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RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar as alteragdes comportamentais de ratos machos e fémeas adultos,
expostos ao material particulado fino e ultrafino (MP<2,5) suspenso na poluicdo do ar, durante o
desenvolvimento. Ratos Wistar, com idade de 7 dias pds-natal, foram expostos a cadmara de um
concentrador de particulas atmosféricas. Foram realizados os testes de campo aberto e teste de
preferéncia por sacarose para avaliacdo da presenca de comportamentos de ansiedade e depressao. Ratos
machos do grupo poluicdo apresentaram reducdo da atividade locomotora e do tempo de permanéncia no
centro do campo aberto quando comparados aos machos do grupo controle. O teste de preferéncia por
sacarose evidenciou significancia estatistica entre os grupos poluicdo e controle (machos+fémeas), e entre
os machos do grupo poluicdo e controle. O estudo concluiu que a exposicdo ao MP<2,5 causa alteracdes
comportamentais caracteristicas de depressao e ansiedade, em ratos machos, adultos, expostos durante o
periodo de desenvolvimento.

Palavras-chave: Poluicdo do ar, material particulado, depressao, ansiedade, ratos.

POSTNATAL EXPOSURE TO AIR POLLUTANTS (PM<2,5) AS RISK FACTOR FOR THE
DEVELOPMENT OF DEPRESSION AND ANXIETY: AN EXPERIMENTAL STUDY.

ABSTRACT

The purpose of the study was to evaluate the behavioral changes of male and female adult rats exposed to
fine and ultrafine particulate matter (PM<2,5) suspended in air pollution during development. Wistar rats
aged 7 postnatal days were exposed to the chamber of an atmospheric particle concentrator. Open field
tests and sucrose preference tests were performed to assess the presence of anxiety and depression
behaviors. Male rats from the pollution group showed reduced locomotor activity and length of stay in the
open field center when compared to the control group. The sucrose preference test showed statistical
significance between the pollution and control groups (male+female), and among the males of the
pollution and control group. The study concluded that exposure to PM<2.5 causes behavioral changes
characteristic of depression and anxiety in adult male rats exposed during the developmental period.
Keywords: Air pollution, particulate matter, depression, anxiety, rats

INTRODUGAO uma variedade de fontes internas e externas™”.

A poluicdo do ar caracteriza-se por uma As principais fontes de contribuicdo
mistura complexa de poluentes que inclui humana sdo o trafego e a combustdo industrial
materiais particulados (MP) e gasosos e deriva de de combustiveis fésseis, bem como a mineracdo,
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atividades agricolas e queima de combustiveis,
sendo que as emissbes de combustdo
representam mais da metade da poluicdo do ar*”.

De acordo com American Environmental
Protection Administration (EPA)’> os principais
poluentes atmosféricos sdao didxidos de
nitrogénio (NO,), didéxidos de enxofre (SO,),
ozonio (0s3), MP,s, MPy, hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (HAPs), mondxido de
carbono (CO), metano, compostos organicos
volateis (benzeno, tolueno e xileno) e metais
(como o chumbo, manganés, vanadio e ferro)®.

O MP inclui uma ampla variedade de
matéria liquida ou sdlida microscépica na
atmosfera. A composicdo exata do MP varia com
base no tamanho, localiza¢do, clima, estagdo do
ano, hora do dia e em vérios outros fatores®. O
MP recebe diferentes denominag¢des de acordo
com o tamanho: particulas grossas, sdo as que
apresentam didametro de 2,5 a 10 micrémetros
(MPy,), particulas finas, apresentam didmetro de
0,1 a 2,5 micrometros (MP,s), e as particulas
ultrafinas apresentam diametro igual ou inferior
a 0,1 micrébmetros (MPy;). As menores fragSes
contém maiores quantidades de carbono negro
derivado da combustdo de combustiveis
fosseis™’.

