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RESUMO

Introducdo: A exposicdo a estressores no inicio da vida vem sendo considerado um fator
ambiental capaz de moldar o desenvolvimento cerebral, levando a consequéncias negativas e
duradouras que se estendem a vida adulta. Acredita-se que o estresse precoce para além de
alteracdes estruturais e funcionais pode estar associado ao aumento da vulnerabilidade para
apresentacdo de fendtipos especificos, como ansiedade e responsividade ao estresse. Diversos
mecanismos moleculares e neurobioldgicos tém sido investigados e apontados como possiveis
mediadores dessas alteracGes. Objetivo: A presente dissertagéo objetiva investigar os efeitos
da separacdo materna (SM) no desenvolvimento do fenétipo tipo ansiedade em camundongos
adultos. Método: Trata-se de um estudo experimental com camundongos, machos, da
linhagem Balb/c, separados precocemente durante as primeiras duas semanas de vida do
cuidado mae por um periodo diario de 180 minutos. Os animais separados foram testados no
dia pos-natal (PND) 60 em uma bateria de tarefas comportamentais relacionadas ao fenotipo
de ansiedade e tiveram seu desempenho comparado a animais controle. Resultados: A SM
afetou diferentes parametros de ansiedade, principalmente nas tarefas de campo aberto (Open-
field Test) e teste claro e escuro (Light Dark Test). Também foram encontrados efeitos da SM
em medidas fisiol6gicas, como o numero de bolos fecais produzidos durante a realizacdo das
tarefas de comportamento tipo ansiedade. Outras medidas avaliadas por essas tarefas como,
por exemplo, comportamentos de exploracdo/coleta de informagbes e avaliacdo de risco
parecem também sofrer influéncia da exposicdo a SM no inicio da vida. Conclus@es: N0ssos
resultados reforcam alguns achados da literatura que sugerem o estresse precoce, atraves da
SM, como um fator de risco para o desenvolvimento de feno6tipos comportamentais
subjacentes a transtornos mentais principalmente relacionados ao espectro da ansiedade e

responsividade ao estresse.

Palavras-Chaves: separacdo materna, ansiedade, camundongo, estresse precoce, balb/c.

Area conforme classificagdo CNPq: 7.07.00.00-1 - Psicologia

Sub-area conforme classificagdo CNPq: 7.07.02.00-4 Psicologia Experimental



ABSTRACT

Introduction: Exposure to early life stress (ELS) has been considered an environmental
factor that is able to shape the brain development, leading to negative and long-lasting
consequences. It is believed that ELS, in addition to the recognized structural and functional
deleterious effects, may be involved in the increase vulnerability to develop specific
behavioral phenotype, such as anxiety and stress-responsiveness. Several molecular and
neurobiological targets have been investigated and identified as potential mediators of these
effects due ELS. Objectives: The present thesis aims to investigate the maternal separation
(MS) effects in the development of anxiety-like behaviors in adult mice. Methods: Here, we
presented an experimental study with male Balb/c mice separated from the dam during the
first two weeks of life for a daily period of 180 min. MS mice were tested in postnatal day
(PND) 60 in multiple anxiety tasks and had their performance were compared to non-
separated mice. Results: MS affected different anxiety parameters, especially in the Open-field
Test and Light Dark Test. We also found MS effects in physiological measures, such as the
number of fecal boli produced during the tasks. Additional measures assessed by the anxiety-
related tasks, for example, exploration/gathering information and risk assessment behaviors seem
to be affected by exposure to early life stressors. Conclusion: Our findings corroborates prior
studies suggesting that ELS, through MS paradigm, could be a risk factor for the development of
behavioral phenotypes underpinning mental disorders, manly related to anxiety and stress-

responsiveness spectrum.

Key-words: maternal separation, anxiety, anxiety-like behavior, early life stress, mice, balb/c.
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1. APRESENTACAO

A presente dissertacdo deriva de um projeto guarda-chuva intitulado “O impacto
neuroenddécrino do modelo de “second hit” durante periodos de vulnerabilidade do
desenvolvimento na cognic¢do e no comportamento de camundongos adolescentes e adultos”.
Este projeto objetiva investigar o impacto de um modelo de dupla exposicdo a estressores
durante periodos sensiveis do desenvolvimento, como a infancia e adolescéncia, em desfechos
neurobiolégicos e na apresentacdo de fendtipos comportamentais e cognitivos em
camundongos. Ainda, o projeto procura abordar tais efeitos a curto e em longo prazo,
avaliando os animais em duas fases distintas do desenvolvimento, a adolescéncia (curto
prazo) e a vida adulta (longo prazo).

Trata-se de um projeto que procura atender uma caréncia na literatura cientifica
no que se refere aos efeitos potenciais da reexposicdo a estressores ainda durante periodos
precoces do desenvolvimento. A avaliacdo de alteracBes neuroendocrinas, bem como
investigacdo de alvos e mecanismos moleculares associados a tais modificacGes sera capaz de
expandir a compreensdo a respeito das possiveis causas das alteracbes fenotipicas
identificadas na vida adulta e que vém sendo sugeridas como relacionadas a psicopatologias.
Desta forma, abre-se caminho para um aprofundamento no entendimento das interacdes entre
fatores ambientais (incluindo fatores associados ao cuidado parental) e genéticos, bem como
do papel que modificagdes epigenéticas em resposta a exposicdo a fatores ambientais
adversos possuem na vulnerabilizacdo dos individuos para a manifestcado de condicGes
clinicas e psiquiatricas em fases posteriores do seu desenvolvimento.

Tendo em vista a dimensdo e abrangéncia do projeto guarda-chuva, a presente
dissertacdo procurou através dos seus dois estudos, revisar os modelos de separa¢do materna a
fim de identificar o0 modelo mais adequado a ser utilizado para mimetizar os efeitos de
estressores no inicio da vida. Além disso, procurou-se realizar um estudo preliminar dos
efeitos da separagdo materna em comportamentos tipo ansiedade, corroborando para uma
validacdo comportamental do modelo de estresse precoce escolhido. Tais etapas séo
essenciais, pois permitem que futuras investigacdes de alvos bioldgicos e moleculares estejam

alicerceadas em um modelo de estresse fenotipicamente validado.
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2. INTRODUCAO

O desenvolvimento do individuo representa um periodo de intensa vulnerabilidade
a influéncia de fatores ambientais (Andersen, 2003; Andersen & Teicher, 2009; Teicher et al.,
2003; Teicher & Samson, 2013). Sabe-se, por exemplo, que ambientes seguros e capazes de
suprir as necessidades basicas da crianca, sejam elas fisicas ou emocionais, sdo considerados
protetivos e levam a um desenvolvimento biopsicossocial adequado. Por outro lado,
ambientes instaveis, constantemente ameacadores e incapazes de prover as necessidades
basicas da crianca (e.g., alimentacdo, higiene, afeto e salde) podem ser considerados
desfavoraveis e prejudiciais para o adequado desenvolvimento do individuo (Ganguly &
Brenhouse, 2015).

