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RESUMO

A presente tese teve como objetivo avaliar o efeito da exposi¢do aos poluentes
atmosféricos sobre parametros fisioldgicos, metabdlicos, bioquimicos e inflamatdrios em
individuos com diferentes niveis de condicionamento fisico. Foram produzidos 6 artigos
cientificos ao longo do desenvolvimento do estudo. No Estudo 1, geramos uma hipdtese
considerando os resultados conflitantes da literatura a respeito da realizag¢@o de exercicio
em ambientes poluidos. No Estudo 2, demonstramos que individuos obesos apresentam
maior ventilagdo total e maior durac¢do de exercicio, aumentando a inalagdo de poluentes.
No Estudo 3, observamos que a ventilagdo durante o exercicio ¢ determinante na inalacao
de poluentes e que fatores como horario, localizagdo e concentragdo dos poluentes devem
ser considerados. No estudo 4, identificamos que mesmo em baixas concentragdes a
exposicao ao O3 durante o exercicio pode causar risco a satide. No Estudo 5, identificamos
que individuos fisicamente ativos apresentam menor risco de desenvolvimento de
doencas cardiovasculares e metabolicas e que a exposicdo adicional aos poluentes
decorrentes do exercicio ndo representa risco adicional para a saude. No Estudo 6,
demonstramos que niveis elevados de atividade fisica resultam em maior exposi¢do ao
O3, 0 qual poderia atenuar os beneficios provenientes do exercicio, no entanto um maior
nivel de atividade fisica resultou em melhora nos niveis de defesas antioxidantes,
mediadores inflamatorios e toxicidade pulmonar. Em conclusdo, a pratica de exercicio
fisico aumenta a exposi¢cdo aos poluentes atmosféricos, no entanto, esta exposi¢ao
adicional durante o exercicio ndo representa risco a saude. Além disso, individuos com
elevado nivel de condicionamento fisico apresentaram melhor desfecho
cardiometabdlico, menor toxicidade pulmonar, dano oxidativo e concentracdo de

mediadores pro-inflamatdrios.



ABSTRACT

The aim of this thesis was to evaluate the effect of exposure to atmospheric pollutants on
physiological, metabolic, biochemical, and inflammatory parameters in individuals with
different levels of physical fitness. The development of the thesis resulted in 6 research
articles. In Study 1, we created a hypothesis considering the conflicting results in the
literature regarding the performance of exercise in polluted environments. In Study 2, we
demonstrated that obese individuals have greater total ventilation and longer duration of
exercise, increasing their inhalation of pollutants. In Study 3, we observed that ventilation
during exercise is crucial for the air pollutants inhalation and that factors such as time,
location, and concentration of air pollution must be considered. In study 4, we identify
that even at low concentrations, exposure to O3 during exercise could result on health
risk. In Study 5, we identified that physically active individuals have a lower risk of
developing cardiovascular and metabolic diseases and that exposure to pollutants
resulting from exercise does not represent an additional health risk. In Study 6, we
demonstrated that high levels of physical activity led to greater exposure to O3, which
could attenuate the benefits of exercise, however, a higher level of physical activity
resulted in improved antioxidant defenses, inflammatory mediators, and pulmonary
toxicity. In conclusion, the exercise practice led to increased exposure to air pollutants,
however, the additional exposure during exercise did not represent a health risk. In
addition, individuals with a high physical fitness demonstrated positive cardiometabolic
outcome, lower pulmonary toxicity, oxidative damage, and concentration of pro-

inflammatory mediators.
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1 INTRODUCAO
1.1 Poluicio Atmosférica

A poluicdo atmosférica tem como defini¢do a contaminagdo do ar por qualquer
agente quimico, fisico e/ou biologico. Visando a manutencdo da qualidade do ar, a
Organizacao Mundial da Satde (OMS) estipulou limites de concentragdo de poluentes na
atmosfera (Tabela 1) (1). No entanto, 9 em cada 10 pessoas habitam locais onde os niveis
de poluicdo ultrapassam os preconizados pela OMS, valor que representa 91% da
populacao mundial (2). A exposi¢ao & polui¢do outdoor e indoor contribui para 8 milhdes
de mortes precoces ao ano. A inalagdo de poluentes esta relacionada ao desenvolvimento
e progressdo de intimeras doencas, como doencas respiratorias, cardiovasculares,
metabolicas, cancer e infertilidade (2). A soma de todos estes fatores contribuiu para a
classificagdo da poluicdo do ar outdoor como agente carcinogénico do Grupo 1 para
humanos pela International Agency of Research on Cancer (IARC) em 2013 (IARC) (3).
Além disso, a poluicdo atmosférica contribui substancialmente para a Global Burden of
Diseases, sendo o MP>s ambiental classificado como quinto fator de risco para
mortalidade em 2015, representando 7,6% do total de mortes globais (4). As
consequéncias econdmicas da poluicdo atmosférica mostram um custo anual para o
sistema de satide de $21 bilhdes em 2015 e esperasse alcangar o valor de $176 bilhdes no

ano de 2060 (OECD)(4).
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Tabela 1. Limites de concentragdo de poluentes segundo a Global Air Quality Guidelines da OMS
(2021).

Poluente atmosférico Periodo Concentracio (png/m?’)
MP2s Azrﬂlal 155
0s Aiﬁal 16000
No; Anua 0
SOz 24h 40

MP1o: material particulado 10; MP2.5: material particulado 2.5; SO»: diéxido de enxofre; Os: 0z6nio;
NOz: didxido de nitrogénio. Fonte: World Health Organization Global Air Quality Guidelines (OMS,
2021).

