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Campoli, T. S. Papel do nucleo dorsal da rafe sobre o comportamento de grooming
induzido por novidade em ratos. 2019. 32 f. Dissertacio (Mestrado em Analise do
Comportamento) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

RESUMO

O grooming (autolimpeza) ¢ um comportamento complexo que pode ser observado em
roedores, em diferentes contextos e pode ser util em pesquisas translacionais para o estudo de
transtorno psiquiatricos. O objetivo do presente estudo foi investigar a participagdo do nucleo
dorsal da rafe (NDR) na modulacdo do comportamento de grooming em resposta a novidade
(um campo aberto de acrilico). Para tanto, foi administrado diferentes concentracdes de
muscimol e bicuculina, agonista e antagonista, respectivamente, de receptores GABA, no
NDR. Quarenta e um ratos Wistar foram submetidos a cirurgia estereotaxica para atingir o
NDR e ficaram em gaiolas de polipropileno por 7 dias. Depois do periodo de recuperagdo, os
ratos foram separados em grupos, submetidos a microinje¢des muscimol (50 ng/0,1ul ou
25ng/0,1ul) e bicuculina (30 ng/0,1pl ou 15 ng/0,1ul). A seguir, cada animal foi
individualmente testado em um campo aberto para avaliagdo comportamental. Os testes
estatisticos demonstraram que as concentracgdes utilizadas para inibicao e desinibicao das vias
no NDR provocaram efeito no grooming rostral € ndo influenciaram no padrdo sequencial
desse comportamento. Foi observada tendéncia estatistica em total de transigdes, tempo total e
total de cadeias de grooming. Esses resultados sdo importantes, pois em parte condizem com
a literatura e trazem também novos resultados para investigagdo da relagdo entre ansiedade
induzida pela novidade e o NDR. Além disso, o presente estudo pode servir de base para
estudos posteriores que pretendem investigar outros comportamentos com relacdo ao nucleo
dorsal da rafe.

Palavras-chave: Ansiedade. Nucleo dorsal da rafe. Grooming. Muscimol. Bicuculina.
Campo aberto.
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Campoli, T. S. Role of dorsal raphe nucleus on novelty-induced self-grooming behavior
in rats. 2019. 32 p. Dissertation (Master’s Degree in Behavior Analysis) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

ABSTRACT

Self-grooming is a complex behavior that can be observed in rodents repertoire in different
contexts and can be useful in translational research for the study of psychiatric disorders. The
objective of the present study was to investigate the participation of dorsal raphe nucleus
(DRN) in the modulation of novelty induced (Plexiglas open field) grooming behavior. The
nucleus was submitted to microinjections of different concentrations of muscimol and
bicuculin, agonist and antagonist, respectively, of GABA, receptors. Fourty one Wistar rats
underwent stereotaxic surgery to reach the DRN and afterwards remained in polypropylene
cages for 7 days. After the recovery period, the rats were separated into groups, subjected to
microinjections of muscimol (50ng / 0.1ul or 25ng / 0.1ul) and bicuculline (30ng / 0.1ul or 15
ng / 0.1 pl). Each animal was then individually tested in an open field for behavioral
evaluation.Statistical tests showed that the concentrations used for DRN inhibition and
disinhibition demonstrated an effect on rostral grooming and did not influence the sequential
patterning of this behavior. There was also a statistical tendency in total transitions, total time
and total chains of grooming. These results are important because they are in part consistent
with the literature and also bring new results to investigate the relationship between novelty-
induced anxiety and the DRN. In addition, the present study may serve as a basis for further
studies that seek to investigate other behaviors with respect to the dorsal raphe nucleus.

Keywords: Anxiety. Dorsal raphe nucleus. Grooming. Muscimol. Bicuculline. Open field.
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A ansiedade ¢ um estado psicoldgico, fisiologico e comportamental que pode ser
induzido pela ameaga potencial a sobrevivéncia, sendo a sua fungdo preparar para o
enfrentamento de uma situagdo perigosa ou inesperada. Geralmente, ¢ caracterizada pelo
aumento de arousal (excitagdo), ativacdo neuroenddcrina e autondmica e padrdes especificos
comportamentais, frequentemente com a passagem de outros comportamentos (e.g.
exploratorios) para comportamentos defensivos (Steimer, 2011). Tanto em humanos quanto
em animais ndo-humanos, a ansiedade ¢ uma emocdo relacionada ao comportamento de
avaliacao de risco. Esse comportamento pode ser apresentado em ambientes que o perigo €
incerto. Por exemplo, expor um animal a um ambiente novo ¢ uma maneira de provocar
comportamentos de avaliagdo de risco. Em situagdes como essa ha um conflito entre

aproximacao e evitagdo (Blanchard & Blanchard, 1988).

A ansiedade desencadeia diversas reacdes fisioldgicas e psicoldgicas no organismo.
Podemos observar taquicardia, aumento da pressdao arterial, irritabilidade, dificuldade em
controlar sentimentos de preocupacdo e aumento de glicocorticoides sdo algumas
caracteristicas da ansiedade. A persisténcia de um estado de ansiedade pode ser desadaptativa
e constituir uma patologia, incapacitando o individuo de responder de maneira adequada ao
ambiente (APA, 2013; Corr, 2006; Steimer, 2011). A estimativa ¢ de que 19,1% da populagdo
americana tiveram algum transtorno de ansiedade no ano de 2007 e, ao longo da vida, 31,1%
dos adultos ja experienciaram algum transtorno de ansiedade. No Brasil, a prevaléncia desse
transtorno na populagao ¢ de 9,3% (Kessler, Chiu, Demler, & Walters, 2005; Kessler et al.,
2015; World Health Organization, 2017).

Curiosamente, a ansiedade, além de ser o elemento principal de todo um grupo de
transtornos, em outros transtornos constitui sintoma coadjuvante. Em partes desses
transtornos, a ansiedade ¢ reportada como ‘gatilho’ para o exercicio de compulsdes. Por
exemplo, podemos observar comportamentos ritualizados em resposta a estados de ansiedade
(APA, 2013; Boyer & Liénard, 2006). Dessa forma, a regulagdo de padrdes motores pela

ansiedade ¢ um tema que merece ser explorado.

