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Resumo

Desde a déecada de 1950, o modelo de condicionamento ao local (MCL) tem sido usado no
estudo dos efeitos motivacionais de farmacos em ratos. Apesar do uso frequente do MCL no
estudo de variaveis farmacoldgicas, ambientais, genéticas e neurofisiologicas envolvidas no
controle do comportamento de busca por etanol, as condi¢bes sob as quais o etanol induz
condicionamento ao local em ratos continuam pouco esclarecidas. Neste trabalho, foi realizada
revisdo metodologica de 262 experimentos reportados em 62 artigos de pesquisa em MCL com
etanol em ratos. A revisédo mostra que a producgéo de preferéncia condicionada ao local (PCL),
aversdo condicionada ao local (ACL) e de falha de condicionamento (NS) aparenta ser
majoritariamente decorrente de interacdes de cinco fatores: (a) o sistema de armazenamento
nas gaiolas-viveiro; (b) o aparato de MCL utilizado; (c) a dose de etanol administrada; (d) o
namero de sessdes de habituacdo e () o nimero de sessdes de condicionamento (protocolo
curto de condicionamento = 10 ou menos sessdes de condicionamento; protocolo longo de
condicionamento = 12 ou mais sessdes de condicionamento). Desses fatores, o aparato aparenta
ser o mais preponderante a produgdo de PCL, ACL e NS: (1) aparatos com comprimento < 75
cm e largura > 20 cm tém maior probabilidade de produzirem PCL em protocolo curtos de
condicionamento quando a dose de etanol é baixa (0,5 a 1,0 g/kg, ip; 1,0 a 1,5 g/kg, ig); (2)
aparatos com comprimento > 75 c¢m e largura > 20 cm tendem a produzir NS e ACL em
protocolos curtos de condicionamento de forma dependente da dose de etanol administrada,
sendo que quanto maior a dose, maior a probabilidade de ACL; (3) aparatos com comprimento
> 75 c¢cm e largura > 20 cm tendem a produzir PCL somente quando protocolos longos de
condicionamento sdo implementados; (4) aparatos com largura < 20 cm sé produzem NS e
ACL, independentemente dos protocolos de condicionamento implementados e das doses de
etanol administradas. No trabalho experimental decorrente foram estudadas interagdes de
variaveis que a revisao nao pdde alcangar. Os resultados demonstram que interacdes entre (a)
horéario de condicionamento, (b) presenca/auséncia de fase de habituacdo no protocolo e (c)
intervalo interfasico também ocorrem na producdo de NS ou de PCL. De acordo com o horério,
0 mesmo protocolo de condicionamento sem fase habituacdo produz NS ou PCL (horarios de
07:50-09:50 e 10:30-12:30, respectivamente), (2) a insercdo de fase de habituacdo no horario
de 10:30-12:30 produz NS e (3), mantendo a fase de habituacdo no mesmo horério, o0 aumento
do intervalo interfasico de 24 para 48 horas reestabelece PCL. Conclui-se que o etanol ndo é

menos reforcador que outras drogas de abuso no MCL, mas é mais sensivel a outras variaveis.

Palavras-chave: revisdo metodoldgica; condicionamento classico; condicionamento ao local.



Abstract

Since the 1950s, the Place Conditioning Paradigm (PCP) has been used in the study of the
motivational effects of drugs in rats. Despite the frequent use of PCP in the study of
pharmacological, environmental, genetic e neurophysiological variables involved in the control
of ethanol search behavior, the conditions under which ethanol induces place conditioning in
rats remain unclear. In this work, a methodological review of 262 experiments was carried out
in 62 research articles on PCP with ethanol in rats. The review shows that the production of
conditioned place preference (CPP), conditioned place aversion (CPA) and conditioning fails
(CF) appears to be mostly due to interactions of five factors: (a) the cage housing system, (b)
the PCP apparatus used, (c) the dose of ethanol administered, (d) the number of habituation
sessions and (e) the number of conditioning sessions (short conditioning protocol = 10 or fewer
conditioning sessions; long conditioning protocol = 12 or more comditioning sessions). Of these
factors, the apparatus appears to be the most preponderant to the production of CPP, CPA, and
CF: (1) apparatuses with a length <75 cm e width > 20 cm are more likely to produce CPP in
short conditioning protocols when the ethanol dose is low (0.5 to 1.0 g/kg, ip, 1.0 to 1.5 g/kg);
(2) apparatuses with a length > 75 cm e width > 20 cm tend to produce CF e CPA in short
conditioning protocols depending on the dose of ethanol administered: the higher the dose, the
greater the probability of PCA; (3) apparatus with a length > 75 cm e width > 20 c¢m tend to
produce PCL only when long conditioning protocols are implemented; (4) devices with width
< 20 cm only produce NS e ACL, regardless of the conditioning protocols implemented and the
doses of ethanol administered. The resulting experimental work evaluated interactions of
variables that the review could not reach. The results demonstrate that interactions between (a)
conditioning schedule, (b) absence/presence of habituation phase in the PCP protocol and (c)
interphase interval also occur in CF or CPP production. According to the schedule, the same
protocol of conditioning without habituation phase produces CF or CPP (schedules: 07:50 to
09:50 e 10:30 t012:30, respectively), (2) the insertion of habituation phase in the 10:30-12:30
experiment produces CF, and (3), maintaining the habituation phase at the same time, increasing
the interphase interval from 24 to 48 hours reestablishes CPP. In conclusion, ethanol is not less
reinforcing than other drugs of abuse in the PCP, but its reinforcing property is more susceptible

to the effects of other variables.

Keywords: methodological review; classical conditioning; place conditioning.
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APRESENTACAO

Desde sua introducédo na década de 1950, o modelo de condicionamento ao local (MCL)
se tornou uma alternativa popular ao modelo de autoadministracéo de drogas e alcangou o status
de um dos instrumentos mais utilizados na pesquisa pré-clinica em psicofarmacologia de drogas
de abuso (Tzschentke, 1998; 2007). Sua popularidade provém em parte (a) da facilidade de
composicdo do aparato, (b) da simples mensuracdo de resposta comportamental claramente
definida (tempo de permanéncia na cadmara do aparato pareada com a administracdo da droga)
em relacdo (1) ao constructo avaliado (motivacdo de comportamento de busca/procura pela
droga) e (2) ao paradigma de aprendizagem empregado (condicionamento classico), além (c)
da interpretacdo aparentemente simples do comportamento modelo (preferéncia/aversédo
condicionada ao local). Adicionalmente, (d) a resposta mensurada aparenta ser sensivel a
grande variedade de manipulagdes genéticas, fisiologicas, farmacoldgicas e de experiéncia
prévia ao condicionamento, e (e) é considerada suficientemente confiavel em condicoes
padronizadas de testagem (Bozarth, 1987; Carboni & Vacca, 2003; Carlezon, 2003; Prus,
James, & Rosecrans, 2009; van der Kooy, 1987). Assim, a facilidade de implementacéo, a
quantificacdo simples e a ampla possibilidade de aplicacdo aparentam ser 0s principais
determinantes da popularidade do MCL.

N&o obstante o argumento construido acima, o uso do MCL para o estudo de
propriedades motivacionais do etanol em ratos continua controverso. Diferentes grupos de
pesquisa tém reportado inabilidade de demonstrar consistente efeito de condicionamento a
partir de contextos previamente associados com etanol. Por exemplo, de 12 trabalhos
publicados na década de 1990, utilizando administracdo intraperitoneal de solucdes de etanol
em ratos, apenas 3 relataram experimentos que estabeleceram preferéncia condicionada sem a
necessidade de exposicdo dos animais ao etanol dias antes do condicionamento; 4
demonstraram preferéncia condicionada somente quando ocorreu exposicdo ao etanol dias
antes do condicionamento; 4 relataram auséncia de condicionamento e 5 reportaram aversdo
condicionada como resultado dos experimentos (Biata & Kottinska, 1999; Biata & Lagwinski,
1996a; Biata & Lagwinski, 1996b; Bienkowski, Kuca, & Kostowski, 1995; Bormann &
Cunningham, 1997; 1998; Bozarth, 1990; Ciccocioppo, Panocka, Froldi, Quitadamo, & Massi,
1999; Cunningham, 1981; Cunningham & Niehus, 1993; Cunningham, Niehus, & Noble, 1993;
Holloway, King, Bedingfield, & Gauvin, 1992).

Frente a isso, diversas explica¢fes foram propostas acerca da baixa reprodutibilidade de

resultados no MCL com relacdo as propriedades motivacionais do etanol em ratos. Por
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exemplo, consideracdes foram feitas (a) acerca das relagdes temporais da administracdo e dos
niveis sanguineos de etanol em referéncia ao pareamento dos estimulos condicional e
incondicional, (b) acerca da duracdo das sessfes de condicionamento, (c) do padrdo de
exposicao ao etanol ao longo das sessdes, (d) do histdrico de contato do animal com a droga e
(e) das possiveis propriedades aversivas associadas com a administracdo involuntéria (Asin,
Wirstshafter, & Tabakoff, 1985; Bozarth, 1990; Fidler, Bakner, & Cunningham, 2004; Reid,
Hunter, Beaman, & Hubbell, 1985). Outros sugeriram que (f) o etanol pode ser somente um
reforcador secundério, (g) pode simplesmente aumentar as propriedades reforcadoras de
reforcadores primarios?, tais como alimento, ou ainda (h) haver diferencas de sensibilidade as
propriedades aversivas e reforgadoras do etanol entre ratos e camundongos (Cunningham et al.,
1993; Stewart & Grupp, 1981; Van der Kooy, O'Shaughnessy, Mucha, & Kalant, 1983). Nao
ao acaso, este cendrio levou alguns pesquisadores a denominar como “estorvo” (nuisance) o
emprego do MCL no estudo de propriedades motivacionais do etanol (Swerdlow, Gilbert, &
Koob, 1990), visto “(...) a necessidade de uso de multiplos grupos controle, de grande nimero
de individuos, de grande numero de doses de etanol, da falta de conhecimento de intervalos ou
duracgdes de condicionamento 6timos e de um fraco efeito reforcador do etanol na melhor das
hipoteses” (Swerdlow et al., 1990, p. 421, tradugdo livre).

Visto isso, € interessante notar que, apos 4 décadas de uso deste modelo para o estudo
de comportamentos de busca por etanol, ndo tenha sido realizada ou mesmo proposta reviséo
que avalie as metodologias implementadas na literatura até este momento (ver capitulo 1). Tal
revisdao poderia esclarecer em parte as variaveis envolvidas na diversidade de resultados
encontrados na literatura e dar subsidio a programas de pesquisa experimental. Esses, por sua
vez, poderiam esclarecer quais relacbes de variaveis independentes, de procedimento e de
analise influenciam diferencialmente os resultados do condicionamento, visto que estas
diferentes variaveis poderiam ser investigadas sob condi¢Bes similares, levando-nos a
desvendar e a sanar o tal “estorvo”.

Assim sendo, neste trabalho decidiu-se explorar esses aspectos e os resultados do
mesmo sdo apresentados na forma de capitulos. No capitulo 1 apresenta-se revisao

metodoldgica da literatura do MCL com etanol em ratos. Nele, argumentos a respeito da

! Reforcadores primarios sdo estimulos que apresentam propriedades reforcadoras (i.e., no condicionamento
operante, aumentam a frequéncia da resposta; no condicionamento classico, aumentam a magnitude e a duragao
da resposta e diminuem a laténcia para a resposta) sem que aprendizagem seja necessaria para tanto. Reforcadores
secundarios sdo estimulos que adquirem propriedades reforcadores a partir do pareamento com reforcadores
primarios (Catania, 1999).
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necessidade da revisdo metodoldgica sdo elaborados, procedimentos de busca, aquisicao,
selecdo, classificacdo e avaliacdo de artigos de relatos experimentais sdo apresentados, e
variacdes nos protocolos sdo examinadas e discutidas segundo 3 categorias metodoldgicas
gerais: (a) animal-modelo, (b) aparatos de MCL e (c) arranjos experimentais, de
condicionamento e de teste. Conclui-se que as variagdes ocorrem em todas as categorias gerais,
estdo presentes especialmente em aparatos de 3 camaras por conta do maior comprimento
desses e sdo combinadas de forma assistematica na maioria dos estudos (excecdo pode ser
encontrada na variacdo de doses de etanol administradas).

A partir do trabalho de revisdo, algumas variaveis foram escolhidas para compor a
investigacdo experimental apresentada no capitulo 2. Por conta da indisponibilidade de outras
linhagens de Rattus norvegicus, do pequeno orcamento e do curto prazo, ndo foi possivel
realizar investigacdo maior e mais complexa que a ora apresentada. Por exemplo, pretendia-se
realizar comparagéo de resultados advindos de aparatos com 2 e com 3 camaras e de animais
de diferentes faixas etérias e de diferentes linhagens (em especial, das linhagens albinas
heterogénicas Wistar, Sprague-Dawley e Holtzman) em pelo menos 1 dos aparatos neste estudo.
Ainda assim, na composicao do estudo foram escolhidas representantes das categorias animal-
modelo e arranjos experimentais e de condicionamento. Essas varidveis sdo: (a) periodo do
ciclo-claro escuro, (b) presenga/auséncia de sesséo de linha de base e (c) intervalos entre sessoes
e interfasicos. Como pode ser visto no capitulo 2, a avaliacdo destas variaveis ja demonstra que
0 emprego do MCL nédo é de tdo simples interpretacdo como posto em revisdes gerais ou

introdutdrias do modelo.
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CAPITULO 1: REVISAO METODOLOGICA

1 INTRODUGCAO

Desde a década de 1980, o MCL (na traducdo inglesa recente, Place Conditioning
Paradigm) tem sido utilizado extensivamente no estudo experimental das propriedades
motivacionais de eventos farmacoldgicos e ndo farmacoldgicos (Schechter & Calganetti, 1993;
1998; Tzschentke, 1998; 2007). A partir de meados daquela década, a vasta literatura gerada
vem sendo submetida a extenso trabalho de revisdo, publicado tanto em formato de artigos,
quanto de capitulos de livros. Carr, Fibiger e Phillips (1989), Carboni e Vacca (2003), Carlezon
(2003), Prus et al. (2009), Swerdlow et al. (1990) e van der Kooy (1987) forneceram revisoes
introdutérias e gerais no MCL, sendo que Carr et al. (1989) e Swerdlow et al. (1990)
apresentaram excelentes discussdes de pontos sensiveis na literatura que continuam atuais.
Phillips e Fibiger (1987) e Hoffman (1989) revisaram o uso do modelo na identificagdo de
substratos encefalicos relevantes ao condicionamento induzido por opioides e
psicoestimulantes. Bardo, Rowlett e Harris (1995) realizaram meta-analise do MCL com essas
drogas e Lu, Shepard, Hall e Shaham (2003) revisaram os efeitos do estresse sobre o
condicionamento ao local induzido com esses compostos. Schechter e Calganetti (1993; 1998)
publicaram minuciosas indexacdes da literatura de MCL, enquanto Tzschentke (1998; 2007)
apresentou extensas discussdes compreensivas de resultados obtidos tanto com farmacos,
guanto com eventos ndo farmacoldgicos e Aguilar, Rodriguez-Arias e Mifiarro (2009)
discutiram dados de reinstalacdo de comportamento. Bardo e Bevins (2000) forneceram analise
das vantagens e desvantagens do MCL enquanto medida de reforcamento por drogas, além de
terem discutido aspectos sensiveis no embasamento tedrico do modelo, e Risinger,
Cunningham, Bevins e Holloway (2002) descreveram trabalhos com MCL envolvendo etanol
desenvolvidos em seus respectivos laboratorios?.

Como pode ser deduzido desta rapida listagem, muitas dessas revisoes discutem pontos
importantes das literaturas geral e especificas de MCL e suas leituras sdo indispensaveis a
compreensdo do modelo (em especial, Bardo & Bevins, 2000; Bardo et al., 1995; Carr et al.,
1989; Swerdlow et al., 1990; Tzschentke, 1998; 2007). Todavia, até onde se saiba, nenhuma
revisdo metodologica ampla e detalhada do MCL, geral ou especifica, foi realizada ou sequer

proposta em 60 anos de uso do MCL e mais de 40 anos de uso especializado no estudo do etanol

2 A elencacéo exaustiva de revisdes ja publicadas para MCL (ou relacionadas a este modelo) foge aos propositos
deste capitulo. O leitor é referido as listas fornecidas por Schechter e Calganetti (1993; 1998) e por Tzschentke
(1998; 2007).
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em ratos®, o qual é o tema deste trabalho. Tal falta é surpreendente, dado o estado ainda
controverso da literatura de MCL com etanol em ratos frente as literaturas de MCL com drogas
psicoestimulantes e opioidérgicas em ratos (Bardo et al., 1995; Tzschentke, 1998; 2007).

De fato, se repetirmos a comparacao descritiva realizada na apresentacdo deste trabalho
e selecionarmos 11 artigos publicados na década de 2000, 0 mesmo cenario de diversidade de
resultados se apresenta: apenas 3 trabalhos relataram estabelecimento de preferéncia
condicionada sem a necessidade de exposicdo dos animais ao etanol dias antes do
condicionamento; 1 reportou preferéncia condicionada quando ocorreu exposi¢édo ao etanol dias
antes do condicionamento e 2 relataram aversdo condicionada apos pré-exposicéo; 6 relataram
auséncia de condicionamento e 3 reportaram aversdo condicionada como resultado de
experimento sem pré-exposicdo (Becker, Schmitz, & Grecksch, 2006; Bussy & Riley, 2002;
Bussy & Riley, 2004; Fidler et al., 2004; Haleem, Hasnat, Shireen, Khan, & Haleem, 2005;
Kotlinska, Biata, Rafalski, Bochenski, & Danysz, 2004; Martijena, Lacerra, Bustus, & Molina,
2001; Melis Enrico, Peana, & Diana, 2007; Morse, Schulties, Holloway, & Koob, 2000; Sable,
White, & Steinpreis, 2004; Zhu, Bie, & Pan, 2007).

Igualmente, se tal diversidade de resultados € comum na literatura de MCL com etanol
em ratos, a diversidade metodoldgica é desconcertante. A leitura da secdo “Materiais e
Me¢étodos” dos artigos publicados por diferentes grupos (Cunningham, 1981; Morse et al., 2000;
Quertemont, Goffaux, Vlaminck, Wolf, & De Witte, 1998) ou até pelo mesmo grupo
(Cunningham, 1981; Cunningham & Niehus 1993) expde que as metodologias implementadas
nas pesquisas podem ser ainda mais variadas que 0s proprios resultados reportados. Dessa
forma, ndo seria desproposito afirmar que o atual conjunto de dados obtidos no MCL se
encontra em situacao similar aquela identificada por Walsh e Cummings (1976) na literatura
do modelo de campo aberto, quando analisando resultados em relacdo aos métodos
empregados: “(...) [a]paratos, técnicas, sujeitos, parametros, analises e interpretacdes se

diversificaram de maneira descomunal, mas, na literatura, generalizagdes arrebatadoras e

3 van der Kooy (1987) argumentou que a (...) historia do método de condicionamento ao local é a [prépria] histéria
dos paradigmas de condicionamento animal e pode ser vista [como surgindo] a partir do final dos anos 1800 com
Thorndike, que foi o primeiro [pesquisador] a estabelecer paradigmas formais de aprendizagem para 0s animais
em laboratorio” (van der Kooy, 1987, p. 230, traducéo livre). Ainda assim, a maioria dos pesquisadores identifica
em Beach (1957) o primeiro uso de procedimentos de MCL, mesmo que o paradigma de condicionamento por ele
utilizado seja operante/instrumental (Bozarth, 1987; Bardo & Bevins, 2000). Na atualidade, os procedimentos
adotados na maioria da literatura de MCL derivam daqueles implementados por Rossi e Reid (1976) e, portanto,
fazem uso de condicionamento classico (Bardo & Bevins, 2000). Nesse ponto, € interessante notar que Black et
al. (1973) é o primeiro estudo publicado de MCL com etanol em ratos e segue o paradigma de condicionamento
classico 3 anos antes de Rossi e Reid (1976).
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interpretacdes conflitantes continuam a ser feitas com base em estudos univariados” (Walsh &
Cummings, 1976, p. 482, traducéo livre).

Assim, este capitulo detalha as variaveis envolvidas no emprego do MCL para o estudo
das propriedades motivacionais do etanol em ratos. Especificamente, para além das fontes
comuns de erros e de variabilidade experimental (erros, vieses e variancias metodoldgicas:
Podsakoff, MacKenzie, Lee, & Podsakoff, 2003), a diversidade de resultados experimentais
presentes na literatura € apreciada a partir da avaliacdo da diversidade de metodologias que
produziram esses resultados (Reich, Green, Brock, & Tetlock, 2007; Robbins, 1977). Esse
método € utilizado de forma que se possa avaliar as implicacGes (a) da alteragdo assistemética
de varidveis paramétricas e ndo-paramétricas presente na literatura, (b) das relagdes destas
modificacdes nas variaveis e nos métodos com os resultados encontrados e (¢) da confiabilidade
da livre comparacdo de resultados entre si, mesmo quando essa comparagdo ocorre em meta-

andlise (ver, por exemplo, Bardo et al., 1995).

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 BUSCA, AQUISICAO, CLASSIFICACAO E SELECAO DE ARTIGOS E DE
EXPERIMENTOS

Conforme recomendado por Garg, Hackam e Tonelli (2008) e por Edwards, Clarke,
DiGuiseppi, Pratap, Roberts e Wentz (2002), a estratégia de busca por artigos foi diversificada
e todos os procedimentos de busca, identificacdo, aquisicdo, classificacdo e selecdo foram
realizados independentemente por 2 revisores. Durante os procedimentos de busca descritos a
seguir, o critério de aquisicdo foi de que o artigo relatasse pesquisa experimental em
condicionamento ao local induzido por administracdo de etanol em ratos. Em primeiro,
procurou-se por artigos na base eletrbnica da MEDLINE

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) por meio da combinagdo do termo “ethanol” com as

expressoes “place conditioning in rats ”, “place preference in rats” e “place aversion in rats”,
sem restri¢cdes de lingua. O periodo compreendido nesta busca foi de janeiro de 1970 a janeiro
de 2017. Este procedimento resultou em 371 entradas nas quais 68 artigos foram identificados
e adquiridos.

Como segundo procedimento de busca, as referéncias de MCL com etanol em ratos
fornecidas na literatura de indexacdo e de revisdo compreensiva do modelo foram utilizadas na
identificacdo de outros artigos que por ventura ndo houvessem sido encontrados no primeiro
procedimento e as referéncias foram  procuradas no  Google  Scholar

(http://scholar.google.com.br/) e nos sitios de indexacdo, busca e editoracdo cientificas da



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
http://scholar.google.com.br/
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American Psychological Association (http://www.apa.org/pubs/journals/index.aspx), Elsevier

(http://www.sciencedirect.com/), Scielo (http://www.scielo.org/php/index.php), Springer

(http://link.springer.com/) e Wiley (http://onlinelibrary.wiley.com/). No caso do Google

Scholar e do Scielo, os artigos foram procurados por titulo préprio, e no caso dos demais sitios,
por titulo, nimero e paginag&o do periddico. Dezenove artigos foram identificados e adquiridos.

No terceiro procedimento de busca, as referéncias fornecidas nos relatos experimentais
adquiridos no primeiro e no segundo procedimento também foram utilizadas na identificacao
de outros artigos e a busca eletronica foi realizada da mesma forma que no segundo
procedimento. Vinte e um artigos foram identificados e 16 foram adquiridos desta forma. Por
ultimo, os 5 artigos ndo encontrados em bases eletronicas foram solicitados por e-mail aos seus
respectivos autores ou aos editores dos periddicos nos quais foram publicados e 4 artigos foram
adquiridos.

Dos 107 artigos adquiridos, as sessdes de materiais e métodos, resultados, discusséo e
conclusdo foram lidas integralmente e, a partir da leitura, os artigos foram avaliados com
relacdo aos seguintes critérios de exclusdo entre fatores (fator = artigo) previamente
estabelecidos: emprego de outros modelos antes do MCL ou emprego de modelos de maneira
concomitante a0 MCL no mesmo desenho experimental; amostras compostas somente por
fémeas, por machos e fémeas indiscriminadamente ou de sexo néo relatado; estudo dos efeitos
do etanol sobre condicionamento ao local induzido por outras drogas ou substancias; via de
administracdo central para administracdo do etanol no condicionamento; artigos no estilo
reportagem breve (brief reports) nos quais ndo sdo reportados os procedimentos de
condicionamento e o aparato de MCL utilizados; relato referente a condicionamento ao local
de segunda ordem; condicionamento ao local induzido por etanol segundo condicionamento
instrumental/consumo voluntario de etanol no MCL; administracdo de etanol para o teste pos-
condicionamento. Além disso, 1 artigo foi excluido por conta de 0s revisores ndo conseguirem
determinar se os animais utilizados no MCL foram submetidos anteriormente a outros
procedimentos experimentais descritos no artigo.

Apo0s a aplicacdo dos procedimentos de exclusdo, os 62 artigos remanescentes foram
classificados em 4 categorias dependendo das relagdes etanol-outras-drogas investigadas: a)
Artigos Somente Etanol (ASE), nos quais somente condicionamento ao local induzido por
etanol é reportado; b) Artigos Comparativos Etanol (ACE), nos quais condicionamento ao local
induzido por etanol e por outras drogas séo reportados separadamente; ¢) Artigos Sham Etanol
(AShE), nos quais se verifica efeitos da administragdo de outras drogas e substancias sobre o

condicionamento induzido por etanol; d) Artigos Misturados Etanol (AME), que apresentam
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http://www.sciencedirect.com/
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caracteristicas de b e c. Os revisores divergiram nas classificacdes de 6 artigos nas categorias
ACE, AShE e AME e foi acordada a criacdo de uma quinta categoria para 0s mesmos: Artigos
Dubios Etanol (ADE), de classificacdo dubia. Simultaneamente, os artigos foram
subclassificados em (a) pesquisas nas quais nao ha grupos expostos ao etanol antes do MCL e
(b) pesquisas nas quais alguns ou todos os grupos foram expostos ao etanol antes do
condicionamento ao local. Essa classificagdo foi efetuada a fim de possibilitar a discriminagéo
de protocolos de pré-exposicao ao etanol (antes da primeira sessdo da primeira fase do protocolo
de MCL) e de exposicdo continuada ao etanol (durante qualquer uma das fases do protocolo de
MCL) em relacdo aos protocolos de pré-exposicdo e de exposicio continuada sham* de etanol
e sham de outras drogas. A classificacdo pode ser vista na Tabela 1.1.

Tabela 1.1.
Artigos organizados de acordo com as relagdes etanol-outras-drogas estudadas no

condicionamento ao local induzido por etanol.

Categoria Artigos segundo protocolos com e sem fase de pré-exposicao ao etanol
Sem pré-exposicdo ao etanol: Bormann e Cunningham (1998); Bozarth (1990); Cunningham (1981);
Cunningham e Niehus (1993); Cunningham, Niehus e Noble (1993); Gauvin, Briscoe, Goulden e Holloway
(1994); Gauvin, Briscoe, Baird, Vallett e Holloway (1997); Lépez e Cantora (2010); Morales, Varlinskaya
e Spear (2012); Morse et al. (2000); Schechter (1992); Van der Kooy, O'Shaughnessy, Mucha e Kalant
(1983); Yu, Wang, Zhao, Song e Wang (2016).
Com pré-exposicdo ao etanol: Bienkowski, Kuca e Kostowski (1995); Ciccocioppo, Panocka, Froldi,
Quitadamo e Massi (1999); Fidler et al. (2004); Reid, Hunter, Beaman e Hubbell (1985).
Sem pré-exposi¢do ao etanol: Asin, Wirtshafter e Tabakoff (1985); Busse e Riley (2002); Busse, Lawrence
e Riley (2004); Haleem et al. (2005); Patkina e Zvartau (1998); Quertemont e De Witte (2001); Quertemont,
ACE Goffaux, Vlaminck, Wolf e De Witte (1998); Stewart e Grupp (1981); Stewart e Grupp (1985).
Com pré-exposi¢ao ao etanol: Alaux-Cantin, Warnault, Legastelois, Botia, Pierrefiche, Vilpoux e Naassila
(2013); Barbier, Pierrefiche, Vaudry, Vaudry, Daoust e Naassila (2008); Bienkowski, Kuca, Piasecki e
Kostowski (1996); Busse, Lawrence e Riley (2005).
Sem preé-exposicao ao etanol: Al Ameri, Al Mansouri, Al Maamari e Bahi (2014); Bagrov, Dmitrieva,
Manusova, Zvartau, Patkina e Bagrov (1999); Bahi (2013); Bahi e Dreyer (2013); Bahi e Dreyer (2014);
Bedingfield, King e Holloway (1999); Bienkowski, lwinska, Piasecki e Kostowski (1997); Bienkowski,
Kuca, Piasecki e Kostowski (1997); Bormann e Cunningham (1997); Marglin, MacKechnie, Mattie, Hui e
Reid (1988); Martijena et al. (2001).
Com pré-exposicdo ao etanol: Ciccocioppo, Panocka, Polidori, Regoli e Massi (1999); Gawel, Labuz,
Gibula-Bruzda, Jenda, Marszalek-Grabska, Silberring e Kotlinska (2016); Pascual et al. (2012).
Sem pré-exposicdo ao etanol: Becker et al. (2006); Bie, Zhu e Pan (2009); Cole, Sumnall, O’Shea €
Marsden (2003); Ise, Mori, Nagase e Suzuki (2013); Melis et al. (2007); Peana et al. (2008); Rezayof,
Gheipour e Nazari-Serenjeh (2012); Zarrindast, Meshkani, Rezayof, Beigzadeh e Rostami (2010); Zhu et al.
(2007); Zuo, Fu, Hopf, Xie, Krnjevi¢, Li e Ye (2017).
Com pré-exposicdo ao etanol: Kotlisnka, Bochenski e Danysz (2011); Sable et al. (2004).
Sem pré-exposicao ao etanol: Biata e Langwinski (1996a); Biata e Langwinski (1996b).
Com pré-exposicdo ao etanol: Biata e Kotlinska (1999); Gibula-Bruzda, Marzalek-Grabska, Gawel,
Witkowska, Izdebski e Kotlinska (2015); Kotlinska et al. (2004); Kotlisnka, Pachuta, Dylag e Silberring
(2007).
Nota: ASE, Artigos Somente Etanol; ACE, Artigos Comparativo Etanol; AShE, Artigos Sham Etanol; AME, Artigos
Misturados Etanol; ADE, Artigos Dubios Etanol.

ASE

AShE

AME

ADE

Posteriormente a classificagéo, critérios de exclusdo intra-fatores foram aplicados nos

experimentos reportados, sendo que cada grupo experimental foi considerado um experimento

4 Tratamentos sham s&o tratamentos falsos/controles realizados nos animais do grupo controle de forma que todos
0s animais no estudo passem pelos mesmos procedimentos e a Unica diferenca entre os animais dos grupos controle
e do grupo experimental seja a administracdo da droga em si.
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diferente. Os seguintes critérios foram aplicados: exclusdo de experimentos com
condicionamento ao local induzido por etanol em outras espécies; exclusao de experimentos de
condicionamento ao local induzido por outras drogas; exclusdo de experimentos acerca dos
efeitos de outras drogas sobre o condicionamento ao local induzido por etanol, exceto para 0s
experimentos nos quais os animais foram sham tratados com outras drogas; exclusdo de
experimentos sobre efeitos do etanol no condicionamento ao local induzido por outras drogas;
exclusdo de experimentos de condicionamento ao local induzido por solucdo de etanol com
outra(s) droga(s) ou com administracdo concomitante de substancias com propriedades
reforcadoras (e.g., comida) ou aversivas (e.g., solucdo de &cido cloridrico); exclusdo de
experimentos nos quais 2 ou mais animais foram colocados simultaneamente na camara de
condicionamento.

Outros critérios de exclusao intra-fatores aplicados foram: quando reportado mais de
um procedimento de condicionamento ao local com etanol no mesmo grupo de animais,
exclusdo dos dados do segundo procedimento em diante, exceto quando os dados dos testes
pos-condicionamento sdo reportados somente como uma média conjunta (nestes casos, 0S
procedimentos foram considerados como sendo um s0); quando reportado mais de um teste de
condicionamento, exclusdo de dados referentes ao segundo teste em diante, exceto quando 0s
dados dos testes pds-condicionamento sdo reportados somente como uma média conjunta
(nestes casos, os testes foram considerados como sendo um s0); exclusao de experimentos nos
quais o etanol foi administrado ap6s a Ultima sessdo de condicionamento com um intervalo
menor que 18 horas (h) antes da sessdo de teste pos-condicionamento; exclusdo de dados de
reinstalacdo de comportamento; excluséo de dados de experimentos com outros modelos
empregados apds 0 MCL,; exclusdo de experimentos com outros modelos.

Adicionalmente, como artigos de diferentes categorias reportam mais de um
experimento, 0s experimentos selecionados de um mesmo artigo analisado foram indexados
alfanumericamente (E1, E2, E3, ..., En) de acordo com a ordem de apresentacdo dos mesmos
no artigo. A indexacdo objetivou facilitar a identificagdo particular dos experimentos e de seus
resultados. O total de artigos identificados, adquiridos e excluidos pode ser visto no Apéndice
A deste trabalho.

2.2 EXTRACAO DE DADOS
2.2.1 Protocolo de extragdo de dados e dados extraidos
Diferentemente da recomendacéo de Garg et al. (2008) e de Edwards et al. (2002), a

extracdo de dados foi realizada somente pelo autor. Como tentativa de diminuir a alta
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probabilidade de erros durante a extracdo, a mesma foi realizada segundo o seguinte protocolo.
Em primeiro, 15 artigos foram selecionados aleatoriamente dos 62 e, a partir da leitura deles,
foi estabelecida a definicdo das categorias de dados a serem extraidos. Em seguida, todos os
artigos tiveram seus dados extraidos a partir dessa definicdo. Posteriormente, nova extracéo foi
realizada para cada artigo a partir de nova leitura dos mesmos, segundo a definicéo
anteriormente utilizada e na mesma ordem empregada na primeira extragéo. Nos casos em que
houve discrepancia entre as duas extracdes, nova leitura do dado referente foi efetuada e a
correcdo realizada/confirmada. Esse método ndo garante excluséo total de erros de extragéo,
em especial dos erros advindos de interpretacdo textual. Ainda assim, 0 mesmo garante maior
fidedignidade dos dados extraidos em relacdo aos dados reportados nos artigos.

Foram extraidos dados referentes a 3 categorias metodologicas gerais: (a) animal-
modelo, (b) aparatos de MCL e (c) arranjos experimentais, de condicionamento e de teste. Os
seguintes dados sdo componentes dessas categorias:

a) Para animal-modelo: Linhagem, idade no inicio do experimento com MCL, peso

no inicio do experimento com MCL, tipo de alocacdo nas gaiolas-viveiro (individual, grupal),
ciclo claro-escuro e horario do experimento.

b) Para aparatos de MCL: dimensdes do aparato, dimensbGes das camaras de

condicionamento, nimero de camaras, tipo de aparato (com ou sem viés), critério de escolha
da camara/estimulo pareado com a administracdo do etanol (cAmara com menor tempo de
permanéncia na linha de base, cAmara com maior tempo de permanéncia na linha de base e
contrabalanco do pareamento), e modalidades dos estimulos empregados ao condicionamento.

C) Para arranjos experimentais, de condicionamento e de teste: vias de

administracdo do etanol e de tratamentos sham utilizadas na fase de pré-exposicdo, vias de
administracdo do etanol e de tratamentos sham utilizadas na fase de exposicdo continuada, via
de administracdo do etanol na fase de condicionamento, concentracdes/volumes de etanol
utilizadas nas fases de pré-exposicéo, exposi¢cdo continuada e de condicionamento, doses de
etanol utilizadas nas fases de pre-exposic¢do, exposi¢do continuada e de condicionamento,
namero de sessOes de pré-exposicao, de exposi¢do continuada, de habituagdo ao aparato e aos
estimulos, de linha de base (teste pré-condicionamento) e de condicionamento, duracdo das
sessOes de pré-exposicao, de exposicdo continuada, de habituacdo ao aparato e aos estimulos,
de linha de base, de condicionamento e de teste (pos-condicionamento), intervalos entre as
sessOes de pré-exposicdo, de exposicdo continuada, de habituagdo ao aparato e aos estimulos,
de linha de base e de condicionamento, intervalo entre as sessdes de exposi¢do continuada e de

habituacéo, entre as sessdes de exposicdo continuada e de linha de base, entre as sessbes de
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exposicdo continuada e de condicionamento, e entre as sessOes de exposigdo continuada e de
teste, intervalos interfasicos pré-exposicao—habituacdo, pré-exposicdo—linha de base, pré-
exposicdo—condicionamento, habituacdo—linha de base, habituacdo—condicionamento, linha de
base—condicionamento, e condicionamento—teste, ordem das sessdes de condicionamento,
intervalos entre as apresentacfes dos estimulos incondicional (US) e condicional (CS) nas
sessdes de condicionamento (intervalo entre estimulos).

Além dos dados acima referidos, a citacdo do artigo (nomes dos autores e data de
publicacdo) e os resultados reportados (preferéncia condicionada ao local, aversao

condicionada ao local e ndo significativo) também foram extraidos.