1.1.1 Poluentes Atmosféricos

A poluicdo atmosférica é constituida de diversos compostos, dentre os quais,
pode-se citar o material particulado (MP), dioxido de nitrogénio (NO2), ozonio (O3),
didxido de enxofre (SO.), hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPA) e monoxido de
carbono (CO). Estes poluentes podem ser classificados de acordo com sua formagao,
sendo denominados primdrios os poluentes emitidos diretamente das suas fontes e
secundarios os poluentes formados a partir da interacdo entre diferentes poluentes
primérios ou sofrer fotolise (1). Dentre as fontes emissoras de poluentes pode-se citar as
fontes naturais e as antropogénicas. As fontes naturais consistem em eventos naturais do
ambiente como atividade vulcénica, erosdes e desastres naturais, os quais resultam na
formagdo de poluentes atmosféricos. As fontes antropogénicas incluem as atividades
humanas capazes de emitir polui¢do atmosférica. Ademais, as fontes podem ser divididas
em fixas e moveis, compondo as fontes fixas salienta-se as industrias, devido aos
processos de geracdo de energia, fabricacdo e transformacao dos produtos, e as moveis
correspondem principalmente aos veiculos automotores, os quais emitem poluentes

oriundos da queima de combustivel para a geragao de energia (1).
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A polui¢do atmosférica ambiental, ou outdoor, representa a concentragdo de
poluentes presentes em ambientes externos, tendo como principais fontes os meios de
transporte e as industrias devido a queima de combustiveis fosseis, constituindo um dos
maiores riscos ambientes. A polui¢do indoor, household air pollution, representa os
poluentes emitidos e concentrados em ambientes internos por equipamentos presentes e
por atividades cotidianas, como a coc¢do de alimentos e sistemas de aquecimento, ambos
utilizando biomassa, querosene e carvao. Os poluentes emitidos em ambientes internos
tendem a permanecerem mais concentrados e sao igualmente prejudiciais 4 saude (1, 5).

Os principais poluentes emitidos nos ambientes outdoor e indoor sdo o0s
particulados e os gases. O MP consiste em uma mistura complexa de particulas e goticulas
liquidas compostas por particulas de poeira, solo, acidos, produtos quimicos organicos e
metais. O MP ¢ classificado de acordo com seu “didmetro aerodindmico equivalente”, o
qual considera como as particulas sdo geradas e onde se depositam nas vias aéreas, sendo
assim as particulas sdo denominadas MP1o, MP> s € MPo 1, quando apresentam diametro
aerodinamico equivalente <10, <2,5 e <0,1um, respectivamente. As particulas com menor
area de superficie total apresentam maior eficiéncia de deposicao, atingindo areas mais
periféricas da regido pulmonar. As principais fontes de emissdo de MP sdo trafego
rodovidrio, queima de combustivel f6ssil, queima de biomassa, construcdes e usinas
termelétricas (6-8).

Os poluentes atmosféricos gasosos, como o NOz, o SOz e o CO sdo emitidos
diretamente para o ar pela queima de combustiveis fosseis com o intuito de geragdo de
energia. O O3 também ¢ um poluente gasoso, no entanto difere em sua formagao, ¢ um
poluente secundario com alto poder oxidativo formado na atmosfera por meio de reagdes
quimicas complexas que ocorrem entre 0 NOz e varios compostos organicos volateis (7,

8).

1.1.2 Efeitos dos poluentes atmosféricos na saude

1.1.2.1 Material particulado

Os efeitos causados pelo MP na satide incluem predominantemente o sistema
respiratorio e cardiovascular. A inalagdo de MP causa estresse oxidativo e inflamagao
sistémicos, agregacdo plaquetaria, vasoconstri¢do, disfuncdao endotelial, aumenta niveis
de pressdao arterial e frequéncia cardiaca, e causa progressdo aterosclerdtica e

vulnerabilidade plaquetaria (9). Apesar de afetar toda a populacao, a idade e condigdo de
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saude podem aumentar a susceptibilidade dos individuos. Estudos mostram que a
exposicao cronica ao MPjo causa aumento da agregagdo plaquetaria, dos niveis de
fibrinogénio, de colesterol total e de triglicerideos, além de elevacdo transitoria de
biomarcadores pré-inflamatorios e aumento da pressdo arterial (10, 11). O aumento na
concentragdo de MPip em 10 pg/m? levou a 12% (95% CI, 4-22%) de aumento em
sintomas severos de asma em criangas (34). Em contrapartida, a redugdo da concentragdo
de MPp em 10 pg/m? resultou na atenuagio do declinio da fungio pulmonar em adultos
(12).

O aumento da concentra¢do de MP, s em 10 ug/m? foi associada com elevagio de
9% (95% CI, 3—-16%) na mortalidade cardiopulmonar, 4.5% (95% CI, 1.1- 8.0%) em
eventos corondrios isquémicos agudos e 0.8% (95% CI, 0.3-1.3%) no risco de
hospitalizag@o por evento cerebrovascular (Pope, 2002, 2006; Dominici 2006). A redugao
na mesma propor¢ao da concentragdo de PM2,5 resultou em uma queda de 27% (95% CI,
5-43%) na mortalidade por todas as causas (13, 14). Logo apds a exposicdo deste
poluente, ocorre o aumento dos niveis de TNF-a, IL-6, resistina e leptina (15, 16).

A inalagao do MPy 1, considerado o MP ultrafino, esta associado com sintomas
como tosse, reducdo do pico de fluxo expiratorio, e aumento do uso de farmacos e de
admissao hospitalar por pessoas com asma (16-18). Devido a sua capacidade aumentada
de penetracdo no pulmonar, efeitos sist€émicos sdo igualmente observados, causando
estresse oxidativo, inflamacdo, morte celular, mutacdes do DNA e modificacdes

epigenéticas (19, 20).

1.1.2.2 Poluentes gasosos

Os poluentes gasosos sdo capazes de interagir com os mecanismos de defesa
pulmonar através da redu¢do da depuragdo mucociliar, redugdo da atividade de
macrofagos, deplecao da defesa antioxidante das vias aéreas (21, 22). Esta exposi¢ao pode
resultar em um ambiente celular pré-oxidante e afetar os componentes da cadeia
respiratdria mitocondrial, levando a atenuacdo da producdo de energia e causar disfungdo
ou dano celular (23, 24).