Dessa forma, o tamanho e o peso do MP
sdo fatores determinantes na deposicdo de
particulas no trato respiratdrio. Enquanto as
particulas maiores tendem a se depositar e afetar
o trato respiratério superior, as menores
(MP<2,5) se depositam em partes mais profundas
do tecido pulmonar®®®’. Uma vez no pulm3o,
essas particulas sdo absorvidas pelas células e
entram na corrente sanguinea, sendo a forma
mais téxica do MP**o!,

De acordo com a Organiza¢do Mundial de
Saude (OMS) a poluicio atmosférica é um
problema mundial de saude publica e ambiental,
pois as exposicdes iniciam-se no periodo
gestacional e s3o cumulativas ao longo da vida*’.

A OMS estima ainda que 92% da
populagdo mundial viva em areas onde as
diretrizes de qualidade do ar (10 pg/m’® como
média anual maxima e 25 pg/m?®como média
maxima de 24 horas) ndo sdo cumpridas,
causando altas taxas de mortalidade em
consequéncia da poluicdo™. Estima-se que o
nimero total de mortes atribuiveis ao MP,;
aumentara nas préximas trés décadas em mais de
50% e poderd causar a morte de 6,6 milhGes
pessoas até o ano de 2050,
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O Brasil ocupa a 442 posicao entre os
paises mais poluidos do mundo e a 102 posicdo
entre os paises da América’®. Dentre as cidades
brasileiras, Sdo Paulo, com mais de 12,2 milhdes
de habitantes e frota veicular equivalente a 15,3
milhdes de veiculos, apresenta altos indices de
poluicdo atmosférica e consequentemente
elevados problemas de saude, além de
consideraveis gastos relacionados a
hospitalizagdes'’. Alguns pontos da cidade
chegam a registrar valores de MP duas vezes
superiores aos estabelecidos pela OMS como
aceitaveis. Estima-se que se esses valores
permanecessem dentro da faixa estabelecida
pela OMS, ou seja 10 pg/m?>, mais de 5.012 dbitos
de bebés prematuros seriam evitados e haveria
uma economia anual de 15,1 bilhGes de ddlares
no pais'”*®. Desde a década de 70, a Companhia
Ambiental do Estado de Sdo Paulo (CETESB) faz
uso de uma rede de monitoramento da qualidade
do ar para avaliar os niveis de poluicdo
atmosférica. Em 2013, o Decreto Estadual n®
59.113 de 23/04/2013 preconizou novos padrdes
de qualidade do ar para o Estado de Sao Paulo, os
quais sdo baseados nas diretrizes estabelecidas
pela OMS. Esse decreto ressalta metas
progressivas e intermedidrias a serem cumpridas,
até chegar ao padrdo final, ao qual a polui¢do
atmosférica serd reduzida a niveis aceitdveis ao
longo do tempo®’.

Diversos estudos relatam os efeitos
deletérios da poluicdo do ar no sistema
respiratério e cardiovascular®®?°. A polui¢do do
ar pode afetar também o sistema nervoso central
(SNC), atingindo o cérebro por via direta, por
meio do bulbo olfatério e por via indireta,
adentrando a circulacdo sistémica e atravessando
a barreira hematoencefalica®**2. Este processo
pode danificar estruturas cerebrais e predispor
ao aparecimento de patologias neuroldgicas
como Parkinson, Alzheimer, Esclerose Mdiltipla,
Autismo, Esquizofrenia, Acidente Vascular
Encefélico, entre outras®***. Ha relatos de que a
poluicdo do ar pode aumentar ainda a frequéncia
de crises de pacientes com epilepsia®’. Acredita-
se que os principais mecanismos envolvidos
sejam por inflamagdo e estresse oxidativo>*'*?.

Além de neuropatologias, a exposi¢do a
poluentes atmosféricos tem sido associada a
alteragcdes comportamentais como ansiedade,
depressdo, hiperatividade, disturbios cognitivos,
diminuicdo da capacidade de raciocinio ndo-
verbal, alteracdes na memodria e atraso no

desenvolvimento psicomotor3'4'2°’23'25,
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principalmente quando as exposi¢des se iniciam
no periodo gestacional e pds-natal, pois pode
interferir nos processos de proliferacao,
diferenciacdo, migracdao e maturacao celular do
sistema nervoso>*>®,