2.2.2 DefinicBes gerais e de dados extraidos

Cabem neste momento algumas definicGes acerca das caracteristicas gerais do MCL e
de protocolos associados de forma que o leitor possa entender os dados extraidos e suas
delimitagcbes. Em primeiro, os aparatos de MCL séo caracterizados e a seguir sdo definidos
dados alusivos extraidos. Em segundo, é apresentada a ideia geral do protocolo de MCL e, em
sequéncia, a definicdo de dados referentes extraidos.

Corriqueiramente, os aparatos de MCL sdo compostos por 2 ou 3 cAmaras que podem
ser isoladas umas das outras por portas em guilhotina, sendo que, nos aparatos de 3 camaras, a
segunda camara da acesso as camaras distas e é de dimensfes menores. Em cada uma dessas
camaras, estdo dispostas diferentes combinacgdes de estimulos de uma ou mais modalidades
(luminosa, mecénica e/ou quimica) tanto nos pisos, quanto nas paredes. Durante a fase de
condicionamento (definida mais abaixo), as combinacfes das camaras distais s&o
diferencialmente associadas com os efeitos da administracdo da solugdo de etanol e do veiculo
dessa solucao.

Além disso, de acordo com o tempo de permanéncia dos animais nas camaras distais
durante a fase de linha de base (definida mais abaixo), os aparatos séo classificados em (a)
aparato com viés, caso 0 animal permaneca relativamente mais tempo numa camara distal que
em outra, ou em (b) aparato sem viés, caso os tempos de permanéncia sejam similares. Essa
classificacdo estd relacionada com o critério de escolha da camara distal com a qual a
administracao de etanol sera pareada na fase de condicionamento. Caso o aparato apresente viés
e 0 experimentador escolha a cAmara com menor tempo ou a camara com maior tempo, 0
protocolo de condicionamento € dito com viés; caso, independentemente de o aparato ser com

Vviés ou sem viés, o experimentador escolha fazer contrabalango do pareamento, o protocolo de
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condicionamento é dito sem viés (0 contrabalanco de camaras é definido mais abaixo, no
parégrafo referente a fase de condicionamento).

A partir disso, dados referentes as dimensGes do aparato e das camaras de
condicionamento foram extraidos, bem como dados referentes ao nimero de camaras do
aparato e acerca das modalidades dos estimulos empregados ao condicionamento. O critério de
escolha da camara a ser pareada com etanol também foi extraido de forma a se analisar qual
tipo de protocolo de condicionamento estd sendo empregado. Além disso, a classificacdo de
aparatos como com Viés e sem viés empregada neste trabalho é majoritariamente categorica e
esta intimamente relacionada com o critério de escolha da cadmara com a qual o etanol foi
pareado. Quando os experimentadores aplicaram o critério de escolha de menor ou de maior
tempo de permanéncia na linha de base para escolher a cdmara, o aparato foi definido como
com viés. Quando o critério foi contrabalanco de pareamento de cdmara, o aparato foi definido
como sem Viés. Isso ocorreu porque raras vezes 0s experimentadores relataram o tempo de
permanéncia dos animais em cada uma das camaras distais dos aparatos durante a linha de base,
0 que impossibilitou que a classificacdo de tipo de aparato fosse integralmente quantitativa.

Com respeito aos protocolos de MCL, esses sdo habitualmente definidos como
compostos de 2 (condicionamento e teste) a 4 fases (habituacéo, linha de base, condicionamento
e teste), sendo que protocolos de 3 fases podem ser formados (a) por fases de habituagéo,
condicionamento e teste ou (b) por fases de linha de base, condicionamento e teste.
Tradicionalmente, cada fase é temporalmente espacada (ndo se sobrepde a outra) e sequencial,
uma em relacdo a outra, em ordem definida, sendo que cada fase pode ser composta por uma
ou mais sessoes. Os intervalos entre sessdes de uma mesma fase sdo chamados de intervalos
entre sessdes e os intervalos entre diferentes fases sdo chamados intervalos interfasicos. A fase
de pré-exposicdo, quando presente, esta anteposta a primeira fase do protocolo de MCL
empregado e a fase de exposic¢do continuada, quando presente, esta sobreposta as mesmas. A
Figura 1.1 ilustra essas relacGes. A seguir cada uma dessas fases € definida.

Como implica a denominacéo, a fase de habituacdo tem propdsito de habituar o animal
ao aparato de forma que o responder do mesmo alcance niveis estaveis antes do
condicionamento ser efetuado. Durante a mesma, o animal é exposto ao aparato, com livre
acesso a todos os estimulos e/ou camaras que o compdem, sendo que essas sessdes de livre
acesso podem variar em numero e em duracdo. Por sua vez, a fase de linha de base é aquela na
qual o experimentador realiza o registro do comportamento basal do animal com livre acesso
ao aparato. O parametro comportamental registrado é o tempo de permanéncia do animal nas

diferentes camaras do aparato. Quando presente no protocolo, essa fase geralmente apresenta
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apenas uma sesséo, sendo que diferentes experimentos de MCL empregam diferentes duracgdes
nas sessdes. Na pratica, sessdes de fases de habituacdo e de linha de base raramente diferem
entre si no que concerne o processo comportamental do animal. Quando isso ocorre, essas fases

podem ser consideradas como compondo uma Unica fase, a fase de habituacao.

Exposicdo Continuada

A

J

VRN
Y h h h Y
\ Habituacio Linha de Base Condicionamento Teste /

Pré-exposicédo

Protocolo do Modelo de Condicionamento ao Local

| Linha do tempo >

Figura 1.1. Esquema temporal do protocolo de MCL e de protocolos associados.
Barras verticais discriminam intervalos interfasicos. Sessfes de uma mesma fase e 0s correspondentes intervalos
entre sessdes ndo sdo indicados.

A fase de condicionamento faz referéncia aos procedimentos de condicionamento em
si. Nesta, a administracdo do estimulo incondicional (i.e., a solugdo de etanol) é pareada com a
apresentacdo do estimulo condicional (i.e., uma das camaras distais do aparato). Geralmente,
numa dada sess@o de condicionamento, o etanol é administrado e o animal é confinado numa
das camaras do aparato. Na sesséo seguinte, o veiculo da solugédo é administrado e o animal é
confinado em outra das camaras distais do aparato. A duragé@o desses confinamentos constitui
a duracdo das sessdes de condicionamento, sendo que a ordem das sessdes de condicionamento
pode ser droga-veiculo, veiculo-droga ou contrabalanceadas dentro do mesmo grupo de animais
(i.e., tanto droga-veiculo quanto veiculo-droga). Além disso, o pareamento diferencial do etanol
e de seu veiculo com as camaras distais também pode ser contrabalanceado dentro do mesmo
grupo: para dados animais do grupo, o etanol € pareado com a camara x e 0 veiculo com a
camara y; para outros animais do mesmo grupo, o etanol é pareado com a cdmara y e 0 seu
veiculo com a camara x.

A fase de teste diz respeito ao exame dos efeitos do condicionamento sobre o tempo de
permanéncia do animal nas camaras com as quais as administracfes da droga e de seu veiculo
foram diferencialmente pareadas durante o condicionamento. Nela, o animal volta a ter livre

acesso a todas as camaras que compdem o aparato e se registra o tempo de permanéncia em
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cada uma delas. Tradicionalmente, a duracdo da sessdo de teste € a mesma da sessdo de linha
de base.

Por sua vez, nesse trabalho, a fase de pre-exposicdo diz respeito a protocolos de
administracdo de etanol ou de veiculos realizados antes das fases componentes do MCL. Ou
seja, esta fase faz referéncia a (a) procedimentos de intoxicacdo com etanol antes do emprego
do MCL e (b) a procedimentos controle (sham) da intoxicacdo prévia, ambos no mesmo
desenho experimental. Ja& a fase de exposicdo continuada diz respeito a protocolos de
administracdo de etanol ou de veiculos sobrepostos as fases dos protocolos de MCL. Nessa
fase, as administracdes de etanol e de veiculos ndo servem ao condicionamento em si (i.e., ndo
sdo pareadas com o confinamento em dadas cdmaras do aparato), mas servem de (a)
procedimento de intoxicacdo adicional e de (b) procedimento controle (sham) com respeito a
(1) intoxicacdo adicional e aos (2) procedimentos de administracdo do etanol na fase de
condicionamento. No caso de a e de b1, as sessdes de exposic¢ao continuada sucedem as sessoes
das fases de MCL sobre as quais se encontra. No caso de b2, o veiculo da solugéo de etanol é
administrado antes das sessdes das fases de habituacdo, de linha de base e de teste de forma
que, ao longo de todo o protocolo de MCL, o animal receba o mesmo procedimento geral de
administragao.

Dessa maneira, dados de intervalos entre as sessdes de uma mesma fase e entre as fases
do protocolo de MCL fazem referéncia a um evento (sessdo ou fase) diretamente precedente a
outro (sessdo ou fase, respectivamente) e, em termos de horas, tem valores nulos (zero) ou
positivos. Por exemplo, o intervalo entre as fases de habituacdo e de condicionamento diz
respeito ao lapso temporal entre o término da Gltima sessdo da fase de habituacdo que precede
diretamente o inicio da primeira sessdo da fase de condicionamento; caso exista fase de linha
de base entre a fase de habituacdo e a fase de condicionamento, o intervalo entre habituacéo e
condicionamento n&o ¢ aplicavel °. Esses critérios acerca das relagdes temporais entre as sessoes
e entre as fases do protocolo de MCL foram estendidos a fase de pré-exposicéo, visto que as
relacbes temporais nela presentes sdo similares as encontradas no protocolo de MCL e a

extensdo facilita a analise dos dados referentes.

°> Quertemont et al. (1998) e Quertemont e De Witte (2001) quebraram essa tradicéo ao dissociarem a apresentacdo
do CS da apresenta¢do da cAmara de condicionamento. Nos experimentos relatados por esses pesquisadores, (a)
cada sessdo de habituacdo antecedeu diretamente cada sessdo de condicionamento, (b) a linha de base (i.e., 0 tempo
de permanéncia pos-condicionamento do animal na camara em que o CS serd apresentado) antecedeu
imediatamente o teste e, portanto, (c) ocorreu apds o condicionamento. Assim, para esses experimentos, o intervalo
entre fases pode ser de minutos ou horas e é negativo o intervalo entre as fases de linha de base e de
condicionamento.
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Por outro lado, como a fase de exposic¢ao continuada (ao etanol e/ou a tratamentos sham)
esta sobreposta a fases componentes do protocolo de MCL e suas sessdes podem anteceder ou
suceder as sessOes dessas fases, 0s dados dos intervalos entre a fase de exposicao continuada e
as fases do MCL sdo mais facilmente descritos em termos de minutos: raras vezes a sessao de
exposicao continuada antecede ou sucede a sessdo de outra fase por periodo maior que 1 h. A
partir disso, foi decidido que esses intervalos seriam melhor expressos como intervalos entre
sessOes de exposicado continuada e sessdes das fases do MCL, variando de valores negativos
(quando sucede) a zero (imediatamente antes ou depois) e positivos (quando antecede) em
termos de minutos.

No caso do dado referente ao intervalo entre estimulos, este intervalo pode ser (em
termos de minutos) positivo, negativo ou de zero, a depender da ordem e do espagamento
temporal em que os estimulos sdo apresentados: se o estimulo condicional € apresentado um ou
mais minutos antes do estimulo incondicional, o intervalo é positivo; se apresentado um ou
mais minutos depois, o intervalo é negativo; se apresentado imediatamente antes,
simultaneamente ou imediatamente depois, o intervalo foi considerado de valor zero.
Outrossim, como a via de administracdo do etanol determina diferentes farmacocinéticas para
este farmaco e a concentracao e o volume da solugdo administrada podem interferir com o bem-
estar animal, esses dados tambem foram extraidos. As doses de etanol administradas também
foram extraidas devido aos diferentes efeitos farmacodindmicos que essas apresentam.

Ademais, no que se refere a definicdo da fase de pré-exposicao, a administracdo de
anestésicos para execucdo de procedimentos cirurgicos (para implantacdo de canulas no
encéfalo, intubacGes gastrica, intraperitoneal e intravenosa etc.) ndo foi considerada como
componente dessa fase. Ainda que as administragfes desses farmacos nesses casos possam ser
consideradas sessdes de pré-exposicao, tal conceituacao tornaria inviavel a utilizacdo de muitos
experimentos € mesmo de muitos artigos nesta revisdo, visto que estariamos estudando os
efeitos de outras drogas sobre 0 MCL com etanol em ratos (um dos critérios de exclusao intra-

fatores aplicado no procedimento de selecdo de experimentos).

2.3 ORGANIZACAO E ANALISE DE DADOS EXTRAIDOS

Os dados extraidos foram organizados em tabelas e figuras descritas e examinadas
dentro de subsecBes da se¢do “Resultados e discussdo”, correspondentes as 3 categorias
metodoldgicas gerais. Em cada tabela e figura, os artigos e 0s experimentos reportados foram
agrupados de acordo com suas similaridades metodologicas. No caso dos dados referentes as

dimensoes das camaras de condicionamento, esses foram utilizados no calculo da area dessas
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camaras e no célculo de razéo entre as dimensdes de comprimento e largura (comprimento
dividido por largura) de forma a fornecer indice de formato das camaras de condicionamento.

As variacOes assistematicas e suas possiveis implicacdes aos resultados reportados
foram discutidas de acordo com dados advindos de outras literaturas experimentais pertinentes
nas quais as varidveis sob analise ja foram estudadas de forma comparada. Essa literatura é
composta por estudos experimentais em ratos das mesmas linhagens heterogénicas utilizadas
com maior frequéncia na literatura de MCL revisada. Excecdo nesse ponto constitui a literatura
geral de condicionamento classico, na qual coelhos, ratos, ovelhas, cabras e cées sdo 0s animais
utilizados. Estudos tedricos e de revisdo também foram utilizados na discussdo, mas somente
nos casos em que estudos experimentais relevantes ndo foram encontrados e tais estudos
pudessem ajudar na discussdo e na identificacdo de variaveis possivelmente envolvidas na
obtencdo dos resultados reportados. A analise estatistica foi realizada por teste exato de Fisher
(bicaudal) e, quando apropriado, pelo teste Qui-quadrado (bicaudal) de forma a avaliar a
distribuicdo de frequéncias de resultados reportados segundo cada fator analisado, com o =
0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ANIMAL-MODELO

3.1.1 Linhagens

Ratos das linhagens albinas heterogénicas Wistar (W) e Sprague-Dawley (S-D) foram
0s sujeitos mais utilizados nos estudos revisados de MCL com etanol, com um total de 106 e
54 experimentos sem fase de pré-exposi¢do ao etanol para cada linhagem, respectivamente. No
caso de experimentos com pré-exposicdo ao etanol, foram reportados 46 experimentos para W
e 12 para S-D. Menos frequente tem sido o uso da linhagem Holtzman (H), com relatos de
apenas 18 experimentos, e das linhagens pigmentadas Lister (L) (4 experimentos) e Long-Evans
(L-E) (2 experimentos), todos sem fase de pré-exposi¢do ao etanol. No caso de linhagens
isogénicas, a linhagem msP foi empregada em 17 experimentos, todos com fase de pré-
exposicao ao etanol. Animais das linhagens isogénicas Wistar (shoe), P e NP também foram
empregados, mas somente 2 experimentos foram reportados para a primeira e 1 experimento
para cada uma das Ultimas. Devido a essa grande diferenca de nimero de experimentos por
linhagem, a anélise nessa secdo se centra nas linhagens H, S-D, W e msP, em especial as 3

primeiras. A Tabela 1.2 resume esses dados.
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Tabela 1.2.

Experimentos e resultados reportados por linhagem de Rattus norvegicus
Linhagem N°PCL N°ACL N°NS TOTAL % PCL % ACL % NS
Animais sem pré-exposi¢éo ao etanol
Holtzman 0 10 8 18 0,00 55,56 44,44
Lister 2 0 2 4 50,00 0,00 50,00
Long-Evans 1 0 1 2 50,00 0,00 50,00
P 0 1 0 1 0,00 100,00 0,00
NP 0 1 0 1 0,00 100,00 0,00
Sprague-Dawley 8 9 37 54 14,81 16,67 68,52
Wistar 29 18 59 106 27,36 16,98 55,66
Wistar (shoe) 0 1 1 2 0,00 50,00 50,00
Total 40 40 108 188 - - -
Animais com pré-exposicéo ao etanol
Sprague-Dawley 2 5 5 12 16,67 41,67 41,67
Wistar 40 2 4 46 86,96 4,35 8,70
msP 6 0 11 17 35,29 0,00 64,71
Total 48 7 20 75 64,00 9,33 26,67

Nota: N°, nimero de experimentos; %, porcentagem de experimentos; PCL, preferéncia condicionada
ao local; ACL, aversdo condicionada ao local; NS, resultado ndo significativo.

Curiosamente, a inspecdo dos resultados dos experimentos em referéncia a linhagem
empregada sugere que as linhagens W, S-D e H diferem em relacdo aos efeitos do
condicionamento nos experimentos sem pré-exposi¢ao ao etanol. A inspecdo também sugere
que, no caso dos experimentos com pré-exposicdo ao etanol, as linhagens msP, S-D e W
também diferem entre si. Quando animais da linhagem H foram usados, condicionamento bem-
sucedido (i.e., que produziu aversdo ou preferéncia condicionada) ocorreu em 56% dos
experimentos, sendo que os animais desenvolveram somente aversdo condicionada ao local
(ACL). Por sua vez, os animais S-D apresentam o menor sucesso de condicionamento em
experimentos sem pré-exposicdo, ocorrendo condicionamento em apenas 32% dos
experimentos relatados, sendo 15% para preferéncia condicionada ao local (PCL) e 17% para
ACL. Os animais W aparentam ter sucesso mais proximo aos dos animais da linhagem H, com
44% dos experimentos com condicionamento bem-sucedido. Todavia, diferentemente da
linhagem H, o condicionamento efetuado em animais da linhagem W pode gerar tanto ACL
quanto PCL, com 17% e 27% dos experimentos produzindo uma ou outra, respectivamente.

De forma a estabelecer critérios a analise estatistica dessa distribuicao de frequéncia, 0s
dados foram reorganizados segundo artigo por linhagem. Tal organizagdo permite (a) avaliar
diretamente tendéncias temporais de condicionamento bem-sucedido na literatura, (b) avaliar
indiretamente a uniformidade de metodologias empregadas pelo mesmo grupo de pesquisa para
a mesma linhagem e para linhagens diferentes. Também permite (c) comparar os resultados
advindos de diferentes grupos de pesquisa quando empregando animais da mesma linhagem. A
Figura 1.2 apresenta tal organizacdo para protocolos sem pré-exposi¢do nas linhagens H e S-D
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e a Figura 1.3 exibe a organizagéo para a linhagem W.
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Figura 1.2. Resultados de protocolos de condicionamento sem pré-exposicdo ao etanol,
ordenados de acordo com o artigo e as linhagens Holtzman e Sprague-Dawley de Rattus
norvegicus.

a, Cunningham et al. (1993); b, Cunningham (1981); ¢, Borman e Cunningham (1997); d, Cunningham e Niehus (1993); e,
Borman e Cunningham (1998); f, Busse et al. (2005); g, Gauvin et al. (1994); h, Reid et al. (1985); i, Marglin et al. (1988); j,
Yu et al. (2016); k, Alaux-Cantin et al. (2013); |, Bedingfield et al. (1999); m, Busse e Riley (2002); n, Busse et al. (2004); o,
Barbier et al. (2008); p, Fidler et al. (2004); g, Morales et al. (2012); r, Gauvin et al. (1997); s, Zuo et al. (2017); t, Asin et al.
(1985); u, Ise et al. (2013).

NS, ndo significativo; ACL, aversdo condicionada ao local; PCL, preferéncia condicionada ao local; H, linhagem Holtzman;
S-D, linhagem Sprague-Dawley.

Nota-se que os resultados para a linhagem H foram todos obtidos pelo grupo do
pesquisador C. R. Cunningham. Também se nota que o grupo de Cunningham realizou 4
experimentos com a linhagem S-D (Fidler et al., 2004). Em ambos 0s casos, 0s resultados dos
experimentos foram de ACL. Assim, para aléem da possivel inadequacdo da linhagem H a
obtencdo de PCL, isso pode significar que a metodologia empregada por esse grupo nao é
adequada per se ao condicionamento de PCL. Por outro lado, o uso de animais S-D pelos grupos
de L. D. Reid, B. Tabakoff, F. A. Holloway, T. Suzuki, A. L. Riley, D. V. Gauvin e L. P. Spear
ao longo dos ultimos 30 anos, aliado ao pequeno sucesso de condicionamento obtido em
animais nessa linhagem, sugere que animais S-D possuem sensibilidade diferente aos
protocolos de condicionamento empregados. Assim, aparenta que as metodologias
implementadas para outras linhagens ndo sdo inteiramente aplicaveis aos animais S-D.
Entretanto percebe-se que a maioria dos resultados ndo significativos para animais S-D provém
de Asin et al. (1985) e de Ise et al. (2013), 0 que pode ter enviesado a amostra.

No caso da linhagem W, dos 28 artigos analisados somente Gawel et al. (2016),
Martijena et al. (2001) e Rezayof et al. (2012) ndo reportaram experimento com
condicionamento bem-sucedido em protocolos sem pré-exposicdo ao etanol. Dos demais

artigos, 15 relataram experimentos nos quais PCL foi estabelecida e 9 reportaram
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estabelecimento de ACL. E importante notar nesse ponto que (a) artigos que relatam ACL para
animais W ndo relatam PCL e vice-versa (diferentemente de animais S-D: Zuo et al., 2017) e
que (b) a obtencdo de ACL esta relacionada com falha de condicionamento em maior frequéncia
que PCL. Com excecdo de Bienkowski et al. (1996), nos artigos que relatam PCL, essa ocorreu
com frequéncia igual ou maior que resultados ndo significativos. Assim sendo, na linhagem W,
protocolos que resultam em falhas de condicionamento aparentam ter maior probabilidade de

produzirem ACL que PCL.
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Figura 1.3. Resultados de protocolos de condicionamento sem pré-exposicdo ao etanol,

ordenados de acordo com o artigo e a linhagem Wistar de Rattus norvegicus.

a, Al Ameri et al. (2014); b, Bahi e Dreyer (2014); c, Bagrov et al. (1999); d, Patkina e Zvartau (1998); e, Bahi e
Dreyer (2013); f, Haleem et al. (2005); g, LOpez e Cantora (2010); h, Biata e Lagwinski (1996a); i, Melis et al.
(2007); j, Bienkowski, Iwinska et al. (1997); k, Bienkowski, Kuca et al. (1997); I, Gawel et al. (2016); m, Martijena
etal. (2001); n, Quertemont et al. (1998); 0, Biata e Lagwinski (1996b); p, Morse et al. (2000); g, Stewart e Grupp
(1981); r, Bahi (2013); s, Pascual et al. (2012); t, Quertemont e De Witte (2001); u, Bie et al. (2009); v, Zhu et al.
(2007); w, Peana et al. (2008); x, Stewart e Grupp (1985); y, Bienkowski et al. (1996); z, Zarrindast et al. (2010);
aa, Rezayof et al. (2012); ab, Van der Kooy et al. (1983).

NS, ndo significativo; ACL, aversdo condicionada ao local; PCL, preferéncia condicionada ao local; W, linhagem
Wistar.

Tambeém € interessante notar que as maiores frequéncias de falhas de condicionamento
em animais W provém somente de 4 artigos dos 28 que utilizaram essa linhagem,
especificamente de experimentos realizados pelo grupo de M. R. Zarrindast e A. Rezayof e de
estudos realizados na década de 1980, van der Kooy et al. (1983) e Stewart e Grupp (1985).
Por um lado, isso sugere que as metodologias implementadas nesses 4 casos ndo sao adequadas
ao condicionamento nessa linhagem e, por outro, que ha possibilidade de que os outros grupos
de pesquisa estejam utilizando metodologias similares no emprego da linhagem W. De fato, 8
dos artigos que reportaram PCL utilizaram protocolos de condicionamento com longa duragéo
(numero de sessbes de condicionamento > 12) e esses artigos reproduziram maior frequéncia

de PCL que os artigos que empregaram protocolos de curta duragéo.
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A partir disso, as frequéncias de PCL, ACL e de resultados nédo significativos (NS)
advindos de cada linhagem foram analisados das seguintes maneiras. Primeiro, as linhagens H,
S-D e W foram comparadas sem restrices de dados. Em acordo com a andlise até aqui
realizada, houve diferenca significativa entre as 3 linhagens no primeiro caso (teste exato de
Fisher = 17,862, p < 0,001). Em segundo, as linhagens foram comparadas aos pares: S-D vs. W
(teste exato de Fisher = 3,413, p = 0,188); S-D vs. H (teste exato de Fisher = 10,399, p = 0,005);
W vs. H (teste exato de Fisher = 14,584, p < 0,001). Esses resultados indicam que, em
protocolos sem pré-exposicdo ao etanol, a linhagem H difere das linhagens S-D e W (a) em
relacdo a probabilidade de condicionamento bem-sucedido e (b) em relacdo a esse
condicionamento resultar em PCL ou em ACL. Também indicam a possibilidade de ndo existir
diferencas nas distribuicdes de resultados das linhagens W e S-D.

De forma a discernir possiveis efeitos de protocolos de curta duracdo (com numero de
sessdes de condicionamento < 10; C < 10) e de longa duragdo (com numero de sessdes de
condicionamento > 12; C > 12) sobre a distribuicdo de resultados, os dados das linhagens S-D
e W foram estratificados em acordo. Essa estratificacdo esta relacionada ao fato de que nédo
houve reportagem de protocolos C > 12 para a linhagem H, somente 2 artigos reportaram 5
protocolos C > 12 com animais S-D (Fidler et al., 2004; Marglin et al., 1988), enquanto 8 artigos
reportaram 26 protocolos C > 12 com a linhagem W. Visto que esses protocolos parecem
aumentar a probabilidade de condicionamento de PCL na linhagem W, é possivel que
diferencas entre as linhagens S-D e W estejam mascaradas por conta desses protocolos. Além
disso, por motivos relacionados com as analises de dados realizadas nas se¢des 3.2 e 3.3, foram
excluidos da andlise os dados advindos de Bedingfield et al. (1999), Gauvin et al. (1994; 1997)
e Reid et al. (1985) para animais S-D e de Morse et al., (2000), Rezayof et al. (2012) e
Zarrindast et al. (2010) para animais W.

Quando comparadas as 3 linhagens em protocolos C < 10, houve diferenga significativa
(teste exato de Fisher = 16,867, p = 0,001). Como nenhum resultado de PCL foi relatado para
a linhagem H, de forma a discernir se a diferenca encontrada acima advém somente da
distribuicéo desigual de PCL entre as linhagens H, S-D e W, os dados de PCL para as linhagens
S-D e W foram excluidos e nova comparacdo foi realizada entre as 3 linhagens. Essa
comparacdo também resultou em diferenca (teste exato de Fisher = 12,685, p = 0,001). Ainda
nesse arranjo, as linhagens também foram comparadas aos pares: S-D vs. H (x = 13,240, p =
0,001); W vs. H (y = 4,155, p = 0,051); S-D vs. W (y = 4,720, p = 0,033). Como as linhagens
S-D e W apresentaram diferenca significante, elas foram novamente comparadas excluindo-se
alternadamente os dados de ACL (yx = 0,142, p = 0,784) e NS (x = 4,300, p = 0,066). Esses
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resultados confirmam os resultados anteriores e expdem que a linhagem H difere das linhagens
S-D e W na probabilidade de obtengdo de PCL em protocolos C < 10. Adicionalmente,
esclarecem que (a) as linhagens H e S-D diferem na probabilidade de condicionamento de ACL
e de NS, que (b) ha pouca diferenca entre as linhagens H e W na obtencdo de ACL e de NS e
que (c) as linhagens S-D e W diferem na producdo de NS e, em especial, de ACL. O motivo
dessas diferencas entre as linhagens em protocolos C < 10 podem estar relacionados tanto com
as linhagens per se, quanto com outras variaveis ndo identificadas nessa anélise.

Por ultimo, de forma a verificar a existéncia de diferenga entre protocolos C <10 e C >
12 nas linhagens S-D e W, outras duas comparac¢des foram realizadas: (a) animais W em
protocolos C < 10 comparados com animais W em protocolos C > 12; (b) animais S-D em
protocolos C < 10 comparados com animais W em protocolos C > 12. No primeiro caso, houve
diferenca significativa (teste exato de Fisher = 36,888, p < 0,001). Esse resultado indica que
protocolos C > 12 aumentam a probabilidade de PCL e diminuem as probabilidades de ACL e
de NS na linhagem W. Quando comparados protocolos C < 10 nos animais S-D com 0s
protocolos C > 12 nos animais W, também houve diferenca (teste exato de Fisher = 24,340, p
< 0,001). Esse resultado confirma que protocolos C > 12 mascararam diferengas entre as
linhagens S-D e W.

Tomados como um todo, esses resultados indicam que (a) a linhagem H difere na
distribuicdo de frequéncia de resultados das linhagens S-D e W, sendo que o motivo da
diferenca de distribuicdo da linhagem H néo pdde ser identificado nessa analise; (b) as linhagens
S-D e W néo diferem na distribuicdo de frequéncia de PCL em protocolos C < 10; (c) as
linhagens S-D e W diferem no que diz respeito a probabilidade de obtencdo de NS e, em
especial, de condicionamento ACL quando aplicados protocolos C < 10, sendo que 0s motivos
dessa diferenca ndo puderam ser identificados; (d) a aplicacdo de protocolos C > 12 aumenta a
probabilidade de condicionamento bem-sucedido (PCL) na linhagem W, o que pode aumentar
as chances de erro de andlise nas sec¢des seguintes caso esse fator ndo seja isolado. Além disso,
esses resultados ndo esclarecem covariaveis (sensibilidade diferenciada de cada linhagem ao
etanol, dose de etanol administrada, volume da solugéo, via de administragéo etc.) inseridas nos
protocolos de condicionamento.

No que diz respeito as linhagens utilizadas nos protocolos de MCL com pré-exposicao,
a Figura 1.4 apresenta os dados. Percebe-se que os protocolos de pré-exposicdo ao etanol
parecem néo afetar as chances de condicionamento bem-sucedido em ratos S-D em rela¢éo aos
protocolos sem pré-exposicao ao etanol. Também se nota que, mesmo utilizando a linhagem S-

D e protocolo de pré-exposicédo ao etanol, o grupo de C. R. Cunningham (Fidler et al., 2004)
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novamente obteve ACL como resultado de seus experimentos. Dessa forma, essa nova
ocorréncia de resultados de ACL nos experimentos do grupo de Cunningham reforga que a

metodologia empregada por esse grupo parece ser o principal fator na recorréncia de ACL.
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Figura 1.4. Resultados de protocolos de condicionamento com pré-exposicdao ao etanol,

ordenados de acordo com o artigo e a linhagem de Rattus norvegicus empregada.

a, Reid et al. (1985); b, Busse et al. (2005); c, Sable et al. (2004); d, Alaux-Cantin et al. (2013); e, Barbier et al. (2008); f,
Fidler et al. (2004); g, Kotlinska et al. (2007); h, Biata e Kottinska (1999); i, Kotlinska et al. (2004); j, Kotlinska et al. (2011);
k, Gibula-Bruzda et al. (2015); I, Gawel et al. (2016); m, Bienkowski et al. (1995); n, Bienkowski et al. (1996); o, Pascual et
al. (2012); p, Ciccocioppo, Panocka, Polidori et al. (1999); q, Ciccocioppo, Panocka, Froldi et al. (1999).

NS, ndo significativo; ACL, aversao condicionada ao local; PCL, preferéncia condicionada ao local; msP, linhagem msP; S-
D, linhagem Sprague-Dawley; W, linhagem Wistar.

No caso da linhagem W, percebe-se o estabelecimento de metodologia adequada a
obtencéo de PCL nos grupos de pesquisa relacionados ao grupo de P. Bienkowski. Com excec¢ao
de Pascual et al., (2012), todos os artigos que empregaram animais W fizeram uso da
metodologia de pré-exposigdo desenvolvida por Bienkowski et al. (1995) e refinada em
Bienkowski et al. (1996). Se por um lado isso indica a alta confiabilidade do método empregado
na obtencdo de PCL, por outro dificulta a avaliacdo da linhagem W per se e em comparagao
com outras linhagens por conta da baixa diversidade metodoldgica na literatura. De todo modo,
a comparacao dos resultados de animais W com os resultados de animais S-D sugere novamente
gue condicionamento ao local com etanol é mais facilmente obtido em animais W quando estes
tém maior exposicdo ao etanol, tal qual é o caso nos protocolos longos de condicionamento.

Ja para a linhagem isogénica msP, pelo menos duas interpretacbes sdo plausiveis.
Quando se leva em consideracdo (a) o fato do estudo de Ciccocioppo, Panocka, Froldi et al.
(1999) ser de padronizacdo de metodologia para 0 MCL com essa linhagem, (b) o fato dessa
linhagem derivar da linhagem isogénica P e (c) os resultados (ACL e NS) obtidos por Schechter

(1991) para linhagem P no modelo, os dados dispostos na Figura 3 podem indicar que animais
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msP sdo0 menos propensos ao condicionamento bem-sucedido que animais S-D e W em
protocolos com pré-exposicao.

Todavia, quando se tem em conta que o estudo realizado por Ciccocioppo, Panocka,
Froldi et al. (1999) foi de padronizacao de metodologia e que o estudo Ciccocioppo, Panocka,
Polidori et al. (1999) foi a Unica aplicacdo do método ja padronizado, a primeira interpretacdo
aparenta ser tendenciosa. Deste modo, na amostra revisada seria inadequada a comparacgéo
desses resultados (de padronizacdo recente) com os resultados advindos da linhagem W (em
sua maioria, com metodologia j& padronizada) e da linhagem S-D (com metodologia nédo
padronizada, mas com maior frequéncia de uso assistematico). Portanto, ndo foi aplicado teste
estatistico em protocolos com pré-exposicdo com relacdo as linhagens utilizadas, visto que esse
certamente resultaria significativo, mas pouco diria da confiabilidade da comparacao.

Nesse ponto, visto que os resultados acima ndo esclarecem covariaveis nos protocolos
de condicionamento, € interessante notar que estudos experimentais comparativos apontam
diferengas entre as linhagens H, S-D e W em relagdo a distribuicdo, metabolizacdo e
farmacodindmica do etanol. A maioria desses estudos se centrou na comparacdo de ratos W e
S-D. Na avaliacdo do significado dos mesmos ao emprego das linhagens H, S-D e W no MCL
com etanol, deve-se levar em conta que ratos S-D derivam de populacfes W e que ratos H
derivam de populagdes S-D. Os estudos e suas possiveis implicacdes ao MCL sdo descritos a
sequir.

De Antueno, Elliot e Horrobin (1994) relataram que a atividade de conversédo de acido
graxos das dessaturases hepaticas A-5 e A-6 foi 50% menor em ratos da linhagem S-D que as
atividades registradas em ratos L-E ou W. Como apontado por Kacew e Festing (1999), estas
diferencas podem estar relacionadas com diferencas na razao gordura/peso corporal. Visto que
a quantidade total de gordura corporal influencia de maneira inversamente proporcional a
distribuicdo periférica de etanol, essa diferenca entre as linhagens pode significar que, quando
a mesma dose de etanol é administrada em ratos S-D e W da mesma idade e sexo, quantidades
e/ou concentragdes diferentes de etanol s&o distribuidas ao encéfalo em cada linhagem.

Além disso, outro fator que deve ser levado em consideracdo na comparagdo de
resultados encontrados em diferentes linhagens € a inducdo de atividade do sistema
microssomal de oxidacdo do etanol (MEOS, sigla em inglés). O MEOS é composto
principalmente por membros da superfamilia de isoenzimas Citocromo P450 (CYP). As

principais isoenzimas induzidas por etanol em ratos sdo a CYP2E1 e a CYP1A2 (Lieber, 2004a;
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2004b)®. No caso da isoenzima CYP2EL, a literatura revisada ndo indica modificagdes em sua
indugéo devidas a polimorfismo (Hu, Hakkola, Oscarson, & Ingelman-Sundberg, 1999; Lieber,
2004a; 2004b; Umeno, Song, Kozak, Gelboin, & Gonzalez, 1988). Todavia Kishida et al.
(2008) reportaram diferencas entre ratos S-D e W na expressao do mRNA CYP1A2 e no
contetdo total da isoenzima CYP1A2 nos hepatdcitos centrolobulares. Em nivel controle, a
expressao e o contetido foram 3 vezes maiores em ratos W que em ratos S-D. Em nivel induzido
(quando o rato ja tem histdrico de administracdo de etanol), a expressédo e o contetudo foram 4
vezes maiores em ratos W quem em ratos S-D. Kishida et al. (2008) indicam ainda que aparenta
haver correlacdo positiva entre a quantidade de mRNA CYP1AZ2 e a quantidade total encontrada
da isoenzima, relagdo mRNA/isoenzima também indicada para a CYP2EL (Tsutsumi, Lasker,
Takahashi, & Lieber, 1993).