A inalagdo de concentragdes de O3 acima dos niveis preconizados pela OMS esta
relacionada com efeitos na satide humana, incluindo problemas respiratérios, redugdo da
funcdo pulmonar, desencadear asma e contribuir para o desenvolvimento de outras

doengas respiratdrias. A elevada capacidade oxidativa deste gas faz com que sua inalagdo

13



resulte em estresse oxidativo e inflamagdo, ndo somente pulmonar, mas sistémica
também. Observa-se, apos exposicdo ao Oz, o aumento dos niveis de séricos de
interleucina-6 (IL-6), endotelina-1 (ET-1), triglicerideos, lipoproteina de densidade muito
baixa (VLDL), além de reducdo dos niveis de lipoproteina de alta densidade (HDL) (10,
25, 26).

Os efeitos a saide podem ser mais severos € numerosos quando a concentragao
do poluente esta elevada, como em periodos de clima ensolarado e quente. Tendo em
vista que o O3 ¢ um poluente secundario e sua formacdo depende de uma reagdo
fotoquimica, em dias com maior incidéncia de luz solar maiores niveis de Oj; sdo
detectados. Outra condi¢do que aumenta o risco da exposicao de Oz ¢ a realizacdo de
exercicio, sendo observadas alteragdes na funcdo pulmonar e inflamac¢do pulmonar em
individuos adultos saudaveis expostos ao Oz durante exercicio intermitente (27, 28).
Estudos investigando a exposi¢do humana controlada ao O; observou que elevadas
concentragdes deste poluente causam inflamacdo das vias aéreas, caracterizada pelo
aumento de neutréfilos e citocinas pro-inflamatdrias. A exposi¢do ao O3 ocasiona o
aumento de estresse oxidativo sistémico, dos niveis de ET-1, além de ter uma associagdo
positiva da exposi¢do ao 0zonio com os niveis de IL-6 (10, 25).

Dentre os efeitos da exposi¢do ao NO> sobrepde-se os sintomas respiratorios.
Estudos mostram aumento da inflamacdo das vias aéreas, piora em quadros de tosse e
chiado pulmonar, redu¢do da fun¢do pulmonar, maior recorréncia de ataques de asma e
maior probabilidade de admissdes em servigos de emergéncia e hospitais (29). Além
disso, ja ¢ estabelecida a associacdo da exposi¢ao aguda ao NO> com dano cardiovascular,
efeitos metabodlicos, baixo peso ao nascer e maior risco de morte prematura, bem como
da exposicdo cronica com aumento dos niveis de colesterol total e lipoproteina de baixa
densidade (LDL), maior incidéncia de diabetes mellitus tipo 2, incidéncia de cancer e

mortalidade (29).

1.1.3 Mecanismos fisiopatoldgicos da polui¢ido atmosférica

Os mecanismos responsaveis pelos efeitos causados na saude pela inalacdo da
poluicdo atmosférica tém como base a capacidade destes compostos de desencadear
estresse oxidativo e inflamagdo. A inalacdo dos poluentes presentes no ar ¢ capaz de
formar espécies reativas de oxigénio (ERO) diretamente através da superficie das
particulas, por compostos soluveis, como metais de transi¢do e compostas organicos,

disfuncdo mitocondrial e da alteracdo da atividade de enzimas, como a NADPH oxidase.
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Uma vez estabelecido o estresse oxidativo causa oxidagdo de proteinas, peroxidacdo
lipidica, alteragdes na sinaliza¢do celular, dano ao DNA e indugdo de resposta pro-
inflamatoria. Ademais, ocorre a liberagdo de mediadores pro-inflamatérios através de

células epiteliais e macrofagos alveolares, ativagdo de vias sensiveis a estimulo redox (ex:
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Fonte: Adaptada de Aguilera et al. 2016; Fraunberger et al. 2016; Pope et al. 2016

NF-kB), levando a produ¢do de citocinas pré-inflamatorias (TNF-a) e quimiocinas, as
quais amplificam a resposta imune(30-32) (Figura 1).

Figura 1. Mecanismos responsaveis pelos efeitos causados pela inalagdo da polui¢do atmosférica, incluindo

estresse oxidativo, inflamagdo e efeitos sobre o sistema nervoso autonomo.

O primeiro local atingido ¢ o sistema pulmonar, no entanto a capacidade dos
poluentes de migrarem para a circulagdo e alcancarem outros 6rgdos aumenta o dano
causado pelos mesmos, da mesma forma que os mediadores oxidativos e inflamatdrios
formados no tecido pulmonar podem atingir a circulacdo e 6rgaos adjacentes. Com a
migracdo dos mediadores oxidativos e inflamatorios ha a liberagdo de adipocinas (ex:
resistina e adiponectina) e proteinas de fase aguda (ex: fibrinogénio, fator de coagulagao,
proteina C reativa), além de alteragdes pro-trombdticas e hematoldgicas de coagulacao,
sendo uma via associada a alteragdes que contribuem para o desenvolvimento de
aterosclerose, disfuncdo endotelial, hipertrofia ventricular e doengas cardiovasculares e
metabolicas (9, 13, 26, 30, 32, 33).

Outra possivel via responsavel pela fisiopatologia das alteragdes induzidos pela
poluicdo atmosférica ¢ o desequilibrio no sistema nervoso auténomo. Os poluentes per se
ou constituintes redox ativos nos pulmdes formados a partir da inalagdo dos poluentes

podem estimular receptores pulmonares e terminagdes nervosas, causando uma ativagao
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do sistema nervoso auténomo simpatico e do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal. Um
desequilibrio autondmico agudo poderia favorecer o sistema simpatico sobre
parassimpatico, podendo ocorrer alteragdes rapidas na frequéncia cardiaca, na pressdo
arterial e alteragdes eletrocardiograficas (anormalidades de repolarizagdo) (26, 34-36).
Este desequilibrio é responsavel por alteragdes subclinicas que incluem disfungdo
endotelial, vasoconstri¢cdo, aumento no potencial de arritmias, hipertensdo, aumento o
risco do desenvolvimento de doencas cardiovasculares.