A extensdo do impacto subjacente a exposicdo a tais ambientes vém sendo
tematica frequente de diversos estudos em diferentes areas do conhecimento. Varios
estudiosos convergem a favor da hipdtese de que eventos adversos e potencialmente
estressores durante 0s primeiros anos seriam responsaveis por mediar diversas alteracGes
neurobioldgicas em diferentes sistemas do organismo, além de alteracdes estruturais e
funcionais em regides especificas do cérebro (Andersen & Teicher, 2009; Bremne &
Vermetten, 2001; De Bellis, Keshavan, et al., 1999; Heim, Shugart, Craighead, & Nemeroff,
2010; Teicher, Andersen, Polcari, Anderson, & Navalta, 2002; Teicher et al., 2003). Isso
porque durante o curso inicial do neurodesenvolvimento, o cérebro passa por mdaltiplos
processos quimicos e bioldgicos responsaveis por desenvolver, diferenciar e maturar
adequadamente diferentes estruturas que compdem o nosso Sistema Nervoso Central (SNC)
(Andersen, 2003; Teicher et al., 2003), de forma que estressores ambientais intensos podem
interferir significativamente no curso desses processos, deixando uma marca permanente na
estrutura e funcionamento do cérebro (Teicher et al., 2002).

Diversos modelos para o entendimento das consequéncias de estressores durante
fases criticas do desenvolvimento foram propostos nas ultimas duas decadas e, dentre esses
modelos, um dos mais destacados ¢ o modelo da “Traumatologia Desenvolvimental”,
proposto por De Bellis (2002, 2005; 1999a; 1999b). Para De Bellis (2002), as consequéncias
da vivéncia de situacOes estressoras na infancia seriam causadas por uma rede de interaces
complexas entre fatores genéticos do individuo, suas experiéncias de vida e periodos sensiveis
e de maior vulnerabilidade do neurodesenvolvimento. Essa interacdo seria responsavel por

mediar mudangas significativas no sistema biolégico do estresse e no desenvolvimento
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cerebral de determinadas regides (e.g., hipocampo, amigdala, cortex pre-frontal e corpo
caloso). A desregulacdo do sistema bioldgico do estresse teria como consequéncia sequelas
neurobioldgicas permanentes através da exposicdo prolongada a elevados niveis de
catecolaminas e glicocorticoides, considerados capazes de acelerar a degradacdo neuronal,
interferir nos processos de mielinizagdo e causar anormalidades desenvolvimentais nos
processos de diferenciacdo e poda sinaptica. Em ultima instancia, estruturas e fungdes
cerebrais teriam seus processos de desenvolvimento alterados o que conduziria em
modificagcdes duradouras ou, até mesmo, irreversiveis na expressdo de determinados fenotipos
comportamentais e cognitivos (De Bellis, 2002, 2005; Heim & Nemeroff, 2002; Lupien,
McEwen, Gunnar, & Heim, 2009; Teicher & Samson, 2013) (Figura 1).

Desregulacao do
Sistema Bioldgico de
Estresse
Funcdo Catecolaminérgica e
Serotonérgica
Func¢do do Eixo LHPA e do
Sistema Imunolégico

3

Desenvolvimento
Cerebral Adverso

Fatores Parentais
Comportamentais (Maus-Tratos)

Psicopatologia
Abuso e Dependéncia de Substancias

3

Fatores Ambientais
Situagdo Sécio-Econémica
Nutricdo
Suporte Social e Comunitario
Violéncia Familiar
Oportunidades Educacionais
Intervencdes

Fatores Genéticos
Género Q
Vulnerabilidade Genética ou
Familiar a Psicopatologia

Funcdo do Cértex Pré-Frontal
Fun¢do do Sistema Limbico

3

Padroes Neuropsicologicos e
Psicossociais Comprometidos
Baixos niveis de QI e Desempenho Escolar
Psicopatologia (TEPT e Depress&o)
Risco Aumentado de Repetir Comportamento
de Maus-Tratos
Prejuizo em Testes de Meméria

Adaptado De Bellis, 2005

Desenvolvimento Cerebral Saudavel
Desfechos Resilientes

Figura 1. Esquema representativo do modelo da Traumatologia Desenvolvimental. Interacdo complexa entre
fatores genéticos e ambientais, mais a influéncia de aspectos relacionados ao cuidado parental durante os
primeiros anos de vida como fatores associados capazes de influenciar a trajetéria desenvolvimento do sistema
biologico do estresse, de determinadas estruturas e fungdes cerebrais e, consequentemente, ser responsavel pela
manifestacdo de padrdes de funcionamento psicossociais e neuropsicoldgicos na vida adulta. Distingdes entre

desfechos saudaveis (resiliéncia) e desfechos suscetiveis (patoldgicos) (De Bellis, 2005).

As implicacbes das alteragdes produzidas pelas constantes e prolongadas
ativacOes dos sistemas de resposta ao estresse também vém sendo identificadas por uma série
de estudos clinicos que sugerem uma significativa associagdo entre estresse precoce e diversas

consequéncias deletérias para saude global dos individuos expostos. O estresse precoce, por
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exemplo, j& é apontado como um fator de risco para o desenvolvimento de doencgas
cardiovasculares (Kelly-Irving et al., 2013), asma (Scott, Smith, & Ellis, 2012), obesidade e
diabetes (Danese & Tan, 2014), como também possui relacdo com o0 aumento da
vulnerabilidade para o desenvolvimento de transtornos psiquiatricos (Scott, McLaughlin,
Smith, & Ellis, 2012; Teicher & Samson, 2013). Dados provenientes de estudos de meta-
andlise revelam que, em individuos que sofreram situacGes de abuso e negligéncia durante a
infancia, ha duas vezes mais chances de desenvolver transtornos de humor (Nanni, Uher, &
Danese, 2012) e trés vezes mais chances de desenvolver transtornos psicoticos na vida adulta
(Varese et al., 2012). Outros transtornos psiquiatricos, como Transtornos de Ansiedade,
Transtorno de Estresse PoOs-Traumatico (TEPT) e Transtornos Relacionados ao Uso de
substancia, também sdo identificados como associados a vivéncia de situacdes adversas no
inicio da vida (Afifi, Henriksen, Asmundson, & Sareen, 2012; Teicher & Samson, 2013).
Ainda, ndo somente uma maior vulnerabilidade para o desenvolvimento desses transtornos,
como também um diferenciacdo na apresentacdo clinica dos mesmos vém sendo identificada
em investigacdes a partir de amostras de individuos com um mesmo diagndstico, porém com
historia de vida distinta durante a infancia (Teicher & Samson, 2013).