Uma forma promissora de entendermos melhor sobre ansiedade ¢ com a utilizagao de
modelos animais. Os modelos animais visam replicar caracteristicas comportamentais,
fisiologicas e farmacoldgicas em espécie ndo-humana. No caso da ansiedade, a ameaca pode
ser proporcionada por meio de punigdo, incerteza ou novidade do ambiente, sendo possivel
observar e medir as respostas comportamentais e fisioldgicas nessas situagdes ansiogénicas

(Steimer, 2011).



Comportamentos que ocorrem naturalmente com padrdes previsiveis sdo Uteis no
entendimento de principios organizacionais ¢ motivacionais que os influenciam. O grooming
¢ um exemplo desses comportamentos, pois € previsivel que ocorra em ambientes novos, esta
presente no repertorio de varias espécies e ¢ util para esclarecimento de circuitos neurais que
regulam a sequéncia do comportamento motor (Kalueff et al., 2015; Komorowska & Pellis,

2004).

O grooming ¢ um comportamento com movimentos altamente estereotipados,
repetitivos, perseverantes € ¢ uma das principais atividades que os ratos realizam acordados.
Sua funcdo parece estar relacionada com o cuidado do pélo, mas experiéncias estressoras
podem induzi-lo ou exacerba-lo (Berridge, Fentress, & Parr, 1987; Berridge & Whishaw,
1992; Bolles, 1960; Maio, Filgueiras, Cunha, & Estanislau, 2014). Ha investigagcdes que
relacionam a resposta de grooming com a perda de calor e controle de temperatura (Adolph,
1947; Hainsworth, 1967), situacdes de conflito (Van lersel & Angela Bol, 1958) novidade ou
outros estressores (van Erp, Kruk, Meelis, & Willekens-Bramer, 1994), ansiedade (Kalueff &
Tuohimaa, 2004), o periodo pos-contato social e comportamento sexual (Spruijt, Van Hooff,

& Gispen, 1992).

O grooming ¢ estudado relacionado com o contexto em que ele ocorre. A apresentagdo
desse comportamento pode ser influenciada por diferentes ambientes e € sensivel aos niveis
de estresse (Kalueff & Tuohimaa, 2004; Komorowska & Pisula, 2003; Veloso, Filgueiras,
Lorenzo, & Estanislau, 2016). Por exemplo, Jolles, Rompa-Barendregt e Gispen (1979)
demonstraram que a exposi¢do a novidade aumenta a frequéncia de grooming em ratos em
campo aberto. Além da influéncia ambiental, o grooming parece estar relacionado com uma
fungdo “desestressora” (desarousal) do estado de ansiedade, observando-se uma maior

frequéncia desse comportamento em ambientes novos (Spruijt et al., 1992).

O grooming pode fornecer um modelo de comportamento repetitivo, auto direcionado
e com padrdes sequenciais. Os avancos em estudos de mecanismos cerebrais demonstram que
o aspecto sequencial desse comportamento pode estar relacionado a fungdes cerebrais
especificas. Por exemplo, é possivel observar uma progressao cefalocaudal do comportamento
de grooming nos roedores, como lamber as patas, esfregar o nariz e rosto, limpar a cabeca e
lamber o corpo. O controle desse comportamento tem a participagdo de algumas estruturas
cerebrais, como cortex orbitofrontral, dorsolateral, corpo estriado e mesencéfalo. Os
movimentos realizados no grooming sao tradicionalmente estudados, contudo, insuficientes

para andlise e interpretacdo completa dos dados. O padrdo sequencial do grooming,



representado em alguns estudos pela porcentagem de transi¢des incorretas, que ¢ a avaliagao
da transi¢cdo de uma fase para outra do grooming de forma nao-cefalocaudal, e a porcentagem
de episodios interrompidos sdo pardmetros mais recentes adotados para avaliagdo desse
comportamento (Berridge et al., 1987; Berridge & Whishaw, 1992; A. V. Kalueff, 2003; A.
V. Kalueff & Tuohimaa, 2004). Logo, por meio desses parametros € possivel entender melhor

0s aspectos motores e sequenciais desse comportamento.

O estudo sobre o comportamento de grooming ¢ Util nas pesquisas neurocientificas
translacionais. Apesar de nao ser considerado um modelo exato de patologia humana, esse
comportamento oferece um valor mais amplo de modelo de comportamentos repetitivos,
estereotipados € com um padrio sequencial, o que pode ser interessante para varios
fendmenos comportamentais relevantes de desordens cerebrais. Portanto, estudar o grooming
traz a possibilidade de estudarmos mecanismos neurais hierarquicos do controle motor sobre
esse comportamento e fornecer informagdes sobre suas desregulagdes. Tais analises
evidenciam o quanto o grooming € sensivel a fatores genéticos, farmacoldgicos, fisiologicos e

contextuais (Kalueff et al., 2016).

Existem estudos que investigaram a relagdo entre estruturas neuroanatomicas € o
grooming. A decerebragdo do mesencéfalo, por exemplo, demonstrou um padrio sequencial
de cadeias de grooming normal em ratos, porém, tais animais tiveram dificuldades em
executar o padrao completo. Entretanto, em areas cerebrais mais caudais, como metencéfalo e
mielencéfalo, a decerebragdo prejudicou o padrdo sequencial, sugerindo que o tronco
encefalico seja fundamental para execucdo de padrdes sequenciais completos de grooming
(Berntson, Jang, & Ronca, 1988; Berridge, 1989). No mesencéfalo, ¢ possivel encontrar
estruturas providas da maioria dos neurdnios com projecdes serotoninérgicas para o

prosencéfalo, como os nucleos da rafe (Xiao et al., 2017).

Os nucleos da rafe sdo um importante local de distribuigdo de projegdes
serotoninérgicas no sistema nervoso central. Os nucleos da rafe projetam neurdnios
serotoninérgicos para varias partes do cérebro, como: putdmen-caudado, cortex parieto-
temporal, habénula, hipotdlamo dorsal, globus pallidus, amigdala, ntcleo leito da estria
terminal, nicleo accumbens, cortex entorrinal, hipocampo, cortex piriforme, cortex pré-
frontal medial, entre outras (ver Figura 1). A parte dorsal, chamada de nticleo dorsal da rafe
(NDR), envia projecdes para o cortex pré-frontal, nticleo leito da estria terminal, amigdala
central, habenula lateral, entre outras. Nessa estrutura, podemos encontrar a maioria dos

neurdnios de serotonina projetando para o prosencéfalo e para estruturas nao-limbicas, que



sao fortemente associadas com comportamento ¢ cognicdo (Grove et al., 1996; Jacobs &

Azmitia, 1992; Maximino, 2012).
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Figura 1. Vias sertoninérgicas em ratos. Destaque para os nucleos da rafe (Raphe Nuclei) e
suas projecdes em dire¢cdo a medula espinhal, cerebelo e prosencéfalo. Retirado de Carlson

(2013, p. 120).