Sendo assim, ambas as vias contribuem para o mecanismo fisiopatologico
desencadeado pela exposicdo a poluicdo atmosférica e aumenta a suscetibilidade da

populacao de desenvolver doengas agudas e cronicas (30-32, 37).

1.2 Inatividade fisica

Os avangos tecnologicos, as mudangas nos padrdes de transporte e o aumento da
urbanizacdo impostas a sociedade contribuiram de forma significativa para maiores niveis
de inatividade fisica, atingindo 70% da populagdo em paises desenvolvidos. Dados
mundiais indicam que 1 a cada 4 individuos, o que significa 1,4 bilhdo de pessoas, ndo
atingem as recomendacdes de atividade fisica semanais da OMS (38, 39). As
consequéncias deste padrdo de vida sedentario incluem impactos negativos na satde, no
meio ambiente, no desenvolvimento econdmico, no bem-estar ¢ na qualidade de vida.
Estima-se que a inatividade fisica ¢ responsavel por 6 a 10% das doencas cronicas ndo
transmissiveis (DCNT) mais prevalentes e por 9% da mortalidade precoce, o que
representa mais de 5,3 milhdes dos 57 milhdes de mortes que ocorreram no ano de 2008
(40). No ano de 2013, o custo global da inatividade fisica foi estimado em $54 bilhdes ao
ano em assisténcia a saide de forma direta ¢ um adicional de $14 bilhdes atribuidos a
perda de produtividade (40).

O impacto causado pelo estilo de vida sedentario contribui para a classificagdo da
inatividade fisica como um fator de risco comparavel a obesidade e tabagismo, e um
preditor independente de mortalidade. Tendo os individuos fisicamente inativos 20 a 30%
maior risco de mortalidade quando comparados aos ativos. Sem a contribui¢do da
inatividade fisica, a expectativa de vida da populagdo mundial poderia aumentar em 0,68
anos. No Brasil, 47% da populagao foi classificada como sedentéaria no ano de 2016 (41).
A redugdo da pratica de atividade fisica durante horario de lazer e o comportamento
sedentario em casa e durante o trabalho, bem como o maior uso de carros, Onibus, trem

contribui para a insuficiéncia de atividade fisica. Além disso, o aumento da violéncia e
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crimes, poluicdo, alta densidade de trafego veicular, falta de parques, calcadas e locais
para esporte e recreagdo desencorajam as pessoas a terem um comportamento mais ativo

(42).

1.2.1 Inatividade fisica como fator de risco para o desenvolvimento de doencas

A inatividade fisica ¢ uma condi¢@o associada a inimeros fatores de riscos para
doencas cardiovasculares e metabolicas. Esta associagdo esta baseada no comportamento
sedentario contribuir para aumento do indice de massa corporal (IMC) e circunferéncia
da cintura (CC), elevagao da pressao arterial, aumento dos niveis de colesterol total, LDL,
triglicerideos, e da resisténcia a insulina. Além de estar positivamente associada a
frequéncia cardiaca (FC) de repouso e adiposidade e negativamente associado ao
condicionamento cardiorrespiratorio (43, 44). Ademais, observou-se que a inatividade
fisica pode alterar a estrutura e funcdo vascular, através de aumento da rigidez e da
espessura arterial e da diminui¢do da fun¢do endotelial (45, 46).

O comportamento sedentario demonstrou influenciar a resposta inflamatoria,
relacionando-se com maiores niveis de adipocinas e inflamagao de baixo-grau, incluindo
elevagdo dos niveis de proteina C-reativa e IL-6, e diminui¢des na transcrigdo do mRNA
da citocina anti-inflamatodria IL-10, além de um desequilibrio na expressdo de citocinas
pré e anti-inflamatoérias (45, 46). Este cenario inflamatorio € capaz de ativar a produgao
de ERO, apresentando grande importincia na patogénese de doengas como as
cardiovasculares particularmente pela associagdo da producdo de anion radical
superoxido, o qual é capaz de piorar a fun¢dao endotelial contribuindo para o quadro
clinico da hipertensao (45-47).

A produgdo de EROs pode afetar a capacidade oxidativa no musculo esquelético
através de alteracdes em marcadores de estresse oxidativo, na morfologia muscular, bem
como em vdrias vias bioenergéticas e atividades enzimadticas acopladas ao metabolismo
energético (48, 49). A capacidade oxidativa muscular ¢ amplamente determinada pelas
mitocondrias, por ser o principal produtor de adenosina trifosfato (ATP) e prover
suprimento de energético para a manuten¢do da funcao celular. Além disso, mantém a
homeostase de Ca** e a produgéo e remogdo de anion radical superdxido, que é controlado
pelo potencial de membrana mitocondrial. Através destas fungdes, a mitocondria interage
com as vias de sinalizacdo celular controlando a resposta celular ao estresse, metabolismo

energético e a expressao de genes redox-sensiveis. Portanto, a disfungdo mitocondrial e
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o baixo volume mitocondrial causados pela inatividade fisica podem afetar diversas
funcdes fisiologicas e estados de doengas (50).