Uma importante recente revisdo (Teicher & Samson, 2013) avangou no
entendimento das distingdes do perfil clinico e neurobiolégico dos individuos expostos a
estressores no inicio da vida. Os autores sugerem que tais individuos representariam uma
especializacdo fenotipica dentro do espectro de sintomas de uma mesma psicopatologia, pois
haveriam distingdes marcadas na apresentacdo fenotipica desses transtornos, as quais nao
poderiam ser melhores explicados apenas por fatores genéticos. Sendo assim, as provaveis
variagBes na manifestacdo clinica destes individuos seriam resultado de uma interferéncia
ambiental e de sua interacdo com aspectos genéticos. Tal ideia corrobora evidéncias que
revelam, em populac¢des clinicas de individuos expostos a estresse precoce, um inicio precoce
da doenca, uma maior gravidade dos sintomas clinicos apresentados, um maior nimero de
diagnosticos associados, além de uma pior resposta e prognéstico do tratamento. Em
dependentes de substancia, por exemplo, observam-se varias evidéncias provenientes de
estudos associados as quais sugerem que estressores em fases sensiveis do desenvolvimento
podem levar a um agravamento dos problemas relacionados com o uso de substéncias, tais
como antecipacdo do primeiro uso, rapida progressdo para dependéncia e dificuldades em se
manter em abstinéncia (Andersen & Teicher, 2009; Francke, Viola, Tractenberg, & Grassi-
Oliveira, 2013). Achados semelhantes também vém sendo identificados em pacientes com
depresséo, ansiedade e TEPT (Hovens et al., 2012; Simon et al., 2009).
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A explicacdo e os mecanismos moleculares e neurobioldgicos responsaveis pela
diferenciacdo fenotipica na apresentacdo dessas psicopatologias, no entanto, ainda ndo sdo
completamente entendidos. Alguns autores defendem que tais desfechos estejam relacionados
a desregulacdo em sistemas neuroenddcrinos e imunoldgicos responsivos aos desafios
ambientais, corroborando a hipéGtese de que a excessiva ativagdo do eixo Hipotalamo-
Pituitaria-Adrenal (HPA) e, consequente, ativacdo do sistema imunoldgico desempenham um
papel neurotoxico capaz de interferir e afetar o desenvolvimento cerebral (Andersen, 2003;
Ganguly & Brenhouse, 2015; Lupien et al., 2009). Entretanto, recentes estudos de epigenética
tém demonstrado através de evidéncias em modelos pré-clinicos e clinicos que a exposi¢édo a
estressores precoces, para além dos desfechos neurobiolégicos conhecidos, estd associada
com alteracdes especificas na expressao de receptores de glicocorticdide (em inglés, GR) em
regibes frontais e do hipocampo, alteracbes nos niveis de transcricdo dessas proteinas e
modificagdes nos padrdes de metilacdo e acetilacdo de genes envolvidos na resposta ao
estresse (Holmes et al., 2005; Murgatroyd & Spengler, 2011). Em conjunto, essas cascatas de
alteracbes moleculares e neurobiolégicas poderiam explicar a reprogramacdo do
funcionamento do eixo HPA (Aisa, Tordera, Lasheras, Del Rio, & Ramirez, 2007; Fabricius,
Wortwein, & Pakkenberg, 2008; Meaney, 2001; Navailles, Zimnisky, & Schmauss, 2010) e,

consequentemente, vulnerabilidade para o desenvolvimento de transtornos mentais.

2.1. O eixo HPA e a resposta do organismo ao estresse

O eixo HPA é um componente do sistema enddcrino que detém a funcdo de
responder rapidamente as mudancas e desafios ambientais na tentativa de manter o organismo
em homeostase (Bremne & Vermetten, 2001; Grassi-Oliveira, Ashy, & Stein, 2008). Frente a
estressores, como por exemplo, situacdes de privacdo de cuidado ou exposicdo a ambientes
instaveis e constantemente ameacadores na infancia, o organismo ainda em desenvolvimento
é forcado a buscar uma rapida adaptacdo com objetivo de recuperar o seu estado de equilibrio.
Toda vez que o organismo encontra-se obrigado a responder de tal forma, 0 mesmo passa a
atuar com uma carga alostatica. Carga alostatica refere-se ao processo de adaptacdo frente a
um estressor agudo que envolve a liberacdo de hormonios neuroenddcrinos responsaveis por
restaurar a homeostase do organismo. Embora tal resposta seja uma forma de prote¢do do
organismo, as recorrentes ativacdes deste mecanismo ou, até mesmo, a ineficiéncia de sua
resposta em periodos sensiveis do desenvolvimento pode resultar em consequéncias deletérias

para o desenvolvimento e funcionamento do organismo em fases subsequentes (McEwen,



17

2000). Diversas alteracOes ja foram identificadas em razdo dessa ruptura da homeostase e
acumulo de carga alostatica. As principais estdo relacionadas a resposta do individuo ao
estresse através do aumento da responsividade do eixo HPA e liberacdo excessiva e
desregulada dos hormonios glicocorticoides (e.g., cortisol), bem como em neurotransmissores
enddgenos (e.g., catecolaminas) (Grassi-Oliveira et al., 2008). Além disso, evidéncias mais
recentes apontam para uma relagdo entre o estresse precoce e alteragdes no sistema
imunolodgico, a exemplo do aumento de mediadores inflamatérios e reducdo de mediadores
anti-inflamatorios (Coelho, Viola, Walss-Bass, Brietzke, & Grassi-Oliveira, 2014; Fagundes,
Glaser, & Kiecolt-Glaser, 2013). Essas alteragdes ocorreriam, segundo alguns autores, como
uma tentativa de adaptar o organismo a demanda das altas cargas alostéticas, fenbmeno
conhecido como early life stress programming (Murgatroyd & Spengler, 2011).