Ademais, de acordo com a linhagem heterogénica utilizada, o etanol aparenta afetar
diferencialmente o encéfalo. Melchior e Myers (1976), utilizando ratos das linhagens H, L-E,
S-D e W, investigaram os efeitos da administracao intracerebroventricular de 20 pul de solugdes
com 50 pg de 5,6-diidroxitriptamina (5,6-DHT), 100 ug de 5,7-diidroxitriptamina (5,7-DHT) e
200 pg de 6-hidroxidopamina (6-OHDA\) sobre a ingestdo voluntaria de solugdes de etanol. Os
referidos autores também mediram o contetdo de serotonina, norepinefrina e dopamina no
estriado, no hipotalamo e no mesencéfalo apds a administragdo das neurotoxinas 5,6 DHT e 6-
OHDA ou dos seus respectivos veiculos.

Os ratos S-D aumentaram o consumo de etanol apos a lesdo do sistema serotoninérgico
provocada por 5,6-DHT, enquanto que a destruicdo de neurbnios catecolaminérgicos por 6-
OHDA reduziu marcadamente a ingestdo de etanol em outro grupo de ratos S-D. O padrédo de
consumo de ratos W ndo foi afetado pelo 5,6-DHT, mas foi atenuado por 6-OHDA. Os animais
da linhagem H apresentaram aumento do consumo apos a lesdo ocasionada pela 5,6-DHT, mas
seu padréo de consumo nédo foi afetado pela lesdo gerada pela 6-OHDA. A administracdo de
5,7-DHT teve pouco ou nenhum efeito sobre o consumo de alcool em qualquer uma dessas
linhagens. Por dltimo, as mudancas encontradas nos padrdes de consumo dos ratos L-E foram
semelhantes as encontradas nos ratos S-D. E importante salientar que o estudo de Melchior e
Myers (1976) tem limitagOes com relacdo ao controle da idade dos animais comparados: 0s

animais tém de 90 a 180 dias de idade. Por conta disso, seus achados devem ser interpretados

® No trabalho de Schoedel, Sellers e Tyndale (2001), os resultados de inducdo da CYP2B1 pelo etanol poderiam
indicar que esta isoenzima também é importante no MEOS de ratos W. Por outro lado, além das CYP2E1, CYP1A2
e CYP2B1, o trabalho de Roberts, Shoaf e Song (1995) indica que o etanol também induz a atividade das CYP1A1
e CYP3A1 em ratos S-D.
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com cautela. Ainda assim, 0 mesmo constitui o Unico estudo encontrado no qual as linhagens
H, S-D, W e L-E foram simultaneamente comparadas. A seguir, outros dados e fatores

relacionados ao animal-modelo sdo analisados e discutidos.

3.1.2 Alocagao, idade, peso e ciclo circadiano

Dos 62 artigos selecionados, 50 reportaram o tipo de alocacéo utilizada na armazenagem
dos animais em gaiolas-viveiro. Somente 15 artigos reportaram as idades dos animais no inicio
dos experimentos de MCL. Por outro lado, 52 artigos forneceram alguma medida de peso dos
animais: 3 forneceram durante o periodo de alocacdo anterior ao MCL e no inicio dos
experimentos, sendo que outro ndo especificou o periodo ao qual o peso se refere; 24 relataram
somente 0 peso no periodo de alocagdo anterior ao MCL e 24 relataram 0 peso no inicio dos
experimentos. No que diz respeito ao ciclo claro-escuro implementado e ao horario em que 0s
experimentos foram realizados, 30 artigos forneceram ambos, 15 s6 forneceram o ciclo claro-
escuro e 5 forneceram somente o horario dos experimentos. A Tabela 1.3 dispde esses dados.
Levando-se em conta as diferencas detectadas entre as linhagens, demais dados referentes a
categoria animal-modelo foram organizados na tabela citada de acordo com essas diferencas,
0s protocolos C <10, C> 12 e os protocolos com fase de pré-exposi¢éo ao etanol.

Por conta da (a) baixa frequéncia de reportagem de dados de idade, (b) de varidveis
cronobioldgicas e (c) da baixa frequéncia de dados relacionados as linhagens L, L-E, P, NP e
W (Shoe), a analise nessa se¢do se centra nos dados de alocacdo e nas linhagens H, S-D e W.
O exame visual dos dados de alocacdo nas gaiolas-viveiro em relacdo aos resultados de
condicionamento reportados sugere que o tipo de alocacdo pode estar influenciando os
resultados das linhagens nos protocolos sem pré-exposi¢do ao etanol. De forma a discriminar a
influéncia de protocolos C > 12 dessa possivel influéncia da alocagéo sobre os resultados, 0s
dados das linhagens H, S-D e W foram selecionados e estratificados por protocolos C<10e C
> 12. A Figura 1.5 dispde esse arranjo de dados somente para 0s artigos nos quais o tipo de
alocacdo foi reportado e a Tabela 1.4 dispde os mesmos dados em porcentagem.
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Dados referentes ao animal-modelo utilizado, organizados por linhagem e pela alocacdo dos animais, subdivididos por tipo de protocolo de

condicionamento e pela auséncia/presenca de fase de pré-exposicdo ao etanol, sequidos dos resultados experimentais reportados.

Animal-modelo Resultados
Citacdo Lin A PA () PE (9) Idade (dias) Fase C HE PCL ACL NS
Animais ndo pré-expostos ao etanol submetidos a protocolos de condicionamento com 10 ou menos sessdes
Cunningham (1981) H Individual NR NR 100 NR NR - E1-E2 -
Cunningham e Niehus (1993) H Individual [326-480] [326-480] NR 0700-1900 Fase C - E1-E2, E4-E5 E3, E6
Cunningham et al. (1993) H Individual 456 NR NR 0700-1900 FaseC - E1l -
Borman e Cunningham (1997) H Individual 355-470 NR NR 0700-1900 NR - El E2-E3
Borman e Cunningham (1998) H Individual 380-450 NR NR 0700-1900 NR - E2, ES El, E3, E4, E6
Asin et al. (1985) S-D Individual NR 410 NR NR NR - - E8-E10
Busse e Riley (2002) S-D Individual NR 250-400 NR 0800-2000 0900-1400 - - E1-E2
Busse et al. (2004) S-D Individual NR 250-400 NR 0800-2000 0900-1600 - - E1-E2
Busse et al. (2005) S-D Individual NR 250-350 NR 0800-2000 0900-1400 - El -
Reid et al. (1985) S-D Individual 200 406 NR 1000-2200 1500-1800 - E2 -
Alaux-Cantin et al. (2013) S-D Grupal NR NR 65 0700-1900 MeT El, E3 - -
Asin et al. (1985) S-D Grupal NR 410 NR NR NR - - E1-E7
Barbier et al. (2008) S-D Grupal NR NR 60 0700-1900 MeT E3 - El, ES
Bedingfield et al. (1999) S-D Grupal 250-300 NR NR NR 1300-1800 - - E1-E2
Gauvin et al. (1994) S-D Grupal NR NR NR 0530-1730 NR - El -
Gauvin et al. (1997) S-D Grupal NR NR NR 0530-1731 NR - - El-E4
Morales et al. (2012) S-D Grupal NR NR 69-70 0700-2300 1100-1200 E1-E3 - E4
Ise et al. (2013) S-D Grupal 190-230 NR NR 0800-2000 NR - - E1-E10
Yu et al. (2016) S-D Grupal 220-240  290-310 NR NR NR - - El
Zuo et al. (2017) S-D NR NR 180-300  90-110 NR MeT E4, E6 E1, E5 E2-E3
Al Ameri et al. (2014) w Individual NR NR NR 0600-1800 MeT El - -
Bahi e Dreyer (2014) W Individual ~220 ~220 ~70 0600-1801 MeT El - -
Bienkowski, Iwinska et al. (1997) w Individual NR 300-330 NR 0600-1802 1000-1400 - El -
Bienkowski, Kuca et al. (1997) W Individual NR 250-300 NR 0600-1800 NR - El -
Quertemont et al. (1998) w Individual NR 250-300 NR 1800-0600 1400-1700 - El E2
Quertemont e De Witte (2001) W Individual NR 250-300 NR 1800-0600 1400-1700 - E3-E4 E1-E2
Stewart e Grupp (1981) W Individual 300-350 NR NR 0700-1900 NR - E3 E1-E2
Stewart e Grupp (1985) W Individual 300-350 NR NR 0700-1900 NR - E6-E7 E1-E5
Van der Kooy et al. (1983) W Individual 250-350 NR NR 0700-1900 NR - E8, E12 E1-E7, E9-E11
Van der Kooy et al. (1983) W Individual 250-350 NR NR 0700-1900 NR = E16, E19-E20 E13-E15, E17-E18
Bagrov et al. (1999) W Grupal NR 180-200 NR Cinvertido NR El - -
Bahi (2013) W Grupal NR NR NR NR MeT E2, E4 - El, E3
Bienkowski et al. (1996) W Grupal NR 240-280 NR 0600-1800 1300-1800 ES8 - E1-E5, E9
Gawel et al. (2016) W Grupal NR 200-250 ~71 NR 0900-1700 - - El
Martijena et al. (2001) W Grupal 260-300 NR NR 0700-1900 1000-1600 - - El
Morse et al. (2000) w Grupal 220-240 NR [70-80] 0600-1800 1800-2100 - E2-E3 El
Patkina e Zvartau (1998) W Grupal NR 180-200 NR 2100-0900 1000-1300 E1 - -
Zarrindast et al. (2010) w Grupal 240-280 NR NR 0700-1900 Fase C - E4 E1-E3, E5-E8
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Citacdo Lin A PA (g) PE (9) Idade (dias) Fase C HE PCL ACL NS
Bahi e Dreyer (2013) W [Grupal] NR NR NR 0600-1800 MeT El - -
Pascual et al. (2012) wW NR 60-70 NR ~57 0800-2000 NR - E5, E7 El, E3
Rezayof et al. (2012) W NR 220-270 NR NR 0700-1900 0800-1600 - - E1-E9
Cole et al. (2003) L Individual 180-210 NR NR 1400-0200 Fase E E3-E4 - E1-E2
Schechter (1991) P Individual NR 200-270 60 0600-1800 NR - El -
Schechter (1991) NP Individual NR 190-260 60 0600-1800 NR - E2 -
Becker et al. (2006) W (Shoe) Grupal NR NR ~94 0600-1800 NR - E2 El
Animais ndo pré-expostos ao etanol submetidos a protocolos de condicionamento com 12 ou mais sessdes

Fidler et al. (2004) S-D Individual NR NR ~77 0700-1900 Fase C - El-E4 -
Marglin et al. (1988) S-D Individual 202 NR NR 0800-2000 1130-1800 - - El
Haleem et al. (2005) w Individual NR 220-250 NR 0600-1800 NR El - -
Lopez e Cantora (2010) W Individual NR 453-538 ~90 0800-2000 Fase C El - -
Biata e Lagwinski (1996a) W Grupal 200-250 NR NR NR NR El - -
Bozarth (1990) L-E NR NR 325-375 NR NR Fase C E2 - El
Biala e Lagwinski (1996b) W Grupal 200-250 NR NR NR NR E1-E3 - -
Melis et al. (2007) w Grupal NR 200-250 NR 0800-2000 Fase C El - -
Peana et al. (2008) w Grupal NR 180-250 NR 0800-2000 0830-1300 E2, E4, E6,E7 - El, E3, E5
Bie et al. (2009) W NR 150-250 NR NR NR NR E1-E5 - E6
Zhu et al. (2007) w NR 150-200  NR NR NR NR E1-E2, E4-E6 - E3
Animais pré-expostos ao etanol

Busse et al. (2005) S-D Individual NR 250-350 NR 0800-2000 0900-1400 - E2 -

Reid et al. (1985) S-D Individual 200 406 NR 1000-2200 1500-1800 E1 - -
Sable et al. (2004) S-D Individual NR 300-400 60-90 0700-1900 NR - - El
Fidler et al. (2004) S-D Individual NR NR ~77 0700-1900 Fase C - E5-E6 -
Fidler et al. (2004) S-D Individual NR NR ~108 0700-1900 Fase C - E7-E8 -
Alaux-Cantin et al. (2013) S-D Grupal NR NR 65 0700-1900 MeT - - E2, E4
Barbier et al. (2008) S-D Grupal NR NR 60 0700-1900 MeT E4 - E2, E6
Bienkowski et al. (1995) W Grupal NR 240-300 NR 0600-1800 1400-1800 E1 - E2
Bienkowski et al. (1996) w Grupal NR 240-280 NR 0600-1800 1300-1800 E6 - E7
Biata e Kottinska (1999) W Grupal 200-250 NR NR NR NR E1-E2 - -
Kottinska et al. (2007) w Grupal 200-250 NR NR 0800-2000 NR El - -
Kottinska et al. (2011) w Grupal 200-250 NR NR NR NR E1-E3 - -
Gibula-Bruzda et al. (2015) w Grupal NR 200-240 NR NR NR E1-E15 - -
Gawel et al. (2016) w Grupal NR 200-250 ~71 NR 0900-1700 E2-E16 - -
Kotlinska et al. (2004) W NR 200-250 NR NR NR NR E1-E2 - -
Pascual et al. (2012) W NR 275-300 NR ~117 0800-2000 NR - E6, E8 E2, E4
Ciccocioppo, Panocka, Froldi et al. (1999) msP Individual NR NR ~90 0600-1800 1800-2000 E2-E3, E6 - El, E4-E5, E7-E10
Ciccocioppo, Panocka, Froldi et al. (1999) msP Individual NR NR ~90 0600-1800 1800-2000 - - E11-E14
Ciccocioppo, Panocka, Polidori et al. (1999) msP NR NR 400-450 NR 2200-1000 1000-1200 E1 - -
Ciccocioppo, Panocka, Froldi et al. (1999) msP Individual NR NR ~90 0600-1800 1800-2000 - - E15-E16

Nota: [], dados com identificacdo duvidosa; Lin, linhagem de Rattus Norvegicus; A, tipo de alocagdo; PA, peso dos animais durante o periodo de alocagao anterior ao protocolo de MCL; PE, peso
dos animais no inicio do protocolo de condicionamento ao local; Fase C, fase clara do ciclo claro-escuro; Fase E, fase escura do ciclo claro-escuro; HE, horario dos experimentos de
condicionamento ao local; M e T, manhd e tarde; NR, néo relatado; PCL, preferéncia condicionada ao local; ACL, aversdo condicionada ao local; NS, néo significativo; H, linhagem Holtzman;
L, linhagem Lister; L-E, linhagem Long-Evans; S-D, linhagem Sprague-Dawley; W, linhagem Wistar; E, experimento; En, experimento acerca do qual os dados e os resultados séo referentes.
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Figura 1.5. Resultados reportados em experimento sem pré-exposicao, estratificados segundo

a linhagem de Rattus norvegicus, a alocacgéo relatada e o tipo de protocolo de condicionamento.
H, Holtzman; S-D, Sprague-Dawley; W, Wistar; NS, ndo significativo; ACL, aversdo condicionada ao local; PCL, preferéncia
condicionada ao local; CC, condicionamento de curta duragdo; CL, condicionamento de longa duragéo.

Tabela 1.4.
Resultados reportados por linhagem de Rattus norvegicus segundo alocacgdo nas
gaiolas-viveiro.

Linhagem e alocagéo N°PCL N°ACL N°NS TOTAL %PCL 9%ACL %NS
Protocolos de condicionamento com 10 sessfes ou menos

Holtzman Individual 0 10 8 18 0,00 55,56 4444
Sprague-Dawley Individual 0 2 7 9 0,00 22,22 77,78
Sprague-Dawley Grupal 6 1 27 34 17,65 294 7941
Wistar Individual 2 13 25 40 5,00 32,50 62,50
Wistar Grupal 5 3 18 26 19,23 1154 69,23
Todas 13 29 85 127 10,24 22,83 66,93
Protococlos de condicionamento com 12 sessdes ou mais

Sprague-Dawley Individual 0 4 1 5 0,00 80,00 20,00
Wistar Individual 2 0 0 2 100,00 0,00 0,00
Wistar Grupal 9 0 3 12 75,00 0,00 25,00
Todas 11 4 4 19 57,89 21,05 21,05

Nota: N° numero de experimentos; %, porcentagem de experimentos; PCL, preferéncia
condicionada ao local; ACL, aversdo condicionada ao local; NS, resultado néo significativo.

Os dados dispostos na Figura 1.5 e na Tabela 1.4 sugerem que a alocagéo individual
aumenta a probabilidade de condicionamento de ACL em protocolos C < 10 na linhagem W.
Os dados sugerem ainda que a alocacdo individual também diminui a probabilidade de
condicionamento de PCL nas linhagens H, S-D e W. Todavia essa Ultima possibilidade pode

ser enviesada pelo fato de que as alocagOes individual e grupal apresentaram distribuicdo
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desigual de aparatos adequados ao condicionamento de PCL, sendo esses mais frequentes na
alocacdo grupal (ver se¢éo 3.2). De maneira a evitar tal enviesamento, os dados de obtencgéo de
PCL foram excluidos nas analises subsequentes que envolveram a alocacdo individual e em
algumas analises que envolveram alocacao grupal.

Quando os resultados das 3 linhagens foram comparados segundo a alocagéo individual
excluindo os dados de PCL das linhagens S-D e W, as distribui¢cdes dos mesmos néo diferiram
entre si em protocolos C < 10 (teste exato de Fisher = 3,327, p = 0,199). Mantendo a exclusdo
dos dados de PCL, quando as alocacgdes individuais das linhagens foram comparadas em
protocolos C < 10 a partir da exclusdo dos dados de Reid et al. (1985) para animais S-D, as
distribuicBes também n&o diferiram entre si (teste exato de Fisher = 4,546, p = 0,112). Ainda
nesse arranjo, as linhagens foram comparadas aos pares: S-D vs. H (x = 4,206, p = 0,084); S-D
vs. W (x= 1,471, p =0,403); W vs. H (x = 2,299, p = 0,155). Esses resultados indicam que 0s
efeitos da alocagéo individual s&o similares entre as linhagens.

Quando os resultados das linhagens S-D e W foram comparados segundo a alocagao
grupal, as distribuicdes dos mesmos também nao diferiram (teste exato de Fisher = 1,822; p =
0,416). Quando essa comparacdo foi realizada a partir da exclusdo dos dados de Bedingfield et
al. (1999) e Gauvin et al. (1994; 1997) para animais S-D e de Morse et al. (2000) e Zarrindast
et al. (2010)7 para animais W, as distribui¢cdes também ndo diferiram (y = 0,616, p = 0,481).
Esses resultados indicam que os efeitos da alocacéo grupal sdo similares entre as linhagens W
e S-D.

Quando os resultados de animais W foram comparados pelas alocagdes individual e
grupal dessa linhagem excluindo-se os resultados de PCL, as distribuicdes ndo apresentaram
diferengas (x = 2,717, p = 0,132). Quando essa comparacao foi realizada ap6s a exclusdo dos
dados de Morse et al. (2000) e Zarrindast et al. (2010), as distribuicdes apresentaram diferenca
significativa (teste exato de Fisher = 4,692, p = 0,044). Por conta da baixa frequéncia de ACL
em ambas as alocacgdes, ndo foram realizadas comparacdes dos resultados de animais S-D pelas
alocacdes individual e grupal: tal comparacdo resultaria ndo significativa, mas ndo seria
confidvel. Ainda assim, dado que (a) a distribuicdo de resultados por sistema de alocacdo
individual ndo diferiu entre as linhagens S-D e W, e que (b) a distribui¢do de resultados por

sistema de alocacdo grupal também ndo diferiu entre essas linhagens, comparacdo entre a

" A exclusdo dos dados de Bedingfield et al. (1999), Gauvin et al. (1994; 1997) e Reid et al. (1985) para animais
S-D e de Morse et al. (2000) e Zarrindast et al. (2010) para animais W estdo relacionadas com as exclusdes de
dados realizadas na se¢do 3.1 e, por conseguinte, com as analises realizadas na se¢do 3.2 e 3.3. Dados de Marglin
et al. (1989), Fidler et al. (2004) e Rezayof et al. (2012) ja se encontram excluidos.
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distribuicdo grupal S-D e a distribui¢do individual W pode ser feita. Na comparagdo com
restri¢ao de dados, houve diferenca significativa (y = 9,215, p = 0,002). Esses resultados estéo
em acordo com os resultados encontrados na secéo 3.1 e apontam a alocacao individual como
o motivo pelo qual as linhagens S-D e W diferiram na probabilidade de obtencéo de ACL e de
NS em protocolos C < 10.

Tomados em conjunto, esses resultados indicam que as alocacgdes individual e grupal
nas gaiolas-viveiro tém efeitos diferenciados sobre a distribuicdo de resultados das linhagens
W e S-D. E provavel que tal efeito também ocorra na linhagem H, visto que a distribuicio
individual desta néo resultou diferente das distribui¢Oes individuais das outras duas linhagens.
Além disso, esses resultados indicam que (a) condicionamento de PCL tem menor
probabilidade de ocorrer em ratos cuja alocacdo é individual, seja porque ha aumento da
probabilidade de ocorréncia de ACL, seja porque ha aumento da probabilidade de
condicionamento néo efetivo, ou ambos; (b) em termos de probabilidade de condicionamento,
os resultados de animais S-D e W alocados em grupo sdo mais comparaveis entre si que com
animais das mesmas linhagens armazenados em alocacdo individual, (c) em termos de
probabilidade de condicionamento, os resultados de animais H, S-D e W alocados
individualmente sdo mais comparaveis entre si que com animais das mesmas linhagens
armazenados em grupo. Ademais, no caso da linhagem H cujos protocolos de condicionamento
s resultaram em ACL e NS, mas somente alocacdo individual foi reportada, ndo é possivel
discernir se esses resultados advém da linhagem per se, do sistema de alocacdo individual, de
outra variavel ou ainda de interacGes entre todos esses fatores. Ainda assim, pela analise aqui
realizada é clara a grande possibilidade de influéncia da alocacao individual.

No que diz respeito aos possiveis efeitos da alocacao sobre os protocolos C > 12 e sobre
protocolos com pré-exposicdo ao etanol, por mais que a maioria dos artigos referentes tenha
reportado o sistema de armazenamento, houve baixa frequéncia de um ou de outro tipo de
alocacdo por tipo de protocolo e por linhagem na amostra revisada para que comparacoes
estatisticas minimamente confidveis fossem realizadas. Se analisarmos a partir das diferencas
acima detectadas os resultados para ratos S-D alocados individualmente e submetidos a
protocolos C > 12 ou com pré-exposicao ao etanol, os dados indicam que esses protocolos tém
pouco efeito sobre a alocacéo individual. Dito de outra maneira, quando ratos S-D séo alocados
individualmente, protocolos longos de condicionamento (Fidler et al., 2004; Marglin et al.,
1988) ou com pré-exposicdo ao etanol (Busse et al., 2005; Fidler et al., 2004; Sable et al., 2004)
ndo aumentam significativamente a probabilidade de condicionamento de PCL nessa linhagem

(mas ver Reid et al., 1985), o0 que também estaria de acordo com os dados de baixa inducéo da
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CYP1AZ2 nessa linhagem (Kishida et al., 2008). O mesmo raciocinio é estendivel aos dados da
linhagem msP, vistos os dados de alocacédo dessa linhagem e da linhagem P (Schechter, 1992)
e 0s respectivos resultados. Porém, como vem sendo afirmado ao longo das secbes de
resultados, os protocolos do grupo de Cunningham sdo demais inusitados para que
generalizacBes populacionais desse tipo possam ser feitas sem base estatistica clara para tanto.

E importante salientar que efeitos dos sistemas de aloca¢io nio s&o exclusivos ao MCL
com etanol em ratos. De fato, a literatura de MCL indica que animais alocados individualmente
ou em grupo demonstram respostas diferentes ao condicionamento ao local a depender (a) da
droga empregada como estimulo incondicional, (b) da dose utilizada, (c) do periodo de
desenvolvimento do animal e (d) do periodo total durante o qual os animais sdo alocados
individual ou grupalmente antes dos experimentos. Por exemplo, ratos L-E alocados
individualmente a partir do desmame apresentaram sensibilidade diminuida ao
condicionamento ao local com heroina nas doses de 20, 40 ou 80 pg/kg (administragdo
subcutanea) em comparacgdo com animais alocados em grupo: condicionamento de PCL ocorreu
nos animais alocados em grupo em todas as 3 doses, enquanto PCL s ocorreu ha maior dose
para 0s animais alocados individualmente (Schenk, Hunt, Colle, & Amit, 1983).
Adicionalmente, Schenk, Hunt, Malovechko, Robertson e Amit (1986) usaram diferentes
grupos de ratos L-E isolados e agrupados no MCL induzido por doses de cocaina (0,31, 0,62,
1,25 ou 2,5 mg/kg, administragdo subcutanea) ou por doses de d-anfetamina (0,031, 0,063,
0,125, 0,25 ou 0,5 mg/kg, administracdo subcuténea). Os grupos de animais isolados nédo
obtiveram condicionamento bem-sucedido para nenhuma dose de cocaina, enquanto que todos
0s animais armazenados em grupo obtiveram PCL. No caso da d-anfetamina, os grupos isolados
nédo obtiveram condicionamento nas doses de 0,063 e de 0,125 mg/kg; demais resultados nao
diferiram, ocorrendo PCL em ambos 0s casos.

Esses dados de Schenk et al. (1983) para ratos L-E apontam para possiveis diferencas
na densidade de receptores opioides estabelecidas a partir do sistema de armazenagem dos
animais. De fato, Schenk, Britt, Atalay e Charleson (1982) mostraram que ratos da linhagem
pigmentada Royal Victoria acondicionados individualmente tém menor densidade de
receptores opioides (medida por ensaios de ligagdo com naloxona) que ratos da mesma
linhagem acondicionados em grupo. Caso esses dados sejam validos para as linhagens albinas,
e como a ativacao de receptores opioides esta relacionada com o reforcamento por etanol (Koob
& Le Moal, 2006), pode-se supor que a alocagéo individual, ao diminuir a densidade de
receptores opioides, esteja diminuindo o valor reforgador do etanol ou aumentando suas

propriedades aversivas no MCL.
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Por outro lado, frente aos dados de Schenk et al. (1983), de Bardo et al. (1995) e de
Schenk, Ellison, Hunt e Amit (1985), também é importante salientar as limita¢cdes do dado de
alocacdo utilizado nesse estudo. A maioria dos estudos revisados nao reporta o tempo durante
0 qual os ratos foram alocados individual ou grupalmente em seus biotérios. De fato, sequer é
possivel saber se esses ratos sempre estiveram alocados em grupo ou em separado apos o
desmame antes de chegarem aos biotérios de armazenamento dos laboratorios em questdo: (a)
a grande maioria dos animais utilizados foi adquirida de biotérios de reproducéo particulares,
(b) ndo ha relato na literatura dos sistemas de alocacdo implementados por esses criadouros, ()
sendo provavel que as préticas de alocacdo implementadas por cada criadouro difiram no
espaco e no tempo. Portanto, o dado acerca de alocagdo é puramente categdrico e s6 se embasa
nas afirmativas dos pesquisadores.

Ademais, no inicio da discussao dos dados de Schenk et al. (1983), foi dito que os efeitos
no MCL do sistema de alocacao dependem do periodo de desenvolvimento e da duracéo total
da alocacdo em separado ou em grupo (Schenk et al., 1985). Conforme relatado no inicio dessa
secdo e como pode ser visto na Tabela 1.3, a idade dos animais esta ausente na maioria dos
estudos revisados, o que limita ainda mais a confiabilidade do dado de alocacao aqui analisado
em relacdo aos dados de Schenk et al. (1983). Ainda assim, é surpreendente que a distribuicdo
de resultados por sistema de alocagdo tenha sido desigual a ponto de alcancar o critério de
significancia para as linhagens H, S-D e W, mesmo diante de todas as limitagdes apontadas no
dado. Sendo provavel que tenham sido usados animais de diferentes idades alocados individual
ou coletivamente?®, os efeitos relatados por Schenk et al. (1983) ndo sio suficientes para explicar
esse fator.

Assim, é possivel que tal efeito também esteja relacionado com os dados de Arakawa
(2003; 2005) acerca dos efeitos de interacdo dos fatores isolamento e idade sobre o
comportamento exploratorio de ratos. Arakawa (2003) realizou uma série de experimentos de
isolamento nos quais diferentes grupos de ratos W de diferentes idades (40, 65 e 130 dias de
idade) alocados individualmente por diferentes periodos em diferentes idades (ratos de 40 dias:
26-40, 39-40; ratos de 65 dias: 26-65, 26-40, 51-65, 64-65; ratos de 130 dias: 26-130, 26-40,

8 A comparacdo dos pesos reportados para as linhagens W, S-D e H com curvas de crescimento para linhagens
albinas heterogénicas (Cossio-Bolafios, Campos, Vitoria, Fogaca, & de Arruda, 2013; Huges & Tanner, 1970;
Pahl, 1969) indica grande probabilidade de ratos de diferentes idades terem sido utilizados, com variagéo de idade
estimada entre 45 e 120 dias. Todavia, como ha grande variagdo de peso por idade entre as linhagens e dentro da
mesma linhagem (Kacew & Festing, 1999; Sengupta, 2013), esses dados s6 podem ser tomados como referéncia
e ndo como predicao.
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51-130, 116-130, e 129-130) foram testados no campo aberto. Quando separados nos periodos
26-40 e 26-65, ratos de diferentes idades (40, 65 e 130) apresentaram comportamento
exploratério diminuido. Ratos separados nos periodos 51-65 e 51-130 ndo apresentaram
diferenca quando testados aos 65 e 130 dias de idade, respectivamente. Ratos de 130 dias de
idade separados nos periodos 116-130 e 129-130 apresentaram aumento do comportamento
exploratorio. Todas as comparagdes foram realizadas entre grupos de mesma idade e com ratos
alocados aos pares com mesma idade dos grupos experimentais.

Dessa maneira, € possivel que tais modificagdes de comportamento exploratério estejam
interagindo com o formato e com as dimensdes dos aparatos de condicionamento utilizados no
MCL. Portanto, considerando esses ultimos argumentos, as diferencas encontradas ndo podem
ser facilmente ignoradas ou descartadas e foram levadas em conta na organizacdo dos dados

para analise descritiva de aparatos realizada na secéo 3.2.

3.2 APARATOS DE MCL

Os aparatos tém variado em namero de camaras, de 1 a 4. No caso dos aparatos com 3
camaras, a camara de acesso pode estar disposta lateral ou serialmente as camaras distais e
possuir comprimento, largura e altura diferente das apresentadas pelas camaras distais, podendo
ser menos comprida, larga ou alta. No caso do aparato com 4 camaras, 3 camaras distais séo
dispostas radialmente em relacdo a camara de acesso, sendo que esta apresenta formato
triangular. Os aparatos também diferem no nimero e nas modalidades de estimulos empregados
ao condicionamento (textura de pisos e paredes, coloracdo de paredes, odores e iluminagéo) e
na controversa tendéncia destes estimulos serem atrativos/aversivos per se ou indiferenciados
(aparatos com viés ou sem vies, respectivamente). Em referéncia a variacdo de dimensdes, a
Figura 1.6 ilustra as plantas baixas dos aparatos dos artigos que informaram as dimensfes dos
mesmos.

No exame visual da Figura 1.6 percebe-se que a variacdo das dimensdes tem efeitos
tanto para as areas quanto para os formatos (quadrado ou retangular) dos aparatos como um
todo e das cdmaras de condicionamento em particular. Dados do campo aberto indicam que
respostas ambulatdrias® de ratos tendem a aumentar (em frequéncia e duragio) de acordo com

0 aumento da area do aparato, mas a se restringir as periferias (Walsh & Cummins, 1976). Além

® O comportamento ambulatério de ratos esté relacionado com o niimero e duragdo de cada “visita” (sojourns) que
o0 animal realiza as cAmaras de condicionamento ao longo das sessdes de linha de base e de teste e com o tempo
de permanéncia total (toujourn) dos animais nas camaras de condicionamento nessas mesmas sessdes.
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disso, o componente tigmotédxico do comportamento ambulatério aparenta influenciar
diferencialmente a duracéo e a frequéncia de respostas como levantamento (rearing) e auto-
limpeza (grooming) (Lamprea, Cardenas, Setem & Morato, 2008; Mackintosh, Chance &
Silverman, 1977; Walsh & Cummins, 1976).
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Figura 1.6. Viséo de plantas baixas de diferentes aparatos de MCL com etanol em ratos.

A. Aparatos empregados em protocolos de MCL sem fase de pré-exposicao ao etanol: a, Borman e Cunningham (1997; 1998),
Cunningham e Niehus (1993), Cunningham et al. (1993), Fidler et al. (2004); b, Patkina e Zvartau (1998); ¢, Cunningham
(1981); d, Al Ameri et al. (2014), Bagrov et al. (1999), Bahi (2013), Bahi e Dreyer (2013; 2014), Ise et al. (2013); e, Marglin
et al. (1988); f, Busse et al. (2005); g, Pascual et al. (2012); h, Lépez e Cantora (2010); i, Melis et al. (2007), Peana et al.
(2008); j, Zuo et al. (2017); k, Biata e Lagwinski (1996a; 1996b), Gawel et al. (2016); |, Haleem et al. (2005); m, Cole et al.
(2003); n, Morales et al. (2012); o, Asin et al. (1985), Bienkowski, Iwinska et al. (1997), Bienkowski, Kuca et al. (1997); p,
Martijena et al. (2001); g, Quertemont et al. (1998), Quertemont e De Witte (2001); r, Yu et al. (2016); s, Rezayof et al. (2012),
Zarrindast et al. (2010); t, Stewart e Grupp (1981; 1985); u, Bedingfield et al. (1999); Gauvin et al. (1994; 1997); v, Van der
Kooy et al. (1983); w, Busse e Riley (2002), Busse et al. (2004); x, Becker (2006); y, Morse et al. (2000). B. Aparatos
empregados em protocolos de MCL com fase de pré-exposic¢do ao etanol: a, Fidler et al. (2004); b, Ciccocioppo, Panocka,
Froldi et al. (1999), Ciccocioppo, Panocka, Polidori et al. (1999); c, Biata e Kottinska (1999), Gawel et al. (2016), Gibula-
Bruzda et al. (2015), Kottinska et al. (2004; 2007; 2011); d, Busse et al. (2005); e, Pascual et al. (2012); f, Bienkowski et al.
(1995; 1996); g, Reid et al. (1985).

Poucos artigos relataram a ordem de dimensfes (CxLxA, LXCxA, AXCxL etc.) na descri¢do de aparatos empregados e, nestes
poucos, as ordens relatadas variaram: para L x C x A, ver Ise et al., 2013; para C x L x A, ver Cunningham, 1981; para Ax C
x L ou AxL xC, ver Cicoccioppo et al., 1999. Nos casos em que (a) a ordem das dimensfes ndo foi reportada, (b) ndo foi
possivel inferi-la da comparagdo com as dimensfes das camaras de condicionamento e (c) nao houve indicacéo de bibliografia

que descrevesse 0 aparato, as plantas baixas dos aparatos ndo foram inclusas na composi¢éo da figura. Esquema grafico baseado
em Carr et al. (1989).

Portanto, formato e tamanho das camaras de condicionamento (nos aparatos com 1, 2,
3 ou 4 camaras) e da cAmara de acesso (nos aparatos com 3 ou 4 camaras) também podem
influenciar os resultados obtidos: (a) quanto maior a duracdo e/ou a frequéncia de

levantamentos e de autolimpeza numa cdmara, maior a possibilidade de o animal permanecer
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mais tempo na mesma; (b) cdmaras com grandes areas tendem a estereotipar o0 comportamento
ambulatério dos ratos de forma que estes fiquem mais tempo em contato com as paredes
(tigmotaxia positiva), 0 que indica efeitos aversivos da area; (c) aparatos e/ou camaras de
condicionamento em estilo corredor podem diminuir a probabilidade de ambulacdo por
aumentarem a probabilidade de levantamentos e de autolimpeza; (d) cdmaras de acesso em
estilo corredor podem diminuir a probabilidade de exploracdo horizontal de uma camara distal
em relacdo a outra ao longo das sessdes de linha de base e de teste, especialmente quando o
estilo corredor é de pequena altura.

Assim sendo, os dados de comprimento e largura das camaras de condicionamento
foram utilizados no célculo da &rea e da razdo comprimento/largura. O calculo da razdo serve
de indice de formato: quanto mais proximo de 1, mais préximo o formato de quadrado regular;
guanto mais distante, mais retangular o formato. Além disso, o indice também indica em qual
das dimensdes ocorre 0 aumento: valores menores que 1 indicam aumento da largura e valores
maiores que 1 indicam aumento do comprimento das camaras de condicionamento.

A Tabela 1.5 disp6e os dados dos aparatos de MCL e das camaras de condicionamento,
bem como os calculos de area e de raz&o relacionados com as camaras de condicionamento.
Também fornece a organizacdo espacial das camaras de condicionamento e de acesso, se 0
aparato possui ou ndo viés e as modalidades estimulatorias empregadas como estimulo
condicionado. Os dados se encontram organizados segundo o tipo de alocacdo, os protocolos C
<10, C > 12 e protocolos de condicionamento associados com fase de pré-exposi¢édo ao etanol.