Especificamente sobre os efeitos na saude metabolica decorrentes do estilo de vida
sedentario, destacam-se alteragdes nos niveis de insulina e glicose séricas e resisténcia a
insulina, estando associada a disfun¢do endotelial devido a inadequagdo entre as vias de
sinalizacdo fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) e proteina quinase ativada por mitdgenos
(MAPK). Na resisténcia a insulina, a sinalizacdo de PI3K ¢ reduzida, levando a
diminui¢do da disponibilidade de 6xido nitrico, embora a sinalizacdo de MAPK nio seja
afetada, levando a uma maior produ¢ao de endotelina-1, apoptose de células endoteliais
e inflamacdo (51). A inatividade fisica ainda resulta em periodos prolongados de
hiperglicemia pds-prandial, a hiperglicemia pode resultar em aumento do estresse
oxidativo, apoptose e aumento da permeabilidade vascular. Estes resultados demonstram
os efeitos da inatividade fisica na disfun¢cdo metabdlica e vascular (43, 51).

A inflamagdo cronica advinda da inatividade fisica e da adiposidade abdominal
associada a ela acarreta no aumento dos niveis de citocinas pr6 inflamatdrias, como
aumento de IL-1, IL-6 e TNF-a. Esse quadro inflamatorio cronico também contribui para
o desenvolvimento e progressdo de doencas cronicas ndo transmissiveis e estdo
envolvidas na patogénese da resisténcia a insulina, aterosclerose, neurogedeneracgio e

crescimento tumoral (52-54).

1.3 Exercicio fisico

A atividade fisica abrange uma ampla gama de atividades, como caminhada
ciclismo, esportes, recreacdo ativa e inclui atividades realizadas no trabalho ou em casa.
O exercicio fisico ¢ definido como uma atividade fisica planejada, estruturada e repetitiva,
a qual tem como objetivo final ou intermediario a melhoria ou manutencao da aptidao
fisica. Todos os tipos de atividade fisica podem causar beneficios a saude quando
realizadas regularmente e com duragdo e intensidade suficientes. Sendo assim, a pratica
de exercicio fisico apresenta inlimeros beneficios a satde. Dentre estes efeitos destacam-
se: prevencdo ¢ manejo de doengas cronicas ndo transmissiveis, abrangendo doengas
cardiovasculares, acidente vascular cerebral (AVC), DM2, cancer, além de auxiliar na
manutencdo de peso corporal, na satde 6ssea, melhorar o condicionamento muscular e
cardiorrespiratério, a satde mental e a qualidade de vida (39).

O exercicio fisico melhora o condicionamento cardiorrespiratério, sendo que o

condicionamento apresenta uma relagdo dose-resposta direta com intensidade,
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frequéncia, duragdo e volume. Ainda, estd associado a saude metabdlica uma vez que
reduz risco de DM2 e sindrome metabdlica. Dados demonstram que 150 minutos de
atividade de intensidade moderada e vigorosa por semana resultam em menores riscos. O
exercicio regular também est4 relacionado com prevencao de cancer de mama e colon,
nesses casos a realizagdo de atividade fisica com intensidade moderada e vigorosa por
pelo menos 30-60 minutos por dia sdo necessarios para maior redugdo de risco (55-57).
Portanto, a recomendacgdo de atividade fisica para adultos com idade entre 18-64
anos ¢ de no minimo 150 minutos de atividade fisica aerdbica de intensidade moderada
durante a semana, ou 75 minutos de atividade fisica aerdbica de intensidade vigorosa no
mesmo periodo, ou uma combinacdo equivalente de atividade fisica aerobica moderada e
vigorosa. Para obter beneficios adicionais a saude, os adultos devem aumentar sua
atividade fisica aerobica de intensidade moderada para 300 minutos por semana ou se
envolver em 150 minutos de atividade fisica aerdbica de intensidade vigorosa por semana.
Enquanto atividades de fortalecimento muscular devem ser realizadas envolvendo os

principais grupos musculares em 2 ou mais dias por semana (39, 57).

1.3.1 Os beneficios a satude advindos da pratica de exercicio fisico

A pratica de exercicio fisico ¢ um reconhecido fator de prevencao e tratamento de
doengas (58). As adaptacdes cronicas causadas pelo exercicio incluem alteracdes
metabolicas, vasculares, cardiacas, musculares e no tecido adiposo. Dentre esses efeitos,
¢ possivel observar melhora da sensibilidade a insulina, captagdo de glicose, oxidagdo de
acidos graxos no figado, no musculo esquelético e no tecido adiposo. No figado também
observou-se aumento de gliconeogénese, de novo lipogénese e reduciao da concentragdo
de lipidios. Dentre os efeitos cardiovasculares destacam-se o aumento do fluxo
sanguineo, vasodilatacdo, maior disponibilidade de oxigénio, maior permeabilidade da
membrana muscular e do transporte de &4cidos graxos, o aumento da capacidade
cardiorrespiratdria, redu¢do da frequéncia cardiaca em repouso e da pressao arterial. No
musculo esquelético ¢ possivel observar aumento da massa muscular, da capacidade
oxidativa mitocondrial bem como biogénese mitocondrial. Ainda, hd o aumento da
mobilizagdo de triglicerideos e a reducdo do deposito de tecido adiposo (59).

Uma meta-analise demonstrou que tratamentos nao farmacoloégicos como
intervengdo dietética e exercicio sdo superiores a intervengdes farmacologicas na
prevencao de diabetes (60). Outro estudo demonstrou reducdo de 2,4 mmHg da pressao

arterial sistolica (PAS) e 1,6 mmHg da pressdo arterial diastélica (PAD) em individuos
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saudaveis e, em pacientes hipertensos, redugdo de 6,9 mmHg a PAS e 4,9 mmHg da PAD
com arealizacdo de exercicio aerobio (61). Ainda, o exercicio melhora a fung¢ao endotelial
através da reducdo da biodisponibilidade enddgena de endotelina-1 e por estimular a
liberagdo de oxido nitrico (NO) pelas células endoteliais, reduzindo a vasoconstri¢ao (62).
O exercicio regular também contribui para atenuar a disfun¢do autondmica causada pelo
envelhecimento, condicdo que aumenta a atividade do sistema nervoso simpatico em
diversos tecido periféricos (63).