Tipicamente, uma vez que 0 Organismo encontra-se exposto a uma situacao
ameacadora ou de alta demanda h& a ocorréncia de uma cascata de reacbes hormonais que se
iniciam com o aumento da produgdo do Hormonio Liberador de Corticotrofina (CRH) pelo
Hipotalamo. O aumento da producéo e liberacdo do CRH estimula a producao e liberacdo do
Horménio Adrenocorticotrofico (ACTH) na Pituitaria Anterior. A partir da estimulacdo do
ACTH, a glandula adrenal passa a produzir e liberar horménios glicocorticdides. Um sistema
de feedback negativo é entdo ativado por meio de sinalizacbes para o hipotadlamo a fim de
reduzir a ativacdo do eixo HPA e promover adaptacéo e recuperacdo da situacdo estressora.
Receptores especificos, como 0s GR e os receptores de Mineralocorticdide (MR, em inglés),
encontram-se distribuidos por todo o cérebro, principalmente nas regides envolvidas no
funcionamento do eixo HPA (e.g., hipocampo, cortex pré-frontal, amigdala e hipotalamo) e
possuem um papel crucial no que se refere a regulacdo e reducdo da responsividade do eixo
HPA (Lupien et al., 2009).

Essa cadeia de ativacGes em resposta a ameacas e estressores agudos comumente
sdo respostas fisioldgicas adaptativas do organismo. No entanto, quando as ameagas e
estressores tornam-se recorrentes e prolongados, as constantes ativacfes autonémicas e
adrenocorticais podem levar a danos causados pela exposi¢do prolongada aos horménios
glicocorticdides (Grace, Kim, & Rogers, 2011). Em periodos iniciais do desenvolvimento,
essa necessidade constante de adaptacdo do organismo frente a estressores é capaz de
modificar o funcionamento do eixo HPA, aumentando a vulnerabilidade para enfrentar futuras
situacOes de estresse ou ameaca. Isso ocorre em razdo do incompleto desenvolvimento e

maturagdo das regiGes e conexdes responsaveis por regular o eixo HPA, principalmente em
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relacdo a capacidade de exercer os mecanismos de feedback negativo (Andersen, 2003;
Lupien et al., 2009)

Ainda, durante fases iniciais existe uma variabilidade adaptativa da resposta do
eixo HPA frente a estressores. Em idades mais precoces onde o0 organismo encontra-se mais
vulneravel, ha uma tendéncia a uma hiporesponsividade frente a ativacfes ambientais,
possivelmente como forma de proteger o organismo contra os efeitos neurotdxicos
decorrentes da exposicdo excessiva a elevados niveis dos hormonios glicocorticdides.
Enquanto, na idade adulta, as evidéncias indicam uma resposta mais acentuada e duradoura do
organismo (Lupien et al., 2009; Rhees, Lephart, & Eliason, 2001). Portanto, de um ponto de
vista neurobiolégico, parece que a exposicdo a adversidades nos primeiros anos de vida
acarreta em modificacdes duradouras no funcionamento do eixo HPA como uma tentativa de
proteger o organismo dos insultos ambientais durante fases do desenvolvimento em que néao

h& uma completa maturidade do mesmo.

2.2. Estresse precoce e 0 curso do desenvolvimento do cérebro

O periodo que compreende desde o nascimento até a vida adulta é considerado um
periodo critico de mudancas para os individuos, abrangendo as mais marcadas transformacdes
fisicas, neurobioldgicas, comportamentais e emocionais nos individuos (Lupien et al., 2009;
Viveros, Marco, Lopez-Gallardo, Garcia-Segura, & Wagner, 2011). O curso das
transformacdes cerebrais subjacentes a esta trajetoria possui uma ontogénese Unica e
especifica em conformidade com o desenvolvimento de cada regido cerebral (Andersen, 2003;
Grassi-Oliveira et al., 2008; Lupien et al., 2009). A maioria dos neurdnios possui um processo
de desenvolvimento semelhante composto por diferentes etapas, tais como nascimento e
diferenciacdo neuronal, migracdo para regides especificas; arborizacdo e aumento das
ramificacOes e, por fim, estabelecimento de novas conexdes e redes neurais. Embora tais
processos sejam em sua maioria geneticamente determinados, algumas conexfes sao
suscetiveis a influéncias das interacGes entre o organismo e o ambiente, podendo reforcar a
formacdo de novas conexdes ou até mesmo eliminar determinadas conexdes por falta de uso
(Andersen, 2003; Grassi-Oliveira et al., 2008).

O cérebro, desde o periodo embrionario, encontra-se em processo de formacéo
atravessando diversos estdgios até sua total maturacdo durante a vida adulta. Reconhece-se
que periodos precoces, como o0 periodo neonatal e pds-natal sdo de extrema suscetibilidade

aos efeitos decorrentes da exposicdo a estressores (Andersen, 2003). Apesar de algumas
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estruturas cerebrais possuirem um desenvolvimento acelerado ao longo dos primeiros anos de
vida, atingindo sua maturacdo durante a primeira infancia (e.g., hipocampo), outras estruturas
possuem um desenvolvimento progressivo, estendendo-se ao longo de toda a infancia e
adolescéncia para sua completa maturacdo no inicio da vida adulta, como por exemplo,
estruturas corticais e a amigdala (Lupien et al., 2009). Funcionalmente também existem
distingbes no que se refere ao curso do desenvolvimento, com a necessidade do
desenvolvimento precoce das regides especificas associadas as funcBes motoras e,
posteriormente, o desenvolvimento de regiGes responsaveis por determinadas funcdes
cognitivas (Andersen, 2003). Assim, considerando tais diferencia¢fes ontolégicas no curso do
desenvolvimento do SNC, reconhece-se que 0 estresse precoce poderia ser um fator capaz de
interferir estruturalmente e funcionalmente no neurodesenvolvimento dessas regides,
principalmente aquelas que possuem seus processos de crescimento e maturacdo e

diferenciacdo mais prolongados e tardios (Chocyk et al., 2013; Teicher et al., 2003).