Pesquisas  com modelos  animais
confirmam a presenca de distlrbios de cognicao,
sintomas de ansiedade e comportamentos
depressivos em resposta as exposicoes
gestacionais e pds-natais a poluicdo do ar?*?*?%%’,
Estudos epidemioldgicos também sugerem que a
poluicdo do ar no cérebro em desenvolvimento
(pré-natal e neonatal) pode causar prejuizos
cognitivos e comportamentais em adultos®'*%,
sendo considerado um fator de risco para o
aumento de casos relacionados ao transtorno do
espectro autista e esquizofrenia27’28. Outros
estudos também sugerem que criangas e adultos
gue vivem, estudam ou trabalham em dareas com
intenso  trafego veicular geralmente sdo
acometidos por comprometimento cognitivo e
sintomas de ansiedade e depress3o®*.

Apesar das evidéncias do impacto que a
poluicdo atmosférica causa no desempenho
cognitivo e comportamental do cérebro em
desenvolvimento e nas repercussdes da vida
adulta em modelos animais e estudos
epidemioldgicos, ainda se faz necessario elucidar
e entender por quais mecanismos isso ocorre.

Diante do exposto, o objetivo do
presente estudo foi avaliar as alteragGes
comportamentais de ratos machos e fémeas
adultos, expostos ao material particulado fino e
ultrafino (MP<2,5) suspenso na poluicdo do ar,
durante o desenvolvimento. Testes
comportamentais para avaliagdo de depressdo e
ansiedade foram empregados.

METODOLOGIA
Animais

Ratos  Wistar, fémeas, nuliparas,
sexualmente maduras, com aproximadamente 90
dias de vida e, machos da mesma linhagem,
provenientes do Centro de Desenvolvimento de
Modelos Experimentais para Biologia e Medicina
(CEDEME) da Universidade Federal de S3o Paulo
(UNIFESP) foram empregados no estudo. Os
animais foram alojados no biotério da Disciplina
de Neurociéncia em gaiolas de polipropileno
dispostas em estante ventilada, permanecendo
com livre acesso a agua e comida, com controle
do ciclo claro-escuro de 12 horas (claro das 7-
19h), e temperatura de 21 + 2°C. O conceito dos
3R (Reduction, Replacement and Refinement) foi
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considerado no planejamento dos experimentos.
Todos o0s experimentos tiveram inicio apds
aprovacio da Comissdo de Etica no uso de
animais (CEUA) da UNIFESP sob 0 n22134070518.

Delineamento experimental

Ratos Wistar (4 fémeas e 2 machos),
provenientes do CEDEME da UNIFESP, foram
mantidos juntos em gaiola para acasalamento. A
cada manha era feito o esfregaco vaginal para a
deteccdo da presenca do espermatozoide no
canal vaginal, cuja presenca estabelecia o dia
zero da gestacao.

Apds a deteccdo do espermatozoide, as
fémeas permaneceram juntas (2 ratas por caixa)
até o 152 dia de gestacdo e, apds esse periodo,
foram separadas permanecendo uma fémea por
caixa até o nascimento da ninhada (21 dias de
gestacdo). O dia do nascimento foi considerado
como dia zero pds-natal.

No 29 dia apds nascimento dos filhotes,
as ratas juntamente com sua ninhada foram
levadas para a Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo (FMUSP), onde se
encontra o CPA, e |4 foram acondicionadas no
Biotério do Laboratério de Poluicdo Ambiental
(LIM-05), Departamento de Patologia, sob as
mesmas  condicdes ambientais e com
alimentacao ad libitum.

Protocolo de exposicdo a poluicdo atmosférica

A exposicdo a camara de ar poluido do
CPA teve inicio no 72 dia de vida pds-natal, e os
filhotes eram mantidos com as mdes durante a
exposicdo (Grupo poluicdo). Filhotes com a
mesma idade foram expostos a cadmara de ar
filtrado, para obtencdo do grupo controle. No 219
dia de vida, foi realizado desmame e as proles
foram separadas por sexo. Os animais foram
expostos ao MP<2,5 ou ar filtrado, 5 dias por
semana, durante 30 dias (P7 — P60). Os animais
machos e fémeas foram agrupados de acordo
com o procedimento (Poluicdo e ar filtrado,
N=7/grupo), e mantidos em numero de 4 por
caixa.