O exercicio aumenta a captacdo de glicose e de acidos graxos, além de fazer a
oxida¢do dos acidos graxos no musculo esquelético. A meta-analise de Kodama e
colaborados (2009) incluiu resultado de 25 ensaios clinicos randomizados ¢ demonstrou
que a intervencdo de exercicio sem uso de farmacos ou terapia dietética resultou em
aumento dos niveis de HDL em 2.53 mg/dL (64). O ensaio clinico randomizado
conduzido por Kraus e colaboradores (2011) realizou uma intervengao de 24 semanas de
exercicio e resultou em aumento de 4,3 mg/dL de HDL e reducao de 1,9 mg/dL nos niveis
de LDL e 28,4 mg/dL nos niveis de triglicérides (65). Estudos realizados com individuos
diabéticos observaram que o exercicio aerobio reduziu os niveis de glicose sobre a curva
em 3,4-26,6% e a prevaléncia de hiperglicemias em 24h em até 65%, além da redugao
dos niveis de HbAcl em 0,67% (66, 67). Portanto, as adaptagdes benéficas em resposta
ao exercicio levam a redugdo da resisténcia a insulina, DM2, doengas cardiovasculares,

sindrome metabdlica e obesidade.

1.3.2 Exercicio fisico e estado redox

A realizacdo de uma unica sessdo de exercicio pode causar aumento da producao
de ERO através da contragdo das fibras musculares, resultando em estresse oxidativo e
dano celular. Contudo, a pratica regular do exercicio fisico causa o aumento da produgao
de EROs, os quais atuam como mediadores da sinalizacdo fisiologica, regulacdo da defesa
antioxidante e dano oxidativo, gerando uma adaptagdo benéfica e aumentando a
capacidade oxidativa muscular (48). Sendo assim, o exercicio ¢ associado com alteracdes
em favor da capacidade oxidativa muscular, incluindo diferenciagdo das fibras muscular
e biogénese mitocondrial. A formacdo de ERO durante o exercicio ocorre em diversos
locais da célula, incluindo mitocondria, peroxissoma, citosol pela agdo da enzima xantina
oxidase, e membranas através das enzimas lipooxigenase e NADPH oxidase (68, 69).

As ERO formadas em resposta ao exercicio apresentam papel importante na

sinalizacdo da angiogénese, na regula¢do do coativador-1 alfa do receptor ativado por
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proliferador do peroxissoma (PGC-1a), da hemeoxigenase 1 e das proteinas de choque
térmico, como a HSP60 e HSP70, no musculo esquelético (70, 71). Ainda, a pratica de
exercicio esta associada com a ativa¢do de vias como MAPK, PI3K/Akt e a regulagdo
redox do fator nuclear kappa B(NF-kB) (72, 73). A ativagdo da MAPK pelo exercicio
regula a expressdo de GLUT-4 e PGC-1a no musculo esquelético, podendo mediar a
detec¢do e neutralizacdo de ERO através da regulacdo de enzimas antioxidantes. Os
fatores de transcrigdo da MAPK sdo importantes reguladores da prolifera¢do celular,
apoptose, inflamacdo e reparo no DNA e sua inducdo pelo exercicio pode aumentar a
regeneracdo muscular. O exercicio ativa a via de sinalizagdo PI3K/Akt a qual apresenta
grande importancia na regulacdo metabolica. A ativacdo de fator de transcricdo nuclear
NF-«B pela realizacdo de exercicio promove adaptagdes positivas que regulam o estado
redox, através do aumento da transcricdo de genes antioxidantes, além de regular a

resposta imune e inflamatéria (72, 73).

1.3.3 Exercicio fisico e inflamacao

A realizagdo de exercicio de forma aguda ou cronica induz uma resposta
inflamatoria. No entanto, um perfil anti-inflamatério ¢ observado nos marcadores
inflamatorios de individuos que praticam exercicios, tendo uma resposta predominante
anti-inflamatoria e a supressdo de marcadores pro-inflamatorios. Por outro lado, a
inatividade fisica ¢ responsavel pela condi¢ao cronica de inflamacao, caracterizada pelo
aumento modesto nos niveis de citocinas, e quando se inicia a pratica de atividade fisica
¢ observada a reducdo de marcadores pro-inflamatorios. A contragdo do musculo
esquelético libera miocinas como IL-4, IL-6, IL-7 e IL-15 (73).

A IL-6 liberada pelo musculo esquelético em resposta ao exercicio tem efeito anti-
inflamatorio, tendo como ag¢do a inibicdo da produgdo de TNF-a e estimula a liberagdo
de IL-1ra e IL-10. A IL-6 liberada pelo musculo durante o exercicio contribui diretamente
para os niveis séricos detectados da citocina, onde induz aumento da produgdo do
antagonista do receptor de IL-1 (IL-1ra) e IL-10 pelas células mononucleares do sangue
(74). A IL-1ra inibe a transducdo de sinal da IL-1b e a IL-10 ¢ capaz de inibir a sintese
de citocinas pro-inflamatorias, como o TNF-a. na IL-1ra circulante pode contribuir para
proteger contra a destrui¢ao de células b mediada por IL-1(75-77).

A IL-6 estd envolvida no metabolismo da glicose e dos lipidios, mas tanto a IL-6
quanto a IL-15 desempenham papéis importantes no metabolismo lipidico, ambas

estimulando a lipdlise via MAPK (52-54, 77). Apesar da IL-6 ser mais reconhecida pelo
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seu efeito regulatorio no metabolismo glicose e lipidios, esta citocina também exerce
importante papel na miogénese. O fator inibidor de leucemia (LIF), membro da familia
da citocina IL-6, estimula a proliferacao de células satélites (78, 79). Tanto a IL-6 quanto
a LIF ativam a sinalizacdo de mTORCI1 nos miotubos de forma tempo e dose dependente
(80).

