
14
w 10—
5
0- T
PACP PASP
GRUPOS

Grafico 4 — H2.
Fonte: elaborado pela autora (2024).

O grafico acima apresenta os resultados da analise a H2. Compara o nimero de erros do
grupo de pratica aleatoria com privagao de sono e do grupo de pratica aleatdria sem privagao

de sono. Os dados foram retirados do teste de aprendizagem T2.

H3
154
104
o
14
14
1T}
5_
0- |
PACP PCCP
GRUPOS

Grafico 5 — H3.
Fonte: elaborado pela autora (2024).
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O grafico acima apresenta os resultados da analise a H3. Compara o nimero de erros do
grupo de pratica aleatoria com privacao de sono e do grupo de pratica constante com privagao

de sono. Os dados foram retirados do teste de aprendizagem T2.
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Grafico 6 — H4.
Fonte: elaborado pela autora (2024).

O grafico acima apresenta os resultados da andlise da H4. Compara o niamero de erros

de todos os grupos. Os dados foram retirados do teste de aprendizagem T2.

Esse piloto teve como objetivo testar as frequéncias, a quantidade de pratica e sessdes
para ratos uma vez que esse protocolo havia sido testado com camundongos. Também teve o
objetivo de validar o protocolo de privacdo de sono. Pode-se observar que os grupos sem
privacao de sono tiveram maior nimero de erros do que os grupos em privagdo de sono.
Acredita-se que o horario em que os testes foram executados (as 11 horas da manh3) tenha
influenciado nesse resultado uma vez que os animais sem privagdo de sono foram acordados no
meio do seu periodo de descanso. A quantidade de pratica e sessoes foi considerado adequado.
O protocolo de privacao de sono através do manuseio gentil também foi considerado adequado.

As seguintes alteragdes foram sugeridas para o piloto 2.

e Alterar o momento da privacdo de sono.



APENDICE 2 — Tabela de aleatorizaciio das tentativas do grupo de PA

Tabela 1. Sequéncia das tentativas do grupo PA

Animal Frequéncia de rotagéo
A lorpm  24rpm  32rpm 24rpm 16 rpm 32 rpm
B 24rpm  32rpm 16rpm 32rpm 24rpm 16 rpm
C 32mpm 16rpm 24rpm 16rpm 32rpm 24 rpm

Fonte: elaborado pela autora (2024)
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A tabela 1 apresenta como foi aleatorizado as frequéncias de rotagdo para o grupo PA.

As letras A, B e C representam as 3 sequéncias obtidas com as 3 frequéncias de rotagao usadas.

As regras para sequenciamento foram as seguintes: nao poderia ter a mesma rotacao 2x

seguidas, a sequéncia B ndo poderia ser igual a A ou C. As letas A, B, C também forma

utilizadas para os animais, exemplo: caixal, animall, sequéncia A. Caixa 1, animal2, sequéncia

B. Caixa 1, animal3, sequéncia C. Caixa 1, animal4, sequéncia A. Caixa 2, animall, sequéncia

B etc.



ANEXO 1 - Aprovacao do comité de ética de uso animal - CEUA

R — CEUA
IR COMISSAO DE ETICA NO
UFMG USO DE ANIMAIS
Prezado(a):

Esta € uma mensagem automatica do sistema
Solicite CEUA que indica mudanga na situagao
de uma solicitacao.

Protocolo CEUA: 209/2023

Titulo do projeto: Relagao entre organizagao da
pratica e privagao do sono na aprendizagem
motora

Finalidade: Pesquisa

Pesquisador responsavel: Cleiton Lopes Aguiar
Unidade: Instituto de Ciencias Biologicas
Departamento: Departamento de Fisiologia e
Biofisica

Situagao atual: Decisao Final - Aprovado
Aprovado na reuniao ordinaria on-line do dia
23/10/2023. Validade: 23/10/2023 a
22/10/2028.

Belo Horizonte, 23/10/2023.
Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos.ufmg.br/solicite_ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antonio Carlos, 6627 — Campus
Pampulha
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