O CPA concentra o MP<2,5 de tamanho
aerodinamico. Os animais receberam uma
concentra¢cdo de 600 ug/m®* de MP<2,5 que
representa a concentracdo média didria total
inalada por individuos que vivem na regido de
Pinheiros, onde o CPA est4 instalado™.

A figura abaixo representa os valores de
MP, s em Sdo Paulo, regido de Pinheiros, durante
os dias de exposicao dos animais.
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Figura 1. Valores de MP,s medidos na estagdo da CETESB em Pinheiros da cidade de Sdo Paulo durante os
dias de exposicdo dos animais entre os meses de agosto a setembro de 2018. O valor preconizado pela

OMS é de 25 ug/m?® em 24h.

A regido de Pinheiros, cidade de Sao
Paulo, foi estrategicamente escolhida para a
instalacdo do CPA, devido alto trafego de veiculos
movidos a diesel, portanto, com alta taxa de
MP<2,5 resultante da queima do combustivel
fossil. O CPA foi desenvolvido pela Escola de
Saude Publica de Harvard nos Estados Unidos e
faz uso da tecnologia de impactadores virtuais, os
quais sdo capazes de concentrar em até 30 vezes
as particulas presentes na atmosfera sem alterar
as propriedades quimicas e fisicas’". E provido de
um medidor de poluentes digital (Data RAM) que
faz a leitura online da concentragdo de MP<2,5
dentro da camara, e a partir dos valores obtidos é
possivel calcular o tempo de exposicao para a
concentragdo desejada.

Estima-se que um individuo que vive
nesta regido aspire uma concentracdo média de
600 pg/m3, em 24h. Para que os ratos recebam
concentragdes similares de MP<,s no CPA, o
tempo de exposicio pode ser calculado pela
seguinte férmula, lembrando que os valores de
MP sdo medidos online pelo Data RAM.

Célculo do tempo de exposicao

CA = Exposicdo desejada aos animais = 600 pg/m?3
CC = Concentragdo medida online na cdmara =
495 pg/m3

Colloq Vitae 2019 set-dez; 11(3): 20-31.

CA
tempo de exposicdo = c x 60 minutos
_ 600 60 minut
= 7ot X 60 minutos

= 72.7 minutos
= 1 hora e 13 minutos de exposicao

De uma maneira geral, o tempo de
exposicdo ndo ultrapassa o periodo de 2h.
Durante a exposicdo, 0s animais ficaram
acondicionados em gaiolas de moradia, livres
para respirar naturalmente e com acesso a ragdo
e agua ad libitum.

Avaliacdo comportamental

Ao término da exposicdo ao MP<2,5 ou
ao ar filtrado nas camaras do CPA, ou seja, 60
dias do periodo pds-natal, os animais foram
levados de volta ao biotério da Disciplina de
Neurociéncia da UNIFESP e alojados em gaiolas
de polipropileno dispostas em estantes
ventiladas, permanecendo por um periodo de
adaptacdo de no minimo cinco dias antes do
inicio dos testes comportamentais para
evidenciar a presenca de comportamentos
caracteristicos de depressao e ansiedade.

Rotineiramente, entre um experimento e
outro, todos os aparatos usados nos testes foram
limpos com alcool 70%, com a finalidade de evitar
interferéncia causada pelo odor do animal
anterior. Antes do inicio de cada teste, os animais
foram deixados na sala de comportamento por
60 minutos para habituagdo. Os animais
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realizaram os seguintes testes comportamentais:
campo aberto e teste de preferéncia a sacarose.
O teste comportamental campo aberto foi
conduzido no periodo matutino (9h as 13h) e o
teste de preferéncia a sacarose foi realizado as
17h e teve duracdo de 24h.