A resposta inflamatéria ao exercicio pode ser observada de forma sérica, no
musculo esquelético, no tecido adiposo e no endotélio. No musculo esquelético, hd o
aumento da expressao de PGC-1a, IL-6 derivada de fator nuclear de células T ativadas e
da MAPK, aumento da IL1-ra (IL-1), redu¢do de TNF-a e IL-1, além de maior expressdo
de macrofagos M2, anti-inflamatorios e redugdo do tipo M1, pré-inflamatorios. No tecido
adiposo, o exercicio reduz TNF-a, IL-1, IL-6, proteina C-reativa, recrutamento de células
imunes, além de reduzir hipdxia, fibrose e causar maior expressdao de macrofagos M2. Os
efeitos no endotélio demonstraram reducao de tecido adiposo perivascular, dos niveis de
TNF-a e IL-6 (53, 80). Os principais beneficios do exercicio e os efeitos danosos a saude

da inatividade fisica discutidos até o momento estao ilustrados na Figura 2.
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Figura 2. Resposta fisiologica e clinica da inatividade fisica e da realizagdo do exercicio fisico. A
inatividade fisica aumenta o IMC, CC, pressdo arterial, FC de repouso, niveis de colesterol total, LDL-c,
triglicerideos, glicose séricas e causa resisténcia a insulina. Reduz fungdo endotelial e cardiorrespiratoria.
Aumenta a produgdo de ERO espécies reativas de oxigénio ¢ de marcadores pro-inflamatdrios e nestas
condigdes ocorre a reducdo dos marcadores anti-inflamatorios. O exercicio apresenta respostas oposta,

sendo observada a redugdo do IMC, da CC, da pressdo arterial, da FC frequéncia cardiaca de repouso, niveis
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de colesterol total, LDL, triglicerideos, glicose séricas ¢ causa resisténcia a insulina. Melhora a fungéo
endotelial e o condicionamento cardiorrespiratorio. Atenua o estresse oxidativo e a expressdo de
marcadores pro-inflamatorios e juntamente com o aumento dos marcadores anti-inflamatorios. IMC: indice
de massa corporal ; CC: circunferéncia da cintura; FC: frequéncia cardiaca; LDL-c: lipoproteina de baixa

densidade; ERO: espécies reativas de oxigénio. Fonte: Autoria propria.

1.4 Interacao entre poluicdo atmosférica e exercicio fisico

As modificagdes decorrentes da urbanizagao e da globalizagdo, caracterizadas por
avangos tecnoldgicos e econdmicos contribuiram para o estilo de vida sedentério e para
o agravamento da poluicao atmosférica (81). Ambas as condi¢des estdo associadas com
estresse oxidativo e inflamagdo e, consequentemente, contribuindo para a génese e
agravamento de doencas. A atividade fisica poderia ser uma fécil resolucdo para o
comportamento sedentario e suas consequéncias a satde, no entanto diversos fatores
devem ser considerados quando se adiciona a poluicdo atmosférica no mesmo cenario
(58).

A combina¢do de poluicdo do ar e exercicio fisico deve ser cuidadosamente
considerada, especialmente devido as adaptagdes fisioldgicas do sistema respiratdrio
decorrentes do exercicio. Ao iniciar uma sessdo de exercicio ocorre um aumento da
demanda metabolica, do consumo de oxigénio, maior produg¢do de gas carbonico, e
consequentemente, o aumento da taxa ventilatéria e, com a evolucgdo da atividade, hé a
alteracao do padrdo respiratdrio de nasal para oronasal. Estas adaptacdes acarretam maior
quantidade de ar inalado e na perda da passagem do ar pela primeira linha de defesa do
sistema respiratorio, a defesa mucociliar. Portanto, quando o exercicio ¢ realizado em
ambientes poluidos, ha maior inalagdo de poluentes e deposicao de particulas no pulmao,

o que poderia causar danos adicionais comparado a condig¢do de repouso (82).

1.4.1 Fatores que influenciam a exposi¢io a polui¢do atmosférica durante o
exercicio fisico

Caracteristicas do exercicio podem ser variaveis determinantes na maior
exposi¢do a polui¢do do ar, como por exemplo, a intensidade e duracdo da sessdao, bem
como o local onde foi realizada. O aumento da intensidade do exercicio esta diretamente
relacionado com a maior deposi¢ao de particulas nos pulmdes, observando-se que ap6s o
exercicio de intensidade moderada a deposicao de particulas € 4,5 vezes maior do que em

repouso, podendo chegar a até 10 vezes apos exercicio de alta intensidade (82). Este
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aumento pode causar toxicidade pulmonar e reducdo aguda da fungdo pulmonar. No
entanto, ao avaliar o efeito da exposicdo a poluicdo durante ciclismo em baixa e alta
intensidade ndo foi demonstrada diferenga na fungdo pulmonar, na fragao de 6xido nitrico
exalado (FeNO) e na variabilidade da frequéncia cardiaca entre as intensidades (83, 84).
A duragdo do exercicio influencia a exposi¢@o a polui¢do uma vez que quanto maior o
tempo de exposi¢do maior a quantidade de particulas que podem ser inaladas.

Referente ao local da realizacdo de exercicio, esta escolha ¢ crucial quando
consideramos a concentragdo de poluentes atmosféricos em determinada localizagao.
Estudos mostram que os efeitos do exercicio podem variar de acordo com o nivel de
poluicdo no ar. A pratica de exercicio apresenta efeitos benéficos quando realizada em
ambientes com baixa concentragdo de polui¢do, porém quando realizada em locais com
altas concentragdes a poluicdo pode reverter os beneficios, sendo isto observado em
criangas, adultos e idosos (85, 86).