2.3. Cuidado materno e as consequéncias desenvolvimentais

Sabe-se que diversos fatores podem influenciar e moldar o desenvolvimento
cerebral durante as etapas iniciais de vida. O periodo po6s-natal representa uma etapa do
desenvolvimento em que todos os mamiferos apresentam como caracteristica em comum uma
completa dependéncia de uma relacdo préxima com sua mae ou cuidadora. A interacdo entre
mée-filhote vem sendo apontado como algo que perpassa o simples atendimento das
necessidades nutricionais basicas (e.g., comer e beber), envolvendo também a exigéncia de
comportamentos maternais vinculados a manutencdo de um ambiente familiar estavel e
seguro, além da capacidade em proporcionar e estimular o contato do filhote com o corpo da
mée, fundamental para a manutencéo térmica e desenvolvimento de uma relacdo saudavel de
apego (Gutman & Nemeroff, 2002; Harlow & Zimmermann, 1959; Hofer, 1970; Kraemer,
1992). A exposicdo a estressores extremos e prolongados é apontada como capaz de romper
essas relacbes maternais com os filhotes, levando a efeitos adversos no desenvolvimento
cerebral como, por exemplo, no desenvolvimento de sinapses no hipocampo e regides pré-
frontais, bem como em diferentes sistemas biologicos (Meaney, 2001).

Algumas evidéncias tém sustentado que varia¢es no cuidado materno tambem
seriam responsaveis por induzir efeitos duradouros na resposta neuroenddcrina do organismo
ao estresse, principalmente nos primeiros anos de vida, uma vez que os individuos recém-

nascidos encontram-se despreparados para responder a estressores ambientais. Durante esses
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periodos, percebe-se uma necessidade de que as mées lidem com as demandas ambientais e,
progressivamente, preparem os filhotes para periodos de separagdo e individuagdo. Em
situacOes nas quais a mée/cuidadora torna-se incapaz prover condi¢cbes maternais suficientes
para que o filhote seja capaz de lidar com as demandas ambientais, evidenciam-se efeitos
deletérios a curto e longo prazo sobre o desenvolvimento dos filhotes (Caldji, Diorio, &
Meaney, 2000; Caldji et al., 1998; D. D. Francis & Meaney, 1999; Weaver et al., 2004).

Sabe-se que a qualidade da relacdo entre mae e filhotes influencia o
desenvolvimento de diferencas individuais no que se refere ao aumento da susceptibilidade e
progressao para transtornos psiquiatricos, bem como para a apresentacdo de fenotipos
relacionados a esses transtornos, como comportamentos de anedonia, ansiedade e medo.
Diversos estudos clinicos tém evidenciado que estilos parentais de distanciamento e frieza
estdo associados com o aumento do risco de apresentar sintomas de ansiedade e depressédo
posteriormente na vida adulta (McGinn, Cukor, & Sanderson, 2005; Parker, Hadzi-Pavlovic,
Greenwald, & Weissman, 1995; Randolph & Dykman, 1998). Embora, exista essa série de
dados clinicos, muito do que se sabe sobre os efeitos deletérios da quebra da relagdo mae-
filhote provém de modelos animais, principalmente pesquisas com roedores. Ja é reconhecido
que periodos breves de separagdo de roedores filhotes (= 5 a 10 minutos) de suas cuidadoras
durante as primeiras duas semanas de vida podem ser benéficos para o desenvolvimento dos
mesmos, uma vez que resultam em uma reducdo da responsividade ao estresse na vida adulta
(D. D. Francis & Meaney, 1999; Meaney, Aitken, Bhatnagar, & Sapolsky, 1991; Meaney,
Aitken, van Berkel, Bhatnagar, & Sapolsky, 1988; Meaney et al., 1996). Além disso, quando
adultos esses animais apresentam uma menor resposta de medo frente a tarefas
comportamentais, assim como uma resposta atenuada do eixo HPA frente a estressores
(Holmes et al., 2005). A explicacdo para tais desfechos fundamenta-se na inducdo de um
maior cuidado materno a partir da exposicdo a periodos breves de separacdo e,
consequentemente, maior preparo para que o filhote enfrente os desafios ambientais futuros
(Meaney, Mitchell, et al., 1991).

Muito embora periodos breves de separacdo possam ser considerados benéficos,
ndo apresentando quaisquer efeitos prejudiciais sobre o desenvolvimento, periodos
prolongados de separacdo (e.g., entre 30 e 180 minutos) ou, até mesmo, periodos de 24 horas
mostram-se como potencialmente deletérios para o adequado desenvolvimento dos filhotes
(Andersen, 2015; Holmes et al., 2005; Pryce & Feldon, 2003). Uma das justificativas
sugeridas por alguns autores refere-se a redugdes significativas no cuidado materno, através

da quebra diaria das relagcdes entre mée-filhote, assemelhando-se a condi¢cbes humanas de
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negligéncia e falta de cuidado maternal (Brenhouse & Andersen, 2011; Hennessy, Paik,
Caraway, Schiml, & Deak, 2011). Dados de estudos com roedores, filhotes de maes “pouco
cuidadoras” — as quais apresentavam baixas taxas de comportamento materno para com seus
filhotes — revelam que, para alem do aumento de comportamentos tipo depresséo e ansiedade
na vida adulta, existe uma profunda desregulacéo da resposta do eixo HPA frente a estressores
ambientais (Caldji et al., 2000; D. Francis et al., 1996; Ladd et al., 2000; Meaney et al., 1988;
Zaharia, Kulczycki, Shanks, Meaney, & Anisman, 1996). Os mesmos achados tém sido
reportados por estudos de privacdo de cuidado do materno por um periodo de tempo diario ao
longo de dias ou semanas (Aisa et al., 2007; Brenhouse & Andersen, 2011; Hohmann, Beard,
Kari-Kari, Jarvis, & Simmons, 2012; Hohmann, Hodges, Beard, & Aneni, 2013; Kundakovic,
Lim, Gudsnuk, & Champagne, 2013; Nishi, Horii-Hayashi, & Sasagawa, 2014). As
desregulacGes poderiam ser identificadas através do aumento dos niveis periféricos de
corticosterona nesses animais na vida adulta quando expostos a desafios e tarefas para
avaliacdo de responsividade ao estresse (Szyf, Weaver, Champagne, Diorio, & Meaney,
2005). Além disso, foram observadas modificacdes epigenéticas nos padrdes de metilacdo na
regido exon promotora do gene do Receptor de Glicocorticdide (NR3C1). O aumento da
metilacdo nessa regido seria responsavel pela reducdo na expressdao de RNA mensageiro na
regido do NR3C1 no hipocampo, conduzindo a uma desregulacdo no sistema de feedback
negativo do eixo HPA (Weaver, 2007; Weaver et al., 2004).