A inibi¢do e desinibicdo dessa estrutura pode ser feita com farmacos GABAérgicos.
Estudos anteriores demonstraram que o NDR ¢ provido de neurdnios serotoninérgicos e
GABAérgicos, que expressam receptores de acido gama aminobutirico (GABA). Com a
ativagcdo ou bloqueio de receptores GABA4 € possivel inibir ou desinibir a atividade neural
pela hiperpolarizagdo e despolarizagdo do neurdnio. Por exemplo, a inibi¢do e desinibicdo de
neurdnios serotoninérgicos do NDR sd3o uteis para o entendimento de mecanismos que
regulam o sono, depressao e ansiedade (Kalueff & Nutt, 2007; Nitzl & Siegel, 1997; Xiao et
al., 2017)

Por meio do NDR, a serotonina parece desempenhar um papel dual na ansiedade.
Deakin e Graeff postulam que a serotonina pode exercer fungdes opostas sobre a ansiedade e
medo devido a diferentes efeitos produzidos na amigdala e na substincia cinzenta
periaquedutal (SCP). A serotonina liberada pelo NDR na amigdala aumenta comportamentos
tipo ansiosos (via receptores 5-HTya, 5-HT,. e 5-HT3;). Na SCP a serotonina diminui
comportamentos tipo medo (via receptores 5-HT;a, 5-HT, 4 € 5-HT,¢) (ver Figura 2). Essas
duas estruturas deram base ao que ficou conhecido como hipotese Deakin e Graeff da fungao

serotoninérgica na ansiedade (Maximino, 2012).
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Figura 2. Modelo simplificado do duplo papel da serotonina em respostas defensivas
mediadas pela amigdala e SCP. A serotonina liberada pelo NDR na amigdala aumenta
comportamentos tipo ansiosos ou medo por meio de receptores 2A, 2C e 3, enquanto que por
meio da projecdo para a SCP, comportamentos de medo ou ansiedade sdo diminuidos via
receptores 2A, 2C e 1A. Retirado e adaptado de Maximino (2012 p. 80).

Uma vez que a ansiedade pode desempenhar um papel no aumento de compulsdes, a
participacdo do NDR por meio de suas projecdes serotoninérgicas nesse aumento merece ser
investigada. Um estudo anterior investigou farmacologicamente esse nucleo, mas a
compulsdo estudada foi apenas a de consumo de alcool e ndo houve a apresenta¢do de
estimulos ansiogénicos (Tomkins e Fletcher, 1996). E pertinente estudar a ansiedade por meio
da manipulacdo do sistema serotoninérgico por farmacos GABAérgicos, e avaliar seu efeito
no comportamento de grooming em ratos. Logo, o objetivo do presente estudo foi investigar a
participagdo do nucleo dorsal da rafe na modulagdo do comportamento de grooming em uma
situacdo de teste ansiogénica (teste em um campo aberto novo). Para tanto, o efeito de
microinjecdes no NDR de diferentes concentragdes de agonista (muscimol) ou antagonista
(bicuculina) do receptor GABA, sobre o grooming foi avaliado numa sessdo em ambiente

novo — um campo aberto.



OBJETIVOS

Objetivo Geral
Investigar a participacdo do nucleo dorsal da rafe na modulagdo do comportamento de
grooming em uma situacgao de teste ansiogénica (teste em um campo aberto novo) por meio da

administracao de diferentes concentragdes de muscimol e bicuculina.

Objetivos Especificos
Avaliar o comportamento de grooming sob o efeito de diferentes concentragdes de muscimol

no nucleo dorsal da rafe em contexto ansiogénico.

Avaliar o comportamento de grooming sob o efeito de diferentes concentragdes de bicuculina

no nucleo dorsal da rafe em contexto ansiogénico.



METODOLOGIA
Sujeitos

Foram utilizados 41 ratos Wistar, experimentalmente ingénuos, provenientes do
Biotério Central do Campus da Universidade Estadual de Londrina, com peso entre 280-310
gramas no inicio do experimento. Os animais foram mantidos em gaiolas comunitarias (4
animais por caixa) com livre acesso a agua ¢ alimento. Entre a chegada dos animais do
Biotério Central do Campus e o término do experimento, os animais permaneceram no
biotério local do laboratorio sob um ciclo de luz claro/escuro de 12 horas (periodo claro das

7:00 as 19:00 horas), temperatura controlada em 22 + 2°C.

Todos os procedimentos experimentais adotados nesse trabalho foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de Londrina (protocolo CEUA/UEL
n°: 6237.2015.02)

Implante de cinula-guia no nicleo dorsal da rafe

Para implantacao da canula no NDR, os animais foram anestesiados com ketamina (90
mg/kg, i.p) e xilasina (13 mg/kg, i.p) e, ap6s indugdo anestésica, foram fixados a um aparelho
estereotaxico (Insight, Ribeirdo Preto, BR) pelo rochedo temporal e incisivos superiores. Em
seguida, foi realizada a assepsia local e administracdo de lidocaina com fenilefrina (sc),
anestésico local e vasoconstritor, respectivamente. Posteriormente, foi realizada a incisdo
longitudinal a fim de expor a calvaria e remover o peridsteo com agua oxigenada a 10%. O
cranio foi perfurado com uma broca de uso odontoldgico para a fixagdo de canula, seguindo-
se coordenadas estabelecidas assumindo-se o Atlas de Paxinos e Watson (1998): antero-
posterior, - 7,80 mm em relacdo ao bregma; lateral, + 1,4~1,3 mm em relacdo a sutura sagital;
vertical, - 5,2 mm em relagdo a estrutura 6ssea da calota craniana; Incisivo, altura do bregma e
da lambda iguais; torre inclinada lateralmente em 14°. A canula foi posicionada para que
ficasse 2 mm acima do NDR.

Através desse orificio, foi introduzida uma canula de ago inoxidavel (12 mm de
comprimento), constituida por um segmento de agulha hipodérmica de 0,6 mm (26G) de
didmetro externo. A céanula foi fixada ao cranio por um parafuso previamente implantado na

calota craniana e por uma protese de resina acrilica autopolimerizavel (Simplex, DFL Ind.