De maneira a estabelecer critérios a andlise estatistica das relacdes que (a) comprimento
e largura dos aparatos e (b) comprimento, largura, area e formato das cdmaras mantém com a
distribuicdo de resultados, primeiramente tomou-se para analise descritiva os resultados de
animais alocados em grupo nas gaiolas-viveiro e submetidos a protocolos C < 10.
Posteriormente, generalizagoes e comparagdes foram feitas com os dados de protocolos C > 12
e com fase de pré-exposicdo. Em sequéncia, os mesmos procedimentos foram aplicados na
analise de dados de animais alocados individualmente. Por outro lado, ao longo da analise
discursiva, foi necessario fazer referéncia a dados da secéo 3.3. Esses dados foram aludidos de
forma que o leitor compreendesse 0s motivos das sucessivas organizagdes de dados dos

aparatos e analises estatisticas correspondentes.
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Tabela 1.5.
Dados dos aparatos de MCL organizados por tipo de alocacdo nas gaiolas-viveiro e pelo comprimento dos aparatos, subdivididos por tipo de
protocolo de condicionamento e pela auséncia/presenca de fase de pré-exposicdo ao etanol, seguidos dos resultados experimentais reportados.

A-M Aparatos de MCL Cémaras de condicionamento Resultados

Citacéo Lin NC Disp TA CEC DA DC Area C/L ME PCL ACL NS
(CxL cm) (CxL cm) (cm?) (CS)

Animais alocados individualmente submetidos a protocolos de condicionamento com 10 ou menos sessdes
Cunningham e Niehus (1993) H 1 NA Semviés BI 47,5x15,5 475x155 736,25 3,06 T - E1-E2 E3
Cunningham e Niehus (1993) H 1 NA Semviés BI 47,5x15,5 47,5x155 736,25 3,06 T - E4-E5 E6
Cunningham et al. (1993) H 1 NA Semviés Bl 47,6x15,5 47,6x15,5 736,25 3,06 T - El -
Borman e Cunningham (1997) H 1 NA Semviés Bl 47,5x15,5 47,5x15,5 736,25 3,06 T - El E2-E3
Borman e Cunningham (1998) H 1 NA Semviés Bl 47,5x15,5 47,5x15,5 736,25 3,06 T - E2 El, E3
Borman e Cunningham (1998) H 1 NA Semviés Bl 47,5x15,5 47,5x155 736,25 3,06 T - E5 E4, E6
Cunningham (1981) H 2 Serial Semviés Bl 55,6x12,5 27,8x125 34750 222 VeT - E1-E2 -
Al Ameri et al. (2014) W 2 Serial Semviés Bl 60x30 30x30 900,00 1,00 VeT El - -
Bahi e Dreyer (2014) wW 2  Serial Semviés Bl 60x30 30x30 900,00 1,00 VeT El - -
Busse et al. (2005) S-D 3  Serial Semviés BI 72,4x30,5 30,5x30,5 930,25 1,00 VeT - El -
Asin et al. (1985) S-D 3  Serial Comyviés MeTP 79%x25 34x25 850,00 1,36 V - - E8-E10
Bienkowski, lwinska et al. (1997) W 3  Serial Comviés MaTP 79x25 34x25 850,00 1,36 VeT - E1l -
Bienkowski, Kuca et al. (1997) W 3 Serial Comviés MaTP 79x25 34x25 850,00 1,36 VeT - El -
Stewart e Grupp (1981) W 3  Serial Semviés BI 86x38 38x38 144400 1,00 V,TeO - E3 E1-E2
Stewart e Grupp (1985) W 3  Serial Comyviés BI 86x38 38x38 144400 1,00 V,TeO - E6-E7 E1-E5
Reid et al. (1985) S-D 3 Serial Semviés Bl 94x19 425x19 80750 2,24 VeT - E2 -
Busse e Riley (2002) S-D 3 Serial Semviés Bl 94,5x41 40x41 1640,00 098 VeT - - E1-E2
Busse et al. (2004) S-D 3 Serial Semviés Bl 94,5x41 40x41 1640,00 0,98 VeT - - E1-E2
Van der Kooy et al. (1983) w 3  Serial Semviés Bl 91x41 41x41 1681,00 1,00 V - E8 E1-E7
Van der Kooy et al. (1983) w 3  Serial Semviés Bl 91x41 41x41 1681,00 1,00 V - E12 E9-E11
Van der Kooy et al. (1983) w 3  Serial Semviés Bl 91x41 41x41 1681,00 1,00 V - E16 E13-E15
Van der Kooy et al. (1983) w 3  Serial Semviés Bl 91x41 41x41 1681,00 1,00 V - E19-E20 E17-E18
Quertemont et al. (1998) W 3 Serial Semviés Bl A: 12x12 34x26 884,00 1,31 O - El E2
Quertemont e De Witte (2001) W 3 Serial Semviés Bl A: 12x12 34x26 884,00 1,31 O - E3-E4 E1-E2
Cole et al. (2003) L 3  Serial Comyviés MeTP 68x21 28x21 588,00 1,33 VeT E3-E4 - E1-E2
Schechter (1991) P 3  Serial Comyviés MaTP NR [20,5%x30,5] - - VeT - El -
Schechter (1991) NP 3  Serial Comyviés MaTP NR [20,5x30,5] - - VeT - E2 -
Animais alocados em grupo submetidos a protocolos de condicionamento com 10 ou menos sessdes
Patkina e Zvartau (1998) W 2  Serial Semviés BI 50x25 25x25 625,00 1,00 VeT El - -
Barbier et al. (2008) S-D 2 Serial Semviés Bl 60x20 30x20 600,00 1,50 VeT E3 - El, E5
Alaux-Cantin et al. (2013) S-D 2 Serial Semviés Bl 60x20 30x20 600,00 1,50 V El, E3 - -
Ise et al. (2013) S-D 2 Serial Comviés MeTP 60x30 30x30 900,00 1,00 VeT - - E1-E10
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Citacéo Lin NC Disp TA CEC DA DC Area C/L ME PCL ACL NS
(CxL cm) (CxL cm) (cm?) (CS)
Bagrov et al. (1999) W 2  Serial Semviés BI 60x30 30x30 900,00 1,00 VeT El - -
Bahi (2013) w 2  Serial Semviés BI 60x30 30x30 900,00 1,00 VeT E2, E4 - El, E3
Bahi e Dreyer (2013) W 2 Serial Semviés Bl 60x30 30x30 900,00 1,00 VeT El - -
Morales et al. (2012) S-D 3  Serial Semviés BI 72x25 30.5x25 762,50 1,22 V E1-E3 - E4
Asin et al. (1985) S-D 3 Serial Comviés MeTP 79x25 34x25 850,00 1,36 V - - E1-E7
Bienikowski et al. (1996) W 3  Serial Comviés MeTP 79x25 34x25 1156,00 1,00 VeT - - E1-E5
Bienikowski et al. (1996) W 3  Serial Comyviés MeTP 79x25 34x25 1156,00 1,00 VeT ES8 - E9
Martijena et al. (2001) W 3  Serial Semviés BI 79x25 33x25 825,00 1,32 VeT - - El
Yu et al. (2016) S-D 3 Serial Semviés Bl 82x25 30,5x25 762,50 1,22 VeT - - El
Gauvin et al. (1994) S-D 3 Serial Comviés MeTP 90x16 40x16 640,00 250 VeT - El -
Gauvin et al. (1997) S-D 3  Serial Comviés MaTP 90x16 40x16 640,00 250 VeT - - El, E3
Gauvin et al. (1997) S-D 3 Serial Comviés MeTP 90x16 40x16 640,00 250 VeT - - E2, E4
Bedingfield et al. (1999) S-D 3  Serial Comviés MeTP 90x16 40x16 640,00 250 VeT - - E1-E2
Gawel et al. (2016) W 3 Serial Comviés MeTP A: 10x10 25x35 875,00 0,71 VeT - - El
Zarrindast et al. (2010) W 3 Lateral Semviés BI A: 40x15 40x30 1200,00 1,33 VeT - E4 E1-E3
Zarrindast et al. (2010) W 3 Lateral Semviés BI A: 40x15 40x30 1200,00 1,33 VeT - - E5-E8
Morse et al. (2000) W 4  Radial Semviés BI A: triangular 40x33 1320,00 1,21 VeT - E2-E3 El
Becker et al. (2006) W (S) 3  Serial Comyviés MeTP 140x11 50x11 550,00 455 VeT - E2 El
Animais de alocacio ndo relatada submetidos a protocolos de condicionamento com 10 ou menos sessdes
Zuo et al. (2017) S-D 3  Serial Semviés BI 50x40 20x40 800,00 050 VeT E4, E6 El, E5 E2-E3
Pascual et al. (2012) W 3 Serial Semviés Bl 75,2x31,5 30,7x31,5 967,05 0,97 VeT - E5, E7 El, E3
Rezayof et al. (2012) W 3  Lateral Semviés BI A: 40x15 40x30 1200,00 1,33 VeT - - E1-E9
Animais alocados individualmente submetidos a protocolos de condicionamento com 12 ou mais sesses
Fidler et al. (2004) S-D 1 NA Semviés Bl 47,5x15,5 47,5x155 736,25 3,06 T - E1-E4 -
Marglin et al. (1988) S-D 2 Serial Semviés Bl 65x17 32,5x17 55250 191 VeT - - El
Lépez e Cantora (2010) W 2  Serial Comviés MeTP 80x30 40x30 1200,00 1,33 T El - -
Haleem et al. (2005) w 3  Serial Comyviés MeTP A: 12x12 26x26 676,00 1,00 V El - -
Animais alocados em grupo submetidos a protocolos de condicionamento com 12 ou mais sessdes
Melis et al. (2007) W 2 Serial Comviés MeTP 96x33 48x33 1584,00 1,45 VeT El - -
Peana et al. (2008) W 2 Serial Comviés MeTP 96x33 48x33 1584,00 1,45 VeT E2, E4 - El, E3
Peana et al. (2008) W 2  Serial Comviés MeTP 96x33 48x33 1584,00 1,45 VeT E6-E7 - E5
Biata e Lagwinski (1996a) W 3  Serial Comyviés MeTP A: 10x10 25x35 875,00 1,40 VeT El - -
Biata e Lagwinski (1996b) W 3 Serial Comyviés MeTP A: 10x10 25x35 875,00 1,40 V E1-E3 = =
Animais de alocacdo ndo relatada submetidos a protocolos de condicionamento com 12 ou mais sessdes
Bie et al. (2009) W 3  Serial Comviés MeTP 70x21 28x21 588 1,33 VeT E1-E5 - E6
Zhu et al. (2007) W 3  Serial Comyviés MaTP 70x21 28x21 588 1,33 VeT E2 - -
Zhu et al. (2007) W 3  Serial Comviés MeTP 70x21 28x21 588 1,33 VeT El - E3
Zhu et al. (2007) w 3  Serial Comyviés MeTP 70x21 28x21 588 1,33 VeT E4-E6 - -
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Citacéo Lin NC Disp TA CEC DA DC Area C/L ME PCL ACL NS
(CxL cm) (CxL cm) (cm?) (CS)

Bozarth (1990) L-E 2  Serial Comyviés MeTP [25x36] NR - - T E2 - El

Animais alocados individualmente e pré-expostos ao etanol

Fidler et al. (2004) S-D 1 NA Semviés Bl 47,5x15,5 47,5x15,5 736,25 3,06 T - E5-E6 -

Fidler et al. (2004) S-D 1 NA Semviés Bl 47,5x15,5 47,5x155 736,25 3,06 T - E7-E8 -

Busse et al. (2005) S-D 3  Serial Semviés BI 72,4x30,5 30,5x30,5 930,25 1,00 VeT - E2 -

Reid et al. (1985) S-D 3  Serial Semviés BI 94x19 425x19 807,50 2,24 VeT El - -

Sable et al. (2004) S-D 2  Serial Semviés BI NR [28x31] - - VeT - - El

Ciccocioppo, Panocka, Froldi et al. (1999) msP 2 Serial Comviés MeTP 60x30 30x30 900,00 1,00 V E2-E3,E6 - E1l, E4-E5

Ciccocioppo, Panocka, Froldi et al. (1999) msP 2  Serial Comviés MeTP 60x30 30x30 900,00 1,00 V E6 - E7-E10

Ciccocioppo, Panocka, Froldi et al. (1999) msP 2  Serial Comviés MeTP 60x30 30x30 900,00 1,00 V - - E11-E14

Ciccocioppo, Panocka, Froldi et al. (1999) msP 2  Serial Comyviés MeTP 60x30 30x30 900,00 1,00 V - - E15-E16

Animais alocados em grupo e pré-expostos ao etanol

Alaux-Cantin et al. (2013) S-D 2 Serial Semviés Bl 60x20 30x20 600,00 1,50 V - - E2, E4

Barbier et al. (2008) S-D 2 Serial Semviés Bl 60x20 30x20 600,00 1,50 VeT E4 - E2, E6

Bienkowski et al. (1995) W 3  Serial Comyviés MeTP 79%x25 34x25 850,00 1,36 VeT El - E2

Bienkowski et al. (1996) W 3 Serial Comviés MeTP 79x25 34x25 850,00 1,36 VeT E6 - E7

Biata e Kottinska (1999) w 3  Serial Comviés MeTP A: 10x10 25x35 875,00 0,71 V E1-E2 - -

Kottinska et al. (2007) w 3  Serial Comyviés MeTP A: 10x10 25x35 875,00 0,71 V El - -

Kotlinska et al. (2011) w 3  Serial Comviés MeTP A: 10x10 25x35 875,00 0,71 V E1-E3 - -

Gibula-Bruzda et al. (2015) W 3 Serial Comviés MeTP A: 10x10 25x35 875,00 0,71 VeT E1-E15 - -

Gawel et al. (2016) W 3 Serial Comviés MeTP A: 10x10 25x35 875,00 0,71 VeT E2-E16 - -

Animais de alocacdo ndo relatada e pré-expostos ao etanol

Pascual et al. (2012) W 3  Serial Semviés BI 75,2x31,5 30,7x315 967,00 0,97 VeT - E6, E8 E2, E4

Kottinska et al. (2004) w 3  Serial Comviés MeTP A: 10x10 25x35 875,00 0,71 V E1-E2 - -

Ciccocioppo, Panocka, Polidori etal. (1999)  msP 2  Serial Comyviés MeTP 60x30 30x30 900,00 1,00 V El - -

Nota: [], dados com identificagdo duvidosa; Lin, linhagem de Rattus norvegicus; NC, nimero de camaras; Disp, disposi¢do das camaras; TA, tipo de aparato; CEC, critério de escolha da camara
pareada com etanol; DA, dimensdes do aparato; DC, dimensdes das camaras de condicionamento; C/L, razdo comprimento/largura; ME (CS), modalidades estimulatorias empregadas como
estimulo condicional; PCL, preferéncia condicionada ao local; ACL, aversdo condicionada ao local; NS, ndo significativo; B, balanceamento de pareamento de camara; MeTP, menor tempo
de permanéncia; MaTP, maior tempo de permanéncia; A, camara de acesso com dimensdes (CxL) menores; O, estimulo olfativo; T, estimulo tatil; V, estimulo visual; NR, néo relatado; H,
linhagem Holtzman; L, linhagem Lister; L-E, linhagem Long-Evans; S-D, linhagem Sprague-Dawley; W, linhagem Wistar; W (S), linhagem Wistar (shoe); E, experimento; En, experimento

acerca do qual os dados e os resultados sdo referentes.
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Em animais alocados em grupos e submetidos a protocolos C < 10, nota-se que PCL foi
relatada em 12 experimentos realizados por 6 grupos de pesquisa. Dentre esses, 0 caso de
condicionamento de PCL relatado por Bienkowski et al. (1996) deve ser analisado em separado
por conta de os animais terem recebido 20 administracdes intraperitoneais de solucéo salina na
fase de pré-exposicdo: o relato ilustra a interagdo entre estresse subcronico, dose de etanol
administrada e aparato utilizado sobre os resultados obtidos no MCL. Nos outros 11
experimentos, a area das camaras de condicionamento varia de 600 a 900 cm2 e as dimensdes
(C x L) das camaras sdo 25 x 25, 30 x 20, 30 x 30 e 30,5 x 25 cm. Os indices de formato
associados sao 1,0, 1,5, 1,0 e 1,22, respectivamente. Os comprimentos dos aparatos de duas
camaras vao de 50 a 60 cm e as larguras vao de 20 a 30 cm. No caso do aparato de 3 camaras,
tendo a camara de acesso a mesma largura das camaras de condicionamento, 0 comprimento é
de 72 cm e a largura de 25 cm. Se incluirmos na andlise os dados reportados por Zuo et al.
(2017), os aparatos de 3 camaras tém ranque de comprimento de 60 a 72 cm e de largura de 25
a 40 cm e os indices tém ranque de 0,5a 1,5.

E importante salientar que, apesar de os protocolos de condicionamento utilizados por
esses grupos possuirem grandes similaridades entre si, quando esses protocolos foram aplicados
por outros pesquisadores em conjunto com aparatos de outras especificagdes, em nenhum caso
PCL foi obtida. Por outro lado, Ise et al. (2013) reportou 10 falhas de condicionamento
empregando aparato de condicionamento que esta dentro desses mesmos parametros. Todavia
essas falhas aparentam estar relacionadas com covaridveis do protocolo de condicionamento
(ver secdo 3.3). Assim sendo, aparatos com essas especificaches associados com certos
protocolos parecem ser preponderantes a obtencao de PCL.

Se compararmos os dados dos aparatos dos 8 artigos que reportaram PCL com os dados
de Asin et al. (1985), Martijena et al. (2012) e com os dados de experimentos sem pré-exposicdo
de administracdo subcronica de salina relatados por Bienkowski et al. (1996; E1-E3),
percebemos que na medida que os aparatos aumentam de comprimento (de 72 para 79 c¢cm)
menor é a chance de condicionamento de PCL bem como de condicionamento bem-sucedido
no geral, por mais que larguras, areas e indices de formato das cAmaras de condicionamento
estejam dentro dos parametros relatados por aqueles que reportaram PCL. Ou seja, percebemos
que o aumento do comprimento das camaras de condicionamento influencia negativamente a
efetividade do condicionamento de PCL em protocolos C < 10 e aumentam a probabilidade de
ocorréncia de NS e de ACL.

Com 75,2 cm de comprimento, camaras de condicionamento com dimensdes de 30,7 x

31,5 cm (&rea de 967,05 cm?) e indice de 1,03, o aparato de Pascual et al. (2012) parece estar



49

no limite entre uma influéncia e outra. Tal como no caso de Ise et al. (2013), as covariaveis
presentes no protocolo de condicionamento parecem ser preponderantes a obtencao de um ou
de outro resultado em aparatos dentro dos parametros descritos para PCL (vide secdo 3.3 e
capitulo 2). Por outro lado, o aparato de Yu et al. (2016) apresenta comprimento de 82 cm, mas
nesse caso € o comprimento da cAmara de acesso que aumenta: Morales et al. (2012) e Zuo et
al. (2017) também utilizaram aparatos de 3 cdmaras, mas suas camaras de acesso tém 12 x 25
cm e 10 x 40 cm, respectivamente, enquanto a de Yu et al. (2016) tem 21 x 25 cm.

Nos casos de Zarrindast et al. (2010) e Rezayof et al. (2012), ainda que estes
pesquisadores tenham utilizado aparato com cadmara de acesso lateralmente disposta, as duas
observacBes anteriores sdo aplicaveis: ambos utilizaram aparato com cédmaras de
condicionamento de 40 x 30 cm (&rea de 1200 cm?) e cdmara de acesso com 40 x 15 cm. De
outra maneira, o caso de Gauvin et al. (1997) é dificil de discernir por conta dos protocolos de
condicionamento utilizados: o intervalo entre estimulos utilizado foi de -1080 min. Ainda assim,
Gauvin et al. (1994) e Bedingfield et al. (1999) utilizaram protocolos de condicionamento mais
usuais e 0 mesmo aparato estilo corredor que Gauvin et al. (1997). Portanto, pode-se julgar
inadequado o aparato estilo corredor por conta da relacdo comprimento (90 cm) e largura (16
cm) que resultou num indice de 2,5 para as camaras de condicionamento. Mais adiante, pode
ser visto que o aparato de Gauvin et al. (1994; 1997) e de Bedingfield et al. (1999) mantém
relacdo com os aparatos utilizados por Becker et al. (2006) e pelos grupos de Cunningham e de
L. D. Reid.

O caso do aparato com camara de acesso estilo corredor utilizado por Gawel et al. (2016)
abre caminho a discussdo dos dados acima resumidos em relacdo aos protocolos C > 12 e com
fase de pré-exposicao ao etanol. Falha de condicionamento foi reportada quando Gawel et al.
(2016) utilizaram aparato com camara de acesso estilo corredor, empregando protocolo curto
sem fase de pré-exposicdo ao etanol. Todavia, quando empregaram fase de pré-exposi¢édo ao
etanol, mantidas demais variaveis dentro dos mesmos parametros, Gawel et al. (2016)
reportaram 15 experimentos cujos resultados sdo PCL. Esses dados podem indicar que a cAmara
de acesso estilo corredor dificulta o estabelecimento de PCL em protocolos curtos de
condicionamento. De fato, também podemos comparar (a) os resultados de protocolos C <10
em aparatos mais longos com (b) os resultados de aparatos de maior comprimento de (1)
protocolos C > 12 e de (2) protocolos com fase de pré-exposicdo ao etanol. Nesse caso,
percebemos que as influéncias deletérias do aumento de comprimento do aparato, das
dimensdes da camara de condicionamento e da cAmara de acesso estilo corredor sdo superadas

pela extensdo do histdrico de contato do animal com o etanol, seja por meio de pré-exposicao



50

ao etanol, seja por meio da extensdo do protocolo de condicionamento. Para protocolos C > 12,
isso pode ser visto em Melis et al. (2007), Peana et al. (2008), Biata e Lagwinski (1996a; 1996b).
Para protocolos com fase de pré-exposicao ao etanol, pode ser visto em Bienkowski et al. (1995;
1996), Biata & Kotlinska (1999), Kottinska et al. (2004; 2007; 2011), Gibula-Brezda et al.
(2015) e Gawel et al. (2016). Todos os aparatos citados estdo além dos parametros de obtencédo
de PCL em protocolos C < 10 e, entretanto, quando o histérico de contato com o etanol é maior,
0 condicionamento nesses aparatos resulta em PCL.

No que se refere aos animais alocados individualmente, o padréo verificado nos animais
alocados em grupo também se apresenta. Somente os grupos de A. Bahi e de J. C. Cole
reportaram 4 experimentos que resultaram em PCL, 2 para animais W e outros 2 para animais
L. Em ambos 0s grupos, os aparatos estdo dentro dos parametros descritos como adequados a
aquisicdo de PCL para animais alocados em grupo. Na medida em que os aparatos aumentam
de comprimento, aumenta o nimero de reportagens de ACL e, em especial, de NS. E
interessante notar que Busse et al. (2005) usou aparato de 72,4 cm de comprimento e s6 obteve
ACL. Esse resultado pode estar relacionado com o sistema de alocacéo utilizado por Busse et
al. (2005) e o aumento do comprimento dos aparatos, indicando que na medida em que o
comprimento aumenta, animais alocados individualmente tém maior probabilidade de
condicionamento de ACL ou de NS. Outra variavel que pode estar influenciando os resultados
de Busse et al. (2005) é discutida no Capitulo 2 deste trabalho.

Quando os aparatos apresentam camara de acesso estilo corredor, também ha aumento
de frequéncia de reportagem de ACL e de NS. Todavia deve-se considerar que o protocolo de
MCL empregado por Quertemont et al. (1998) e por Quertemont e De Witte (2001) difere
consideravelmente dos usualmente utilizados na literatura. Além disso, a extenséo do histérico
de contato com etanol também parece aumentar a probabilidade de condicionamento de PCL
nos casos de aparatos longos e de aparatos com camara de acesso estilo corredor, mas somente
qguando a extensdo do histdrico se da por aumento do nimero de sessdes de condicionamento
(Lépez & Cantora; 2010; Haleem et al., 2005). Em relacdo aos dados de animais
acondicionados em grupo, essa restricdo de efeito nos animais isolados pode ser explicada por
dois fatores ndo mutuamente excludentes. Primeiro, em animais alocados individualmente,
somente 0 aumento do numero de sessdes de condicionamento aumenta a probabilidade de
producéo de PCL. Segundo, os resultados reportados para animais alocados individualmente
indicam diferencas de sensibilidade ao etanol entre as linhagens W e S-D: todos os dados

citados para protocolos C > 12 e para protocolos com fase de pré-exposicdo ao etanol para
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alocagdo em grupo provém de animais W, enquanto que na alocagéo individual os resultados
para protocolos com fase de pré-exposicéo ao etanol provém de animais S-D.

Por outro lado, nos dados dos animais alocados individualmente também ha maior
ocorréncia de aparatos que, como um todo, tém o formato no estilo corredor. 1sso ocorre por
conta dos aparatos utilizados pelo grupo de Cunningham (Cunningham, 1981; Cunningham &
Niehus, 1993; Cunningham et al., 1993; Bormann & Cunningham, 1997; 1998) e pelo grupo
de L. D. Reid (Reid et al., 1985; Marglin et al., 1988). Nesses casos, 3 ocorréncias sdo
discerniveis. Em primeiro, ha uma reducéo da largura total dos aparatos (< 20 cm) em relacédo
as larguras comumente presentes nos demais aparatos (> 20 cm). Em segundo, por conta dessa
reducdo de largura, as camaras de condicionamento apresentam indice de formato de 1,91
(Marglin et al., 1988), 2,22 (Cunnigham, 1981), 2,24 (Reid et al., 1985) e 3,06 (Bormann &
Cunningham, 1997; 1998; Cunningham & Niehus, 1993; Cunningham et al., 1993). Em terceiro,
na medida em que ocorre 0 aumento do indice de formato, ocorre aumento de frequéncia de NS
e, em especial, de ACL. Esses dados indicam que a distribuicdo de resultados advindos destes
aparatos pode diferir daquela apresentada conforme o aumento do comprimento dos aparatos.

De fato, anteriormente foi dito que os aparatos utilizados pelo grupo de Gauvin
(Bedingfield et al., 1999; Gauvin et al., 1994; 1997) e por Becker et al. (2006) aparentam
manter relacdo com os aparatos do grupo de Cunningham e de Reid. A afirmativa se embasa
nas ocorréncias acima descritas (largura menor < 20 cm; indices de formato de 2,5 e 4,55
respectivamente; aumento da ocorréncia de NS e de ACL conforme aumento do indice de
formato). Assim, além da classe de aparatos descrita como propicia ao condicionamento de
PCL e das duas propicias a resultados NS em protocolos C < 10, esses aparatos de largura menor
que 20 cm aparentam constituir outra classe, mais propicia ao condicionamento de ACL.
Reforcando essa afirmativa, quando Fidler et al. (2004) aumentaram o nimero de sessdes de
condicionamento ou utilizaram fase de pre-exposicdo ao etanol, todos os 8 resultados
reportados foram de ACL. De toda forma, é necessario ressaltar que Fidler et al. (2004)
utilizaram animais S-D alocados individualmente em seus experimentos e, conforme vem sendo
apontado, tanto a alocagéo individual aumenta as chances de condicionamento de ACL e de
obtengdo de NS, quanto a linhagem S-D aparenta ter sensibilidade ao etanol diferente da
apresentada pela linhagem W (mas ver experimento de pré-exposicéo de Reid et al., 1985).

A partir dessa exposicdo podemos estabelecer critérios para a analise estatistica. De
forma a verificar a validade da interpretacdo até aqui construida acerca das relacfes de
protocolos curtos de condicionamento com os tipos de aparatos, diferentes organizacdes de

dados de aparatos foram analisadas. Primeiro, foram excluidos (a) os dados de linhagens de uso
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pouco frequente, (b) os dados de pré-exposic¢do subcronica a solugdo salina provenientes de
Bienkowski et al. (1996; E4-E5, E8-E9) e (c) os dados dos aparatos remanescentes foram
divididos em 3 categorias mutuamente excludentes: (1) aparatos de largura < 20 cm (L < 20);
(2) aparatos de comprimento < 75 cm (C < 75); (3) aparatos com comprimento > 75 cm (C >
75). Em segundo, mantendo as exclusdes anteriores, também foram excluidos os dados
provenientes de Bienkowski, Iwinska et al. (1997), Bienkowski, Kuca et al. (1997), Quertemont
et al. (1998), de Quertemont e De Witte (2001) e de Gauvin et al. (1997) por conta das
diferencas de protocolo de condicionamento apresentadas nestes artigos em relacéo aos demais.
Além disso, por conta das exclus6es dos dados de Quertemont et al. (1998) e de Quertemont e
De Witte (2001), os dados de Gawel et al. (2016) também foram excluidos. Por ultimo,
mantendo as exclusdes anteriores, foram excluidos os dados de Morse et al. (2000), de
Zarrindast et al. (2010) e de Rezayof et al. (2012) por conta das diferencas de disposi¢cdo de
camaras.

No primeiro caso, quando as 3 categorias de aparatos foram comparadas entre si, houve
diferenca significativa na distribuicdo dos resultados (teste exato de Fisher =44,727; p <0,001).
Dentro desse mesmo arranjo, outras 3 comparag6es foram realizadas: (a) L < 20 vs. C < 75
(teste exato de Fisher = 18,802, p < 0,001); (b) C < 75vs. C > 75 (teste exato de Fisher = 34,506,
p <0,001); (c) L <20 vs. C> 75 (x=6,058, p =0,022). Esses resultados indicam que as 3
categorias diferem entre si em relacdo a distribuicdo de resultados obtidos em protocolos C <
10. Também indicam que aparatos L < 20 e C > 75 s6 produzem ACL e NS em protocolos
curtos de condicionamento, visto a validade de uso de teste de qui-quadrado nesse caso (i.e,
uma tabela 2x2: L <20 vs. C > 75 e NS vs. ACL).

Quando da excluséo dos dados de Bienkowski, lwinska et al. (1997), Bienkowski, Kuca
et al. (1997), Quertemont et al. (1998), de Quertemont e De Witte (2001), Gauvin et al. (1997)
e de Gawel et al. (2016), as 3 classes de aparatos diferiram entre si (teste exato de Fisher =
47,206; p < 0,001). Ainda nesse arranjo, quando as classes foram analisadas aos pares também
houve diferenga significativa em todas as comparagdes (L > 20 vs. C < 75: teste exato de Fisher:
18,582, p < 0,001; C < 75 vs. C > 75: teste exato de Fisher: 32,363, p <0,001; L > 20 vs. C >
75:%: 12,363, p = 0,001). Esses resultados reforgam as interpretacdes dos resultados anteriores.
Quando da excluséo dos dados de Morse et al. (2000), Zarrindast et al. (2010) e Rezayof et al.
(2012), as 3 categorias mantiveram as diferencas (teste exato de Fisher = 40,659, p < 0,001).



53

Quando comparados os pares de categorias'®, também houve diferencas (C < 75 vs. C > 75:
teste exato de Fisher: 25,744, p <0,001; L > 20 vs. C > 75: y: 10,363, p = 0,002).

Tomados em conjunto, esses resultados indicam que ha pelo menos 3 diferentes classes
de aparatos sendo utilizadas em MCL com etanol em ratos. Essas classes diferem na
probabilidade de producdo de NS, ACL e PCL, sendo que somente a classe C < 75 produziu
PCL em protocolos C < 10 e esse dado estatistico é refor¢ado pelo fato de que isso ocorre em
linhagens heterogénicas albinas (S-D e W) e pigmentada (L) e em animais alocados
individualmente e em grupo. De outra feita, as outras duas classes de aparatos (L <20 e C >
75) s6 produziram resultados NS e ACL, mas diferem na probabilidade de producdo de um ou
de outro resultado, sendo mais facil a produgdo de ACL na classe L < 20. Nesse ultimo caso,
0s aparatos L < 20 aparentam ter maior probabilidade de producéo de ACL que os aparatos C
> 75, mas essa diferenga pode ser resultado da interacdo dos aparatos L < 20 com a alocagédo
individual, haja visto que na maioria dos usos de aparatos L < 20 os animais foram alocados
individualmente. Adicionalmente, a maneira pela qual os resultados de protocolos C <10, C >
12 e com fase de pré-exposicdo ao etanol estdo distribuidos nos aparatos com camara de acesso
estilo corredor sugerem possibilidade desses aparatos poderem dificultar a obtencdo de
condicionamento bem-sucedido, tal qual a classe C > 75. Ainda assim, a baixa diversidade de
protocolos C < 10 usuais nesses aparatos demanda cautela na interpretagdo de resultados
advindos desse tipo de aparato. Esse ponto é retomado na secao 3.3.

No caso dos dados referentes as modalidades estimulatérias empregadas, houve baixa
frequéncia de uso isolado das modalidades olfativa, tatil e visual em cada categoria de aparato.
Em contrapartida, a maioria dos experimentos reportados utilizou combinagéo das modalidades
visual e tatil ao condicionamento. Essa grande diferenca de frequéncia de uso isolado e em
combinacdo impede comparacdes estatisticas confidveis. Adicionalmente, ha baixa diversidade
de critério de escolha de cAmara de condicionamento nos aparatos C < 75, 0 que poderia nos
levar a conclusdes erradas caso a distribuicdo verificada na amostra passasse por escrutinio
estatistico. Por conta desses fatores, esses dados ndo foram submetidos a analise estatistica. A
seguir, arranjos experimentais, de condicionamento e de teste sdo analisados, levando-se em

conta as diferencas encontradas nessa se¢dao, bem como as encontradas na sec¢éo 3.1.1.

10 Em relagdo a organizagéo anterior, nessa organizagdo ndo houve modificagGes nas distribuicdes de frequéncias
de resultados nas categorias de aparatos L < 20 e C < 75. Portanto, ndo faria sentido repetir a comparacao L < 20
vs. C < 75.
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3.3 ARRANJOS EXPERIMENTAIS, DE CONDICIONAMENTO E DE TESTE

De todas as categorias metodoldgicas cujos dados foram extraidos, os arranjos
experimentais apresentam 0 maior nimero de varidveis, de dados reportados e a maior
diversidade. Devido a grande quantidade de dados, nessa se¢do somente os protocolos de MCL
foram analisados e a anélise foi centrada nas linhagens albinas heterogénicas. Dados referentes
a fase de pré-exposicdo ao etanol e a veiculos sdo apresentados no Apéndice B e dados

referentes a fase de exposicéo continuada sdo apresentados no Apéndice C.

3.3.1. Protocolos de MCL

Protocolos de MCL variaram no numero total de fases, na duracdo das sessdes de cada
fase, na extensdo dos intervalos entre sessfes de uma mesma fase e dos intervalos interfasicos,
na ordem das sessdes de condicionamento, na valéncia (positiva ou negativa) e na extensdo dos
intervalos entre estimulos. Outras variacBes ocorreram com relagdo a via de administracdo
utilizada (intraperitoneal, intragastrica e intravenosa), bem como na concentracéo, volume e
dose das solugdes de etanol administradas. Como uma Unica tabela reunindo esses dados ficaria
demasiadamente extensa, os dados foram organizados em tabelas diferentes, correspondentes
aos tipos de aparatos implementados. Consequentemente, a analise textual ocorreu particionada,
de acordo com cada tabela. Além disso, os dados de alocag&o individual e grupal ndo foram
utilizados na organizagédo dessas tabelas e sdo pouco discutidos nessa se¢do por questdes de
simplificacdo de analise. Ainda assim, o leitor deve ter em mente que tais efeitos estdo presentes.