2.4. Modelos animais para o estudo de estresse precoce: 0 modelo de separacdo materna

Os modelos animais de estresse precoce tém sido largamente empregados em
estudos que visam mimetizar experimentalmente as consequéncias desenvolvimentais da
exposicdo a adversidade durante periodos iniciais de vida (Andersen, 2015; Molet, Maras,
Avishai-Eliner, & Baram, 2014; Nishi et al., 2014; Pryce & Feldon, 2003; Vetulani, 2013).
Dentre os modelos existentes, a SM é considerado um dos modelos mais robustos e capazes
de proporcionar uma abordagem padronizada para avaliagdo das altera¢cdes neurobioldgicas e
comportamentais decorrentes dessa exposi¢do (Andersen, 2015; Nylander & Roman, 2013;
Schmidt, Wang, & Meijer, 2011; Vetulani, 2013). O paradigma de SM encontra-se
fundamentado na importéncia do papel e dos comportamentos maternos no desenvolvimento
do filhote, envolvendo aspectos da relagdo entre mae e filhote que vao além do simples
atendimento das necessidades nutricionais (Harlow & Zimmermann, 1959; Harrison, Jaehne,

Jawahar, Corrigan, & Baune, 2014; Pryce & Feldon, 2003). Além disso, reconhece-se que a
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perturbacdo da relagdo entre mée e filhote é capaz de conduzir a uma forte reacdo de protesto
e desespero do animal neonato. Essas reagdes significativas em conjunto com a imaturidade
dos sistemas neurobioldgicos responsaveis por responder aos estressores ambientais
acarretaria no aumento da carga alostaticas, resultando em sérias consequéncias para funcoes
fisiol6gicas e hormonais e induzindo altera¢cdes em fenotipos comportamentais, cognitivos e
neuroquimicos na idade adulta (Andersen, 2003; Holmes et al., 2005; Vetulani, 2013).

Apesar do modelo original de SM ter sido desenvolvido por Levine (1967) e ser
baseado em um periodo Unico de separacdo por 24 horas, 0 modelo mais utilizado baseia-se
na separacdo de 3 a 4 horas ao longo do periodo que se estende do dia pés-natal (PND) 2 até o
PND14 ou até o PND20-21. Varias outras variacbes de modelos de SM também séo
encontradas, incluindo distingdes no tempo de privacdo de cuidado, na duracdo de dias, bem
como nos procedimento realizados pelos respectivos protocolos (Andersen, 2015; Anisman,
Zaharia, Meaney, & Merali, 1998; Gutman & Nemeroff, 2002). Embora tais variacdes néo
parecam significativas, tém se observado distingdes entre diferentes estudos no que se refere
as conclusdes sobre a efetividade do paradigma de SM em produzir alteracbes em diferentes
fenotipos comportamentais (e.g., ansiedade, depressdo e medo). Os desfechos acabam se
tornando dependente da metodologia utilizada, uma vez que possivelmente haja
diferenciacOes na intensidade da exposicdo ao estresse induzido pela privagdo materna entre
os varios paradigmas de SM (Andersen, 2015; Vetulani, 2013).

2.5. Justificativa

Apesar de diversas investigacdes em modelos clinicos e pré-clinicos terem sido
realizadas na ultima década acerca dos efeitos do estresse precoce sobre o desenvolvimento,
ainda se possui um conhecimento limitado em relacdo aos possiveis mecanismos responsaveis
por mediar tais efeitos. Recentes estudos no campo da epigenética tém procurado alvos
moleculares que possam estar no cerne de modificagbes biologicas especificas e, da
consequente, expressao de fendtipos comportamentais distintos do que seria esperado na
idade adulta. Embora muito desses estudos estejam sendo realizados com humanos,
reforcando a validade biologica dos seus achados, seus desenhos retrospectivos e/ou
associativos podem representar um fator limitante a extensdo de suas interpretagdes. Estudos
experimentais, no entanto, principalmente com modelos animais possibilitam, através da
manipulacdo e do controle de diversas variaveis, uma maior capacidade de interpretacéo e

conclusdo de seus achados, especialmente no que se refere & descoberta de alvos e
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mecanismos celulares e moleculares ligados ao estresse no inicio da vida, e suas implicacdes
desenvolvimentais.

N&o somente esses fatores tém se mostrado como uma vantagem dos estudos com
modelos animais em comparagdo a estudos clinicos, mas também o aumento das evidéncias
que sugerem a existéncia de uma variabilidade de repertérios comportamentais entre 0s
animais, a exemplo de roedores, que se demonstram analogos aos avaliados em humanos.
Alguns desses comportamentos inclusive tém sido validados como modelos potenciais de
transtornos psiquiatricos, incluindo Transtornos de Humor e Ansiedade e Transtornos
Relacionados ao Uso de Substéncia (Pryce & Feldon, 2003; Schmidt et al., 2011; Vetulani,
2013). Assim, avaliagbes de comportamentos em animais vém sendo considerados como
endofenotipos de determinados transtornos mentais, pois avaliam comportamentos
pertencentes aos componentes centrais desses transtornos (Castellanos & Tannock, 2002).
Isso possibilita comparacfes diretas entre as espécies caso seus resultados demonstrem-se
com o0 mesmo efeito (Andersen, 2015)

Considerando que entre as pesquisas na tematica de estresse precoce em modelos
animais com roedores, 0 modelo de SM tem se destacado como um dos paradigmas mais bem
consolidados e utilizados. Diversas evidéncias reforcam as associagdes encontradas entre o
estresse pds-natal induzido pela SM e alteracbes em comportamentos tipo ansiedade e
depressdo, considerados analogos a condicGes psiquiatricas de depressao e ansiedade. Além
disso, modificagdes no funcionamento de sistemas neuroenddcrinos e imunoldgicos tém sido
identificadas através da avaliacdo de marcadores especificos, incluindo hormdonios
glicocorticoides, expressao de proteinas em regides cerebrais como hipocampo e cortex pré-
frontal, bem como niveis centrais e periféricos de citocinas inflamatdrias. Embora haja um
corpo de evidéncias que convergem para alteracdes especificas decorrentes do estresse
precoce, 0 modelo de SM tém apresentado alguns resultados inconclusivos e contraditorios
em relacdo ao seu impacto neurobiolégico e comportamental. Autores defendem que
possiveis diferencas metodoldgicas e nos procedimentos experimentais podem ser
responsaveis por algumas discrepancias entre os estudos (Molet et al., 2014; Nylander &
Roman, 2013; Schmidt et al., 2011). Por exemplo, por mais consolidado que esteja 0 modelo
de SM, argumenta-se que ainda existem indefinicbes quanto a nomenclatura, definicdo
conceitual e procedimento experimental entre 0s varios estudos que optam por utilizar esse
modelo de estresse precoce. Tais diferencas acarretariam na pratica em uma auséncia de um
unico modelo de SM, abrindo uma lacuna para modelos de SM que se assemelham, porém