Teste de locomoc¢ao em campo aberto

O teste de locomog¢dao em Campo Aberto
(CA) foi realizado em uma Unica sessdo de 10
minutos, na qual os animais foram colocados
sozinhos, no centro do aparato (campo circular
de 1 m de didmetro) e tiveram seu
comportamento filmado. A distancia percorrida e
o tempo de permanéncia no centro do aparato
foram calculados utilizando o software
AnyMaze®. A analise se baseia em avaliar o
comportamento frente a novos ambientes, e
investiga a atividade exploratéria dos animais,
sendo possivel avaliar a ansiedade e atividade
locomotora®.

Teste de preferéncia por sacarose

Este teste é utilizado para avaliar os
efeitos da anedonia induzida por estresse® e
consiste na livre escolha entre duas solucdes,
agua e sacarose 0,8%. Os animais foram isolados
e habituados a beberem 3agua de duas garrafas
com 250 mL cada, por 24h (habituacdo). No
segundo dia uma das garrafas de agua foi
substituida por uma solugdo de sacarose 0,8%
(medida basal). Apds 24h foi feita a primeira
medida e a posicdo das garrafas foi invertida para
evitar o viés da preferéncia do animal por um
lado especifico e, 24h apds esta medida, foi
realizada a Ultima medida. O consumo das
solugbes (mL) foi mensurado por meio de uma
proveta, no periodo de 24 e 48h apds a
apresentacio da solugio de sacarose®*. O
consumo de liquidos nos dois dias foi somado e a
preferéncia por sacarose foi calculada pela
seguinte férmula.

PS = CS X100
CTL (sacarose+agua)

Onde:

PS = Preferéncia por sacarose
CS = Consumo de sacarose

CTL = Consumo total de liquido

Eutanasia

Todos os animais do estudo foram
anestesiados com Cetamina (150 mg/Kg i.p.) e
Xilasina (30 mg/Kg i.p.) e posteriormente
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eutanasiados por decapitacao.

Analise estatistica

Para todas as andlises descritas, foram
obedecidos os pré-requisitos de normalidade e
homogeneidade de variancias. O nivel de
significancia adotado para todo o estudo foi de
5% e o tamanho da amostra seguiu o padrao de 7
animais/grupo. Os testes adotados para estes
casos foram ANOVA two-way seguido de post-
Hoc Bonferroni. Para os dados que nado
cumpriram estes pré-requisitos, foi realizada a
padronizacdo com z-escore a fim de corrigir a
nao-normalidade da distribuicdo e a correcdo de
Welch para corrigir a ndo-homogeneidade de
varidncias. As andlises foram realizadas pelo
software estatistico IBM SPSS Statistics 20".

RESULTADOS
Teste de campo aberto

Os comportamentos avaliados pelo teste
de campo aberto foram a atividade locomotora e
o tempo de permanéncia do rato no centro do
aparato, que permite avaliar a presenca de
ansiedade.

Os dados mostraram que ratos machos
do grupo poluicdo apresentaram menor atividade
locomotora comparados aos ratos do grupo
controle (9,4+20,0 m versus 16,3+28,8 m;
F(1,24)=7,47, p=0,012). Esses dados indicam
aumento de ansiedade nos machos do grupo
poluicdo devido a baixa atividade locomotora.
Essa alteracdo nao foi observada nas fémeas do
grupo poluicdo comparado ao grupo controle
(p=0,39). No entanto, as fémeas de ambos os
grupos apresentaram comportamento de hiper-
locomocdo em relacdo aos machos poluicdo
(F(1,24)=35,29; p=0,001) e machos controle
(F(1,24)=5,426; p=0,02). Ndo houve alteracdo na
atividade locomotora entre os grupos poluicdo e
controle (machos+fémeas) (p=0,20). Os dados
estdo expressos na Tabela 1.
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Tabela 1. Atividade locomotora medida pela
distancia percorrida (m) no aparato entre os
grupos poluicdo e controle no teste de campo
aberto.

Condigao Macho Fémea
Controle 16,28 + 28,86 21,14+56,21"
Poluigcdo 9,42 + 20,00 * 23,00 + 58,85 **

Dados expressos em média * desvio padrdo (*p<0,01,
comparagdo com os machos do grupo controle;
#p<0,02, ##p<0,001 comparagdo com os machos do
grupo controle e polui¢do).