Com., Brasil). Um mandril de 0,3 mm de diametro externo foi introduzido na canula, para
evitar a obstru¢ao da mesma durante o periodo de recuperacao. Como medida profilatica, ao
final da cirurgia, os animais receberam uma inje¢do intramuscular de 0,2 ml de pentabidtico
veterindrio (Pentabiotico®, Fontoura-Wyeth, SP, Brazil, 80.000 UI, intramuscular). Depois da
cirurgia os animais foram alojados em gaiolas de prolipropileno para recuperagdo por sete

dias antes de serem submetidos aos testes experimentais.

Microinjeciao de drogas

Foram usadas duas concentracdes de muscimol, agonista de receptor GABAAj,
(50ng/0,1ul ou 25ng/0,1ul; Sigma-Aldrich, USA) e duas concentracdes de bicuculina,
antagonista de receptor GABA,, (30 ng/0,1pul ou 15 ng/0,1ul; Sigma-Aldrich, USA). Houve

um controle para os farmacos tratado apenas com o veiculo solucao salina (0,9%/0,1pul).

Todas as injecdes foram feitas utilizando-se uma microseringa de 1,0ul. (KH7001,
Hamilton Co., EUA) controlada por uma bomba de infusdo (Insight, Brasil). A microseringa
foi acoplada a uma agulha injetora (0,3mm de didmetro externo), 2 mm mais longa do que a
canula guia fixada ao cranio, e essa a um segmento de tubo de polietileno (P-10; Clay Adams,
EUA). A injetora permaneceu dentro da canula por Imin para maximizar a difusdo da droga.
O volume de droga injetado foi controlado pelo deslocamento de uma bolha de ar dentro de
um tubo de polietileno. A administragdo das drogas foi realizada com os animais dentro da
gaiola de prolipropileno. A seguir os animais foram individualmente testados no campo

aberto.

Teste do campo aberto

No dia do teste, os animais foram aleatoriamente distribuidos entre os grupos
experimentais (Bicuculina 15 (n=7); Bicuculina 30 (n=9); Muscimol 25 (n=8); Muscimol 50
(n=8) e salina (n=9)).

Uma caixa de acrilico (30 cm x 30 cm x 30 cm), alocada em uma sala iluminada foi
usada. Cada rato teve seu comportamento filmado por 20 min. As seguintes medidas
comportamentais foram avaliadas: levantadas (rearing), considerado toda vez que o animal
levanta seu corpo sobre as patas traseiras; posturas esticadas (stretched attend postures),

quando mantém as patas traseiras imodveis, esticando seu corpo com as patas dianteiras e



retorna a posicao inicial; tempo no centro, quando o animal permanece nos quatros quadrantes
centrais da caixa; cruzamento de quadrantes, quando o animal faz cruzamento de um
quadrante para o outro; e congelamento (freezing), quando o animal permanece imovel sobre
as quatro patas e sua parte ventral ndo estd encostada no chao da caixa.

O comportamento de grooming foi mensurado quanto a sua frequéncia e tempo.
Quatro componentes foram discernidos: lambida, focinho, cabega e corpo:

1 — Lambida (Fase 1) - movimentos de friccdo com as patas dianteiras perto do rosto e
do nariz.

2 — Focinho (Fase 2) - movimentos de friccdo com as patas dianteiras (cada um feito
por uma pata) desde as vibrissas misticas até abaixo do olho em dire¢ao ao focinho.

3 — Cabeca (Fase 3): movimentos de fric¢do bilaterais para trds e para cima feitos por
ambas as patas simultaneamente em dire¢do a cabeca.

4 — Corpo (Fase 4) - limpeza dos pelos ou pele corporais, incluindo as partes laterais e
ventrais do tronco, area genital e cauda. As cogadas no corpo (seguidas de lambidas) com as
patas traseiras (scratching) também foram consideradas pertencentes a essa categoria.

Quando o animal suspendeu qualquer dessas agdes de grooming (i.e., periodos de nao-
grooming), foi consideradoa como uma interrup¢do se o animal retomou a limpeza em até
cinco segundos. O grooming rostral foi considerado a soma de Lambida, Focinho e Cabecga,
enquanto que o grooming corporal apenas relacionado com o Corpo. Um episodio de
grooming foi, portanto, composto pela soma do tempo de lambida, focinho, cabega e corpo
com interrupg¢des menores do que 5 segundos. Interrupgdes maiores do que cinco segundos
marcaram a separagdo entre dois diferentes episodios. O tempo total de grooming € obtido
pela soma do tempo de todos os episddios. Uma cadeia estereotipada foi registrada sempre
que fricgdes rapidas das patas dianteiras com a regido rostral foram seguidas por uma série de
movimentos mais lentos dirigidos a cabeca e entdo ao corpo (para descri¢des detalhadas de
cadeias estereotipadas, ver Berridge et al., 1987; Berridge et al., 2005).

Os grupos foram comparados quanto ao niimero de episdédios de grooming, sua
duracdo total, duragdo da lambida, focinho, cabeca e corpo, porcentagem de transi¢des
incorretas e frequéncia de cadeias estereotipadas. A porcentagem de transi¢des incorretas, que
¢ a avaliag¢do da transicdo de uma fase para outra do grooming de forma nao-cefalocaudal, ¢
uma medida que auxilia na observa¢do do padrdo sequencial desse comportamento e ¢ obtida
dividindo-se as transi¢des cefalocaudais pelo total de transi¢des. A observacao dos videos foi

realizada por uma avaliadora treinada (concordancia intra-observadora maior de 80%).
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Histologia

Ao final do experimento, os animais foram anestesiados com ketamina (90 mg/kg) e
xilasina (13 mg/kg) e o corante Azul de Evans a 1% foi administrado no local da microinje¢ao
das drogas no mesmo volume utilizado para a andlise comportamental. A seguir os ratos
foram submetidos a abertura da caixa toracica para exposicao do coragdo e posterior perfusao.
A artéria aorta descendente foi bloqueada com uma pinga hemostatica, para uma melhor
perfusdo cerebral. A auricula direita sofreu uma incisao para escoamento do sangue perfusado
e uma agulha para perfusdo foi introduzida no ventriculo esquerdo. Foram administrados
solucao fisiologica (NaCl 0,9%) por 5 minutos e solucao tamponada de formalina a 10% por
10 minutos em cada rato.