que possuem especificidades em seus procedimentos (Nylander & Roman, 2013).
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De uma maneira geral, a SM consiste em repetidas intervengdes com objetivo de
romper a relacdo mae-filhotes, por meio da privacdo do cuidado materno durante os primeiros
dias de vida dos neonatos. No entanto, existem diversas especificidades do modelo, como o
tempo de exposicao diaria a privacao de cuidado e duracdo em dias do protocolo de estresse,
além de pequenas diferencas nos procedimentos adotados durante o procedimento. Tais
diferengas sutis podem em alguns casos conduzir a resultados inconsistentes e pouco
confiaveis. Ainda, outro aspecto a ser considerado sdo diferencas entre as linhagens,
condi¢cdes de manutencdo e manipulacdo dos animais nos diferentes laboratdrios. Esses
fatores, em conjunto, representariam um sério problema para a replicacdo dos achados desses
estudos, além de tornar complicada qualquer tentativa de compilacdo e analise dos seus
resultados através de estudos sistematizados e meta-analiticos, ainda bastante escassos entre
estudos pré-clinicos (Hooijmans, Leenaars, & Ritskes-Hoitinga, 2010; Kilkenny et al., 2009).
Embora 0 modelo de SM ndo esteja livre de criticas e potenciais limitagdes na translacdo de
seus achados para modelos com humanos, a SM em roedores é comprovadamente capaz de
mimetizar os efeitos do estresse precoce, principalmente da negligéncia parental em criancas
(Molet et al., 2014).

Tomado em consideragdo o exposto, a presente dissertacdo foi organizada em
duas sessOes distintas que compreendem duas investigagdes com objetivos distintos. A
primeira sessdo, composta pelo estudo 1 (estudo tedrico), objetiva realizar um revisdo
sistematica em quatro etapas, de carater metodoldgico, dos estudos de SM que buscaram
investigar desfechos comportamentais em camundongos. Esse estudo fundamenta-se nas
varias evidéncias que sugerem para potenciais problemas metodoldgicos e conceituais no que
se refere ao modelo de SM. Mais que isso, em razdo da variabilidade sugerida por alguns
autores entre os modelos de SM, a revisdo busca compilar e estabelecer uma definicéo clara e
padronizada acerca das definicbes, nomenclatura e abreviacdes para os modelos de SM.
Ainda, a revisdo possui 0 objetivo de fornecer um panorama geral a respeito dos efeitos
observados pelos estudos de SM nos fenotipos comportamentais estudados, bem como em
variaveis biologicas e moleculares. Ja a segunda sessdo, que compreende o estudo 2 (estudo
empirico) da presente dissertagdo, almeja investigar os efeitos da SM em comportamentos
tipo ansiedade em camundongos, machos, da linhagem Balb/c na idade adulta, a fim de

identificar possiveis alteracOes fenotipicas em decorréncia do estresse precoce.

2.6. Objetivos
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2.6.1 Estudo de Revisdo

(1) Revisar os modelos de separagdo materna utilizados em camundongos para avaliar os
efeitos do estresse precoce em desfechos comportamentais.

(2) Avaliar a qualidade do relatério metodoldgico dos estudos com separacdo materna e
desfechos de comportamento.

(3) Propor uma definigdo clara e padronizada acerca das defini¢bes, nomenclatura e
abreviacdes para os modelos de separacdo materna.

(4) Descrever os principais efeitos da separacdo materna encontrados entre os estudos

revisados.

2.6.2 Estudo Original

(1) Comparar o desempenho de camundongos adultos expostos e ndo expostos a
separacdo materna na infancia em uma bateria de tarefas de comportamentos tipo
ansiedade.

(2) Investigar possiveis alteracbes no comportamento materno e nos padrbes de
comportamento materno em decorréncia da exposicdo das mées ao protocolo de

separacao materna.



26

5. CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo principal da presente dissertacdo foi investigar os efeitos da SM
durante a infancia em fendtipos comportamentais de ansiedade em camundongos da espécie
Balb/c na idade adulta, através de uma bateria de tarefas consolidadas para avaliagdo de
comportamentos tipo ansiedade. O estudo empirico foi desenhado para responder tal questao
de pesquisa, de modo que, os achados desse estudo foram capazes de corroborar as evidéncias
encontradas na literatura que referem a SM como um fator de risco ambiental para o
desenvolvimento de fendtipos especificos subjacentes a determinadas psicopatologias. Além
disso, observou-se que a SM influencia também comportamentos associados ao julgamento e
tomados de decisdo frente as situacfes de perigo e ameaca. Os achados, de maneira geral,
revelaram que camundongos expostos a SM apresentam um aumento dos comportamentos
tipo ansiedade, sendo também evidenciado um aumento na resposta fisioldgica relacionada a
ansiedade, através da quantificacdo do nimero de bolos fecais produzidos durante a realizacdo
das tarefas. No que se referem aos comportamentos relacionados ao julgamento e tomada de
decisdo, os camundongos expostos a SM apresentaram uma reducdo significativa nos indices
de exploracdo/coleta de informacgOes e avaliagdo de risco considerados comportamentos
analogos a JTD (Cruz, Frei, & Graeff, 1994; Mikics, Barsy, Barsvari, & Haller, 2005;
Rodgers & Johnson, 1995).