A andlise do tempo de permanéncia do
animal no centro do aparato mostrou diferenca
significante entre os ratos machos do grupo
poluicdo comparado ao grupo controle. O tempo
de permanéncia dos animais machos do grupo
poluicdo foi menor comparado aos machos
controle (Poluicdo versus Controle: 14,3+9,0 s
versus 40,4+29,2 s) e a diferenca foi significante
[F(1,24)=4,73; p=0,040]. Ndo houve diferenca
significante quando se comparou fémeas do
grupo poluicdo e fémeas do grupo controle
(p=0,22), mas houve diferenca significante na
comparacdo entre fémeas e machos do grupo
controle (F(1,24)=7,361; p=0,01). As fémeas
permaneceram menos tempo no centro do
aparato do que os machos controles, indicando
menor ansiedade. Os resultados sdo indicativos
da presenca de ansiedade nos ratos machos
expostos ao MP<2,5 comparados ao grupo
controle (Tabela 2).

Tabela 2. Tempo de permanéncia no centro do
aparato (s) do campo aberto.

Condicao Macho Fémea

Controle

40,44 + 29,19 7,82+2,25"

Poluicdo 14,30 + 9,03 * 23,04 £32,92

Dados expressos em média + desvio padrdo. (*p<0,04,
comparagao com os machos do grupo controle;
#p<0,01, comparagdo com os machos do grupo
controle).

Teste de preferéncia por sacarose

O teste de preferéncia por sacarose
mostrou a presengca de anedonia no grupo
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poluicdo comparado ao grupo controle. Um
menor percentual de ratos do grupo poluicao
teve preferéncia por sacarose (62,3121,5%)
quando comparado ao grupo controle
(80,945,7%), e os dados foram significantes
(F(1,24)=18,500; p= 0,001) (Figura 2).

A andlise do mesmo parametro por sexo,
revelou a presenca de anedonia nos ratos
machos do grupo poluicdo comparados aos
machos do grupo controle. O percentual de ratos
machos do grupo poluicdo apresentou menor
preferéncia por sacarose (47,1£20,5%)
comparado ao grupo controle (83,617,0%), e a
diferenca foi significante  (F(1,24)=35,729;
p=0,001). A comparac¢do entre machos e fémeas
do grupo poluicdo também mostrou a presenca
de anedonia nos machos. Um menor percentual
de ratos machos apresentaram preferéncia por
sacarose (47,1+20,5%) quando comparados as
fémeas (77,5117,00%), e a diferenca foi
significante (F(1,24)=24,81; p=0,001). Os dados
mostram que a exposicdo ao MP<2,5 induz
anedonia, comportamento  sugestivo de
depressdo, e o efeito é observado em ratos
machos (Figura 3).

DISCUSSAO

O presente estudo mostra que ratos
expostos ao MP<2,5 durante o desenvolvimento
causa alteracGes comportamentais na vida
adulta, compativeis com depressdo e ansiedade,
e essas alteragdes ocorrem principalmente nos
machos. O protocolo de exposicdo ao MP<,;
buscou mimetizar a condicdo de pessoas que
vivem em regides com altas taxas de poluentes,
como é o caso das pessoas que vivem na regido
de Pinheiros na cidade de Sdo Paulo. A regido tem
expressivo trafego de veiculos com queima de
diesel responsavel por produzir altas taxas de
MP<2,5 podendo atingir 2-2,5 vezes o valor das
taxas preconizadas pela OMS que é de 10 pg/m’
como média anual maxima.

Estudos epidemiolégicos e em modelos
experimentais relatam o impacto da toxicidade
de poluentes atmosféricos em periodos
gestacionais e pds-natais, no comportamento e
nas habilidades cognitivas™'***%.
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Figura 2. Porcentagem de animais que manifestaram preferéncia por sacarose nos grupos polui¢ao e
controle (machos+fémeas). Dados expressos em média + desvio padrdo (*p<0,001).
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Figura 3. Porcentagem de animais machos e fémeas, que apresentaram preferéncia por sacarose nos
grupos polui¢do e controle. Dados expressos em média + desvio padrdo (*p<0,001).