Apds o procedimento, os cérebros foram retirados da caixa craniana e colocados em
solugdo de formalina a 10% para fixa¢ao. Decorridas 48 horas, os cérebros foram seccionados
(em cortes frontais de 60 pm) com auxilio de um criostato (Leica CM1520). As varias sec¢des
foram coradas com vermelho neutro a 1% e analisadas utilizando-se o Atlas de Paxinos e

Watson (1998).

Analises de dados

Primeiramente, os dados foram analisados quanto a normalidade ¢ homogeneidade
com os testes Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Naquelas medidas cujas amostras
foram normais e homogéneas foi utilizado analise de varidncia (ANOVA) de uma via e
quando necessario foi utilizado o post hoc de Dunnett. Para as demais foi utilizado Kruskal-
Wallis e quando necessario foi utilizado o teste post hoc de comparagao multipla de Dunn. Os
resultados foram considerados significantes sempre que o valor de p fosse menor que 0,05. Os
dados paramétricos foram apresentados com a média e erro padrdo, enquanto que os nao-
paramétricos foram apresentados em box plot, com mediana, o primeiro quartil, o terceiro

quartil, o minimo e maximo.
Nos Apéndices ¢ possivel encontrar os dados brutos, resultados das andlises

estatisticas, os testes de normalidade e homogeneidade.
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RESULTADOS

Nao houve efeito significante para as medidas de cruzamentos (Kruskal-Wallis; H =
2,489; p = 0,6467) e levantar (ANOVA; Fu40 = 0,7587; p = 0,5590) sob diferentes

concentragdes de muscimol e bicuculina no NDR em ratos em campo aberto.
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Figura 3. Resultados dos comportamentos de cruzamentos (A) e levantar (B) de diferentes
concentragdes de muscimol (50ng/0,1ul ou 25ng/0,1ul) e bicuculina (30ng/0,1ul ou 15ng/0,1ul)
no NDR no campo aberto em sessao de 20 minutos. O numero de animais por grupo foi de 7 —
9. Nas medidas nao-paramétricas (cruzamentos) como na paramétrica (rearing) nao foram

encontrados efeitos significativos.
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Nao houve efeito significante para as medidas de SAP (Kruskal-Wallis; H=5,187; p =
0,2687), freezing (Kruskal-Wallis; H = 1,550; p = 0,8177) e tempo no centro (ANOVA; F4 40
= 0,7923; p = 0,5379) sob diferentes concentracdes de muscimol e bicuculina no NDR em

ratos em campo aberto.
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Figura 4. Resultados dos comportamentos de frequéncia de SAP (A), Freezing (B) e Tempo no
Centro (C) de diferentes concentracdes de muscimol (50ng/0,1ul ou 25ng/0,1ul) e bicuculina

(30ng/0,1ul ou 15ng/0,1ul) no NDR no campo aberto em sessao de 20 minutos.
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Houve efeito significante em grooming rostral (ANOVA; F 40) = 2,802; p = 0,0401),
no entanto, o teste de Dunnett ndo detectou diferencas entre grupos. Nao houve efeito
significante em tempo total de grooming (ANOVA; F4.40) = 2,490; p = 0,0604) e tempo de
corporal (ANOVA; F.40)= 0,7894; p = 0,5397) sob diferentes concentragdes de muscimol e

bicuculina no NDR em ratos no campo aberto.
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Figura 5. Resultados da duragdo de grooming (A), grooming rostral (B) e grooming corporal
(C) de diferentes concentragdes de muscimol (50ng/0,1ul ou 25ng/0,1ul) e bicuculina
(30ng/0,1ul ou 15ng/0,1ul) no NDR no campo aberto em sessao de 20 minutos. Foi encontrado

efeito de significancia em grooming rostral, p > 0,05.
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Nao houve efeito significante em episddios de grooming (ANOVA; F.40) = 0,0590; p
= 0,9932), cadeias (Kruskal-Wallis; H = 7,521 ; p = 0,1108), transi¢des (ANOVA; F440) =
2,138; p = 0,0960) e porcentagem de transi¢des incorretas (ANOVA; Fu40) = 0,6246; p =
0,6480) sob diferentes concentragdes de muscimol e bicuculina no NDR em ratos em campo

aberto.
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Figura 6. Resultados relativos a episddios de grooming (A), cadeias de grooming (B),
transi¢des incorretas de grooming (C) e transi¢des de grooming (D) de diferentes concentracdes
de muscimol (50ng/0,1pl ou 25ng/0,1ul) e bicuculina (30ng/0,1ul ou 15ng/0,1ul) no NDR no
campo aberto em sessdo de 20 minutos. Nao foi possivel encontrar efeito significativo sob as

concentracoes utilizadas.
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DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a participagdo do nicleo dorsal da rafe
no controle do comportamento de grooming induzido por novidade. Para tanto, ratos foram
submetidos a microinje¢des de diferentes concentragdes de bicuculina e muscimol no NDR e
foram avaliados em um campo aberto. Os resultados do estudo demonstraram efeito
significante no grooming rostral € uma tendéncia estatistica em total de transi¢des, tempo total

de grooming e total de cadeias.

Nao foi possivel observar diferengas entre os grupos quanto a atividade locomotora e
exploratoria. E possivel comparar esse resultado com outros estudos que inibiram a atividade
do NDR com microinjecdes de agonistas GABA. Przewxocka et al., (1979) avaliaram o
efeito de concentracdo de muscimol sobre o comportamento locomotor e consumo de comida
na gaiola-viveiro em ratos. Os resultados demonstraram que as concentragdes de 25 ng, 50 ng
e 100 ng de muscimol no NDR aumentaram esses comportamentos. Ratos que foram expostos
a injecdes de bicuculina, antes da aplicagdo de muscimol, diminuiram a frequéncia da maioria
desses comportamentos, o que implica os receptores GABA, no controle desses
comportamentos. Wirtshafter & Klitenick (1989) observaram que concentragdes de 6,25 ng e
25 ng de muscimol no NDR ndo demonstraram alteragdo no comportamento locomotor no
campo aberto, apenas a concentracao de 100 ng de muscimol. Bueno (2002) observou que a
concentracdo de 100 ng de muscimol no NDR ndo alterou a locomog¢ao no campo aberto.
Esses dados sugerem que ¢ possivel encontrar resultados discrepantes e semelhantes ao
presente estudo, contudo, a diferenga metodologica pode ser uma varidvel que pode ter
influenciado na diferenca desses resultados, portanto, sdo necessarias mais pesquisas com as

metodologias utilizadas no NDR para observarmos um resultado mais consistente.
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Poucos estudos investigaram o efeito da bicuculina no NDR sobre comportamentos
locomotores. Como ja mencionado acima, a bicuculina injetada no NDR, antes da aplicagao
de um agonista GABAérgico, parece diminuir comportamento locomotor em testes na gaiola-
viveiro (Przewxocka et al., 1979). No presente estudo, nao foi possivel observar diminui¢do
no comportamento locomotor, por isso, € necessario avaliar outras concentragdes dessa droga

para entender melhor seu efeito sobre o comportamento.