Considerando o campo de pesquisa pré-clinico sobre ELS e suas consequéncias
desenvolvimentais, este estudo diferencia-se dos anteriores principalmente por abarcar em seu
delineamento experimental uma bateria composta por diferentes tarefas que avaliam
comportamentos tipo ansiedade. O uso de mais de uma tarefa que se propde a avaliar um
mesmo fenotipo comportamental minimiza a possibilidade de um viés nos resultados em
decorréncia de efeitos dependentes da tarefa. Dessa forma, nossos achados possuem potencial
de reforcar a validade do modelo de SM como um modelo capaz de conduzir a alteracGes
fenotipicas na idade adulta. Ainda, a partir da utilizacdo de pardmetros adicionais de avaliagdo
de comportamento nas tarefas utilizadas, foi possivel avaliar o impacto do estresse precoce
em comportamentos correlacionadas a ansiedade, como comportamentos relacionados a JTD
e mudanca de atividade. A validacdo do modelo de SM abre caminho para a investigacéo de
possiveis alvos moleculares e bioldgicos que possam embasar tais diferencas
comportamentais. Até onde se tem conhecimento, ainda ndo foram descobertos alvos

especificos responsaveis pelos efeitos da SM no desenvolvimento desses comportamentos.



27

Sabe-se, no entanto, que 0s possiveis mecanismos relacionados a tais efeitos derivam de uma
interagdo complexa entre modificacbes em nivel celular, molecular e biologico em
consequéncia a exposicao recorrente a adversidades no inicio da vida (Murgatroyd &
Spengler, 2011).

Por mais que o estudo empirico apresente algumas limitaces, como ndo ter
mensuracdes de variaveis biologicas e moleculares, principalmente em alvos associados a
regulacdo do eixo HPA, varios estudos que investigaram desfechos comportamentais em
conjunto com medidas neurobiolégicas tém apresentado evidéncias consistentes que apontam
para uma relacdo entre as alteracbes comportamentais e neurobioldgicas investigadas. Por
exemplo, De Palma (2015) avaliou os efeitos da SM em comportamentos tipo ansiedade e
depressdo e, concomitante, avaliou os niveis periféricos de corticosterona. Os resultados
encontrados foram convergentes indicando um aumento dos comportamentos tipo ansiedade e
depressdo em conjunto com aumento dos niveis de corticosterona. Da mesma forma, Garcia-
Gutiérrez (2015) encontrou um aumento dos comportamentos tipo ansiedade e depressao
associados a uma reducdo dos niveis transacionais de BDNF e NR3C1 regido do hipocampo.
Esses achados sugerem alteracdes moleculares e neurobioldgicas como consequéncia de uma
exposicdo ao estresse precoce e que, possivelmente, estdo implicadas na manifestagdo dos
fendtipos comportamentais investigados. Assim, a hipdtese mais estabelecida a respeito dos
efeitos do estresse precoce fundamenta-se na avaliagdo dos mecanismos responséveis pela
reprogramacao do funcionamento do eixo HPA ja em periodos precoces, através de alteracdes
na expressdo génica, niveis transcrionais e pos-trancricionais de proteinas relacionadas aos
receptores de glicocorticoide em diferentes regides cerebrais que regulam a atividade do eixo
HPA (Murgatroyd & Spengler, 2011). No entanto, alteragdes no sistema imunoldgico e nos
niveis transcrionais e poés-trancrionais do BDNF parecem ter uma forte relacdo com as
modificacdes do perfil neurobioldgico dos individuos expostos ao estresse precoce (Branchi
& Cirulli, 2014). O BDNF possui um papel importante no crescimento neuronal e plasticidade
sinaptica, processos essenciais para o adequado desenvolvimento de estruturas cerebrais
(Bekinschtein, Cammarota, & Medina, 2014).

Embora ainda se observe uma inconsisténcia entre alguns achados associados a
SM, com estudos apresentando resultados nulos ou que contradizem a hipotese da SM como
capaz de produzir efeitos deletérios no desenvolvimento, discute-se que tais achados podem
decorrer de sutis diferengas metodologicas entre os estudos. Algumas revisdes sobre o
paradigma de SM tém abordado tal tematica, sugerindo que distin¢Bes entre os procedimentos

de execucdo do modelo de SM, além de diferencas na escolha da linhagem dos camundongos
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e do sexo dos animais a serem estudado podem influenciar para a variabilidade dos achados
(Andersen, 2015; Holmes et al., 2005; Nylander & Roman, 2013; Pryce & Feldon, 2003;
Schmidt, Wang, & Meijer, 2011).

Tendo em vista os recentes debates acerca das possiveis influéncias dos aspectos
metodoldgicos nos resultados advindos de estudos de SM, a sessdo tedrica da dissertacdo
procurou, através de uma abrangente revisdo sistematica, revisar e descrever os modelos de
SM utilizados em camundongos para avaliar os efeitos do estresse precoce em desfechos
comportamentais. A descricdo dos diferentes modelos de SM utilizados entre os estudos
também permitiu a elaboracdo de uma proposta de definigdo conceitual e de nomenclatura
padrdo a ser seguida pelos estudos que utilizam protocolos de SM. Tal proposta almeja
homogeneizar a nomenclatura e o0s procedimentos utilizados pelos estudos e,
consequentemente, facilitar a compreensao e a interpretacdo dos efeitos decorrentes da SM
nos desfechos avaliados. Ainda, um objetivo adicional da revisdo procurou avaliar a qualidade
dos relatorios metodoldgicos dos artigos revisados. Os dados provenientes dessa avaliacdo
reforcam a importancia da elaboracéo de relatérios metodoldgicos de qualidade, uma vez que
diversos detalhes metodoldgicos e variaveis intervenientes tém se mostrado capazes de
enviesar os efeitos da SM. Assim, 0 autor sugere que se faca a escolha do paradigma de SM a
ser utilizado com embasamento da pergunta de pesquisa a ser respondida, procurando atender
ao maximo as opc¢des metodoldgicas sugeridas no estudo tedrico. Essa medida ird possibilitar
ndo somente uma maior homogeneizacao entre os estudos de SM, como também resultara em
um maior controle das variaveis intervenientes. Assim, as pesquisas que utilizam modelos de
SM serdo capazes de mimetizar adversidades em periodos iniciais do desenvolvimento com
maior fidedignidade.

As implicacdes destes achados se fazem relevantes no atual cenario da pesquisa
pré-clinica nacional e internacional com modelos de SM, uma vez que se percebe um
crescimento exponencial no nimero de estudos publicados com o tema. Acredita-se, que caso
ndo haja uma padronizacdo dos procedimentos experimentais utilizados pelos pesquisadores
que adotam tal paradigma, com a crescente de evidéncias existe o risco de alcangarmos um
nimero muito elevado de achados controversos, acarretando em uma perda significativa da
validade do modelo. Neste sentido, a presente revisdo almeja servir de guia para futuros

estudos empiricos e de meta-analise com SM e desfechos comportamentais subjacentes.