A Tabela 1.6 apresenta os dados de protocolos para aparatos da classe L < 20. O
escrutinio da referida tabela sugere que protocolos C < 10 resultam em ACL em animais H e S-
D quando as doses de etanol estdo no intervalo de 1 a 4 g/kg. Como os aparatos L < 20
associados com alocacdo individual causam viés ao condicionamento de ACL, ndo é possivel
discernir se as doses implementadas nesse intervalo sdo aversivas per se, se a aversividade

resulta do proprio aparato, da alocagéo individual ou da interacdo desses fatores.
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Tabela 1.6.
Dados dos protocolos de MCL e dos protocolos de administracdo associados em aparatos da classe L < 20.
Protocolo de MCL Protocolo de administracéo Resultados
Citagéio Lin N°'s DS IES IF osc IEE  Via Conc Vol Dose  PCL ACL NS
(H-LB-C) (H-LB-C-T, (H-LB-C, h) (H-LB; H-C; (min) (%v/v) (mL/kg) (o/kg)
min) LB-C; C-T, h)
Protocolos curtos de condicionamento
Borman & Cunningham (1997) H 0-0-8 NA-NA-60-60 NA-NA-24 NA; NA; NA; 24 E-V; V-E 0 ip 15 15 18 - E1l -
Borman & Cunningham (1997) H 0-0-8 NA-NA-60-60 NA-NA-24 NA; NA; NA; 24 E-V; V-E 0 ip 15 10 12 - - E2-E3
Cunningham (1981) H 0-0-10 NA-NA-15-20 NA-NA-24 NA; NA; NA; 24 E-V -5 ip 12,6 10 1 - El -
Cunningham (1981) H 0-0-10 NA-NA-15-20 NA-NA-24 NA; NA; NA; 24 E-V -5 ip 12,6 20 2 - E2 -
Borman & Cunningham (1998) H 1-0-8 5-NA-5-60 NA-NA-24 NA; 24; NA; 24 E-V; V-E -30 ip 15 8,4 1 - - El
Borman & Cunningham (1998) H 1-0-8 5-NA-5-60 NA-NA-24 NA; 24; NA; 24 E-V; V-E -15 ip 15 8,4 1 - E2 -
Borman & Cunningham (1998) H 1-0-8 5-NA-5-60 NA-NA-24 NA; 24; NA; 24 E-V; V-E -10 ip 15 8,4 1 - - E3
Borman & Cunningham (1998) H 1-0-8 5-NA-5-60 NA-NA-24 NA; 24; NA; 24 E-V; V-E -5 ip 15 8,4 1 - - E4
Borman & Cunningham (1998) H 1-0-8 5-NA-5-60 NA-NA-24 NA; 24; NA; 24 E-V; V-E 0 ip 15 84 1 - E5 -
Borman & Cunningham (1998) H 1-0-8 5-NA-5-60 NA-NA-24 NA; 24; NA; 24 E-V; V-E 5 ip 15 8,4 1 - - E6
Cunningham & Niehus (1993) H 1-0-8 60-NA-60-60 NA-NA-24e72 NA; 24; NA; 24 E-V; V-E 0 ip NR NR 12 - E1-E2 E3
Cunningham & Niehus (1993) H 1-0-8 60-NA-60-60 NA-NA-24e72 NA; 24; NA; 24 E-V; V-E 0 ip NR NR 18 - E4-E5 E6
Cunningham et al. (1993) H 1-0-8 30-NA-5-30 NA-NA-24e72 NA,; 24; NA; 24 E-V; V-E 0 ip 19 10 15 - El -
Reid et al. (1985) S-D 1-1-4 10-10-4-10 24-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V; V-E -4 ip 0,1 10 1 - E2 -
E-E-E-V;
Marglin et al. (1988) S-D 1-1-12 20-40-15-40 NA-NA-24 24; NA; 24; 24 V-E-E-E 0 ip 6,4 10 05 - - El
Bedingfield et al. (1999) S-D 3-1-4 20-20-20-20 24-NA-24 ¢ 48 24; NA; 24; 24 V-E-ST (x2) 0 ig 12,7 15 15 - - El
Bedingfield et al. (1999) S-D 3-1-4 20-20-20-20 24-NA-24 e 48 24; NA; 24; 24 V-E-ST (x2) 0 ig 12,7 22,57 225 - - E2
Gauvin et al. (1997) S-D 4-1-4 30-30-NR-30  24-NA-48 24; NA; NR; 24 E-V -1080 NR 12,7 40 4 - - E1-E2
Gauvin et al. (1997) S-D 4-1-4 30-30-NR-30  24-NA-144 24; NA; NR; 24 E-V -1080 NR 12,7 40 4 - - E3-E4
Gauvin et al. (1994) S-D [4]-1-8 60-30-60-30 NR-NA-NR 24; NA; NR; 24 E-ST-V (x4) 0 ig 25,5 20 4 - El -
Becker et al. (2006) W (S) 1-1-4 30-30-30-15 NA-NA-24 24; NA; 24; 24 - 0 ip 6,4 10 05 - - El
Becker et al. (2006) W (S) 1-1-4 30-30-30-15 NA-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V 0 ip 255 10 2 - E2 -
Protocolos longos de condicionamento
Fidler et al. (2004) S-D 2-0-14 15-NA-60-60 24-NA-24e 48 NA; 24; NA; 24 E-V; V-E 0 iig 10 8,75 0,7 - E1,E3 -
Fidler et al. (2004) S-D 2-0-14 15-NA-60-60  24-NA-24 e 48 NA; 24; NA; 24 E-V; V-E 0 iig 10 18,75 15 - E2,E4 -
Protocolos de MCL com fase de pré-exposicéo ao etanol
Fidler et al. (2004) S-D 0-0-12 NA-NA-15-60 NA-NA-24e48 NA; NA; NA; 24 E-V; V-E 0 iig 10 12,7 1 - E7 -
Fidler et al. (2004) S-D 0-0-12 NA-NA-15-60 NA-NA-24e48 NA; NA; NA; 24 E-V; V-E -10 iig 10 12,7 1 - E8 -
Fidler et al. (2004) S-D 2-0-14 15-NA-60-60 24-NA-24 e 48 NA; 24; NA; 24 E-V; V-E 0 iig 10 8,75 0,7 - E5 -
Fidler et al. (2004) S-D 2-0-14 15-NA-60-60 24-NA-24 e 48 NA,; 24; NA; 24 E-V; V-E 0 iig 10 18,75 15 - E6 -
Reid et al. (1985) S-D 1-1-8 10-10-4-10 24-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V; V-E -4 ip 10 10 1 El - -

Nota: Com excecdo de Cunningham (1981), em todos os experimentos do grupo de Cunningham nos quais ha presenca de fase de habituacdo os animais s6 foram habituados aos aparatos de
condicionamento e ndo aos estimulos tateis empregados como estimulos condicionais. Em Marglin et al. (1988), as fases de linha de base e de teste tiveram duragdo de 40 minutos, mas na
contabilizacdo de dados esses experimentadores s6 utilizaram 0s 30 minutos iniciais das mesmas.
Lin, linhagem de Rattus norvegicus; N° S (H-LB-C), nimero de sessdes de habituacéo, linha de base e condicionamento; DS (H-LB-C-T, min), duragdo (em minutos) das sessdes de habituacéo,
linha de base, condicionamento e teste; IES (H-LB-C, h), intervalo (em horas) entre as sessdes de habituacdo, entre as sessdes de linha de base e entre as sessdes de condicionamento; I11F (H-LB;
H-C; LB-C; C-T, h), intervalo interfasico (em horas) habituagdo-linha de base, habituacdo-condicionamento, linha de base-condicionamento, e condicionamento-teste; OSC, ordem das sessdes
de condicionamento; IEE, intervalo entre estimulos; Via, via de administragdo; Conc, concentragdo da solucdo de etanol administrada; Vol, volume da solugdo de etanol administrada; PCL,
preferéncia condicionada ao local; ACL, aversdo condicionada ao local; NS, resultado néo significativo/falha de condicionamento; H, linhagem Holtzman; S-D, linhagem Sprague-Dawley; W (S),
linhagem Wistar (shoe); NA, néo se aplica; NR, ndo relatado; E, solucdo de etanol; V, veiculo da solucdo de etanol; ST, sem tratamento; ip, via de administracdo intraperitoneal (injecdo); ig, via
de administragdo intragastrica (gavagem); iig, via de administracdo intragastrica (intubacdo); En, experimento acerca do qual os dados e os resultados sdo referentes.
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O exame da Tabela 1.6 também sugere que ha interagdo das doses com o nimero de
sessOes de habituacdo, de linha de base e de condicionamento. Nos 2 primeiros casos, 0 aumento
do numero de sessbes parece diminuir a probabilidade de condicionamento bem-sucedido
quando doses nesse intervalo sdo utilizadas. Essa influéncia pode estar relacionada com o
fendmeno de inibicao latente (Lubow, 1965; Lubow & Moore, 1959): quando estimulos a serem
condicionados sdo apresentados de maneira ndo reforcada (i.e., sem a apresentacéo do estimulo
incondicional), o nimero de sessGes necessarias a ocorréncia do condicionamento aumenta.
Como sessdes de habituacdo e de linha de base constituem apresentacdes ndo reforcadas dos
estimulos a serem condicionados, ha grande possibilidade de ocorréncia de inibi¢do latente
sobre o condicionamento. Todavia, é necessario enfatizar que a habituacéo utilizada pelo grupo
de Cunningham se refere a exposicao dos animais ao aparato, sem a presenca dos estimulos a
serem condicionados. Os possiveis efeitos da inibicdo latente nesse caso ndo parecem ser
relevantes.

No caso do aumento do nimero de sessfes de condicionamento, esse fator é descrito na
literatura de condicionamento pavloviano (Pavlov, 1927) e, como foi visto em se¢des anteriores,
no MCL com etanol em ratos, aumenta a probabilidade de condicionamento bem-sucedido. E
interessante notar que a extensdo do histérico de contato com etanol (protocolos de pré-
exposicao ao etanol) também parece diminuir os efeitos de inibi¢do latente, da mesma forma
que protocolos C > 12. Além disso, ambos 0s procedimentos parecem aumentar (no limite
inferior) o intervalo de doses que geram condicionamento, mesmo quando via intragastrica é
implementada (Fidler et al., 2004). Por outro lado, a extensdo do historico de contato com etanol
aparenta modificar a valéncia (i.e., ACL ou PCL) do condicionamento em aparatos L < 20
quando a largura desses aparatos esta mais proxima de 20 cm (Reid et al., 1985).

Adicionalmente, o intervalo entre estimulos empregado também parece influenciar a
probabilidade de condicionamento bem-sucedido. Esse fator também é descrito na literatura de
condicionamento pavloviano (Gormezano & Kehoe, 1981), mas parece funcionar de forma
diferente no MCL com etanol da relatada em condicionamento com estimulos incondicionais
(US) tipicos (i.e, estimulos incondicionais que ndo sejam farmacos). Por exemplo, na literatura
de condicionamento pavloviano com US tipicos, diminuicdo da probabilidade de
condicionamento € relatada quando o intervalo entre as apresentacGes dos estimulos é de valor
zero, negativo ou ainda quando o valor positivo é muito alto (na maioria dos casos, acima de
60 segundos).

Entretanto nota-se que intervalos de valor zero e negativos proximos de 5 min parecem

aumentar a probabilidade de condicionamento bem-sucedido no MCL e a extenséo do historico
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de contato parece aumentar o intervalo no limite inferior: condicionamento bem-sucedido é
reportado com intervalo de -10 min (Fidler et al., 2004; mas ver o intervalo de -15 min relatado
por Borman & Cunningham, 1998). Assim sendo, esses dados parecem ter relacdo com os dados
de Garcia e associados (Garcia & Koelling, 1966; Garcia, Ervin & Koelling, 1966) acerca do
extenso intervalo entre estimulos que gera condicionamento com xenobidticos. Também indica
que os efeitos poés-administracdo do etanol parecem ter maior relevancia ao MCL em protocolos
C < 10 sem fase de pré-exposicdo. Nesse topico, ndo é clara a relagdo da duracéo das sessdes
de condicionamento com os efeitos pos-administracdo do etanol.

No caso dos aparatos da classe C < 75, a Tabela 1.7 dispde os dados. Visto que esses
aparatos séo melhores ao condicionamento de PCL que os demais aparatos, esses dados podem
ser usados na estimativa dos intervalos de doses nos quais condicionamento bem-sucedido
ocorre em protocolos C < 10. Os dados de Barbier et al. (2008), Morales et al. (2012), Alaux-
Cantin et al. (2013) e Zuo et al. (2017) apontam que o intervalo de doses esta entre 0,5 e 2 g/kg
para animais da linhagem S-D*!. Na medida em que se aumenta ou diminui o nimero de sessdes
de habituacdo, de linha de base e de condicionamento, bem como o intervalo entre estimulos, 0
efeito da dose administrada parece variar. Por exemplo, Morales et al. (2012) reportaram
condicionamento bem-sucedido (PCL) em 3 experimentos sem fases de habituacdo e de linha
de base com 4 sessdes de condicionamento, utilizando dose de 1,5g/kg e intervalo entre
estimulos de zero. Quando uma sessdo de habituacdo foi realizada no quarto experimento,

mantendo demais varidveis nos mesmos parametros, este resultou em NS.

11 No que diz respeito aos 2 condicionamentos de ACL induzidos por dose de 0,25 g/kg reportados por Zuo et al.
(2017), pelo menos 3 possibilidades explicativas existem: (a) o intervalo de dose para ratos S-D em aparatos C <
75 vai de 0,25 a 2 g/kg; (b) Os animais S-D utilizados por Zuo et al. (2017) apresentam maior sensibilidade ao
etanol por questdes de variacdo intralinhagem (Kacew & Festing, 1999); (c) a reportagem ilustra caso de falso
condicionamento. Nesse trabalho, a Gltima interpretacdo é favorecida.
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Tabela 1.7.
Dados dos protocolos de MCL e dos protocolos de administracdo associados em aparatos da classe C < 75.
Protocolo de MCL Protocolo de administracéo Resultados
Citagdo Lin N° S DS ) IS 1F OSsC IEI_E Via Conc Vol Dose PCL ACL NS
(H-LB-C) (H-LB-C-T, mim) (H-LB-C,h)  (H-LB; H-C; (min) (%viv) (mL/Kg) (g/kg)
LB-C; C-T, h)
Protocolos curtos de condicionamento
Morales et al. (2012) S-D 0-0-4 NA-NA-30-15 NA-NA-24 NA; NA; NA; 24 E-V;V-E 0 ip 126 15 15 EI1-E3 - -
Busse et al. (2005) S-D 0-0-8 NA-NA-30-15 NA-NA-24 NA; NA;NA24 E-V;V-E 0 ip 15 12,7 15 - El -
Zuo et al. (2017) S-D 0-1-8 NA-15-15-15 NA-NA-6 €24 NA;NA; 24;24 V-E 0 ip 125 25 0,25 - E1,E5 -
Zuo et al. (2017) S-D 0-1-8 NA-15-15-15 NA-NA-6 e 24 NA; NA; 24;24 V-E 0 ip 125 5 0,5 - - E2
Zuo et al. (2017) S-D 0-1-8 NA-15-15-15 NA-NA-6 €24 NA;NA; 24;24 V-E 0 ip 125 10 1 - - E3
Zuo et al. (2017) S-D 0-1-8 NA-15-15-15 NA-NA-6 €24 NA;NA; 24;24 V-E 0 ip 125 20 2 E4,E6 - -
Alaux-Cantin et al. (2013) S-D 0-1-8 NA-20-20-20 NA-NA-5e24 NA;NA;24;24 E-V;V-E -10 ip 20 32 05 El - -
Alaux-Cantin et al. (2013) S-D 0-1-8 NA-20-20-20 NA-NA-5e24 NA;NA;24;24 E-V;V-E -10 ip 20 9,5 15 E3 - -
Barbier et al. (2008) S-D 0-1-8 NA-20-20-20 NA-NA-5e24 NA;NA;24;24 E-V;V-E O ip 20 3.2 0,5 - - E1l
Barbier et al. (2008) S-D 0-1-8 NA-20-20-20 NA-NA-5e24 NA;NA;24;24 E-V;V-E O ip 20 6,4 1 E3 - -
Barbier et al. (2008) S-D 0-1-8 NA-20-20-20 NA-NA-5e24 NA;NA;24;24 E-V;V-E 0 ip 20 17,7 2 - - E5
Morales et al. (2012) S-D 1-0-4 15-NA-30-15 NA-NA-24 NA; 24;NA; 24  E-V;V-E 0 ip 12,6 15 15 - - E4
Ise et al. (2013) S-D 2-1-6 15-15-50-15 24-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V 0 ip 20 0,5 0,075 - - El, E6
Ise et al. (2013) S-D 2-1-6 15-15-50-15 24-NA-24 24; NA,; 24; 24 E-V 0 ip 20 1 0,15 - - E2, E7
Ise et al. (2013) S-D 2-1-6 15-15-50-15 24-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V 0 ip 20 1,9 0,3 - - E3, E8, E10
Ise et al. (2013) S-D 2-1-6 15-15-50-15 24-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V 0 ip 20 3,8 0,6 - - E4, E9
Ise et al. (2013) S-D 2-1-6 15-15-50-15 24-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V 0 ip 20 7,6 1,2 - - E5
Patkina & Zvartau (1998) w 0-0-8 NA-NA-30-15 NA-NA-2e24 NA; NA;NA; 72 V-E -1,5 ig 50 3 1,2 E1l - -
Bagrov et al. (1999) W 0-0-8 NA-NA-30-15 NA-NA-2e24 NA;NA;NA; 72 V-E -2 ig 50 3 1.2 E1l - -
Bahi (2013) W 0-1-8 NA-15-20-15 NA-NA-6 €24 NA; NA; 240;24 E-V;V-E O ip 20 3,2 0,5 - - E1, E3
Bahi (2013) W 0-1-8 NA-15-20-15 NA-NA-6 e 24 NA; NA;240;24 E-V;V-E 0 ip 20 6,4 1 E2,E4 - -
Bahi & Dreyer (2013) w 0-1-10 NA-15-30-15 NA-NA-6e24 NA; NA; 192;24 E-V 0 ip 20 3,2 0,5 E1l - -
Bahi & Dreyer (2014) W 0-1-10 NA-15-30-15 NA-NA-4e24 NA;NA;192;24 E-V;V-E O ip 20 3.2 0,5 E1l - -
Al Ameri et al. (2014) W 0-1-10 NA-30-30-30 NA-NA-6 €24 NA; NA; 24;24  [V-E] 0 ip 10 6,9 05 E1 . 5
Cole et al. (2003) L 2-1-4 15-15-15-15 24-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V 0 ip 20 32 05 - - El
Cole et al. (2003) L 2-1-4 15-15-15-15 24-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V 0 ip 20 6,4 1 - - E2
Cole et al. (2003) L 2-1-4 15-15-15-15 24-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V 0 ip 20 12,7 2 E3-E4 - -
Schechter (1991) P e NP 2-1-6 15-15-30-15 24-NA-24 24; NA, 24; 24 V-E -10 ip  NR NR 1 - E1-E2 -
Protocolos longos de condicionamento
Zhu et al. (2007) W 2-1-14 30-30-20-30 24-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V 0 ip 12,7 5) 5 E1-E2 - -
Zhu et al. (2007) w 2-1-14 30-30-20-30 24-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V 0 ip 127 5 0,5 E4-E6 - -
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Citagéo Lin N° S DS IS 1F osC IEE  Via Conc Vol Dose PCL ACL NS
(H-LB-C) (H-LB-C-T, mim) (H-LB-C, h) (H-LB; H-C; (min) (%v/v) (mL/Kg) (g/kg)
LB-C; C-T, h)
Bie et al. (2009) W 2-1-14 30-30-20-30 24-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V 0 ip 12,7 5 0,5 E1-E5 - -
E-E-E-E-E-
Bozarth (1990) L-E 4-1-15 15-15-30-15 24-NA-24e72 24;NA; 72; 72 ST-ST 0 ip NR NR 0,5 - - El
E-E-E-E-E-
Bozarth (1990) L-E 4-1-15 15-15-30-15 24-NA-24e72 24;NA; 72;72 ST-ST 0 ip NR NR 1 E2 - -
Protocolos de MCL com fase de pré-exposicao ao etanol
Busse et al. (2005) S-D 0-0-8 NA-NA-30-15 NA-NA-24 NA; NA; NA; 24 E-V;V-E 0 ip 15 12,7 15 - E2 -
Barbier et al. (2008) S-D 0-1-8 NA-20-20-20 NA-NA-5e24 NA;NA;24;24 E-V;V-E O ip 20 3.2 0,5 - - E2
Barbier et al. (2008) S-D 0-1-8 NA-20-20-20 NA-NA-5e24 NA;NA;24;24 E-V;V-E 0 ip 20 6,4 1 E4 - -
Barbier et al. (2008) S-D 0-1-8 NA-20-20-20 NA-NA-5e24 NA;NA;24;24 E-V;V-E 0 ip 20 17,7 2 - - E6
Alaux-Cantin et al. (2013) S-D 0-1-8 NA-20-20-20 NA-NA-5e24 NA;NA;24;24 E-V;V-E -10 ip 20 3,2 0,5 - - E2
Alaux-Cantin et al. (2013) S-D 0-1-8 NA-20-20-20 NA-NA-5e24 NA;NA;24;24 E-V;V-E -10 ip 20 9,5 15 - - E4
Sable et al. (2004) S-D 0-1-4 NA-15-15-15 NA-NA-24 NA; NA; 24;24 E-V -5 ip 10 12,7 1 - - E1l
Ciccocioppo, Panocka, Froldi et al. (1999) msP 1-1-10 15-15-60-15 NA-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V;V-E 0 iig 10 45 0,35 - - E1, ES
Ciccocioppo, Panocka, Froldi et al. (1999) msP 1-1-10 15-15-60-15 NA-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V;V-E 0 iig 10 8,9 0,7 E2,E6 - -
Ciccocioppo, Panocka, Froldi et al. (1999) msP 1-1-10 15-15-60-15 NA-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V;V-E 0 iig 10 19,1 15 E3 - E7
Ciccocioppo, Panocka, Froldi et al. (1999) msP 1-1-10 15-15-60-15 NA-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V;V-E 0 iig 10 35,7 2,8 - - E4
Ciccocioppo, Panocka, Froldi et al. (1999) msP 1-1-10 15-15-60-15 NA-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V;V-E 0 ig 10 45 0,35 - - E8
Ciccocioppo, Panocka, Froldi et al. (1999) msP 1-1-10 15-15-60-15 NA-NA-24 24; NA,; 24; 24 E-V;V-E 0 ig 10 8,9 0,7 - - E9
Ciccocioppo, Panocka, Froldi et al. (1999) msP 1-1-10 15-15-60-15 NA-NA-24 24; NA,; 24; 24 E-V;V-E 0 ig 10 19,1 15 - - E10
Ciccocioppo, Panocka, Froldi et al. (1999) msP 1-1-10 15-15-60-15 NA-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V;V-E 0 ip 10 45 0,35 - - E11
Ciccocioppo, Panocka, Froldi et al. (1999) msP 1-1-10 15-15-60-15 NA-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V;V-E 0 ip 10 89 0,7 - - E12, E14
Ciccocioppo, Panocka, Froldi et al. (1999) msP 1-1-10 15-15-60-15 NA-NA-24 24; NA,; 24; 24 E-V;V-E 0 ip 10 19,1 15 - - E13
Ciccocioppo, Panocka, Polidori et al. (1999) msP 1-1-10 15-15-60-15 NA-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V;V-E 0 iig 10 8,9 0,7 El - -
Ciccocioppo, Panocka, Froldi et al. (1999) msP 1-1-20 15-15-60-15 NA-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V;V-E 0 ip 10 8,9 0,7 - - E15
Ciccocioppo, Panocka, Froldi et al. (1999) msP 1-1-30 15-15-60-15 NA-NA-24 24; NA,; 24; 24 E-V;V-E 0 ip 10 8,9 0,7 - - E16

Nota: Zhu et al. (2007) reportaram um experimento (E3) com sessdo Unica de condicionamento que resultou em falha de condicionamento. Como o dado desse experimento ndo modifica a analise
realizada, o0 mesmo ndo foi incluido na tabela.
Lin, linhagem de Rattus norvegicus; N° S (H-LB-C), nimero de sessdes de habituacao, linha de base e de condicionamento; DS (H-LB-C-T, min), duragdo (em minutos) das sessdes de habituacao,
linha de base, condicionamento e teste; IES (H-LB-C, h), intervalo (em horas) entre as sessdes de habituacéo, entre as sessdes de linha de base e entre as sessfes de condicionamento; I11F (H-LB;
H-C; LB-C; C-T, h), intervalo interfasico (em horas) habituagdo-linha de base, habituagdo-condicionamento, linha de base-condicionamento, e condicionamento-teste; OSC, ordem das sessdes
de condicionamento; IEE, intervalo entre estimulos; Via, via de administragdo; Conc, concentragdo da solugdo de etanol administrada; Vol, volume da solugdo de etanol administrada; PCL,
preferéncia condicionada ao local; ACL, aversao condicionada ao local; NS, resultado néo significativo/falha de condicionamento; H, linhagem Holtzman; S-D, linhagem Sprague-Dawley; W (S),
linhagem Wistar (shoe); NA, ndo se aplica; NR, ndo relatado; E, solucéo de etanol; V, veiculo da solucédo de etanol; [], dado de identificagdo duvidosa; ST, sem tratamento; ip, via de administracéo
intraperitoneal (injecdo); ig, via de administracéo intragastrica (gavagem); iig, via de administracdo intragastrica (intubacéo); En, experimento acerca do qual os dados e os resultados séo referentes.
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Por outro lado, Zuo et al. (2017) reportou falha de condicionamento na dose de 1 g/kg,
empregando protocolo de MCL com uma sessao de linha de base, 8 sessdes de condicionamento
e intervalo entre estimulos de zero; nesse mesmo arranjo, reportou PCL somente quando dose
de 2g/kg foi implementada. Em contrapartida, Alaux-Cantin et al. (2013) utilizando protocolo
de MCL similar ao de Zuo et al. (2017), mas com sessdes de diferentes duragdes e intervalo
entre estimulos de -10 min, reportou PCL nas doses de 0,5 e de 1,5 g/kg, enquanto que Barbier
et al. (2008) sé reportou PCL na dose de 1 g/kg.

Posto isso, na medida em que se aumenta 0 numero de sessdes de habituacéo e de linha
de base, diminuem as chances de condicionamento bem-sucedido em protocolos C < 10 em
aparatos da classe C < 75, tal qual foi visto para a classe L < 20. Esse efeito deletério da inibico
latente aparenta ser a explicacdo mais plausivel as falhas de condicionamento reportadas por
Ise et al. (2013). Visto que esses experimentadores utilizaram duas sessdes de habituacdo e uma
sessdo de linha de base, associadas com apenas 6 sessdes de condicionamento, ndo séo de todo
inesperadas as falhas reportadas quando empregaram as doses 0,6 e 1,2 g/kg, as quais estdo
dentro do intervalo acima referido. De outra maneira, a falha de condicionamento relatada por
Busse et al. (2005), empregando dose de 1,5 g/kg, pode ser melhor entendida segundo
interacOes entre o sistema de alocagdo com o horéario de condicionamento (em relagdo com o
ciclo claro-escuro no qual os animais se encontram alojados). Esse possivel efeito do horario é
examinado no Capitulo 2.

Ainda nesse topico, é importante destacar que os dados de Morales et al. (2012) indicam
a possibilidade de condicionamento de PCL com somente 4 sessGes de condicionamento em
animais alocados em grupo. Esses dados vao de encontro a opinido predominante na literatura
de MCL de que o etanol s6 causa PCL quando h& emprego de muitas sessdes de
condicionamento (Bozarth, 1990; Melis et al., 2007; Peana et al., 2008; Swerdlow et al., 1990;
Zhu, 2007) ou guando ha histérico de contato com o etanol previamente ao condicionamento
(Bienkowski et al., 1995; 1996; Swerdlow et al., 1990). Diferentemente dessa opinido, a analise
realizada indica que o numero de sessdes de condicionamento necessario ao estabelecimento
de PCL sera determinado por interagdes entre (a) o sistema de alocacdo, (b) as classes de
aparatos, (c) as doses de etanol administradas (de acordo com a via) e (d) o nimero de sessdes
de habituacéo e de linha de base.

Tambeém é importante ressaltar que os dados de Barbier et al. (2008), Alaux-Cantin et
al. (2013) e Zuo et al. (2017) apontam para possiveis efeitos da duracdo das sessfes de
habituacdo, linha de base e condicionamento, bem como dos intervalos entre as sessoes de uma

fase e dos intervalos interfasicos. Porém a variacdo na duragéo dos testes dificulta a comparagéo
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dos resultados obtidos, j& que testes com maiores dura¢des apresentam maior oportunidade de
resposta aos animais que testes de duragbes menores. Assim, efeitos advindos de diferentes
oportunidades de resposta no teste ndo podem ser discernidos de efeitos provenientes dos
procedimentos de habituacéo, de linha de base e de condicionamento. Esse assunto é examinado
no capitulo 2.

Em relagéo aos dados da linhagem W em protocolos C < 10, esses sugerem que 0
intervalo de doses no qual ocorre PCL difere em extensdo do verificado para animais S-D.
Animais W parecem ser responsivos ao intervalo de doses de 0,5 a 1,0 g/kg quando a via de
administracdo é intraperitoneal. Pequena variacdo pode ser notada para a via de administracao
intragastrica (dose de 1,2 g/kg). Como as concentragdes sanguineas e encefalicas de etanol para
a mesma dose diferem de acordo com uma ou outra dessas vias (Livy, Parnell, & West, 2003;
Nurmi, Kiianmaa, & Sinclair, 1994; Walker & Ehlers, 2009), sendo maior para a via
intraperitoneal, é possivel que o intervalo para via intragastrica esteja entre 1,0 e 1,5 g/kg no
MCL com etanol para animais alocados em grupo.

De outra maneira, os dados de Bahi (2013) e Bahi e Dreyer (2013; 2014) sugerem que
0 aumento do intervalo entre a linha de base e o condicionamento (240 h em Bahi, 2013; 192 h
em Bahi e Dreyer, 2013; 2014) diminui os efeitos deletérios da inibi¢do latente sobre a
efetividade do condicionamento. Assim, tanto o aumento do ndmero de sessbes de
condicionamento, quanto o aumento do intervalo interfésico linha de base-condicionamento ou
habituacdo-condicionamento poderiam ser utilizados para diminuir tais efeitos da inibicéo
latente. Dado que a primeira possibilidade parece estar bem estabelecida na literatura, a segunda
possibilidade é verificada no capitulo 2.

No que diz respeito aos protocolos C > 12, experimentos foram relatados para as
linhagens L-E e W. No caso de animais W, Zhu et al. (2007) e Bie et al. (2009) relataram
estabelecimento de PCL em 10 experimentos utilizando a dose de 0,5 g/kg. Apesar de
experimentos com doses maiores que 0,5 g/kg nédo terem sido realizados, esses dados podem
indicar que doses dentro do intervalo acima referido para a linhagem W continuam a ser
funcionais em protocolos longos de condicionamento nos aparatos C < 75. Por outro lado, no
caso de protocolos com fase de pré-exposi¢do ao etanol, experimentos foram relatados para as
linhagens S-D e msP. Nos experimentos para a linhagem S-D, somente Barbier et al. (2008) e
Busse et al. (2005) relataram experimentos com condicionamento bem-sucedido (PCL no
primeiro e ACL no segundo caso) utilizando doses de 1,0 e 1,5 g/kg, respectivamente. Demais
experimentos de Barbier et al. (2008) e de Alaux-Cantin et al. (2013), com doses de 0,5, 1,5 e
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2,0 g/kg, resultaram em falha de condicionamento. N&o é clara a maneira pela qual esses dados
podem ser interpretados.

Importante ressaltar que tanto Barbier et al. (2008) quanto Reid et al. (1985) relataram
PCL em protocolos com fase de pré-exposicdo ao etanol quando a dose implementada foi de 1
g/kg. Visto que Reid et al. (1985) utilizou aparato com largura de 19 cm, esses dados podem
apontar tanto a transicao entre as classes L < 20 e C < 75, como o intervalo de dose ao qual
animais S-D sdo responsivos em protocolos com fase de pré-exposicdo. Ademais, Sable et al.
(2004) relataram falha de condicionamento utilizando a mesma dose que Barbier et al. (2008)
e Reid et al. (1985). Todavia Sable et al. (2004) implementaram protocolo de condicionamento
com 4 sessdes de condicionamento, associado com uma sessao de linha de base, enquanto que
nos outros casos, protocolo com 8 sessdes de condicionamento foi implementado, associado
com somente uma sessao de linha de base (Barbier et al., 2008) e com sessao de habituacéo e
de linha de base (Reid et al., 1985). Esses dados indicam a existéncia de interacdo entre inibicdo
latente e nimero de sessdes de condicionamento em protocolos com fase de pré-exposi¢do ao
etanol.

No referente aos aparatos C > 75, a Tabela 1.8 dispGe os dados extraidos. Como pode
ser visto, aparatos C > 75 apresentam 0 maior nimero de experimentos reportados na literatura,
a maior variacdo de doses de etanol utilizadas, bem como de vias de administragdo. Em
protocolos curtos de condicionamento com ratos S-D, 3 grupos de pesquisa reportaram
experimentos com 8 sessdes de condicionamento associadas com nenhuma sessdo de
habituacdo (Busse & Riley; 2002; Busse et al., 2004), uma sessdo de habituacdo (Yu et al.,
2016), duas sessdes de habituacdo e uma de linha de base (Asin et al, 1985). Nesses casos,
doses dentro do intervalo anteriormente estabelecido para a linhagem S-D foram empregadas

(de 0,5 a 2 g/kg por via intraperitoneal), mas s6 foram reportadas falhas de condicionamento.



Tabela 1.8.
Dados dos protocolos de MCL e dos protocolos de administracdo associados em aparatos da classe C > 75.

Protocolo de MCL Protocolo de administracéo Resultados
Citagdo Lin  Nes DS IS IIF (H-LB; H-C; OSC IEE Conc Vol Dose