Foi observado efeito no grooming rostral, contudo, ndo foi possivel identificar em qual
grupo ocorreu, porém, a média do grupo “Bicuculina 15” e “Muscimol 50” sdo as que mais
diferem da média do grupo salina, sugerindo serem esses 0s grupos com maiores efeitos.
Ansiedade induzida pela novidade pode ser responsavel por aumento de grooming rostral.
Ratos expostos a ambientes com mesmo grau de novidade, mas com diferentes graus de
aversividade, apresentaram mais grooming rostral do que grooming corporal (Kalueff e
Tuohimaa, 2005). Ratos expostos tanto em labirinto em cruz elevado em sessdes de dez
minutos quanto em campo aberto em sessoes de quinze minutos fazem grooming rostral por
mais tempo comparado ao grooming corporal (Estanislau, 2012; Joanna Komorowska &
Pellis, 2004). Portanto, além de ser possivel encontrar aumento de grooming rostral, esse
comportamento parece ser uma medida pertinente em experimentos que testam niveis de
ansiedade induzida pela novidade, pois os resultados demonstram uma maior quantidade

desse comportamento nesses ambientes.

Comportamentos com caracteristicas compulsivas podem ser influenciados pela
administragio de muscimol e bicuculina no NDR. E possivel notar que a administragdo de
muscimol nessa estrutura em roedores aumenta comportamentos de consumo de alcool ou
comida, enquanto que a bicuculina diminui a frequéncia desses comportamentos (Przewxocka
et al., 1979; Tomkins & Fletcher, 1996; Tomkins, Sellers, & Fletcher, 1994). Com base nisso,

os comportamentos de consumo de &lcool ou comida podem ser analisados como
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comportamentos com caracteristicas compulsivas, sendo perseverantes, inflexiveis e

persistentes, portanto, nesses aspectos semelhantes ao grooming.

Os tratamentos ndo demonstraram efeito no padrdo sequencial de grooming nem no
tempo no centro do campo aberto sob as concentragdes investigadas. Esse dado condiz em
parte com a literatura, pois ratos que foram submetidos a descerebracdo ou lesdes no
mesencéfalo (local onde fica o NDR) ndo foram afetados em seu padrio sequencial de
grooming ou atividade locomotora, embora se observasse dificuldade em realiza-los. A
descerebracdo s6 causou diminuicdo no padrdo sequencial quando os ratos eram
descerebrados em regides mais caudais, sugerindo a importancia do tronco encefilico na
execug¢ao completa do padrao sequencial de grooming. (Berntson et al., 1988; Berridge,
1989; Barry L Jacobs & Cohen, 1976). Contudo, em outro estudo, a injecdo de GABA no
NDR em camundongos diminuiu a frequéncia de entradas e tempo no centro do campo aberto
(Xiao et al., 2017). Logo, os resultados do presente estudo demonstram que as concentragdes
utilizadas no NDR parecem ndo influenciar no padrao sequencial do grooming, ao mesmo
tempo que € possivel observar uma tendéncia estatistica em total de transi¢des, tempo total de

grooming e total de cadeias.

Estudos anteriores demonstraram que a frequéncia de comportamentos que ocorrem
em ambientes familiares, como locomogao, freezing, SAP ou grooming, parece ser diferente
comparada a observada em ambientes novos em ratos. Bindra e Spinner (1958) demonstraram
que os comportamentos de freezing, locomocao e grooming aumentam de frequéncia ao expor
ratos em ambientes novos. Bouwknecht et al. (2007) demonstraram que ratos expostos a
maiores graus de luminosidade no campo aberto tendem a reduzir a atividade locomotora,
grooming, levantar e tempo no centro comparados a ratos expostos a ambientes menos
ansiogénicos. No presente estudo ndo foi possivel observar diferengas na maioria dos

comportamentos de grooming, exceto o grooming rostral. E hipotetizado que o aumento do
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grooming rostral possa estar relacionado a maior presenga de serotonina nas regides cerebrais
projetadas pelo NDR e que possa estar mais relacionado com ansiedade, pois esse resultado

nao aparece em outros comportamentos (Kalueff & Tuohimaa, 2005).

A administracdo de bicuculina e muscimol no NDR pode ter aumentado e diminuido,
respectivamente, a liberagdo de 5-HT em outras regides cerebrais. J4 € consistente que a
inje¢do de GABA no NDR pode diminuir a disponibilidade de 5-HT em outras areas cerebrais
(Xiao et al., 2017). A presenca da serotonina pode ter influenciado nos resultados do presente
trabalho, pois foi observado que em modelos de ratos com knockout para transportador de
serotonina diminuiram a explorac¢do horizontal central e exploragdo vertical no campo aberto,
sendo possivel observar um aumento da tigmotaxia no campo aberto e na frequéncia de
grooming (Kalueff, Olivier, Nonkes, & Homberg, 2010; Olivier et al., 2008; Olivier et al.,
2008b; Zhou, Sari, & Zhang, 2000). Esses resultados demonstram que ratos com knockout
para transportador de serotonina apresentam maiores quantidades de serotonina extracelular.
Isso pode ter certa semelhanca com o tratamento com bicuculina do presente estudo, pois o
mesmo pode ter levado a aumento da disponibilidade de serotonina nas fendas sinapticas.
Logo, ainda que ndo tenha sido realizado uma microdidlise, os resultados comportamentais
apresentados de inibi¢do e desinibigdo do NDR podem ter relacio com a diminuigdo e

aumento da disponibilidade de serotonina nas vias cerebrais.