Zhang et al.’, investigaram o efeito da
exposicdo ao MP,s em diferentes doses, em
camundongos gestantes, e mediram o impacto
no comportamento da prole. Os autores
mostraram por meio de teste do campo aberto,
gue os animais expostos a altas taxas de MP<2,5
apresentaram redugdo significante na atividade

Colloq Vitae 2019 set-dez; 11(3): 20-31.

locomotora e diminuicdo do tempo de
permanéncia no centro do aparato, sugerindo a
presenca de ansiedade. Os dados do presente
estudo corroboram os de Zhang et al.’ pois
mostram que a exposicao ao MP<2,5 causa
ansiedade em ratos machos adultos, embora os
estudos tenham empregado animais diferentes e
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protocolos de exposicdo também distintos. Os
ratos do presente estudo foram expostos ao
poluente durante a fase inicial do periodo pds-
natal, e no estudo de Zhang, camundongos foram
expostos no periodo gestacional.

Esse mesmo estudo® mostrou a presenca
de comportamento depressivo nos camundongos
expostos a média e alta taxa de MP, estimado por
meio de medida de imobilidade no teste de
suspensao da cauda.

No presente estudo, o teste de
preferéncia a sacarose foi usado para avaliar o
comportamento de depressio e os dados
mostram que ratos expostos ao MP apresentam
anedonia, um comportamento que indica a
presenca de depressdo, e o mesmo ndo é
observado nos ratos expostos ao ar filtrado usado
como grupo controle.

A presenca de depressdo foi descrita
também no estudo de Woodward et al.**. Os
autores submeteram camundongos a uma longa
exposicdo a poluicdo, com inicio no periodo
gestacional e término na fase adulta jovem, e
mostraram alteragdes comportamentais
compativeis com depressdo. Os autores
empregaram o teste de natacdo forcada e
observaram que os animais do grupo poluicdo
permaneciam 80% do tempo em imobilidade
total. Além disso, analisaram a ansiedade pelo
teste de labirinto em cruz elevado, porém nao
encontraram diferenca significante entre os
grupos poluigdo e controle .

0o presente  estudo avaliou o]
comportamento de ansiedade por meio do
teste de campo aberto. Os parametros
avaliados foram distancia percorrida e tempo
de permanéncia no centro do aparato. Os dados
mostraram que os animais machos do grupo
poluicdo tiveram baixa atividade locomotora e
menor tempo de permanéncia no centro
guando comparados aos animais machos do
grupo controle, sugerindo a presenga de
ansiedade nos animais machos adultos expostos
a  poluicdo durante fase inicial do
desenvolvimento. Dados similares foram
demonstrados em estudos prévios empregando
camundongos®. De acordo com esses autores,
0S mecanismos responsaveis por essas alteragdes
comportamentais ndo estdo claramente
elucidados, no entanto, disfungdes moleculares
qgue incluem inflamacdo e estresse oxidativo em
areas como o cortéx pré-frontal, hipotalamo,
hipocampo e amigdala podem estar envolvidas®*
2 Outros delineamentos experimentais sugerem
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uma ligacdao causal entre o aumento do estresse
oxidativo e o consequente acumulo de espécies
de radicais livres no hipocampo e amigdala
associados aos déficits comportamentais®?’,
principalmente porque a amigdala desempenha
importante  papel na modulagdo das
emogdes”®34.

Ha relatos de que a exposicdo a
poluentes atmosféricos, em especial ao MP,;,
no periodo pré-natal e inicial da vida, pode
prejudicar a neurogénese hipocampal além de
intensificar a resposta inflamatéria cerebral®.
Essas alteracdes podem provocar
comportamentos depressivos“‘“. A ativacdo da
microglia hipocampal e o aumento da expressdo
de algumas citocinas prdé-inflamatérias como o
Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a),
prejudicam a neurogénese e dessa forma podem
representar fatores de risco para o aparecimento
de déficits comportamentais®. Em particular, a
citocina Interleucina 1-beta (IL-1B) tem sido
associada a reducdo da plasticidade hipocampal,
e a alteracdes comportamentais caracteristicas
da depressdo®**. Alteracdo na micrdglia durante
o desenvolvimento neural é critico pois pode
induzir mudancas de longo prazo na funcdo
cerebral e comportamental na vida adulta®.