(H-LB-C) (H-LB-C-T,min) (H-LB-C, h) LB-C; C-T, h) (min)  Via (%v/iv) (mL/kg) (g/kg) PCL ACL NS
Protocolos curtos de condicionamento
Busse & Riley (2002) S-D 0-0-8 NA-NA-30-15 NA-NA-24 NA; NA; NA; 24 E-V;V-E 0 ip  [15] NR 0,5 - - El
Busse & Riley (2002) S-D  0-0-8 NA-NA-30-15 NA-NA-24 NA; NA; NA; 24 E-V;V-E 0 ip  [15] NR 15 - - E2
Busse et al. (2004) S-D 0-0-8 NA-NA-30-15 NA-NA-24 NA; NA; NA; 24 E-V;V-E 0 ip 15 3,2 0,5 - - E1-E2
Yu et al. (2016) S-D 0-1-8 NA-15-20-15 NA-NA-6 e 24 NA; NA; 24; 24 E-V -5 ip 255 10 2 - - El
Asin et al. (1985) S-D 2-1-8 15-15-30-15 24-NA-24 24; NA,; 24; 24 E-V 0 ip [6] NR 0,05 - - El
Asin et al. (1985) S-D  2-1-8 15-15-30-15 24-NA-24 24; NA,; 24; 24 E-V 0 ip [6] NR 0,1 - - E2
Asin et al. (1985) S-D 218 15-15-30-15 24-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V 0 ip  [12] NR 0,15 - - E3
Asin et al. (1985) S-D 2-1-8 15-15-30-15 24-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V 0 ip  [12] NR 0,3 - - E4
Asin et al. (1985) S-D 2-1-8 15-15-30-15 24-NA-24 24; NA,; 24; 24 E-V 0 ip  [12] NR 0,6 - - E5
Asin et al. (1985) S-D 2-1-8 15-15-30-15 24-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V 0 ip  [12] NR 0,8 - - E6
Asin et al. (1985) S-D 218 15-15-30-15 24-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V 0 ip  [12] NR 1 - - E7
Asin et al. (1985) S-D  2-1-8 15-15-30-15 24-NA-24 24; NA,; 24; 24 E-V 0 iiv 0,698 0,28 0,001 - - E8
Asin et al. (1985) S-D 2-1-8 15-15-30-15 24-NA-24 24; NA,; 24; 24 E-V 0 iiv. 0,698 0,28 0,002 - - E9
Asin et al. (1985) S-D 2-1-8 15-15-30-15 24-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V 0 iiv 0,698 0,28 0,008 - - E10
Stewart & Grupp (1981) w 0-0-8 NA-NA-30-15 NA-NA-24 NA; NA; NA; 24 V-E 0 ip 32 10 0,25 - - El
Stewart & Grupp (1981) w 0-0-8 NA-NA-30-15 NA-NA-24 NA; NA; NA; 24 V-E 0 ip 63 10 0,5 - - E2
Stewart & Grupp (1981) w 0-0-8 NA-NA-30-15 NA-NA-24 NA; NA; NA; 24 V-E 0 ip 127 10 1 - E3 -
Stewart & Grupp (1985) w 0-0-8 NA-NA-30-15 NA-NA-24 NA; NA; NA; 24 E-V;V-E 0 ip 22 10 0,175 - - El
Stewart & Grupp (1985) w 0-0-8 NA-NA-30-15 NA-NA-24 NA; NA; NA; 24 E-V;V-E 0 ip 32 10 0,25 - - E2
Stewart & Grupp (1985) w 0-0-8 NA-NA-30-15 NA-NA-24 NA; NA; NA; 24 E-V;V-E 0 ip 45 10 0,35 - - E3
Stewart & Grupp (1985) w 0-0-8 NA-NA-30-15 NA-NA-24 NA; NA; NA; 24 E-V;V-E 0 ip 63 10 0,5 - - E4
Stewart & Grupp (1985) w 0-0-8 NA-NA-30-15 NA-NA-24 NA; NA; NA; 24 E-V;V-E 0 ip 9 10 0,7 - - E5
Stewart & Grupp (1985) w 0-0-8 NA-NA-30-15 NA-NA-24 NA; NA; NA; 24 E-V;V-E 0 ip 127 10 1 - E6 -
Stewart & Grupp (1985) w 0-0-8 NA-NA-30-15 NA-NA-24 NA; NA; NA; 24 E-V;V-E 0 ip 178 10 1,4 - E7 -
Van der Kooy et al. (1983) w 0-0-8 NA-NA-30-15 NA-NA-8 e 24 NA; NA; NA; 24 E-V;V-E 2 iiv 5 14 0,055 - - El
Van der Kooy et al. (1983) w 0-0-8 NA-NA-30-15 NA-NA-8 e 24 NA; NA; NA; 24 E-V;V-E 2 iiv 5 25 0,1 - - E2
Van der Kooy et al. (1983) W 0-0-8 NA-NA-30-15 NA-NA-8 e 24 NA; NA; NA; 24 E-V;V-E 2 iiv. 5 4,6 0,18 - - E8]
Van der Kooy et al. (1983) W 0-0-8 NA-NA-30-15 NA-NA-8 e 24 NA; NA; NA; 24 E-V;V-E 2 iiv 20 0,6 0,1 - - E4
Van der Kooy et al. (1983) w 0-0-8 NA-NA-30-15 NA-NA-8 e 24 NA; NA; NA; 24 E-V;V-E 2 iiv. 20 11 0,18 - - E5
Van der Kooy et al. (1983) w 0-0-8 NA-NA-30-15 NA-NA-8 e 24 NA; NA; NA; 24 E-V;V-E 2 iiv 20 2 0,32 - - E6
Van der Kooy et al. (1983) W 0-0-8 NA-NA-30-15 NA-NA-8 e 24 NA; NA; NA; 24 E-V;V-E 2 iiv. 20 3.8 0,6 - - E7
Van der Kooy et al. (1983) W 0-0-8 NA-NA-30-15 NA-NA-8 e 24 NA; NA; NA; 24 E-V;V-E 2 iiv 20 7 11 - E8 -
Van der Kooy et al. (1983) w 0-0-8 NA-NA-30-15 NA-NA-8 e 24 NA; NA; NA; 24 E-V;V-E 2 iiv. 50 0,8 0,3 - - E9
Van der Kooy et al. (1983) W 0-0-8 NA-NA-30-15 NA-NA-8 e 24 NA; NA; NA; 24 E-V;V-E 2 iiv 50 15 0,6 - - E10
Van der Kooy et al. (1983) W 0-0-8 NA-NA-30-15 NA-NA-8 e 24 NA; NA; NA; 24 E-V;V-E 2 iiv. 50 2 0,8 - - E11
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Citacao Lin N° S DS IS 1F OSC IEE Via Conc Vol Dose PCL ACL NS
(H-LB-C) (H-LB-C-T,mim) (H-LB-C, h) (H-LB; H-C; (min) (%viv) (mL/kg) (g/kg)
LB-C; C-T, h)
Van der Kooy et al. (1983) W 0-0-8 NA-NA-30-15 NA-NA-8 e 24 NA; NA; NA; 24 E-V;V-E 2 iiv. 50 2,8 11 - E12 -
Van der Kooy et al. (1983) w 0-0-8 NA-NA-30-15 NA-NA-8 e 24 NA; NA; NA; 24 E-V;V-E 2 iig 10 6,9 0,5 - - E13
Van der Kooy et al. (1983) W 0-0-8 NA-NA-30-15 NA-NA-8 e 24 NA; NA; NA; 24 E-V;V-E 2 iig 10 19 15 - - El14
Van der Kooy et al. (1983) W 0-0-8 NA-NA-30-15 NA-NA-8 e 24 NA; NA; NA; 24 E-V;V-E 2 iig 20 3,2 0,5 - - E15
Van der Kooy et al. (1983) w 0-0-8 NA-NA-30-15 NA-NA-8 e 24 NA; NA; NA; 24 E-V;V-E 2 iig 20 9,5 15 - E16 -
Van der Kooy et al. (1983) w 0-0-8 NA-NA-30-15 NA-NA-8 e 24 NA; NA; NA; 24 E-V;V-E 2 iig 50 13 0,5 - - E17
Van der Kooy et al. (1983) W 0-0-8 NA-NA-30-15 NA-NA-8 e 24 NA; NA; NA; 24 E-V;V-E 2 iig 50 2,5 1 - - E18
Van der Kooy et al. (1983) W 0-0-8 NA-NA-30-15 NA-NA-8 e 24 NA; NA; NA; 24 E-V;V-E 2 iig 50 8,9 3,5 - E19 -
Van der Kooy et al. (1983) W% 0-0-8 NA-NA-30-15 NA-NA-8 e 24 NA; NA; NA; 24 E-V;V-E 2 iig 50 12,7 5 - E20 -
Bienkowski, Kuca et al. (1997) W 0-1-4 NA-10-30-10 NA-NA-24 NA; NA; 24; 24 E-V;V-E 0 ip 12,7 15 15 - E1 -
Bienkowski, lwinska et al. (1997) W 0-1-8 NA-10-30-10 NA-NA-24 NA; NA; 24; 24 E-V;V-E 0 ip 10 19 15 - E1l -
Martijena et al. (2001) W 0-1-8 NA-10-8-10 NA-NA-24 e 168 NA; NA; 20; 28 E-V;V-E 0 ip 12 10 1 - - El
Bienkowski et al. (1996) W 1-1-10 10-10-20-10 NA-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V;V-E -5 ip 10 6,4 0,5 E8 - El, E4
Bienkowski et al. (1996) W 1-1-10 10-10-20-10 NA-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V;V-E 5 ip 10 12,7 1 - - E2-E3, E5, E9
Protocolos longos
Melis et al. (2007) W 0-1-15 NA-30-30-30 NA-NA-24 NA; NA,; 24; 24 E-V 0 ig 20 6,4 1 E1 - -
Peana et al. (2008) W 0-1-15 NA-30-30-30 NA-NA-24 NA; NA; 24; 24 E-V 0 ig 20 3.2 0,5 - - E1, ES
Peana et al. (2008) W 0-1-15 NA-30-30-30 NA-NA-24 NA; NA; 24; 24 E-V 0 ig 20 6,4 1 E2,E4 - -
Peana et al. (2008) w 0-1-15 NA-30-30-30 NA-NA-24 NA; NA; 24; 24 E-V 0 ig 20 6,4 1 E6-E7 - -
Peana et al. (2008) W 0-1-15 NA-30-30-30 NA-NA-24 NA; NA,; 24, 24 E-V 0 ig 20 12,7 2 - - E3
E-E-E-E-E-
Ldpez & Cantora (2010) W 1-1-15 15-15-30-15 NA-NA-24e 72  24; NA; NR; 72 ST-ST 0 ip 15 8,4 1 E1 - -
Protocolos de MCL com fase de pré-exposicdo ao etanol
Bienkowski et al. (1996) W 1-1-10 10-10-20-10 NA-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V;V-E -5 ip 10 6,4 0,5 E6 -
Bienkowski et al. (1996) W 1-1-10 10-10-20-10 NA-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V;V-E -5 ip 10 12,7 1 - - E7
Bienkowski et al. (1995) W 2-1-8 10-10-20-NR 24-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V -5 ip 10 6,5 0,5 E1l - -
Bienkowski et al. (1995) W 2-1-8 10-10-20-NR 24-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V -5 ip 10 13 1 - - E2
Pascual et al. (2012) W 2-1-8 15-15-30-15 24-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V 0 ip 25 2,5 0,5 - - E1-E4
Pascual et al. (2012) W 2-1-8 15-15-30-15 24-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V 0 ip 25 5 1 - E5-E8 -

Nota: Lin, linhagem de Rattus norvegicus; N° S (H-LB-C), nimero de sessdes de habituacdo, linha de base e condicionamento; DS (H-LB-C-T, min), duragdo (em minutos) das sessbes de
habituacdo, linha de base, condicionamento e teste; IES (H-LB-C, h), intervalo (em horas) entre as sessdes de habituagao, entre as sessdes de linha de base e entre as sessdes de condicionamento;
IIF (H-LB; H-C; LB-C; C-T, h), intervalo interfasico (em horas) habituagdo-linha de base, habituacéo-condicionamento, linha de base-condicionamento, e condicionamento-teste; OSC, ordem
das sessOes de condicionamento; IEE, intervalo entre estimulos; Via, via de administra¢do; Conc, concentragdo da solucdo de etanol administrada; Vol, volume da solugdo de etanol administrada;
PCL, preferéncia condicionada ao local; ACL, aversdo condicionada ao local; NS, resultado ndo significativo/falha de condicionamento; S-D, linhagem Sprague-Dawley; W, linhagem Wistar; L-
E, linhagem Long-Evans; NA, néo se aplica; NR, néo relatado; E, solugdo de etanol; V, veiculo da solucéo de etanol; [], dado de identificagdo duvidosa; ST, sem tratamento; ip, via de administragéo
intraperitoneal (injecdo); ig, via de administracdo intragastrica (gavagem); iiv, via de administragdo intravenosa (intubagdo); iig, via de administracdo intragastrica (intubacdo); En, experimento

acerca do qual os dados e os resultados sdo referentes.
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Em contrapartida, Stewart e Grupp (1981; 1985) reportaram 5 experimentos para a
linhagem W com administragdo por via intraperitoneal cujas doses estdo dentro do intervalo
estabelecido para animais da linhagem W (doses de 0,5, 0,7 e 1,0 g/kg). Curiosamente, falhas
de condicionamento foram reportadas para as doses de 0,5 e de 0,7 g/kg e condicionamentos de
ACL foram reportados para a dose de 1g/kg, o limite superior do intervalo, e para a dose de 1,4
g/kg. Em concordancia com o dado de Stewart e Grupp (1985) para a dose de 1,4 g/kg,
Bienkowski, Iwinska et al. (1997) e Bienkowski, Kuka et al. (1997) reportam condicionamento
de ACL em 2 experimentos com dose de 1,5 g/kg administrada intraperitonealmente. Esses
dados podem indicar que somente doses de 1 g/kg ou maiores sdo funcionais em aparatos C >
75 em protocolos C < 10 e, nesse caso, tendem a produzir ACL. Adicionalmente, em
concordancia com a analise realizada acerca da inibicdo latente, Martijena et al. (2001) e
Bienkowski et al. (1996) reportaram falha de condicionamento na dose de 1 g/kg: os protocolos
utilizados nesses casos possuem fase de linha de base (Martijena et al., 2001) e fases de
habituagdo e de linha de base (Bienkowski et al., 1996), enquanto que os protocolos de Stewart
e Grupp (1981; 1985) ndo possuem essas fases.

De maneira complementar, van der Kooy et al. (1983) reportaram experimentos com
administracdo intragastrica utilizando a dose de 1,5 g/kg, os quais ddo indicio de interacdo entre
a concentracao da dose e a via de administracdo implementadas. Quando a concentragéo foi de
10% (v/v), o experimento resultou em falha de condicionamento; quando a concentragéo foi de
20% (v/v), condicionamento de ACL foi reportado. Na via intragastrica, doses de etanol
maiores que 1 g/kg em concentracbes maiores que 20% (v/v) diminuem 0s movimentos
peristélticos esofagicos e intestinais, diminuem o esvaziamento gastrico e causam o mal
funcionamento das cérdias estomacais (Bode, 1980). Assim, é possivel que a concentracao de
20% esteja aumentando o tempo de permanéncia e de contato do etanol no estomago e com 0s
intestinos dos animais, aumentando a probabilidade de lesGes estomacais e intestinais, o que
seria aversivo ao animal (Bode, 1980).

Em protocolos C > 12, a via intragastrica foi usada na maioria dos experimentos
reportados, com condicionamento de PCL ocorrendo na dose de 1,0 g/kg, mas ndo nas doses
de 0,5 e de 2,0 g/kg (Melis et al., 2007; Peana et al., 2008). L6pez e Cantora (2010) reportaram
condicionamento de PCL na dose de 1,0 g/kg administrada intraperitonealmente. Ja em
protocolos com fase de pré-exposicdo ao etanol, estabelecimentos de PCL com uso de via
intraperitoneal s6 foram reportados para a dose de 0,5 g/kg, mas ndo para a dose de 1 g/kg. Essa
discrepancia de funcionalidade entre as doses em protocolos C > 12 e em protocolos com fase

de pré-exposicdo apontam a possibilidade de que efeitos diferentes do etanol estejam levando
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ao condicionamento de PCL num ou noutro protocolo. Todavia, a baixa frequéncia de uso de
via intraperitoneal em protocolos longos de condicionamento em aparatos C > 75 torna essa
interpretacdo questionavel.

Por outro lado, é provavel que resultados de PCL obtidos por Bienkowski e associados
(1995, E1; 1996, E6) sejam derivados de efeitos ansioliticos da dose de 0,5 g/kg. Essa
afirmativa decorre de: (a) Bienkowski et al. (1996) terem reportado condicionamento de PCL
em animais pré-expostos a 20 administragdes intraperitoneais de solucédo salina e condicionados
com dose de 0,5 g/kg de etanol (experimento ES8; o resultado do experimento E4 aproximou o
critério de significancia), mas ndo para a dose de 1 g/kg (experimento E5); (b) que esse dado
conota interacdo entre estresse e efeito ansiolitico da dose de etanol; (c) que Pascual et al. (2012)
reportaram 4 falhas de condicionamento com a dose de 0,5 g/kg empregando procedimento de
pré-exposicao ao etanol diferente daquele utilizado por Bienkowski et al. (1995; 1996)'2, mas
protocolo de condicionamento similar ao de Bienkowski et al. (1995). Além disso, frente as
falhas de condicionamento com a dose de 1 g/kg em protocolo com fase de pré-exposicdo
reportadas por Bienkowski et al. (1995; 1996), as 3 reportagens de ACL realizadas por Pascual
et al. (2012) para a dose de 1 g/kg sugere que essa dose interage diferencialmente com o
protocolo de pré-exposic¢do utilizado.

Em relagdo aos aparatos (a) com cdmara de estilo corredor, (b) com disposi¢éo radial
das camaras de condicionamento e (c) com disposic¢éo lateral da cAmara de acesso, a Tabela 1.9

apresenta os dados.

12 Durante a fase de pré-exposicéo, Pascual et al. (2012) realizaram 8 administrac@es intraperitoneais de dose de 3
g/kg, com intervalos de 24 e de 48 h entras as administragdes e com intervalo interfasico pré-exposi¢do-habituacgao
de 360 h. Bienkowski et al. (1995; 1996) realizaram 20 administracBes intraperitoneais de dose de 0,5 g/kg,
espacadas por intervalo de 24 h e com intervalo interfasico pré-exposicao-habituacdo de 24 h.



Tabela 1.9.

Dados dos protocolos de MCL e dos protocolos de administracdo associados em outros aparatos.
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Protocolo de MCL Protocolo de administragdo Resultados
Citagao Lin N°S DS _ IS 1F osC IEE  Via Conc Vol Dose PCL ACL NS

(H-LB-C)  (H-LB-C-T, min) (H-LB-C, h) (H-LB; H-C; (min) (%v/iv) (mL/kg) (g/kg)

LB-C; C-T, h)

Protocolos curtos de condicionamento em aparatos com cdmara de acesso estilo corredor
Gawel et al. (2016) w 1-1-8 15-15-30-15 NA-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V 0 ip 127 2 0,5 - - El
Quertemont et al. (1998) w 16-1-8 20/30-20-20-20 6 e 24-NA-24 24;6¢e0;-24 E (x8) 0 ip NR NR 0,3 - El -
Quertemont et al. (1998) W 16-1-8 20/30-20-20-20 6 e 24-NA-24 24:6¢e0;-24 E (x8) 0 ip NR NR 2 - - E2
Quertemont & De Witte (2001) w 16-1-8 20/30-20-20-20 6 e 24-NA-24 24;6¢e0;-24 E (x8) 0 ip 15 2,1 025 - - El
Quertemont & De Witte (2001) w 16-1-8 20/30-20-20-20 6 e 24-NA-24 24;6¢e0;-24 E (x8) 0 ip 15 4,2 0,5 - - E2
Quertemont & De Witte (2001) w 16-1-8 20/30-20-20-20 6 e 24-NA-24 24;6¢e0;-24 E (x8) 0 ip 15 8,5 1 - E3 -
Quertemont & De Witte (2001) w 16-1-8 20/30-20-20-20 6 e 24-NA-24 24;,6¢e0;-24 E (x8) 0 ip 15 17 2 - E4 -
Protocolos curtos de condicionamento em aparatos com disposi¢cdo radial das cAmaras de condicionamento e disposicao lateral da cAmara de acesso
Morse et al. (2000) w 0-1-2 NA-20-20-20 NA-NA-24 NA; NA; 24; 24 E-V;V-E -600 ip 127 20 2 - - El
Morse et al. (2000) w 0-1-2 NA-20-20-20 NA-NA-24 NA; NA; 24; 24 E-V;V-E -600 ip 127 30 3 - E2 -
Morse et al. (2000) W 0-1-2 NA-20-20-20 NA-NA-24 NA; NA; 24; 24 E-V;V-E -600 ip 12,7 40 4 - E3 -
Zarrindast et al. (2010) w 0-1-6 NA-15-45-15 NA-NA-6e24  NA; NA; 24; 24 E-V;V-E O ip 159 2 025 - - El
Zarrindast et al. (2010) w 0-1-6 NA-15-45-15 NA-NA-6e24  NA; NA; 24; 24 E-V;V-E O ip 318 2 0,5 - - E2
Zarrindast et al. (2010) w 0-1-6 NA-15-45-15 NA-NA-6e24 NA; NA; 24; 24 E-V;V-E O ip 318 2 0,5 - - E5-E8
Zarrindast et al. (2010) W 0-1-6 NA-15-45-15 NA-NA-6e24 NA; NA; 24; 24 E-V;V-E 0 ip 636 2 1 - - E3
Zarrindast et al. (2010) w 0-1-6 NA-15-45-15 NA-NA-6e24 NA; NA; 24; 24 E-V;V-E O ip 955 2 15 - E4 -
Rezayof et al. (2012) w 0-1-6 NA-15-45-15 NA-NA-6e24  NA; NA; 24; 24 E-V;V-E O ip 159 2 025 - - El
Rezayof et al. (2012) W 0-1-6 NA-15-45-15 NA-NA-6 e 24 NA; NA; 24; 24 E-V;V-E 0 ip 318 2 0,5 - - E2
Rezayof et al. (2012) W 0-1-6 NA-15-45-15 NA-NA-6e24 NA; NA; 24; 24 E-V;V-E 0 ip 318 2 0,5 - - E4-E9
Rezayof et al. (2012) w 0-1-6 NA-15-45-15 NA-NA-6e24 NA; NA; 24; 24 E-V;V-E 0 ip 63,6 2 1 - - E3
Protocolos longos de condicionamento em aparatos com camara de acesso estilo corredor
Haleem et al. (2005) W 0-1-12 NA-10-30-10 NA-NA-24 NA; NA; 24; 24 V-E 0 ip NR NR 1 E1 - -
Biata & Lagwinski (1996a) W 1-1-20 15-15-30-15 NA-NA-4e 24 24;NA; 24; 24 V-E 0 ip 20 5 1 E1 - -
Biala & Lagwinski (1996b) w 2-1-18 15-15-30-15 NA-NA-4e24  24;NA,; 24; 24 V-E 0 ip 20 5 1 E1-E3 - -
Protocolos de MCL com fase de pré-exposicdo ao etanol em aparatos com camara de acesso estilo corredor
Kottinska et al. (2004) W 0-1-8 NA-15-30-15 NA-NA-24 NA; NA; 24; 24 E-V -5 ip 12,7 5 0,5 E1-E2 - -
Kottinska et al. (2007) W 0-1-8 NA-15-30-15 NA-NA-24 NA; NA; 24; 24 E-V 0 ip 10 10 0,5 E1 - -
Biala & Kottinska (1999) w 1-1-8 15-15-30-15 NA-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V -5 ip 10 6,5 0,5 E1-E2 - -
Kottinska et al. (2011) w 1-1-8 15-15-30-15 NA-NA-24 24; NA; 24; 24 E-V 0 ip 127 5 0,5 E1-E3 - -
Gibula-Bruzda et al. (2015) W 1-1-8 15-15-30-15 NA-NA-24 24; NA; 24, 24 E-V 0 ip 12,7 5 0,5 E1-E15 - -
Gawel et al. (2016) W 1-1-8 15-15-30-15 NA-NA-24 24; NA; 24, 24 E-V 0 ip 12,7 2 0,5 E2-E16 - -

Nota: Nas sessOes de linha de base e de teste, Morse et al. (2012) permitiram que 0s animais tivessem acesso as 3 camaras distais radialmente dispostas a cdmara de acesso. Entretanto, durante o
condicionamento, os animais s6 foram confinados em duas das camaras distais, as quais foram diferencialmente pareadas com a administracdo de etanol e de veiculo.
Lin, linhagem de Rattus norvegicus; N° S (H-LB-C), nimero de sessdes de habituacéo, linha de base e condicionamento; DS (H-LB-C-T, min), duragdo (em minutos) das sessdes de habituacéo,
linha de base, condicionamento e teste; IES (H-LB-C, h), intervalo (em horas) entre as sessdes de habituacdo, entre as sessdes de linha de base e entre as sessdes de condicionamento; I11F (H-LB;
H-C; LB-C; C-T, h), intervalo interfasico (em horas) habituagdo-linha de base, habituacdo-condicionamento, linha de base-condicionamento, e condicionamento-teste; OSC, ordem das sessdes
de condicionamento; IEE, intervalo entre estimulos; Via, via de administracdo; Conc, concentra¢do da solugdo de etanol administrada; Vol, volume da solugdo de etanol administrada; PCL,
preferéncia condicionada ao local; ACL, aversdo condicionada ao local; NS, resultado néo significativo/falha de condicionamento; W, linhagem Wistar; NA, ndo se aplica; NR, ndo relatado; E,
solucgdo de etanol; V, veiculo da solugéo de etanol; ip, via de administracdo intraperitoneal (injegdo); En, experimento acerca do qual os dados e os resultados sdo referentes.
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No caso dos efeitos de protocolos C < 10, 3 problemas impedem a andlise detalhada.
Em primeiro, os efeitos nos aparatos com cdmara de estilo corredor, sdo dificeis de discernir
em decorréncia dos protocolos empregados por Quertemont et al. (1998) e Quertemont e De
Witte (2001), os quais se diferenciam de todos os demais protocolos empregados na literatura.
Como dito anteriormente, Quertemont et al. (1998) e Quertemont e De Witte (2001)
dissociaram a apresentacdo dos estimulos a serem condicionados do confinamento nas camaras
distais do aparato. Essa dissociacdo levou a modificacdo da ordem das fases do protocolo de
MCL, com realocacdo da (a) fase de habituacao de forma que a mesma se sobrepusesse a fase
de condicionamento, e (b) da fase de linha de base para periodo posterior a fase de
condicionamento. Portanto, diante da falta de dados comparados, ndo é possivel fazer avaliacdo
confiavel desses experimentos e a reportagem de Gawel et al. (2016) de protocolo C < 10 s6
pode ser comparada com os dados de experimentos com protocolos C > 12 e com fase de pré-
exposicéao ao etanol.

Em segundo, o uso do aparato com disposicao radial das camaras de condicionamento,
associado a protocolo C < 10 utilizado por Morse et al. (2012) também é de dificil analise. Nas
sessOes de linha de base e de teste, Morse et al. (2012) permitiram que 0s animais tivessem
acesso as 3 camaras distais radialmente dispostas a cAmara de acesso. Entretanto, durante o
condicionamento, os animais s6 foram confinados em duas das cAmaras distais, as quais foram
diferencialmente pareadas com a administracdo de etanol e de veiculo. Como esse aparato e 0
protocolo s6 foram utilizados por um grupo de pesquisa e somente num artigo, nao ha forma
confiavel de analise dos dados correspondentes.

Por altimo, os dados dos aparatos com disposicao lateral da camara de acesso provém
de 2 artigos publicados pelo mesmo grupo de pesquisa, Zarrindast et al. (2010) e Rezayof et al.
(2012). Esses pesquisadores relataram ter mantido constante o volume administrado em 2
mL/kg e variado a concentragédo da solugdo administrada de forma a obterem as doses de 0,25,
0,5, 1,0 e 1,5 g/kg. Se esse dado procede, a dose de 1 g/kg foi administrada numa concentracédo
(v/v) de 63,6% e a de 1,5 g/kg numa concentracdo de 95,5%. Visto que essas concentracfes sao
consideradas extremamente tdxicas, causando extensos danos periféricos (Bode, 1980), €
provavel que erro tenha sido cometido no relato de doses administradas ou do volume utilizado.

No caso de protocolos C > 12 e de protocolos com fase de pré-exposi¢do, experimentos
so foram reportados para o aparato com cadmara de acesso estilo corredor. No primeiro caso,
todos os experimentos reportados utilizaram a dose de 1 g/kg e resultaram em PCL. No segundo,
todos os experimentos utilizaram a dose de 0,5 g/kg e resultaram em PCL. Quando a falha de

condicionamento obtida por Gawel et al. (2016) em protocolo curto de condicionamento €
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comparada com os estabelecimentos de PCL, a comparacdo indica que Gawel et al. (2016)
utilizaram uma sessdo de habituacdo e uma sessdo de linha de base associadas com 8 sessoes
de condicionamento, usando dose de 0,5 g/kg. Assim sendo, a falha de condicionamento
reportada por Gawel et al. (2016) é mais facilmente entendida por efeitos de inibicdo latente
que por efeitos advindos do aparato e esses aparatos podem ser classificados de acordo com o
comprimento total dos mesmos. Além disso, como Biata e Kotlinska (1999), Kottinska et al.
(2004; 2007; 2011), Gawel et al. (2016) e Gibela-Bruzda et al. (2015) empregaram protocolo
de pré-exposicao ao etanol baseado no protocolo de Bienkowski et al. (1995; 1996), é provavel
que os resultados de PCL reportados por esses pesquisadores derivem de efeito ansiolitico da
dose de 0,5 g/kg.

Considerando o conjunto de dados analisado nessa secéo, ha fortes indicios de relacbes
entre (a) dose de etanol administrada, (b) dimensdes dos aparatos, (c) nimero total de sessdes
de habituacédo (sessdes da fase de habituagdo mais sessdes da fase de linha de base) e (d) tipo
de fase de habituacdo (habituacdo aos estimulos a serem condicionados ou habituacdo ao
aparato sem apresentacdo dos estimulos). De forma a avaliar essas relagdes, na Figura 1.7 foram
reunidos os resultados para administracéo intraperitoneal em (a) protocolos C <10 e C> 12 nos
aparatos C <75, C > 75 e em (b) protocolos C < 10 nos aparatos L < 20.

A Figura 1.7a mostra a interacdo do comprimento dos aparatos com as doses
administradas em protocolos C < 10 sem sess0es de habituacdo aos estimulos para animais W
e S-D. Como foi mostrado na sessdo 3.2, na medida em que os aparatos aumentam em
comprimento, menor a probabilidade de condicionamento bem-sucedido. Na Figura 1.7b, vé-
se a mesma interacdo modulada pela presenca de uma sessdo de habituacéo aos estimulos. Em
comparacdo com a Figura 1.7a, a Figura 1.7b apresenta mais dados de aparatos C < 75, o que
possibilita ver com maior precisdo o intervalo de doses de etanol que sustenta condicionamento
bem-sucedido nesses aparatos. Pode-se notar 0 mesmo padréo de resultados descrito para a
Figura 1.7a. Além disso, o intervalo de doses capaz de sustentar condicionamento bem-
sucedido também parece diminuir progressivamente com o0 aumento do comprimento e, na
medida em que isso ocorre, parece haver enviesamento de condicionamento bem-sucedido a
ACL.

A Figura 1.7c dispde os dados da interacdo comprimento vs dose segundo presenca de
duas ou mais sessdes de habituagdo aos estimulos em protocolos C < 10. Em comparag¢dao com
os dados das Figuras 1.7a e 1.7b, a mudanca de distribuicdo de resultados é dréastica: tanto em
aparatos C > 75 quanto em aparatos C < 75, nenhum protocolo C < 10 foi bem-sucedido quando

ocorreu emprego de duas ou mais sessdes de habituacdo aos estimulos. Essa mudanca sugere
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que os efeitos deletérios da inibi¢do latente sdo mais importantes que o tipo de aparato ou a
dose administrada quando duas ou mais sessdes de habituacao séo utilizadas em protocolos C
<10.
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Figura 1.7. Relacdes entre dose, dimensdes dos aparatos, nimero total de sessbes de habituacdo
e tipo de habituacdo nos resultados reportados para a via de administracdo intraperitoneal em

linhagens albinas heterogénicas de Rattus norvegicus.

a. Protocolos curtos de condicionamento sem sessdo de habituacéo aos estimulos, realizados em aparatos C<75e C > 75. b.
Protocolos curtos de condicionamento associados com uma sessdo de habituacao aos estimulos, realizados em aparatos C > 75
e C < 75. c. Protocolos curtos de condicionamento associados com duas ou mais sessdes de habituagdo aos estimulos, realizados
em aparatos C > 75 e C < 75. d. Protocolos longos de condicionamento associados com uma ou mais sessfes de habituagdo
aos estimulos, realizados em aparatos C > 75 e C < 75. e. Protocolos curtos de condicionamento sem fase de habituacéo ou
associados com uma sesséo de habituacéo ao aparato, realizados em aparatos L < 20. f. Protocolos curtos de condicionamento
associados com duas sessdes de habituagdo aos estimulos, realizados em aparatos L < 20.

PCL, preferéncia condicionada ao local; ACL, aversdo condicionada ao local; NS, resultado ndo significativo/falha de
condicionamento.

De forma a ilustrar todos os resultados reportados, foi necessario modificar ligeiramente (até + 0,5 cm) os dados de dimensdes
quando a mesma dose foi reportada mais de uma vez para aquela dimensdo. Assim, os dados dispostos para comprimento e
largura sdo somente para referéncia. Dados exatos de comprimento e largura em relagdo as doses podem ser obtidos pelo
cruzamento dos dados dispostos na Tabela 1.5 com os dados das Tabelas 1.6 a 1.9.

Por sua vez, a Figura 1.7d dispde os efeitos do aumento do numero de sessdes de

condicionamento (i.e., de protocolos C > 12) sobre a inibi¢do latente causada por uma (Haleem
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et al., 2005, 1 experimento) ou mais sessdes de habituagdo. Em comparagdo com a Figura 1.7c,
a mudanca de distribuicdo de resultados também é drastica: quando o nimero de sessdes de
condicionamento é igual ou maior que 12, os efeitos da inibicdo latente sdo superados e
condicionamento de PCL é realizado mesmo em aparatos C > 75. J& a Figura 1.7e apresenta a
interacéo entre doses e largura nos aparatos L < 20 segundo protocolos C < 10 associados com
(@) nenhuma sessdo de habituacdo aos estimulos ou (b) com sessBes de habituacdo ao aparato
sem a presenca dos estimulos a serem condicionados. Pode-se ver que efeitos de inibicdo latente
sdo negligenciaveis no caso de b. Em contrapartida, a Figura 1.7f apresenta a mesma interacdo
em aparatos L < 20 para protocolos curtos de condicionamento associados com duas sessoes de
habituacdo. Devido a baixa frequéncia de resultados, ndo é possivel dizer claramente os efeitos
da inibicdo latente nesse caso.

A partir disso, pode-se estabelecer critérios de escolha de amostra a analise estatistica.
Primeiro, somente dados advindos da via de administragéo intraperitoneal foram selecionados
a anélise. Tal escolha se deve ao evite de influéncia na analise das diferentes farmacocinéticas
e farmacodindmicas do etanol provenientes de diferentes vias de administracdo. Além disso,
foram relatados poucos experimentos utilizando via intragastrica para aparatos C < 75 e nenhum
experimento utilizando via intravenosa foi descrito aos aparatos L < 20 e C < 75. Em segundo,
somente as doses no intervalo de 0,5 e 2,0 g/kg foram comparadas. Essa escolha se embasa
tanto na distribuicdo desigual de doses inferiores e superiores para cada tipo aparato, quanto no
evite de influéncia de pseudo-condicionamento. Em terceiro, por motivos anteriormente
expostos, foram excluidos da analise os dados de Zarrinsdast et al. (2010), Rezayof et al. (2012),
Morse et al. (2000), Quertemont et al. (1998) e de Quertemont e De Witte (2001).

Quando, em aparatos C < 75 e C >75, protocolos C < 10 sem sessdo de habituagao
associada foram comparados com protocolos C < 10 associados & uma sesséo de habituacéo aos
estimulos, ndo houve diferenca significativa na distribuicdo dos resultados (teste exato de Fisher
= 3,463, p = 0,192). Esse resultado indica que esses protocolos podem ser combinados num sé
grupo. Quando, em aparatos C < 75 e C >75, esses protocolos combinados foram comparados
com protocolos C < 10 associados com duas ou mais sessdes de habituag&o aos estimulos, houve
diferenca significativa na distribuicéo de resultados (teste exato de Fisher = 12,166, p = 0,002).
Esses resultados confirmam a interacdo entre inibigéo latente e o intervalo de doses capaz de
estabelecer tanto PCL quanto ACL em protocolos C < 10, sendo que 0 aumento de nimero de
sessOes de habituacdo rivaliza os efeitos das solugbes de etanol administradas no

condicionamento.
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Quando, em aparatos C <75 e C >75, protocolos C < 10 associados com duas ou mais
sessOes foram comparados com protocolos C > 12 associados com duas ou mais sessdes de
habituagao, a distribui¢do de resultados também resultou diferente (y = 29,000, p < 0,001). Esse
resultado confirma a interacdo entre inibicdo latente e numero de sess@es de condicionamento.
Quando os protocolos de condicionamento apresentam 10 ou menos sessdes, 0s efeitos
deletérios de duas ou mais sess@es de habituacdo causam falha de condicionamento, sendo que
esses efeitos sdo superados pelo aumento do numero de sessdes de condicionamento.

Quando os protocolos C < 10 associados com até uma sessdo de habituagdo advindos
de aparatos L < 20 foram comparados com o0s protocolos C > 12 associados com duas ou mais
sessdes de habituag&o aos estimulos advindos de aparatos C > 75, houve diferenca significativa
(x = 12,257, p < 0,001). Esse resultado confirma que os efeitos de inibicdo latente sdo
negligenciaveis nos protocolos C < 10 associados com até uma sesséo de habituacéo realizados
em aparatos L < 20. Quando os protocolos C < 10 associados com até uma sessdo de habituagéo
realizados em aparatos L < 20 foram comparados com o0s protocolos C < 10 associados com até
uma sessdo de habituagdo aos estimulos advindos de aparatos C < 75 e C > 75, houve diferenga
significativa (teste exato de Fisher = 15,578, p < 0,001). Esse resultado confirma que os aparatos
L > 20 diferem dos aparatos C < 75 e C >75 na producédo de PCL, ACL e NS em protocolos C
< 10, visto que em ambos os casos efeitos de inibicdo latente ndo estdo presentes.

De outro modo, na se¢éo 3.2, quando da comparacéo de aparatos C < 75e C > 75, (a)
ndo foram excluidos dados de doses menores ou maiores que o intervalo 0,5 e 2,0 g/kg, (b) ndo
foram discernidas possiveis diferencas em farmacocinética e em farmacodinamica advindas de
diferentes vias de administracdo, (c) nem foram analisados possiveis efeitos de inibicdo latente
diferencialmente distribuida nos aparatos. Assim, as diferencas la detectadas podem ser
decorrentes desses fatores todos e ndo dos aparatos per se. Com o intuito de confirmar as
diferengas entre aparatos C < 75 e C > 75 detectadas na se¢do 3.2, os dados utilizados na analise
estatistica dessa secdo foram reorganizados de acordo com o tipo de aparato, i.e., C<75e C >
75, e nova comparacdo foi realizada. Em acordo com as diferencas detectadas na sec¢ao 3.2,
aparatos C < 75 e C > 75 também diferiram segundo essa organizacao de dados (teste exato de
Fisher = 16,461, p < 0,001), na qual foram comparados protocolos C < 10 associados com até
uma sessdo de habituacdo aos estimulos. Esse resultado indica que as diferencas encontradas
na secdo 3.2 entre aparatos C < 75 e C > 75 ndo séo atribuiveis aos efeitos de distribuigdo
desigual de inibicdo latente ou de vias de administracdo e de doses entre os tipos de aparatos.

Tomados em conjunto, esses resultados confirmam interacGes entre (a) nimero de

sessOes de habituacdo aos estimulos, (b) nimero de sessbes de condicionamento, (c) doses de
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etanol utilizadas e (d) dimensdes dos aparatos utilizados na obtengéo de PCL, ACL e NS.
Quando doses entre 0,5 e 2,0 g/kg (administracdo intraperitoneal; animais H) sdo usadas em
protocolos C < 10 associados com até uma sessao de habituacdo em aparatos L < 20, ha maior
probabilidade de condicionamento de ACL, em especial, e de falha de condicionamento.
Quando doses entre 0,5 e 2,0 g/kg (administracdo intraperitoneal; 0,5 a 1,0 g/kg para animais
W; 0,5 a 2,0 g/kg para animais S-D) s&o usadas em protocolos C < 10 associados com até uma
sessdo de habituacdo em aparatos C < 75, ha maior probabilidade de condicionamento de PCL.
Quando doses entre 0,5 e 2,0 g/kg (administracao intraperitoneal) sdo usadas em protocolos C
< 10 associados com duas ou mais sessdes de habituacdo em C < 75, h&d maior probabilidade de
falha de condicionamento (NS). O aumento do numero de sessbes de condicionamento
restabelece a maior probabilidade de condicionamento de PCL.

Quando doses entre 0,5 e 2,0 g/kg sdo usadas em protocolos C < 10 associados com até
uma sessdo de habituacdo em aparatos C > 75, ha maior probabilidade de falha de
condicionamento (NS) para doses mais baixas (0,5 g/kg para animais W; 1 g/kg para animais
S-D) e de obtencdo de ACL em doses mais altas. Além disso, na medida em que o comprimento
dos aparatos C < 75 aumenta, ha aumento da probabilidade de falha de condicionamento em
doses mais altas no intervalo anteriormente especificado. Quando doses entre 0,5 e 2,0 g/kg séo
usadas em protocolos C < 10 associados com duas ou mais sessdes de habituacdo em aparatos
C > 75, ha maior probabilidade de falha de condicionamento. Em ambos 0s casos, 0 maior
namero de sessdes de condicionamento aumenta a probabilidade de condicionamento de PCL
em doses baixas e mudam a valéncia de doses altas (de ACL para NS). Também é possivel que
0 maior numero de sessdes de condicionamento mude a valéncia de condicionamento bem-
sucedido (i.e., de ACL para PCL) com doses mais altas do intervalo, quando os aparatos C >

75 ndo sdo muito compridos.