E possivel discutir os resultados do presente estudo com a hipotese Deakin-Graeff e
com outras drogas agonistas e antagonistas GABAA. O ponto central dessa hipdtese ¢ que os
sistemas cerebrais de serotonina estdo envolvidos com respostas adaptativas a eventos
aversivos. Os autores relatam que a inativacdo de proje¢des NDR, como microinje¢des de
benzodiazepinicos ou de GABA, exercem efeitos tipo-ansioliticos e reduzem medidas
comportamentais de ansiedade (Graeff & Deakin, 1991; Green & Hodges, 1986; Jones,

Paterson, & Roberts, 1986; Thiébot, Jobert, & Soubrié, 1979). No presente estudo, ndo foi
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possivel observar a diminuicdo de comportamentos de ansiedade, como SAP, das
concentragdes de agonista e antagonista GABAA no NDR. Da mesma forma, a microinje¢ao
de agonista inverso do receptor de benzodiazepinico no NDR em ratos em uma caixa
retangular de acrilico, ou seja, aumentando a disponibilidade de serotonina extracelular,
diminuiu o comportamento locomotor (Jones et al., 1986). Logo, as concentragdes de
muscimol e bicuculina no NDR nd3o diminuiram ou aumentaram comportamentos tipo
ansiosos, porém, os resultados podem servir para outros estudos que investigaram a inibicao e

desinibicdo do NDR com outros GABA¢érgicos.
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CONSIDERACOES FINAIS

A ansiedade ¢ uma emocgdo que estd presente em situagcdes em que o perigo € incerto
ou potencial. Os estudos em modelos animais facilitam um melhor entendimento sobre os
mecanismos subjacentes a ansiedade. Para isso, estudar estruturas que podem estar
relacionadas a essa emog¢do € comportamentos em ambientes controlaveis € uma maneira de

avancar cientificamente nessa tematica.

O presente estudo se propds a estudar os efeitos da inibicao e desinibicdo do nucleo
dorsal da rafe sobre o comportamento de grooming em ratos em um ambiente novo. As
concentragdes utilizadas no NDR demonstraram aumento no grooming rostral, ndo
influenciaram no padrao sequencial desse comportamento ¢ mostraram tendéncia estatistica
em total de transi¢des, tempo total de grooming e total de cadeias. Esses resultados sdo
importantes, pois em parte condizem com a literatura e trazem também novos resultados para
investigacdo da ansiedade induzida pela novidade e a relagdo com o NDR. Além disso, o
presente estudo pode servir de base para estudos posteriores que pretendem investigar outros

comportamentos com relagdo ao nucleo dorsal da rafe.

Sugere-se mais estudos que investiguem outras concentragdes de bicuculina e
muscimol no nucleo dorsal da rafe. No presente estudo, foram utilizadas concentragdes
baseadas em outros artigos cientificos. Contudo, ¢ interessante investigar concentragdes de
menores de muscimol e bicuculina, pois, essas concentragdes possuem potencial de apresentar
aumento de grooming, em caso de desinibi¢cdo, e diminui¢do, no caso da inibi¢do e podendo
trazer resultados que permitem criar uma curva dose-resposta do papel do nucleo dorsal da

rafe sobre comportamento de grooming.
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Grooming % Transicoes Grooming
Quantidade Rato Tratamento Entradas Rearing SAP Freezing Episddios Transigées Incorretas tempo Rostral Corporal
1 R1_Azul_C1 Salina 49 50 0 12,639 8 155 50,32258 175,9 138,9 12,7
2 R1_Azul_C2 Salina 54 39 5 10,394 16 249 70,28112 299,0 206,5 78,0
3 R1_Azul_C7 Salina 26 38 4 54,625 18 268 65,67164 298,3 280,3 8,3
4 R1_Preto_C1 Salina 14 8 5 534,098 12 108 68,51852 95,6 79,1 0,0
5 R1_Verde_C1 Salina 20 28 5 458,33 9 87 62,06897 103,5 85,5 2,0
6 R1_Verde_C3 Salina 98 71 1 89,717 18 162 68,51852 194,5 157,3 37,0
7 R3_Azul_C3 Salina 43 44 2 48,76 13 170 55,29412 233,3 164,3 62,1
8 R3_Verde_C3 Salina 49 41 5 8,345 25 243 70,78189 292,7 259,8 30,2
9 R4_Azul_C4 Salina 64 34 4 4,32 14 139 67,6259 162,8 134,2 9,5
1 R1_Preto_C4 Bicul5s 57 48 0 0 17 269 79,18216 323,6 290,8 36,7
2 R1_Preto_C7 Bicu 15 54 55 2 62,74 17 187 60,42781 324,5 196,8 109,9
3 R4_Verde_C7 Bicu 15 32 19 7 0,406 14 211 55,45024 313,8 280,9 21,1
4 R2_Preto_C7 Bicu 15 45 30 5 123,236 8 137 59,12409 210,3 164,9 44,7
5 R3_Preto_C4 Bicu 15 57 51 6 31,866 6 123 61,78862 147,8 130,2 6,2
6 R4_Preto_C7 Bicu 15 57 30 0 55,246 25 261 55,55556 402,6 279,9 105,1
7 R4_Azul_C5 Bicu 15 59 39 0 4,902 23 399 71,6792 452,4 369,3 83,0
1 R1_Azul_C3 Bicu 30 91 69 0 19,383 15 238 70,58824 268,5 247,6 29,1
2 R2_Azul_C8 Bicu30 85 107 4 55,048 20 151 62,25166 141,4 124,1 19,3
3 R4_Preto_C8 Bicu 30 55 40 4 74,281 19 173 55,49133 239,8 187,8 37,4
4 R4_Verde_C1 Bicu 30 58 75 2 14,219 16 162 65,4321 173,3 117,7 16,8
5 R2_Verde_C4 Bicu 30 12 10 7 54,812 2 46 58,69565 72,1 67,0 3,9
6 R2_Verde_C9 Bicu 30 56 48 8 3,767 12 71 49,29577 81,6 75,8 4,8
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R3 Verde C6
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Mus 50
Mus 50
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46
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84
34
112
84
32
34
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50
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14
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44
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39
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17,386
0
39,263
12,775
254,616
1,651
41,972
38,346
19,521
4,729
2,784
25,332
93,108
30,407
4,035
30,422
255,644
31,626
13,768