A exposicao ao MP durante a fase inicial
do desenvolvimento ndo causou alteracdes
comportamentais caracteristicas de depressdo e
ansiedade em fémeas quando comparadas ao
grupo controle. Grande parte dos estudos
epidemioldgicos mostram que a depressao afeta
principalmente as mulheres®*. Essa
predisposicdo se deve, em parte, ao efeito dos
hormonios sexuais e fluxos hormonais durante o
desenvolvimento do cérebro. Os parametros
comportamentais de ansiedade podem alterar
em Wistar fémeas de acordo com as fases do
ciclo estral®. Ratas nas fases proestro-estro
apresentam aumento significativo no nimero de
entradas e permanéncia no brago aberto do
labirinto em cruz elevado, sugerindo reduzidos
niveis de ansiedade®. O ciclo estral das fémeas
nao foi avaliado no presente estudo, o que talvez
pudesse explicar parte dos resultados obtidos.

Estudos apontam diferengas sexuais em
animais machos e fémeas durante o
neurodesenvolvimento. A colonizagdo microglial
do cérebro de machos é mais ativa, e as fémeas
parecem ser menos sensiveis as alteracGes do
sistema imunoldgico no inicio da vida®®*®. Além
disso, outro estudo mostra que o sexo e 0s
determinantes genéticos podem modular de
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forma diferente o efeito neurotdxico entre
camundongos machos e fémeas. Os machos se
mostraram mais suscetiveis ao efeito tdxico de
poluentes da queima de diesel do que as fémeas,
e isso se deve ao baixo nivel de expressdo da
enzima paraoxonase-2 (PON2) no tecido
cerebral®®. Os estrogénios das fémeas estimulam
0 aumento da expressao de PON2, e essa enzima
tem efeito antioxidante e anti-inflamatério. Altos
niveis de PON2 no cérebro e em outros tecidos
tém sido associado com reducdo da
susceptibilidade ao estresse oxidativo e
neuroinflamacdo®®*’.

Allen et al.”® expuseram animais machos
e fémeas a poluicdo atmosférica durante o
periodo pds-natal e observaram que os machos
apresentavam dilatacdo do ventriculo lateral. A
ventriculomegalia foi considerado um preditor de
baixo desenvolvimento neuroldgico. Esses
achados sdo consistentes com a literatura que
mostra que os homens tém maior probabilidade
de serem diagnosticados com disturbios
neuroldgicos e neuropsicoldgicos na infancia,
incluindo autismo, esquizofrenia e transtorno do
déficit de atencdo, do que as mulheres’. A
neurotoxicidade nas fémeas aparece em periodos
mais tardios da vida, razdao pela qual o efeito
deletério da poluicdo durante o desenvolvimento
somente ocorre mediante  concentragdes
elevadas de MP ou por longos periodos de
exposicao.

Allen et al.”® avaliaram a atividade
locomotora de camundongos machos e fémeas
expostos a poluicdo durante fase inicial pds-natal
e fase adulta e mostraram que fémeas
apresentavam efeito cumulativo quanto a
distancia percorrida quando as exposicdes eram
feitas em combinacdo, no periodo pds-natal e
fase  adulta®. Da mesma  forma, o
comportamento depressivo ndo foi observado
nas fémeas expostas a polui¢do na fase pré-natal,
avaliadas pelo teste de natacdo forcada®,
corroborando os achados da presente pesquisa.

CONCLUSAO

A exposicdo ao MP<2,5 causou
alteragdes comportamentais de depressdo e
ansiedade em ratos machos adultos expostos
durante o periodo inicial do desenvolvimento. Os
mecanismos envolvidos nestas respostas nao
foram estudados nesta etapa do trabalho, mas
alguns experimentos para avaliar morte celular e
neuroinflamacdo  estdo em andamento.
Abordagens experimentais que tragam novas
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informacdes sobre a acdo dos principais
poluentes do ar na geracao de doencas do SNC e
0os mecanismos envolvidos sdao fundamentais
para que se estabelecam formas de prevencao e
tratamento mais eficientes.
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