4 CONCLUSOES

Na apresentacdo deste trabalho, foi apontado que ha baixa reprodutibilidade de
resultados na literatura de MCL com etanol em ratos e foram listadas 8 diferentes interpretacoes
propostas com o intuito de se explicar essa baixa reprodutibilidade. Frente a analise realizada
neste capitulo, nenhuma das interpretacdes propostas parece relevante ou pertinente. Como
visto nas secdes anteriores, a analise indica que aparatos per se aumentam a probabilidade de
obtengéo de um ou outro resultado, de acordo com a variagdo de comprimento e de largura dos
mesmos: aparatos de largura menor que 20 cm (aparatos L < 20) aumentam a probabilidade de

condicionamento de ACL,; aparatos com comprimento menor que 75 cm e largura maior que
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20 cm (aparatos C < 75) aumentam a probabilidade de condicionamento de PCL; aparatos com
comprimento maior que 75 cm e largura maior que 20 cm (aparatos C > 75) aumentam a
probabilidade de falha de condicionamento. Os motivos dessa influéncia parecem estar
relacionados com varidveis etoldgicas/ecoldgicas relevantes ao comportamento
ambulatério/exploratério horizontal de ratos.

A falha de reconhecimento desse fator na literatura pode ser compreendida quando
verificamos que desde a década de 1980 até meados da década de 1990 somente aparatos L <
20 cm ou C > 75 foram utilizados em protocolos curtos de condicionamento com etanol. Antes
disso, apenas Black et al. (1973) havia utilizado aparato cujas dimensdes sdo de transi¢ao entre
aclasse L <20 e a classe C < 75. O motivo dessa diferenca temporal reside no fato de que no
inicio década de 1980 a utilizacdo do MCL se intensificou para estudo de drogas opioides e, em
especial, psicoestimulantes (Schechter & Calganetti, 1993). Paulatinamente, o uso foi
generalizado a outros farmacos, incluindo o etanol. Dado que (a) aparatos de 3 cdmaras sdo
mais eficientes ao condicionamento de PCL em psicoestimulantes (Bardo et al., 1995), (b) que
aparatos de 3 camaras tenderam a ter comprimento maior que 75 cm naquelas décadas e (c) que
a maioria dos artigos de MCL com etanol das décadas de 1980 e de 1990 reportaram também
condicionamento com opioides e com psicoestimulantes como método de validacdo de seus
aparatos, estava aberto o caminho a alta frequéncia de falha de condicionamento ao local ou de
obten¢do de ACL com etanol tal qual conhecemos hoje em dia.

Adicionalmente, como a varidvel aparato estd relacionada com varidveis
etoldgicas/ecoldgicas relevantes ao comportamento ambulatorio/exploratério horizontal de
ratos, o sistema de alocagéo segundo o qual os animais s&o agrupados influencia a obtencéo de
resultados nas diferentes classes de aparatos por conta dos efeitos que esse possui sobre o
comportamento ambulatério de ratos (Arakawa, 2003; 2005). Nesse ponto, ndo € discernivel se
a maior probabilidade de obtengé&o de ACL nos aparatos L <20 em comparagao com 0s aparatos
C > 75 advém daqueles aparatos per se ou € derivada de interacdes entre a referida classe e o
sistema de alocacdo. Experimentos sdo necessarios ao esclarecimento desse dado. Além disso,
o0 sistema de alocacdo também parece influenciar os resultados em aparatos C < 75 quando o
comprimento do aparato nessa classe aumenta. Ao menos em parte, esse dado esclarece as
diferencas de resultados obtidos por Morales et al. (2012) e por Busse et al. (2005).

Por outro lado, essas influéncias dos aparatos sobre as probabilidades de obtencéo de
um ou de outro resultado também interagem com o numero de sessdes de habituag&o, isto &, o
namero de sessdes da fase de habituacdo mais o nimero de sessdes da fase de linha de base: na

medida em que o nimero de sessdes de habituacdo aumenta, diminui a probabilidade de
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condicionamento bem-sucedido nos aparatos C < 75 e C > 75 quando protocolos de
condicionamento com 10 ou menos sessdes sdo empregados. Esse efeito deletério do aumento
de namero de sessBes de habituacdo sobre a probabilidade de condicionamento bem-sucedido
é compativel com os dados gerais da literatura de condicionamento classico e é mais relevante
aos aparatos C < 75 e C > 75 que o sistema de alocacdo. Adicionalmente, a grande magnitude
desse efeito deletério a partir de duas sessbes de habituacdo sugere que no MCL o etanol € mais
sensivel aos efeitos de inibicao latente que drogas opioides e psicoestimulantes, mas nao que o
etanol tenha menor propriedade reforcadora que essas drogas, relevando-se a baixa poténcia
farmacoldgica do mesmo.

Ademais, o aumento de dificuldade de estabelecimento de PCL a partir (a) do sistema
de alocacdo, (b) do aumento do comprimento dos aparatos e (c¢) do nimero de sessdes de
habituacéo pode ser revertido com o aumento do nimero de sessdes de condicionamento para
além de 10 sessbes, a0 menos para animais W. A mesma concluséo é aplicavel aos protocolos
de MCL associados com fase de pré-exposicdo, mas nesse caso o estabelecimento de PCL é
realizado por reforcamento negativo advindo de estresse e esse protocolo é mais sensivel aos
efeitos deletérios da alocacdo individual. Ao esclarecimento desse ponto, pesquisas
experimentais Sd0 necessarias.

Por ultimo, as doses de etanol utilizadas também interagem com todos os fatores acima
listados e influenciam diferencialmente a probabilidade de obtencdo de PCL, ACL e NS, de
acordo com a via de administracdo e com a linhagem albina utilizada. Na amostra revisada, a
obtencdo de PCL esté ligada ao intervalo de doses de 0,5 até 2,0 g/kg em ratos S-D e ao intervalo
de doses de 0,5 até 1,0 g/kg para ratos W (administracdo intraperitoneal em ambos 0s casos).
Doses maiores que estas tém maior probabilidade de gerar ACL e doses menores possuem
maior probabilidade de gerar NS. Todavia, devido a baixa diversidade na frequéncia de doses
por linhagem, por sistema de alocacdo e por aparatos, essa interpretacdo ndo foi testada
diretamente por analise estatistica e deve ser levada apenas como referéncia. Pesquisa
experimental tambem € necessaria a resolucao desse ponto.

Em contrapartida, se a analise realizada nesse capitulo indica que (a) as interpretaces
presentes na literatura ndo sdo relevantes a compreensdo dos fatores que produzem tamanha
diversidade de resultados e (b) esclarece varidveis relevantes, a mesma (c) ndo alcanca outras
fontes de variabilidade cujos dados néo estdo disponiveis ou ocorrem em baixa frequéncia na
literatura revisada. N&o foram examinadas as influéncias de varidveis relacionadas ao animal-
modelo (idade, ciclo circadiano, horario dos experimentos), aos tipos de aparatos segundo a

classificacdo com e sem viés, as modalidades estimulatérias empregadas, a duracdo 6tima das
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sessdes de condicionamento e de teste. Também néo foi estabelecido qual seria o limite inferior
do comprimento de aparatos adequados ao condicionamento de PCL e o limite superior foi
estabelecido arbitrariamente. Logo, é provavel que outras variaveis estejam influenciando
diferencialmente a obtencdo de PCL, ACL e NS.
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CAPITULO 2: ESTUDO EXPERIMENTAL

1 INTRODUCAO

Como exposto anteriormente, a analise de distribuicdo de resultados realizada no
capitulo 1 deste trabalho ndo foi capaz de distinguir as possiveis influéncias de muitas variaveis
presentes nas metodologias revisadas. Por exemplo, variaveis como (a) as interacdes de ciclo
circadiano e horario dos experimentos, (b) idade dos animais, (c) protocolo de condicionamento
com ou sem viés, (d) intervalo interfasico e (e) diferencas entre as linhagens albinas
heterogénicas na sensibilidade ao etanol ndo foram analisadas por conta da baixa frequéncia de
reportagem ou por conta da grande variabilidade nas mesmas: ambos fatores resultaram em
baixa frequéncia de variacdes especificas de dados para que andlise de distribuicdo de
resultados fosse aplicavel.

Tendo em vista que essas variaveis podem influenciar diferencialmente resultados
conflitantes dentro de desenhos experimentais que guardam grande similaridade entre si e que
estdo dentro dos parametros especificados para o condicionamento de PCL, ha a necessidade
de exame experimental dessas variaveis. Por exemplo, Busse et al. (2005) e Morales et al.
(2012) utilizaram ratos da mesma linhagem (S-D), a mesma dose de etanol (1,5 g/kg)
administrada pela mesma via (intraperitoneal) em concentracdes e volumes muito similares e
aparatos com comprimentos (72 cm e 72,4 cm, respectivamente) descritos como adequados ao
condicionamento de PCL. Também fizeram uso de protocolos de condicionamento sem fases
de habituacéo e de linha de base, com as mesmas duracGes de sessdes de condicionamento (30
min) e de teste (15 min) e os mesmos intervalos entre sessdes (24 h), interfasicos (24 h) e entre
estimulos (zero). Entretanto Morales et al. (2012) reportaram estabelecimento de PCL e Busse
et al. (2005) reportaram estabelecimento de ACL. Claramente, outras variaveis podem estar
influenciando a obtencéo de um ou de outro resultado.

De fato, alem de Morales et al. (2012) terem utilizado 4 sessdes de condicionamento e
Busse et al. (2005) terem usado 8 sessdes (0 que ndo explica as diferencas de resultados), ha
diferencas relacionadas ao sistema de armazenamento dos animais em gaiolas-viveiro (grupal
e individual, respectivamente) e relacionadas com o ciclo-circadiano utilizado e com o horério
no qual os experimentos foram realizados. Morales et al. (2012) empregaram um ciclo claro-
escuro 14/10 (luzes acesas as 07:00 h) e realizaram os experimentos a partir de 4 h apés o inicio
da fase clara, num periodo que se estende das 10:00 as 11:00 h. Busse et al. (2005) usaram ciclo
12/12 (luzes acesas as 08:00 h) e realizaram os experimentos a partir de 1 h apds o inicio da

fase clara, num periodo que se estende das 09:00 as 14:00 h. Visto que os ciclos
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circadianos/bioldgicos subjetivos dos animais sdo sincronizados por zeitgebers® e que os
efeitos do etanol podem tanto influenciar quanto ser influenciados por esses ciclos (Danel &
Touitou, 2004), ha possibilidade de que essa variavel afete diferencialmente os protocolos de
MCL utilizados por Morales et al. (2012) e por Busse et al. (2005).

Adicionalmente, desde o estudo de McAllistar, McAllister, Weldin e Cohen (1974)
acerca do aumento do intervalo entre sessdes de condicionamento de medo, sabe-se que
intervalos maiores aumentam a efetividade do condicionamento classico em varias
preparacdes/modelos (Gibbon, Baldock, Locurto, Gold, & Terrace, 1977; Haggbloom, 1978).
Assim, os dados de Bahi (2013) e de Bahi e Dreyer (2013) apontam a possibilidade desse efeito
também ocorrer no MCL quanto ao intervalo interfasico linha de base-condicionamento: o
aumento do referido intervalo para além de 24 h parece contornar os efeitos de inibicao latente.
Os dados de Black et al. (1973) também apontam essa possibilidade, acrescido o fato de que
esses pesquisadores também aumentaram de 24 para 48 h o intervalo entre as sessdes de
condicionamento e o intervalo interfasico condicionamento-teste. Dado que o condicionamento
ao local com etanol aparenta ser especialmente suscetivel aos efeitos de inibicdo latente, essa é
uma variavel de interesse para analise experimental.

Ademais, anteriormente foi apontado que é problematica a comparacdo de resultados
advindos de protocolos de MCL que apresentam diferentes duragdes de sessbes de teste. Foi
argumentado que variagcdes na duracdo dos testes dificultam a comparagdo dos resultados
obtidos, ja que efeitos advindos de diferentes oportunidades de resposta no teste ndo sdo
discernidos de efeitos provenientes dos procedimentos de condicionamento. Isso ¢é
especialmente importante quando da comparacgédo de resultados obtidos a partir de diferentes
vias periféricas de administracdo, visto que essas influenciam diferencialmente o
desenvolvimento temporal da farmacocinética e das concentrac@es encefalicas totais do etanol
(Livy et al., 2003; Nurmi et al., 1994; Walker & Ehlers, 2009). Por exemplo, a duragéo de
sessOes de condicionamento adequada a via intraperitoneal pode ser divergente da duragéo
adequada a via intragastrica, mas isso ndo pode ser discernido quando testes de diferentes
duragdes sdo utilizados.

Bitterman (1965) relatou que, ao estudar o condicionamento de esquiva no goldfish

(Carassius auratus), problemas similares estavam presentes naquela literatura especifica. Para

13 Em cronobiologia, Zeitgeber é um evento ambiental (ocorréncia de luz ou escuriddo, por exemplo) que
sincroniza os reldgios biol6gicos de um organismo aos ciclos de 24 horas e de 12 meses. Por exemplo,
a mudanca de temperatura corporal sincroniza reldgios bioldgicos hepéaticos, pancreaticos e renais,
enquanto a luz sincroniza relégios hipotalamicos (Buhr, Yoo, & Takahashi, 2010).
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contornar esta situacéo, sugeriu e usou desenho de transferéncia nas situacGes de teste pds-
condicionamento. Grupos independentes foram treinados em diferentes arranjos de
condicionamento e todos os grupos foram examinados em teste pos-condicionamento com a
mesma duracao. Este desenho permitiu que se discernisse oportunidade de resposta nos testes
dos efeitos dos procedimentos de condicionamento em si, e pode ser aplicado tanto nos
procedimentos de habituacdo/linha de base, quanto nos de teste pos-condicionamento utilizados
no MCL.

Além disso, no caso do teste pos-condicionamento de experimentos sem sessdes linha
de base, a ferramenta analitica identificada como analise temporal por Walsh e Cummings
(1976) pode ser aplicada de forma a examinar a possibilidade de desenvolvimento de diferentes
resultados caso menores sessdes de teste pds-condicionamento houvessem sido utilizadas. Tal
aplicacdo é embasada na suposicdo de que, como uma ferramenta analitica e ndo uma variavel
experimental, a analise temporal ndo interferiria com a credibilidade dos resultados obtidos,
mas sim facilitaria a selecdo posterior de protocolos experimentais adequados para o
condicionamento de preferéncia ao local induzido por etanol em ratos.

Por ultimo, na analise metodoldgica realizada no capitulo anterior, tomou-se o
comprimento de 75 cm como limite entre 0s aparatos que aumentam a probabilidade de
obtengdo de condicionamento bem-sucedido (especialmente PCL) e dos que aumentam a
probabilidade de falha de condicionamento. Tal escolha foi arbitrariamente realizada com base
na literatura (Asin et al., 1985; Bienkowski et al., 1996; Busse et al., 2005; Martijena et al.,
2001; Morales et al., 2012; Pascual et al., 2012; Yu et al., 2016). Ainda assim, essa escolha
carece de base experimental, i.e., de demonstracdo de que condicionamento ao local ocorre em
aparato com 75 cm de comprimento no intervalo de doses que geralmente causa PCL em

aparatos de comprimento menor.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos comportamentais de variagbes nos arranjos experimentais de
condicionamento ao local induzido por etanol em ratos em aparatos de 3 camaras com 75 cm

de comprimento.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Verificar se condicionamento ao local ocorre em aparatos de 3 cdmaras com 75 cm de

comprimento;



80

- Verificar se variaveis como (a) presenca e auséncia de linha de base, (b) duracdo dos
intervalos interfasicos linha de base-condicionamento e condicionamento-teste (c) duracao dos
intervalos entre as sessdes de condicionamento e (d) horario de condicionamento influenciam
o desenvolvimento de preferéncia condicionada ao local ou de averséo condicionada ao local,
induzidas por etanol em ratos;

- Realizar andlise do desenvolvimento temporal de preferéncia/aversao condicionada

nas sessdes de teste dos experimentos.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 SUJEITOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados 70 ratos Wistar machos adultos com 60 dias de idade (ratos adultos
jovens segundo a classificacdo de Sengupta, 2013) no inicio dos experimentos. Os animais eram
provenientes do Centro de Reproducédo e Experimentacdo de Animal de Laboratorio da UFRGS
(CREAL-UFRGS) e adquiridos com 50 dias de idade. Apds a chegada, os animais foram
mantidos no Biotério Setorial de Farmacologia do Instituto de Ciéncias da Saude da UFRGS
em gaiolas-viveiro de polietileno branco (41x34x16cm), em nimero de 2 ou 4 por gaiola-
viveiro, com livre acesso a &gua e racao granulada, com temperatura de 22 + 2°C e ciclo claro-

escuro 12/12 h (luzes acesas as 07:00 h). O periodo de aclimatacdo a coldnia foi de 10 dias.

3.2 APARATOS EXPERIMENTAIS

O aparato foi confeccionado em acrilico transparente com duas camaras distais
separadas por uma camara central, sendo as camaras dispostas serialmente. As camaras distais
(de condicionamento) apresentam dimensdes (C x L x A) de 30 x 40 x 50 cm e a central possuli
dimens@es de 15 x 40 x 50 cm. A passagem entre as camaras de condicionamento e a camara
central foi permitida por aberturas com dimensdes (L x A) de 15 x 15 cm, as quais foram
fechadas durante a fase de condicionamento para o confinamento dos animais numa ou em outra
camara distal. As paredes das camaras distais foram recobertas externamente com diferentes
padrdes (vertical ou horizontal) de listras branco e preto e as paredes da camara de acesso foram
pintadas de branco. Os solos das camaras distais foram recobertos com pisos de borracha de
texturas diferentes (lisa vs rugosa) e o solo da cAmara de acesso foi recoberto com material

plastico liso, opaco e resistente.

3.3 PROTOCOLOS DOS EXPERIMENTOS DE CONDICIONAMENTO

Os protocolos foram conduzidos em duas ou em 3 fases (experimentos 1 e 2 e
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experimentos 3, 4 e 5, respectivamente). No caso dos protocolos com duas fases, estes
apresentaram fase de condicionamento (composta por 8 sessdes) e fase de teste (sessdo Unica
pos-condicionamento). Os protocolos com 3 fases apresentaram fase de linha de base (sessdo
Unica pré-condicionamento), fase de condicionamento (composta por 8 sessbes de
condicionamento) e fase de teste (sessdo Unica pos-condicionamento).

As variaveis manipuladas nos arranjos de MCL investigados foram: linha de base (0 ou
30 min), intervalo entre as sessdes de condicionamento (24 h ou 48 h), intervalos interfasicos
linha de base-condicionamento e condicionamento-teste (24 h ou 48 h) e intervalo de horario
de condicionamento (das 07:50 as 09:50 h e das 10:30 as 12:30 h; horarios de entrada dos
animais nos modelos). Os arranjos experimentais componentes de cada experimento
encontram-se ilustrados na Tabela 2.1, sendo discriminados 0os nimeros de animais no grupo

experimental e no grupo controle por experimento.

Tabela 2.1
Arranjos de MCL investigados e nimero de sujeitos utilizados.

Exp. Hora NSLB DSLB IIF NSC DSC ISC IIF  DST Via Dose N° N°
de (min) LB-C (min)  (h) C-T (min) EtOH GE GC
inicio (h) (h) (g/kg)

01 0750 O NA NA 8 30 24 24 30 ig 12 6 6

02 10:30 0 NA NA 8 30 24 24 30 g 12 6 6

03 0750 1 30 24 8 30 24 24 30 g 12 8 8

04 1030 1 30 24 8 30 24 24 30 g 12 8 8

05 10:30 1 30 48 8 30 48 48 30 ig 12 7 7

Nota: Exp., experimento; NSLB, nimero de sessdes de linha de base; DSLB, duragéo da sessdo de linha de base;
I1F LB-C, intervalo interfasico linha de base-condicionamento; NSC, nimero de sessdes de condicionamento; DSC,
duragdo (em minutos) das sessdes de condicionamento; ISC, intervalo (em horas) entre as sessdes de
condicionamento; I1F C-T, intervalo interfasico (em horas) condicionamento-teste; DST, duragdo (em minutos) da
sessdo de teste; EtOH, etanol; N° GE, nimero de animais no grupo experimental; N° GC, nimero de animais no

grupo controle; NA, nédo se aplica; ig, via de administragdo intragastrica (gavagem).

3.3.1 Linha de Base (pré-condicionamento)

A sessdao de linha de base foi idéntica em todos os experimentos com 3 fases
(experimentos 3, 4 e 5) e teve duragdo de 30 min. Nessa fase, os animais foram colocados
individualmente na camara central do aparato, com acesso irrestrito a todo o aparato. O critério
de entrada em cada camara foi o posicionamento das duas patas dianteiras na camara.

Grau de severidade do protocolo: leve (CONCEA, 2016)

3.3.2 Condicionamento
Os protocolos de condicionamento foram do tipo pavloviano discriminativo (Stewart,

1992; Stewart & Eikeboon, 1987), com balanceamento de pareamento como critério de selecéo
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da cdmara distal a ser pareada com a administracdo do etanol, isto é, metade dos animais dos
grupos experimentais recebeu etanol na cdmara com listras verticais e a outra metade na camara
com listras horizontais. Os animais foram distribuidos em dois grupos em cada um dos arranjos
de condicionamento: controle (n = 6-8) e experimental (n = 6-8). Nas sessdes de
condicionamento 1, 3, 5 e 7 o tratamento com solucéo salina (NaCl 0,9 %) foi administrado por
gavagem (volume de 10 mL/kg) aos animais do grupo controle e do grupo experimental. Um
minuto e meio ap6s a administracéo, os animais foram confinados numa das camaras distais do
aparato (metade na camara x, metade na camara y). Nas sessdes de condicionamento 2, 4, 6 e 8
0s animais do grupo experimental foram tratados com 1,2 g/kg de solucédo etanol (12,6% v/v)
por gavagem (10 mL/kg) e os animais do grupo controle foram tratados com solucdo salina
(NaCl 0,9%) com via de administracdo e volumes correspondentes. Um minuto e meio apos o
tratamento, os animais foram confinados na outra camara distal do aparato.
Grau de severidade do protocolo: leve (CONCEA, 2016)

3.3.3 Teste (Pds-condicionamento)

A sessdo de teste foi idéntica em todos os experimentos e teve 30 min de duracdo. Nesta
fase, os animais foram colocados individualmente na cdmara central, com acesso irrestrito a
todo o aparato. O critério de entrada em cada camara foi o posicionamento das patas dianteiras
no referido local.

Grau de severidade do protocolo: leve (CONCEA, 2016)

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Todas as sessdes experimentais foram registradas por meio da webcam C920 Pro HD
(Logtech®) em resolucdo de 720 pixels, sendo os dados coletados e analisados pelo mesmo
experimentador.

A resposta comportamental quantificada durante as sessdes de linha de base (pre-
condicionamento) e teste (pos-condicionamento) foi o tempo de permanéncia em cada uma das
camaras. O tempo de permanéncia individual foi registrado e expresso em segundos.

Os resultados grupais foram expressos (em segundos) como média + erro padrdo da
média. A normalidade dos dados foi avaliada no programa SPSS pelo teste de Shapiro-Wilk,
assumindo-se a < 0,05. A andlise estatistica inferencial foi realizada no mesmo programa
utilizando ANOVA bicaudal seguida pelo teste t de Student (bicaudal), assumindo-se a < 0,05
como critério de significancia. A analise dos experimentos 1 e 2, e 3 e 4 ocorreu aos pares por

conta de cada par experimental poder ser considerado como um unico experimento.
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3.5. CONSIDERACOES BIOETICAS

Os experimentos foram realizados de acordo com os preceitos da diretriz legal brasileira
sobre uso de animais de experimentacdo (Lei N° 11.794/2008), além das Resolucdes
Normativas N° 13 (Eutanasia) e 30 (Cuidado e Utilizacdo) do CONCEA (2013; 2016),
envolvendo o amplo bem-estar geral dos animais, com o minimo de desconforto ou sofrimento
na maioria dos procedimentos. Cumpre, adicionalmente, as recomendacfes da Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL/COBEA), da Sociedade Brasileira
de Neurociéncias e Comportamento (SBNeC), da International Brain Research Organization
(IBRO) e as recomendacdes do National Research Council (NRC), conforme publicadas no
Guide for the care e use of laboratory animals (NRC, 2010) e no Guidelines for the care e use
of mammals in neuroscience e behavioral research (NRC, 2003). Deste modo, 0 projeto que
cobre este trabalho foi avaliado e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CEUA/UFRGS) antes de iniciar-se 0s
experimentos. O projeto foi registrado sob o protocolo N° 29672 e intitulado “Condicionamento
ao local induzido por etanol em ratos: Investigacdo sistematica de bases metodologicas e

neurofisioldgicas”. A carta de aprovacao pode ser vista no Anexo A.

4 RESULTADOS

4.1 EXPERIMENTOS 1E 2

A Figura 2.1 exibe escores individuais dos tempos de permanéncia na camara pareada
com etanol (CPE) e na cdmara nédo pareada com etanol (CNPE) nos experimentos 1 e 2. A
distribuicdo por horario dos escores individuais disposta na Figura 2.1 sugere queda continua
nos escores individuais obtidos na CNPE de animais tratados com etanol, enquanto que ha um
aumento brusco nos escores obtidos na CPE a partir das 10:30 h em relacdo aos valores obtidos
no periodo das 07:50 as 09:50 h. Esses dados indicam modulagdo circadiana nos efeitos
reforcadores/aversivos do etanol no MCL.

De forma a avaliar a possibilidade de aplicacéo de estatistica inferencial paramétrica, a
normalidade dos dados foi testada segundo duas organizages. Na primeira organizagéo, oS
dados foram agrupados como constituindo somente dois grupos (n=12 por grupo): grupo
experimental (E0750-1230) e grupo controle (C0750-1230). Na segunda organizacao, esses
mesmos dados foram divididos em 4 grupos (2 experimentais: E0750, E1030; 2 controles:
C0750, C1030) segundo os intervalos de horario das 07:50 as 09:50 h e das 10:30 as 12:30 h.

Como pode ser visto na Tabela 2.2, as diferentes organizacdes apresentaram distribuicdo normal.
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CPE 07:50 CNPE 07:50 CPE 09:10 CNPE 09:10 CPE 09:50 CNPE 09:50

Cimara de condicionamento por horirio de enfrada no aparato

CPE 10:30 CNPE 10:30 CPE 11:10 CNPE 11:10 CPE 12:30 CNPE 12:30

Cimara de condicionamento por horirio de enfrada no aparato

2.1a, tempo de permanéncia individual na CPE e na CNPE durante a sessdo de teste de animais do grupo
experimental no intervalo das 07:50 as 09:50 (Experimento 1; horario de entrada dos animais no modelo); 2.1b,
tempo de permanéncia individual na CPE e na CNPE durante a sessdo de teste de animais do grupo controle no
intervalo das 07:50 as 09:50 (Experimento 1; horario de entrada dos animais no modelo); 2.1c, tempo de
permanéncia individual na CPE e na CNPE durante a sessdo de teste de animais do grupo experimental no intervalo
das 10:30 as 12:30 (Experimento 2; horario de entrada dos animais no modelo); 2.1d, tempo de permanéncia
individual na CPE e na CNPE durante a sessdo de teste de animais do grupo controle no intervalo das 10:30 as
12:30 (Experimento 2; horério de entrada dos animais no modelo).
Barras indicam o escore de cada animal.

Tabela 2.2

Teste de normalidade dos experimentos 1 e 2.

Organizages Casos Teste de Shapiro-Wilk
Grupo Camara Validos Ausentes Estatistica gl Significancia
N Porcentagem N Porcentagem

E0750-1230 CPE 12 100% 0 0% 0,960 12 0,784
E0750-1230 CNPE 12 100% 0 0% 0,899 12 0,152
C0750-1230 CPE 12 100% 0 0% 0,949 12 0,620
C0750-1230 CNPE 12 100% 0 0% 0,982 12 0,991
E0750 CPE 6 100% 0 0% 0,968 6 0,880
E0750 CNPE 6 100% 0 0% 0,947 6 0,715
CO0750 CPE 6 100% 0 0% 0,936 6 0,628
CO0750 CNPE 6 100% 0 0% 0,946 6 0,711
E1030 CPE 6 100% 0 0% 0,872 6 0,233
E1030 CNPE 6 100% 0 0% 0,952 6 0,757
C1030 CPE 6 100% 0 0% 0,950 6 0,744
C1030 CNPE 6 100% 0 0% 0,877 6 0,253

Nota: gl, grau de liberdade; N, nimero; CPE, cAmara pareada com etanol; CNPE, cAmara néo pareada com etanol
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Quando a primeira organizacdo foi testada por teste t para medidas independentes, 0s
seguintes resultados foram obtidos:

a) CPE (E0750-1230 vs. C0750-1230): t = 1,060; gl = 22; p = 0,301;
b) CNPE (E0750-1230 vs. C0750-1230): t = 0,31; gl = 22; p = 0,976.

Nesse caso, a comparacdo dos grupos experimental e controle Unicos por teste t ndo
resultou em diferengas significativas em medidas independentes.

Quando esses mesmos dados foram organizados em 4 grupos (2 experimentais: EQ750,
E1030; 2 controles: C0750, C1030) segundo os intervalos de horario das 07:50 as 09:50 h e das
10:30 as 12:30 h, ANOVA mista 4x2 com grupos como fatores independentes e com cadmaras
(CPE e CNPE) como fatores repetidos resultou em diferenca signficativa na interagdo grupo x
camara (F = 3,432; gl = 3; p = 0,037; n? = 0,340), mas n3o no efeito principal das camaras (F =
0,370; gl = 1; p = 0,550; n? = 0,018). Esses resultados da ANOVA indicam que quaisquer
diferengas detectadas post hoc ndo podem ser atribuidas aos efeitos das camaras de
condicionamento per se, mas decorrem da interacao entre tratamento e horario.

Comparac@es post-hoc por teste t para medidas independentes obtiveram os seguintes
resultados:

a) CPE (EQ750 vs. C0750): t =-0,351; gl =10; p=0,733;
b) CNPE (E0750 vs. C0750): t = 0,255; gl = 10; p = 0,804;
c) CPE (E1030 vs. C1030): t = 2,284; gl = 10; p = 0,045;

d) CNPE (E1030 vs. C1030): t =-0,377; gl = 10; p = 0,714;
e) CPE (E0750 vs. E1030): t = -4,295; gl = 10; p = 0,002;
f) CNPE (E0750 vs. E1030): t = 2,572; gl = 10; p = 0,028.

J& as comparacgdes post-hoc por teste t para medidas repetidas obtiveram os seguintes
resultados:

a) EQ750 (CPE vs. CNPE): t=-1,921; gl =5; p=0,113;
b) C0750 (CPE vs. CNPE): t =-0,922; gl =5; p = 0,399;
¢) E1030 (CPE vs. CNPE): t =5,083; gl =5; p = 0,004;
d) C1030 (CPE vs. CNPE): t =0,459; gl = 5; p = 0,665.

Esses resultados post hoc para medidas independentes e repetidas indicam
condicionamento de PCL somente no intervalo 10:30-12:30 h. Além disso, indicam tendéncia
ao condicionamento de ACL no grupo EQ750: comparacao dos tempos de permanéncia na CPE
e na CNPE entre os grupos E0750 e E1030 indicou diferencas significativas. Porém essa

tendéncia no grupo E0750 néo foi significativamente diferente da exibida pelo grupo C0750. A
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Figura 2.2 apresenta os resultados dos grupos quando estes foram organizados de forma
conjunta ou separada por horério, destacando as diferencas encontradas.
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Figura 2.2. Tempos médios de permanéncia na CPE e na CNPE segundo organizacdo conjunta

e separada dos dados dos animais tratados com etanol ou com salina dos experimentos 1 e 2.
2.2a, tempos médios de permanéncia na CPE e na CNPE durante a sessdo de teste do grupo experimental Gnico
(grupo experimental 0750-1230; n=12). 2.2b, tempos médios de permanéncia ha CPE e na CNPE durante a sesséo
de teste do grupo controle Unico (grupo controle 0750-1230; n=12). 2.2c, tempos médios de permanéncia na CPE
e na CNPE durante a sessdo de teste dos grupos E0750 e E1030 (n=6 por grupo). 2.2c, tempos médios de
permanéncia na CPE e na CNPE durante a sessdo de teste dos grupos C0750 e C1030 (h=6 por grupo).

Barras indicam o escore de médio de cada grupo (escores médios + SE). EtOH, etanol; Sal, salina.

* nafigura 2.2c, indica diferenca significativa (p=0,004) segundo teste t para medidas repetidas (E1030: CPE vs.
CNPE). ©, nas figuras 2.2c e 2.2d, indica diferenca significativa (p=0,045) segundo teste t para medidas

independentes (E1030 vs. C1030, CPE). #, na figura 2.2c, indica diferenca significativa (p=0,002) segundo teste t
para medidas independentes (E0750 vs. E1030, CPE).

De forma a verificar o desenvolvimento do condicionamento ao longo da sesséo de teste,
intervalos cumulativos de 5 min (00:01-05:00; 00:01-10:00; 00:01-15:00; 00:01-20:00; 00:01-
25:00 e 00:01-30:00 min) foram submetidos a teste t para medidas independentes. Os seguintes
resultados significativos foram obtidos:

a) intervalo 00:01-10:00 (CPE, E1030 vs. C1030): t = 2,302; gl = 10; p = 0,044;
b) intervalo 00:01-15:00 (CPE, E1030 vs. C1030): t = 2,359; gl = 10; p = 0,04;

¢) intervalo 00:01-30:00 (CPE, E1030 vs. C1030): t = 2,284; gl = 10; p = 0,045;
d) intervalo 00:01-20:00 (CNPE, E0750 vs. E1030): t =-2,509; gl = 10; p = 0,031;
e) intervalo 00:01-25:00 (CPE, E0750 vs. E1030): t = -3,292; gl = 10; p = 0,008;
f) intervalo 00:01-30:00 (CPE, E0750 vs. E1030): t = -4,295; gl = 10; p = 0,002;
g) intervalo 00:01-30:00 (CNPE, E0750 vs. E1030): t =-2,572; gl = 10; p = 0,028.
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J& a andlise dos intervalos cumulativos por teste t para medidas repetidas obteve os
seguintes resultados significativos:
a) intervalo 00:01-20:00 (E1030, CPE vs. CNPE): t = -2,823; gl = 5; p = 0,037;
b) intervalo 00:01-25:00 (E1030, CPE vs. CNPE): t = -3,094; gl = 5; p = 0,027;
¢) intervalo 00:01-30:00 (E1030, CPE vs. CNPE): t = -5,083; gl = 5; p = 0,004.

Esses resultados indicam desenvolvimentos diferentes dos tempos de permanéncia na
CPE e na CNPE em relacdo a camara central (CC), sendo que as curvas CPE e CNPE
divergiram entre o décimo e décimo quinto min do teste no grupo E1030. Por outro lado, todos
0s 4 ultimos intervalos cumulativos analisados no grupo E1030 apresentaram diferencgas
significativas em medidas repetidas (intervalos 00-20, 00-25 e 00-30 min) e em medidas
independentes (intervalos 00-10, 00-15 e 00-30 min), mas somente o Ultimo intervalo
apresentou ambas as diferencas (00-30 min). Além disso, ha desenvolvimentos temporais
diferentes dos efeitos do condicionamento ao longo da sessdo de teste nos horarios das 07:50
as 09:50 h e das 10:30 as 12:30 h. A Figura 2.3 apresenta os resultados em forma de curvas
cumulativas dos tempos medios de permanéncia na CC, na CPE e na CNPE, destacando as

diferencas encontradas no grupo experimental e entre os grupos experimental e controle.
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Figura 2.3. Tempo de permanéncia nas CPE, CNPE e CC na sessdo de teste segundo intervalos

cumulativos de 5 minutos.

Dados cumulativos do tempo de permanéncia no compartimento pareado com etanol (CPE), no
compartimento ndo pareado com etanol (CNPE) e no compartimento central (CC) nos grupos E0750
(periodo 07:50-09:50 h), E1030 (periodo 10:30-12:30 h), C0750 (periodo 07:50-09:50 h) e C1030 (periodo 10:30-
12:30 h). Curvas construidas a partir da organizagdo dos dados em intervalos cumulativos de cinco minutos
(escores meédios + SE).

2.3a, curvas cumulativas médias de tempo de permanéncia nas CPE, CNPE e CC do grupo E0750; 2.3b, curvas
cumulativas médias de tempo de permanéncia nas CPE, CNPE e CC do grupo C0750; 2.3c, curvas cumulativas
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médias de tempo de permanéncia nas CPE, CNPE e CC do grupo E1030; 2.3d, curvas cumulativas médias de
tempo de permanéncia nas CPE, CNPE e CC do grupo C1030.

°, na figura 2.3c, indica diferencas significativas no vigésimo, no vigésimo quinto e no trigésimo minuto
(respectivamente, p=0,037, p=0,027 e p=0,004) segundo teste t para medidas repetidas (E1030, CPE vs. CNPE).
*, nas figuras 2.3c e 2.3d, indica diferencas significativas no décimo, no décimo quinto e no trigésimo minuto
(respectivamente, p=0,044, p=0,040 e p=0,045) segundo teste t para medidas independentes (CPE, E1030 vs.
C1030).