28
18
13
16
31
12

18

14
20

20
13
20

18

63
205
186
118
104
172

82
136
240

22
160
292
158
253

89
254
126
157
171

53,96825
63,90244
62,36559
55,08475
75
53,48837
81,70732
61,02941
63,33333
68,18182
60,625
63,0137
70,25316
60,86957
67,41573
69,29134
66,66667
57,32484
66,66667

64,6
233,8
365,7
173,0
135,6
270,9

82,0
188,4
334,8

23,6
280,3
381,1
322,2
316,2
103,6
330,6
197,7
187,9
255,7

60,5
196,3
175,6
118,1

87,5
173,8

66,0
151,8
288,8

21,5
159,4
195,2
164,8
267,7

94,2
305,9
153,6
166,3
150,9

30

3,1
13,3
163,3
46,4
19,8
68,6
16,1
27,0
20,3
0,0
99,1
126,1
152,5
34,3
2,3
12,3
13,1
8,9
80,5




Teste de Normalidade e Homogeneidade

Teste de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Grupos Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
Entradas  Salina 160 9 200 935 9 527
Bic15 ,312 7 ,038 ,758 7 ,015
Bic30 214 9 ,200° 911 9 ,320
Mus25 241 8 190 925 8 471
Mus50 199 8 ,200° ,906 8 ,329
Rearing Salina ,166 9 ,200* ,947 9 ,659
Bic15 ,185 7 ,200° ,942 7 ,653
Bic30 173 9 ,200° ,948 9 ,670
Mus25 ,220 8 ,200° ,889 8 ,229
Mus50 ,186 8 ,200° ,908 8 ,342
SAP Salina ,279 9 ,042 ,804 9 ,023
Bic15 ,252 7 ,200° ,834 7 ,087
Bic30 ,229 9 ,192 ,826 9 ,041
Mus25 ,188 8 ,200° ,910 8 ,356
Mus50 ,284 8 ,056 ,873 8 ,163
Freezing_t Salina ,366 9 ,001 ,664 9 ,001
Bic15 ,209 7 ,200° ,870 7 ,186
Bic30 ,227 9 ,200° ,921 9 ,404
Mus25 ,399 8 ,000 579 8 ,000
Mus50 ,386 8 ,001 ,658 8 ,001
Grooming_ep Salina 157 9 ,200° ,953 9 725
Bic15 ,148 7 ,200° ,943 7 ,670
Bic30 ,155 9 ,200° ,973 9 ,920
Mus25 ,206 8 ,200° ,928 8 ,501
Mus50 ,236 8 ,200° ,813 8 ,040
Transicbes  Salina ,202 9 ,200° ,924 9 430
Bic15 ,184 7 ,200° ,929 7 ,539
Bic30 ,208 9 ,200° ,914 9 ,344
Mus25 ,130 8 ,200° ,991 8 ,996
Mus50 217 8 ,200° ,930 8 ,512
Trans_incor  Salina ,241 9 ,142 ,835 9 ,051
Bic15 ,283 7 ,096 ,852 7 127
Bic30 178 9 ,200° ,981 9 ,971
Mus25 ,185 8 ,200° ,937 8 ,587
Mus50 ,256 8 132 ,925 8 470
Grooming_t  Salina ,194 9 ,200* ,898 9 ,242
Bic15 ,226 7 ,200° ,951 7 ,738
Bic30 ,169 9 ,200° ,930 9 ,485
Mus25 ,164 8 ,200° ,972 8 ,912
Mus50 221 8 ,200° ,943 8 ,639
Rostral Salina ,184 9 ,200° ,934 9 ,521
Bic15 ,235 7 ,200° ,944 7 ,671
Bic30 ,165 9 ,2007 ,928 9 ,465
Mus25 ,184 8 ,200° ,957 8 ,786
Mus50 ,246 8 ,169 ,910 8 ,353
Corporal Salina ,248 9 17 ,867 9 114
Bic15 ,199 7 ,2007 ,914 7 423
Bic30 ,349 9 ,002 ,600 9 ,000
Mus25 ,248 8 ,161 ,897 8 272
Mus50 ,256 8 132 ,826 8 ,054
*. Este € um limite inferior da significancia

verdadeira.
a. Correlagao de Significancia de Lilliefors



Teste de Homog_jeneidade de Variancia

32

Estatistica de

Grupos Levene df1 df2 Sig.

Entradas Com base em média 2875 4 36 036
Com base em mediana

2,564 4 36 ,055

Com base em mediana e com df ajustado 2,564 4 26,819 ,061

Com base em média aparada 2929 4 36 034

Rearing Com base em média 2,255 4 36 ,082

Com base em mediana 1,529 4 36 214

Com base em mediana e com df ajustado 1,529 4 18,249 235

Com base em média aparada 2,133 4 36 ,097

SAP_# Com base em média 2,214 4 36 ,087

Com base em mediana 1,029 4 36 ,406

Com base em mediana e com df ajustado 1,029 4 16,109 422

Com base em média aparada 2,077 4 36 ,104

Freezing_t Com base em média 5,662 4 36 ,001

Com base em mediana 1,389 4 36 ,257

Com base em mediana e com df ajustado 1,389 4 13,559 ,289

Com base em média aparada 4,211 4 36 ,007

Grooming_ep Com base em média ,221 4 36 ,925

Com base em mediana ,194 4 36 ,940

Com base em mediana e com df ajustado ,194 4 27,405 ,939

Com base em média aparada ,220 4 36 ,926

Transi¢des Com base em média ,393 4 36 ,812

Com base em mediana ,248 4 36 ,909

Com base em mediana e com df ajustado ,248 4 32,452 ,909

Com base em média aparada ,370 4 36 ,828

Trans_incor Com base em média 1,201 4 36 327

Com base em mediana ,597 4 36 ,667

Com base em mediana e com df ajustado ,597 4 30,094 ,668

Com base em média aparada 1,058 4 36 ,391

Grooming_t Com base em média ,163 4 36 ,955

Com base em mediana ,160 4 36 ,957

Com base em mediana e com df ajustado ,160 4 32,444 957

Com base em média aparada ,156 4 36 ,959

Rostral Com base em média ,221 4 36 ,925

Com base em mediana ,154 4 36 ,960

Com base em mediana e com df ajustado 154 4 32,526 ,960

Com base em média aparada ,231 4 36 ,919

Corporal Com base em média 1,515 4 36 218

Com base em mediana ,628 4 36 ,646

Com base em mediana e com df ajustado ,628 4 25813 ,647

Com base em média aparada 1,369 4 36 ,264