4.2 EXPERIMENTOS 3E 4

Tal como no caso dos experimentos 1 e 2, os dados dos experimentos 3 e 4 foram
organizados de duas maneiras para a andlise estatistica. Na primeira organizacéo, os dados
foram agrupados como constituindo somente dois grupos (n = 16 por grupo): grupo
experimental 0750-1230 (E0750-1230) e grupo controle 0750-1230 (C0750-1230). Na segunda
organizacdo, esses mesmos dados foram divididos em 4 grupos (2 experimentais: E0750,
E1030; 2 controles: C0750, C1030) segundo os intervalos de horario das 07:50 as 09:50 h e das
10:30 as 12:30 h. A Tabela 2.3 exibe os resultados do teste de normalidade dos grupos segundo

as duas organizacdes.

Tabela 2.3
Teste de normalidade dos experimentos 3 € 4.
Organizac0es Casos Teste de Shapiro-Walk
Grupos Céamaras Vélidos Ausentes Estatistica gl SignificAncia
LB Teste N Porcentagem N Porcentagem
E0750-1230 CPE 16 100% O 0% 0,938 16 0,327
E0750-1230 CNPE 16 100% 0 0% 0,904 16 0,092
E0750-1230 CPE 16 100% O 0% 0,983 16 0,984
E0750-1230 CNPE 16 100% 0 0% 0,914 16 0,137
C0750-1230 CPE 16 100% O 0% 0,960 16 0,661
C0750-1230 CNPE 16 100% O 0% 0,907 16 0,103
C0750-1230 CPE 16 100% O 0% 0,963 16 0,717
C0750-1230 CNPE 16 100% O 0% 0,968 16 0,809
E0750 CPE 8 100% O 0% 0,946 8 0,669
E0750 CNPE 8 100% O 0% 0,819 8 0,046
E0750 CPE 8 100% O 0% 0,980 8 0,961
E0750 CNPE 8 100% O 0% 0,935 8 0,566
C0750 CPE 8 100% O 0% 0,988 8 0,992
C0750 CNPE 8 100% O 0% 0,949 8 0,704
C0750 CPE 8 100% O 0% 0,938 8 0,596
C0750 CNPE 8 100% O 0% 0,949 8 0,696
E1030 CPE 8 100% O 0% 0921 8 0,440
E1030 CNPE 8 100% 0 0% 0,979 8 0,956
E1030 CPE 8 100% O 0% 0,957 8 0,785
E1030 CNPE 8 100% O 0% 0,886 8 0,212
C1030 CPE 8 100% O 0% 0949 8 0,703
C1030 CNPE 8 100% O 0% 0,678 8 0,001
C1030 CPE 8 100% O 0% 0,824 8 0,061
C1030 CNPE 8 100% O 0% 0912 8 0,368

Nota: LB, linha de base; gl, grau de liberdade; N, nimero; CPE, camara pareada com etanol; CNPE, camara ndo

pareada com etanol.
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Como pode ser visto na Tabela 2.3, a primeira organizacdo apresentou distribuicéo
normal. J& no caso da segunda organizacdo, somente o tempo de permanéncia na CNPE durante
a linha de base dos grupos E0750 e C1030 néo apresentou distribui¢cdo normal. Tendo em vista
que (a) a frequéncia de falhas de normalidade é baixa nos dados dos experimentos 3 e 4, que
(b) as falhas ocorreram nos tempos de permanéncia na CNPE e somente na linha de base, que
(c) a ANOVA ndo é considerada muito sensivel a desvios moderados de normalidade, e que (c)
estudos de simulagdo, usando uma variedade de distribuicdes ndo normais, mostraram que a
taxa de falsos positivos € minimamente afetada pela violacdo da assuncdo de distribuicdo
normal (Glass, Peckham, & Sanders, 1972; Harwell, Rubinstein, Hayes, & Olds, 1992; Lix,
Keselman, & Keselman, 1996; para outras consideragfes e contra-argumentos, ver Dixon,
2008), tais falhas de normalidade ndo impedem a aplicacdo de testes paramétricos nos dados
dos experimentos 3 e 4.

Quando a primeira organizacgdo foi testada por teste t para medidas independentes, as
diferencas entre os grupos experimental e controle resultaram ndo significativas:

a) CPE linha de base (E0750-1230 vs. C0750-1230): t = 0,296; gl = 30; p = 0,769;
b) CNPE linha de base (E0750-1230 vs. C0750-1230): t =-0,296; gl = 30; p = 0,769;
c) CPE teste (E0750-1230 vs. C0750-1230): t =-1,694; gl = 30; p = 0,101,

d) CNPE teste (E0750-1230 vs. C0750-1230): t = 0,511; gl = 30; p = 0,613.

Quando a organizagédo foi testada por teste t para medidas repetidas, as diferencas

também resultaram néo significativas:

a) E0750-1230 linha de base (CPE vs. CNPE): t = 0,745; gl = 15; p = 0,468;

b) C0750-1230 linha de base (CPE vs. CNPE): t = 0,202; gl = 15; p = 0,842;

c¢) E0750-1230 teste (CPE vs. CNPE): t = 0,495; gl = 15; p = 0,628;

d) C0750-1230 teste (CPE vs. CNPE): t = 1,948; gl = 15; p = 0,07;

e) E0750-1230 (CPE linha de base vs. CPE teste): t = 0,918; gl = 15; p = 0,373;

f) E0750-1230 (CNPE linha de base vs. CNPE teste): t = 0,349; gl = 15; p = 0,732;
g) C0750-1230 (CPE linha de base vs. CPE teste): t =-1,200; gl = 15; p = 0,249;

h) C0750-1230 (CNPE linha de base vs. CNPE teste): t = 1,110; gl = 15; p = 0,285;

Esses resultados post hoc para medidas independentes e repetidas corroboram os
resultados da analise conjunta realizada para os experimentos 1 e 2, indicando que a
organizacédo conjunta de dados obtidos no periodo de 07:50 as 12:30 h ndo € a melhor forma de
se analisar os dados.

Quando esses mesmos dados foram organizados em quatro grupos (2 experimentais:
E0750, E1030; 2 controles: C0750, C1030) segundo os intervalos de horario (das 07:50 as 09:50
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h e das 10:30 as 12:30 h), ANOVA mista 4x4, com grupos como fatores independentes e com
tempos (CPE linha de base, CNPE linha de base, CPE teste, CNPE teste) como fatores repetidos,
resultou em diferencas ndo significativas no efeito principal do tempo (F =1,510; gl =3; p =
0,218) e na interagdo grupo x tempo (F =0,818; gl = 9; p = 0,601).

Esses resultados indicam efeitos de inibicdo latente sobre o condicionamento. Quando
0 protocolo de MCL empregado n&o possui fase de linha de base, condicionamento de PCL
ocorre no intervalo de 10:30 as 12:30 h (experimento 2). Quando fase de linha de base é
adicionada ao protocolo de MCL no intervalo de 10:30 as 12:30 h, mantendo-se demais
variaveis nos mesmos parametros, obtem-se falha de condicionamento (experimento 4). Além
disso, os resultados também corroboram a inadequacéao de uso do periodo de 07:50 as 09:50 h
para o condicionamento ao local com etanol: ambos experimentos 3 e 4, realizados nesse
horério, resultaram em falha de condicionamento. A Figura 2.4 apresenta os dados dos tempos
médios de permanéncia na CPE e na CNPE nos experimentos 3 e 4 para 0S grupos

experimentais e controles, organizados segundo as duas maneiras diferentes.
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Figura 2.4. Tempos médios de permanéncia na CPE e na CNPE segundo organizacgao conjunta
e em separado dos dados dos animais tratados com etanol ou com salina dos experimentos 3 e
4.

2.4a, tempos médios de permanéncia na CPE e na CNPE durante as sessdes de linha de base e de teste do grupo
experimental Gnico (E0750-1230; n=16); 2.4b, tempos médios de permanéncia na CPE e na CNPE durante as
sessdes de linha de base e de teste do grupo controle Gnico (C0750-1230; n=16); 2.4c, tempos médios de
permanéncia na CPE e na CNPE durante as sess6es de linha de base e de teste do grupo EQ0750 (n=8); 2.4d, tempos
médios de permanéncia na CPE e na CNPE durante as sessdes de linha de base e de teste do grupo C0750 (n=8);
2.4e, tempos médios de permanéncia na CPE e na CNPE durante as sessdes de linha de base e de teste do grupo
E1030 (n=8); 2.4f, tempos médios de permanéncia na CPE e na CNPE durante as sessdes de linha de base e de
teste do grupo C1030 (n=8).

Barras indicam o escore de médio de cada grupo (escores médios + SE).

4.3 EXPERIMENTO 5

A Tabela 2.4 exibe os resultados do teste de normalidade dos grupos do experimento 5.
Como pode ser visto na referida tabela, apenas 1 dos 8 tempos de permanéncia apresentou
distribuicdo ndo-normal: linha de bade do grupo C1030 na CNPE. Tal qual o caso dos
experimentos 3 e 4, essa baixa frequéncia de falha de normalidade nos dados do experimento 5

ndo impede a aplicacdo de teste paramétrico para analise de dados.

Tabela 2.4

Teste de normalidade do experimento 5.

Organizagoes Casos Teste de Shapiro-Walk

Grupo Camaras Vélidos Ausentes Estatistica gl SignificAncia
LB Teste N Porcentagem N Porcentagem

E1030 CPE 7 100% O 0% 0,984 7 0,976

E1030 CNPE 7 100% 0 0% 0,908 7 0,380

E1030 CPE 7 100% O 0% 0,838 7 0,096

E1030 CNPE 7 100% O 0% 0,844 7 0,246

C1030 CPE 7 100% O 0% 0,849 7 0,121

C1030 CNPE 7 100% O 0% 0,771 7 0,021

C1030 CPE 7 100% O 0% 0,980 7 0,961

C1030 CNPE 7 100% O 0% 0,929 7 0,539

Nota: LB, linha de base; gl, grau de liberdade; N, nimero; CPE, camara pareada com etanol; CNPE, camara ndo

pareada com etanol.

Quando os dados dos grupos do experimento 5 foram comparados por ANOVA mista
2x4, com grupos (E1030 e C1030) como fatores independentes e tempos (CPE linha de base,
CNPE linha de base, CPE teste, CNPE teste) como fatores repetidos. A comparacédo resultou
em diferenca significativa na interagdo grupo vs. tempos (F = 3,763; gl = 3; p = 0,019; n? =
0,239), mas ndo no efeito principal do tempo (F = 2,740; gl = 3; p = 0,57; n? = 0,186). O
resultado da ANOVA para efeito principal do tempo indica que as diferencas encontradas néo
advém de diferencas entre as camaras de condicionamento na linha de base entre 0s grupos.
Além disso, o resultado de diferenca significativa na interagdo grupo vs tempos indica que as
diferengas séo decorrentes dos efeitos dos diferentes tratamentos sobre o tempo de permanéncia

nas camaras de condicionamento durante o teste.
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Quando os grupos foram submetidos a comparagdes post-hoc por teste t para medidas
independentes, os seguintes resultados foram obtidos:

a) CPE linha de base (E1030 vs. C1030): t =-0,922; gl = 12; p = 0,375;
b) CNPE linha de base (E1030 vs. C1030): t = 1,902; gl = 12; p = 0,081;
c) CPE teste (E1030 vs. C1030): t = -2,257; gl = 12; p = 0,043,

d) CNPE teste (E1030 vs. C1030): t = 0,610; gl = 12; p = 0,553.

ComparacOes post-hoc por teste t para medidas repetidas obtiveram 0s seguintes
resultados:

a) E1030 linha de base (CPE vs. CNPE): t =-1,954; gl = 6; p = 0,099;
b) C1030 linha de base (CPE vs. CNPE): t = 0,550; gl = 6; p = 0,602;
c) E1030 teste (CPE vs. CNPE): t = -3,156; gl = 6; p = 0,020;
d) C1030 teste (CPE vs. CNPE): t = 0,182; gl = 6; p = 0,862.

Esses resultados post hoc indicam que o aumento de 24 para 48 h dos intervalos
interfasicos linha de base-condicionamento e condicionamento-teste e dos intervalos entre
sessOes de condicionamento € capaz de contornar os efeitos da inibicdo latente e restabelecer o
producdo de PCL no horario das 10:30 as 12:30 h. A Figura 2.5 apresenta os dados dos tempos
médios de permanéncia na CPE e na CNPE durante as sessdes de linha de base e de teste dos
grupos experimental (E1030) e controle (C1030) no experimento 5, destacando as diferencas

significativas encontradas.
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Figura 2.5. Tempos médios de permanéncia ha CPE e na CNPE durante as sessdes de linha de
base e de teste dos animais tratados com etanol ou com salina do experimento 5.
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*, indica diferenca siginificativa nos tempos de permanéncia na CPE durante a sessdo de teste entre o grupo

experimental e controle (teste t para medidas independentes, p = 0,043). ©, indica diferenca siginificativa entre os
tempos de permanéncia na CPE e na CNPE durante a sessdo de teste (teste t para medidas repetidas, p = 0,02).

5 DISCUSSAO E CONCLUSOES

Os resultados dos experimentos 1 e 2 corroboram os resultados de PCL anteriormente
obtidos por Morales et al. (2012) utilizando protocolo de condicionamento sem linha de base
no periodo das 10:00 as 11:00 h. O protocolo de MCL aplicado nos grupos E1030 e C1030
ocorreu 3 h e meia ap0s o inicio da fase clara do ciclo claro-escuro e se estendeu por mais 2 h.,
Morales et al. (2012) realizaram seus experimentos a partir de 4 h apés o inicio da fase clara,
0s quais se estenderam por mais 1 h, periodo esse englobado pelo horério utilizado nesse estudo.
Ademais, a anlise indica que quando os dados destes periodos (07:50-09:50 h e 10:30-12:30
h) séo interpretados como pertencendo a mesma categoria (caso das Figuras 2.1a e 2.1b), ha
possibilidade de ndo se detectar efetividade do condicionamento. Esses resultados podem
explicar as falhas de condicionamento reportadas por Busse e Riley (2002) e Busse et al. (2004)
e, a0 menos em parte, o condicionamento de ACL relatado por Busse et al. (2005). Esses
pesquisadores realizaram seus experimentos a partir de 1 h apds o inicio da fase clara e 0s
mesmos se estenderam por mais 5 ou 7 h (no primeiro caso: Busse & Riley, 2002; Busse et al.,
2005; no segundo: Busse et al., 2004), mas ndo diferenciaram os horéarios. Ainda assim, deve
ser enfatizado que tanto Morales et al. (2012) quanto o grupo de Busse utilizaram via de
administracdo (intraperitoneal) e doses de etanol (0,5 e 1,5 g/kg) diferentes das empregadas
nesse estudo. Além disso, o grupo de Busse utilizou alocacdo individual, enquanto a alocacdo
grupal foi utilizada tanto nesse estudo quanto em Morales et al. (2012).

Levando-se em conta essas ressalvas, quando sdo tomados em conjunto os dados de
Morales et al. (2012), de Busse et al. (2005) e os dados dos experimentos 1 e 2 realizados nesse
estudo, a analise indica interacdo entre o sistema de alocacédo e o horario no qual experimentos
sem fases de habituacdo foram realizados: (a) quando a alocacgéo individual é utilizada e o
condicionamento ocorre entre as 07:50 e as 09:50 h, h4 maiores chances de obtencdo de ACL,;
(b) quando alocacéo individual € utilizada e o condicionamento ocorre entre as 10:30 e as 12:30
h, h&d maiores chances de falha de condicionamento; (c) quando a alocagéo grupal € utilizada e
0 condicionamento ocorre entre as 07:50 e as 09:50 h, ha maiores chances de falha de
condicionamento; (d) quando a alocacédo grupal é utilizada e o condicionamento ocorre entre as

entre as 10:30 e as 12:30 h, ha maiores chances de condicionamento de PCL.
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No caso da analise temporal das curvas cumulativas de tempo de permanéncia,
anteriormente foi demonstrado que, no grupo E1030 do experimento 2, ha o desenvolvimento
de diferentes curvas para a CPE a CNPE em relacdo a CC, sendo que as curvas CPE e CNPE
divergiram entre si a partir do décimo e do décimo quinto min do teste. Também foi
demonstrado anteriormente que em todos os 4 ultimos intervalos cumulativos analisados no
grupo E1030, diferencgas significativas foram encontradas em medidas repetidas (intervalos 00-
20, 00-25 e 00-30 min) e em medidas independentes (intervalos 00-10, 00-15 e 00-30 min),
sendo que apenas o ultimo intervalo apresentou ambas diferencgas (00-30 min). Este padrdo ndo
foi encontrado nos demais grupos e 0 mesmo pode ser caracteristico de protocolos
experimentais que utilizem administracdo intragastrica e resultem em condicionamento efetivo
(isto é, que apresentem ambas as diferencas num mesmo locus temporal, caso do intervalo de
00-30 min). Esse resultado demanda maior cautela na interpretacdo de dados advindos de testes
cuja duracdo seja menor que este intervalo. Por exemplo, Bedingfield et al. (1999) utilizaram
administragao por gavagem e sessdo de teste com duracgdo de 20 min e ndo obtiveram resultados
significativos. Em acordo com esses dados, as diferencas detectadas entre os grupos E0750 e
E1030 dos experimentos 1 e 2 surgiram a partir do vigésimo min do teste. Assim, quando
implementada administracdo intragéstrica, tal ocorréncia indica que testes com menores
duracBes que 20-30 min ndo sdo adequados a deteccdo de variabilidade circadiana na
efetividade de protocolos de condicionamento.

No que se refere aos experimentos 3 e 4, os resultados néo significativos da compara¢do
por ANOVA indicam tanto que o aparato utilizado nesse estudo ndo possui Vviés, quanto 0s
efeitos da inibicdo latente sobre o condicionamento com etanol no MCL. No segundo caso,
esses resultados também corroboram os resultados obtidos por Morales et al. (2012) quando
esses pesquisadores utilizaram protocolo de condicionamento associado com uma sessao de
habituacdo no horério de 10:00 as 11:00 h. Além disso, a comparagdo com os resultados
adivindos do emprego de protocolos C < 10 (4 ou 8 sessdes) associados com uma sessédo de
habituacdo ou de linha de base (com intervalo interfasico de 24 h) obtidos por Al Ameri et al.
(2014), Alaux-Cantin et al. (2013) e Morales et al. (2012) com via de administracdo
intraperitoneal, sugere que a via intragastrica é mais sensivel aos efeitos da inibicdo latente que
a via de administracdo intraperitoneal. Por exemplo, desses estudos citados, apenas Morales et
al. (2012) reportou falha de condicionamento consistente a partir de efeitos de inibigdo latente,
ainda que tenha dado outra explicacdo aos seus resultados. Mas nesse caso sO 4 sessOes de
condicionamento foram utilizadas, enquanto que nos demais estudos 8 sessdes de

condicionamento foram aplicadas, tal qual nesse estudo. Dado que Al Ameri et al. (2014) e
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Alaux-Cantin et al. (2013) obtiveram PCL utilizando dose de 0,5 g/kg administrada
veridica.

Com relacédo ao resultado do experimento 5, quando comparado com o resultado do
experimento 4, o condicionamento de PCL indica que o aumento da duracdo dos intervalos
interfasicos e entre sessdes é capaz de diminuir os efeitos de inibicdo latente no horario das
10:30 as 12:30 h. Além disso, esse resultado corrobora os achados de Black et al. (1973). Esses
pesquisadores reportaram PCL em 2 experimentos realizados com este protocolo, empregando
um aparato de duas camaras e via intraperitoneal de administracdo (dose de 1g/kg). Até onde
nossa revisdo da literatura permite afirmar, esta é a primeira replicacdo dos achados de Black
et al. (1973), utilizando o mesmo protocolo por eles empregados, isto €, experimentos sem fase
de habituacdo, fase de linha de base com sessdo Unica, fase de condicionamento com 8 sessdes
e fase de teste com sessdo Unica, sendo de 48 h os intervalos interfasicos e entre sessdes.
Todavia, o fato daqueles autores ndo terem reportado o horario no qual realizaram o0s
experimentos, de suas sessdes de linha de base e teste durarem apenas 15 min (as desse estudo
duraram 30 min), acrescidas as diferencas de aparato e de via de administracdo, nos demandam
cautela na comparacéo direta dos dados daqueles autores com os nossos. Ainda assim, levando-
se em conta as necessarias ressalvas, quando tomados em conjunto, os dados dos experimentos
aqui reportados, de Black et al. (1973), de Morales et al. (2012), de Busse e Riley (2002), de
Busse et al. (2004; 2005), de Bedingfield et al. (1999), de Patkina e Zvartau (1998) e de Bagrov
et al. (1999), esses apontam para fatores circadianos e de massed e spaced conditioning como
preponderantes a efetividade do condicionamento ao local induzido por etanol em ratos segundo
a administracdo intragastrica por gavagem.

Adicionalmente, a andlise dos resultados dos experimentos 1 ao 5 ndo corrobora a
explicacdo dada por Morales et al. (2012) acerca da diferenca de resultados obtidos por aqueles
pesquisadores em experimentos com protocolos de condicionamento associados ou ndo com
sessdo de habituacdo a partir de 4 h apos o inicio da fase clara. Morales et al. (2012)
interpretaram as diferencas como advindas de processos comportamentais relacionados com os
efeitos estressores de contato com ambiente novo: dado que o etanol possui efeitos ansioliticos,
esse efeito poderia ser maior em situacdes de contato com ambiente novo, reduzindo assim o
estresse gerado por esse contato. I1sso poderia explicar o condicionamento de PCL no protocolo
de MCL sem fase de habituacdo e/ou de linha de base e a falha de condicionamento quando
essas fases estdo presentes, ambos resultados reportados por Morales et al. (2012) e aqui

replicados nos experimentos 2 e 4. Todavia, frente ao condicionamento de PCL no experimento
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5, essa interpretacdo ndo parece ser adequada e as obtencbes de PCL e de falhas de
condicionamento reportadas por Morales et al. (2012) e aqui nos experimentos 2, 4 e 5 s&o mais
facilmente interpretadas segundo interacdes entre efeitos de inibicdo latente e de efeitos do
espacamento entre fases e entre sessdes no MCL com etanol em ratos.

Finalmente, quando considerados em conjunto os resultados dos experimentos 1 ao 5,
esses apontam que condicionamento de PCL é possivel em aparatos de 75 cm de comprimento
e 40 cm de largura. Além disso, o conjunto dos resultados também indicam interacdes entre (a)
modulacéo circadiana, (b) inibicdo latente e (c) intervalos interfasicos e entre sessdes no MCL
com etanol por via intragastrica: (1) quando o protocolo de MCL ndo possui fase de habituacéo,
o condicionamento por via intragastrica em protocolo curto de condicionamento s6 ocorre no
periodo das 10:30 as 12:30 h; (2) quando o protocolo de MCL possui fase de habituacéo, o
condicionamento por via intragastrica em protocolo curto de condicionamento é abolido no
periodo das 10:30 as 12:30 h; (3) quando o protocolo de MCL possui fase de habituacéo e ha o
aumento de 24 para 48 h dos intervalos interfasicos habituacdo-condicionamento e
condicionamento-teste e dos intervalos entre as sessdes de condicionamento em protocolo curto
de condicionamento, os efeitos do condicionamento sdo restabelecidos no periodo das 10:30 as
12:30 h. A realizacdo de experimentos no mesmo aparato, nos mesmos horarios e segundo 0s
mesmos protocolos de MCL, mas que utilizem a via intraperitoneal é necessaria a compreensdo

de qudo extensos sdo esses efeitos no MCL com etanol em ratos.
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Apéndice B

Fases de pré-exposicéo

Dados da fase de pré-exposi¢do a tratamentos sham e ao etanol
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Protocolo de administracéo Protocolo de pré-exposi¢do Resultados
Citacdo VIA Composto Conc Vol Dose NSPE DSPE ISPE  IIF IF IF PCL ACL NS
(%vlv)  (mL/kg) (a/kg) (min)  (h) PE-H PE-LB PE-C
(h) (h) (h)
Fase de pré-exposicéo a tratamentos sham
Bienkowski et al. (1997) icv ascorbato 0,1 10uL NA 20 NA NA 288 NA - El -
Fidler et al. (2004) iig agua NA 18,75 NA NA 24 24 NA NA - E1-E2 -
Fidler et al. (2004) iig agua NA 18,75 NA 15 NA 24 96 NA NA - E3-E4 -
Cole et al. (2003) ip salina NA 1 NA 4 NA 2 336 NA NA E4 - -
Busse et al. (2005) ip agua NA 12,7 NA 5 NA 96 NA NA 72 - El -
Alaux-Cantin et al. (2013) ip salina NA 19 NA 8 NA 24e72 NA ~528 NA El, E3 - -
Pascual et al. (2012) ip salina NA 15 NA 8 NA 24e72 360 NA NA - E5,E7 E1,E3
Becker et al. (2006) ip salina NA 10 NA 13 NA 48 360 NA NA - E2 El
Bienkowski et al. (1996) ip salina NA 6,5e13 NA 20 NA 24 24 NA NA E8 - E4-E5, E9
Martijena et al. (2001) ip Tween 80 1go/2mL 1 NA 21 NA 24 NA 96 NA - - El
Fase de pré-exposicgéo ao etanol
Ciccocioppo, Panocka, Polidori et al. (1999) ing EtOH 10 76/24h  T7el5 1 360 NA NR NA NA E1l - -
Ciccocioppo, Panocka, Froldi et al. (1999) ing EtOH 10 76/24h 7el5 11 360e2 24 96 NA NA E2-E3,E6 - El, E4
Ciccocioppo, Panocka, Froldi et al. (1999) ing EtOH 10 76/24h  7elb5 11 360e2 24 96 NA NA - - E8-E10
Ciccocioppo, Panocka, Froldi et al. (1999) ing EtOH 10 76/24h  7elb5 11 360e2 24 96 NA NA - - E11-E16
Sable et al. (2004) ing EtOH 6 26 1,267 14 1 24 NA ~216 NA - - El
Reid et al. (1985) ing EtOH 6 8-11 NR 26 1 24 [864] NA NA - El -
Fidler et al. (2004) iig EtOH 10 12,5 1 4 NA 24 NA NA 48 - E7 -
Fidler et al. (2004) iig EtOH 10 12,5 1 4 10 24 NA NA 48 - ES -
Fidler et al. (2004) iig EtOH 10 18,75 15 15 NA 24 96 NA NA - E5-E6 -
Busse et al. (2005) ip EtOH 15 12,7 15 5 NA 9 NA NA 72 - E2 -
Alaux-Cantin et al. (2013) ip EtOH 20 19 3 8 NA 24e72 NA ~528 NA - - E2, E4
Pascual et al. (2012) ip EtOH 25 15 3 8 NA 24e72 360 NA NA = E6,E8 E2,E4
Gawel et al. (2016) ip EtOH 12,75 5 0,5 15 NA 24 24 NA NA E2-E16 - -
Kotlinska et al. (2004) ip EtOH 12,75 5 0,5 15 NA 24 NA 24 NA E1-E2 - -
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Citagéo VIA Composto Conc Vol Dose NSPE DSPE ISPE IIF IF IF PCL ACL NS
(%viv)  (mL/kg) (9/kg) (min)  (h) PE-H PE-LB PE-C
(h) (h) (h)

Kotlinska et al. (2011) ip EtOH 12,75 5 0,5 15 NA 24 24 NA NA E1-E3 = =
Kottinska et al. (2007) ip EtOH 12,75 5 0,5 15 NA 24 NA 24 NA El - -
Biata e Kottinska (1999) ip EtOH 12,75 5 0,5 15 NA 24 24 NA NA E1-E2 = =
Gibula-Bruzda et al. (2015) ip EtOH 12,75 5 0,5 15 NA 24 24 NA NA E1-E15 = =
Bienkowski et al. (1996) ip EtOH 10 6,5 0,5 20 NA 24 24 NA NA El - -
Bienkowski et al. (1995) ip EtOH 10 13 1 20 NA 24 24 NA NA = - E2
Bienkowski et al. (1996) ip EtOH 10 6,5 0,5 20 NA 24 24 NA NA E6 - -
Bienkowski et al. (1996) ip EtOH 10 13 1 20 NA 24 24 NA NA = - E7
Barbier et al. (2008) iueing EtOH NA NA NA NA NA NA NA ~936 NA E4 - E2, E6

Nota: [], dado de identificacdo duvidosa; VIA, via de administracdo; Conc, concentracdo da solu¢do administrada; Vol, volume da asolucdo administrada; NSPE, nimero de sessdes de pré-
exposicdo; DSPE, duracdo das sessbes de pré-exposi¢do; ISPE, intervalo entre as sessdes de pré-exposicdo; IIF PE-H, intervalo interfasico pré-exposicdo-habituagdo; I1F PE-LB, intervalo
interfasico pré-exposicao- linha de base; I1F PE-C, intervalo interfasico pré-exposicéo-condicionamento; PCL, preferéncia condicionada ao local; ACL, averséo condicionada ao local; NS, falha
de condicionamento/resultado ndo significativo; icv, administragdo intracerebroventricular; iig, administracéo intragastrica (intubacéo); ip, administracdo intraperitoneal (inje¢do); ing, ingestéo;
iu, administragdo intrauterina; EtOH, etanol; NA, néo se aplica; NR, ndo reportado; En, experimento acerca do qual os dados e o resultado sdo referentes.
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Fases de exposi¢do continuada

Dados da fase de exposic¢ao continuada a tratamentos sham e ao etanol
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Protocolo de administragdo Fase de exposi¢do continuada Resultados

) VIA Conc Vol Dose Composto NSEC DSEC ISEC IES IES IES |IES PCL ACL NS

citagdo (min) (h) EC- EC- EC- EC-
H LB C T
(min) (min) (min) (min)

Exposicdo continuada a tratamentos sham
Ciccocioppo, Panocka, Polidori et al.
(1999) icv. NA luL lpL/rato  salina 10 NA 24 NA NA 2 NA E1 - -
Kotlinska et al. (2007) icv  NA 5ul Sul/rato salina 1 NA NA NA NA NA 5 El - -
Gibula-Bruzda et al. (2015) icv. NA Sul Sul/rato salina 1 NA NA NA NA NA [60] E1 - -
Zuo et al. (2017) ic NR 300nL 300nL/rato aCSF 8 NA 6-8e24 NA NA 10 NA  E4, E6 - -
Rezayof et al. (2012) ic NR 0,4uL 0,4uL/rato tocrisolve 3 4 24 NA NA 0 NA - - E4-E5
Rezayof et al. (2012) ic NR 0,4uL 0,4uL/rato tocrisolve 1 4 NA NA NA NA 5 - - E7-E8
Rezayof et al. (2012) ic NR 1uL luL/rato  tocrisolve 3 4 24 NA NA ©0 NA - - E6
Rezayof et al. (2012) ic NR 1pL luL/rato  tocrisolve 1 4 NA NA NA NA 5 - - E9
Bahi (2013) ic NR 2ul 2ul/rato LV-scrRNA 1 10 NA NA -(NR) NA  NA E2E4 - El, E3
Bahi & Dreyer (2014) ic NR 2ul 2ul/rato LV-Mock 1 10 NA NA -(NR) NA°  NA E1l - -
Bahi & Dreyer (2013) ic NR 4uL 4ul/rato  LV-Mock 1 NR NA NA -(NR) NA NA El - -
Zarrindast et al. (2010) ic 0,AN  1uL luL/rato  NaOH 3 4 24 NA NA 5 NA - - E5-E6
Zarrindast et al. (2010) ic 0,AN 1pL luL/rato  NaOH 1 4 NA NA NA NA 5 - - E7-E8
Kotlinska et al. (2004) ip NA NR NR 4gua 1 NA NA NA NA NA 30 El - -
Asin et al. (1985) ip NA NR NA agua 3 NA 24 0 0 NA NA - - E1-E10
Busse et al. (2005) ip NA NR NA agua 4 NA 48 NA NA 0 NA - E1-E2 -
Kotlinska et al. (2004) ip NA NR NR agua 4 NA 48 NA NA 30 NA E2 - -
Sable et al. (2004) ip NA NR NR salina 4 NA 24 NA NA 5 NA - - El
Bagrov et al. (1999) ip NA NR NA salina 4 NA 24 NA NA 20 NA El1 - -
Bedingfield et al. (1999) ip NA NR NA salina 4 NA 24e48 NA NA 30 NA - - E1-E2
Borman & Cunningham (1997) ip NA 1mL/kg NA salina 1 NA NA NA NA NA 15 - El -
Bahi (2013) ip NA 1ml/kg NA salina 2 NA 360 NA O NA O E2, E4 - El, E3
Melis et al. (2007) ip NA 1mL/kg NA salina 7 NA 48 NA NA -1 NA El1 - -
Peana et al. (2008) ip NA 1mL/kg NA salina 7 NA 48 NA NA -1 NA  E4,E6 - E5
Peana et al. (2008) ip NA 1mL/kg NA salina 7 NA 48 NA NA 30 NA E7 = -
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Borman & Cunningham (1997) ip NA 1mL/kg NA salina 8 NA 24 NA NA 15 NA - - E2-E3
Al Ameri et al. (2014) ip NA 1Iml/kg NA salina [11] NA Varidvel NA 0 0 NA El1 - -
Kotlinska et al. (2011) ip NA 2mL/kg NA salina 1 NA NA NA NA NA 15 E2-E3 - -
Biala e Kotlinska (1999) ip NA 2ml/kg NA agua 4 NA 48 NA NA 15 NA E2 - -
Gawel et al. (2016) ip NA 2mL/kg NA salina 8 NA 24 NA NA 20 NA  E3-E4 - -
Bahi & Dreyer (2013) ip NA 3,2mL/kg NA salina 2 NA 312 NA 0 NA 0 El - -
Bie et al. (2009) ip NA 5mL/kg NA salina 1 NA NA NA NA NA 0 - - E6
Zhu et al. (2007) ip NA 5mL/kg NA salina 1 NA NA NA NA NA O - - E3
Bie et al. (2009) ip NA 5mL/kg NA salina 3 NA 24e360 O 0 NA 0 E1-E5 - -
Zhu et al. (2007) ip NA 5mL/kg NA salina 3 NA 24e360 O 0 NA O E1-E2, E4-E6 - =
Biala e Lagwinski (1996b) ip NA 5mL/kg NA salina 9 NA NA NA NA 5 NA El1 - -
Biala e Lagwinski (1996b) ip NA 5mL/kg NA salina 9 NA NA NA NA 15 NA  E2-E3 - -
Biala e Lagwinski (1996a) ip NA 5mL/kg NA salina 10 NA 24 NA NA 15 NA El1 - -
Bozarth (1990) ip NA 10mL/kg NA salina 1 NA NA NA NA NA 0 E2 - El
Cunningham et al. (1993) ip NA 10mL/kg NA salina 2 NA 264 0 NA NA 0 - E1-E2 -
24, [264
Fidler et al. (2004) iig NA 8,75mL/kg NA agua 4 NA e 12[0] 0 NA 1440 O - El,E3,E5 -
Fidler et al. (2004) iig  NA 12,5mL/kg NA agua 2 NA 120 NA NA NA © - E7 -
Fidler et al. (2004) iig NA 12,5mL/kg NA agua 2 10 120 NA NA NA 10 - ES8 -
24, [264
Fidler et al. (2004) iig  NA 18,75mL/kg NA agua 4 NA e 120] 0 NA 1440 0 - E2,E4,E6 -
Biala e Kotlinska (1999) ig 050% 5ml/kg NA MC 4 NA 48 NA NA 30 NA E1 - -
Ise et al. (2013) sc  NA 1mL/kg NA salina 3 NA 48 NA NA 30 NA - - E1-E10
Bienkowski et al. (1997) sc NA 1mL/kg NA salina 4 NA 24 NA NA 20 NA - El -
Marglin et al. (1988) sC NA 1mL/kg NA salina 12 NA 24 NA NA 3 NA - - E1l
Exposi¢éo continuada ao etanol
Bienkowski et al. (1995) ip NA 13mL/kg NA salina 4 NA 48 90 -90 -90 NA - - E2
Bienkowski et al. (1995) ip NA 6,5ml/kg NA salina 4 NA 48 90 -90 90 NA El1 - -
10%
Bienkowski et al. (1995) ip (v/v)  6,5ml/kg 0,5g/kg EtOH 4 NA 48 -90 -90  -90 NA El1 - -
10%
Bienkowski et al. (1995) ip (viv)  13mL/kg 1 EtOH 4 NA 48 90 -90 90 NA - - E2

Nota: [], dado de identificacdo duvidosa; VIA, via de administracdo; Conc, concentracdo da solugdo administrada; Vol, volume da asolucdo administrada; NSEC, nimero de sessdes de exposi¢do
continuada; DSEC, duragdo das sessdes de exposi¢do continuada; ISEC, intervalo entre as sessdes de exposi¢do continuada; IES EC-H, intervalo entre sessdes exposi¢do continuada-habituagao;
IES EC-LB, intervalo entre sessdes exposi¢do continuada-linha de base; IES EC-C, intervalo entre sessdes exposi¢do continuada-condicionamento; IES EC-T, intervalo entre sessdes exposicao
continuada-teste; PCL, preferéncia condicionada ao local; ACL, aversdo condicionada ao local; NS, falha de condicionamento/resultado ndo significativo; icv, administragdo
intracerebroventricular; ic, administracdo intracraniana; ip, administracdo intraperitoneal (injecdo); iig, administragdo intragastrica (intubacdo); ig, administracdo intragastrica (gavagem); sc,
administragdo subcutanea (injecao); MC, metilcelulose; EtOH, etanol; NA, ndo se aplica; NR, ndo reportado; En, experimento acerca do qual os dados e o resultado séo referentes.