O estudo Cohort of African American and Dominican Children, conduzido na area
urbana da cidade de Nova York, demonstrou que criangas fisicamente ativas
apresentavam 25% maior exposi¢do ao poluente BC e reducdo da inflamagdo de vias
respiratdrias comparadas com criancas que ndo eram ativas fisicamente. No entanto, a
exposicao a elevadas concentragdes de BC anula a prote¢do associada ao exercicio na
inflamacao das vias respiratdrias (87). Outro estudo em criangas, investigando o risco de
desenvolvimento de asma em areas com alta e baixa concentragdo de O3, concluiu que
ha um maior risco relativo de desenvolver asma em criancas fisicamente ativas
comparadas com ndo ativas em area de elevada concentracdo do poluente, o que ndo foi
observado na area de baixa concentragado (17).

O mesmo ¢ observado em idosos, um estudo investigando os efeitos respiratdrios
e cardiovasculares de 2h de caminhada em ruas com alto e baixo nivel de polui¢do em
individuos saudéaveis, com DPOC ou com doenga cardiaca isquémica. Neste estudo
observou-se que caminhadas em uma rua com elevados niveis de poluentes anulam ou
revertem os beneficios cardiorrespiratorios do exercicio. A exposicdo aos poluentes
suprimiu o aumento induzido pela caminhada no volume expiratério for¢ado em um
segundo (FEV1), mesmo que todos os participantes tenham apresentado melhora nessa
variavel em ambas as concentragdes. Ainda, os participantes saudaveis demonstraram
reducdo na rigidez arterial apos a caminhada em baixos niveis de polui¢do, beneficio que
foi perdido quando a caminhada foi realizada em rua com altos niveis de polui¢do. Os

individuos com DPOC e as doencas isquémicas do coragdo tiveram redugdo na velocidade

24



da onda de pulso quando caminhando na rua menos poluida, e apds caminhar na rua
altamente poluida esta resposta foi atenuada (85, 88).

No entanto, estudos de coorte como a Danish Diet, Cancer, and Health cohort
concluiram que a exposicdo a elevadas concentragdes de poluentes ndo reduziram os
beneficios da atividade fisica observados na incidéncia e recorréncia de infarto do
miocérdio. Ademais, a coorte Swiss Cohort Study on Air Pollution and Lung and Heart
Diseases (SAPALDIA) mostrou que a atividade fisica pode proteger contra os efeitos
vasculares em locais com baixa concentragdo de polui¢do (86, 89).

A atividade fisica demonstrou potencial de reduzir efeitos agudos negativos
causados pela exposi¢do a elevadas concentragdes de poluentes nas vias respiratorias em
individuos adultos saudaveis, no entanto, quando estes resultados foram comparados com
baixas concentragdes de polui¢do, a elevada concentragdo atenuou os beneficios do
exercicio (90). Quando avaliada a exposi¢do de um treinamento fisico de 12 semanas
realizado em ambiente urbano e rural, observou-se aumento da contagem de leucécitos e
neutr6filos, bem como niveis de NO exalado apoés o treinamento no grupo urbano,
enquanto no grupo rural ndo teve alteragao (91).

A realizagdo de exercicio em local indoor e outdoor também ¢ topico de discussao.
A qualidade do ar de ambientes internos pode ser melhor do que ao ar livre tendo em vista
o efeito de protecdo de edificios, sistemas de ventilacdo e dispositivos de purificacao de
ar. No entanto, ¢ possivel observar uma pior qualidade do ar nestes ambientes quando se
avalia a diferenca de concentragdo de poluentes em locais internos e externos. Um estudo
investigando cinco locais, incluindo uma estacao de trem subterranea, uma fazenda, um
local urbano, dois locais préximos a vias de trafego de veiculos demonstrou que os niveis
de polui¢do eram maiores nas instalacdes internas. Além disso, observou-se que em locais
subterraneos apresentavam maiores niveis de poluicdo do ar em relacdo aos ambientes
externos. A realizacdo de exercicio nestes locais causou maiores niveis de leucocitos
totais e altos niveis de neutréfilos e mondcitos, 2 horas e 24 horas apds o exercicio,
respectivamente, em individuos jovens e sauddveis. Os aumentos observados em
neutrdfilos e monocitos foram impulsionados pelos altos niveis de polui¢do do ar na
estacdo de trem subterranea (92).

A exposicao a polui¢do do ar na realizagdo de exercicios em ambientes internos
ainda ¢ um topico com dados insuficientes na literatura, tendo seus estudos um enfoque
em arenas de gelo. Os estudos avaliando jogadores de hoquei e patinadores mostraram

niveis aumentados de poluentes nos rinques de patinagdo e detectaram efeitos adversos a
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saude, como coordenacdo e funcdo sensorial prejudicadas, alteracdes nas funcdes
cardiaca e pulmonar, além de dores de cabeca, fadiga, sonoléncia e diminui¢do da func¢do
pulmonar relacionados a pratica de exercicios (93, 94). A exposicdo a elevadas
concentragdes de CO e NO» nestes locais foi associada a sintomas de rinite, tosse, dor de
cabeca, tontura, fadiga e ndusea. A baixa qualidade do ar observada nestes locais pode
ser advinda da penetragdo de poluentes outdoor, atividades internas intensas, um grande
numero de pessoas se exercitando, ventilagdo insuficiente e salas relativamente pequenas.
Tendo como fontes de poluentes os proprios ocupantes, devido ao aumento da taxa de
ventilagdo durante a atividade de exercicio, que pode variar de acordo com seu nivel
metabolico (93).

Além disso caracteristicas dos individuos realizando exercicio podem influenciar
na sua resposta ao exercicio, destacando-se condi¢do clinica pré-existente. Sendo a
obesidade um exemplo desta influéncia, devido a esta condi¢do estar acompanhada de
comprometimento da fun¢do pulmonar, juntamente com diminui¢do da complacéncia
toracica e o aumento da resisténcia das vias aéreas, alterando o padrao ventilatorio (95,
96). A obesidade também ¢ caraterizada pela diminui¢do da resposta imunologica,
estresse oxidativo, aumento de citocinas pro-inflamatdrias e inflamacao prolongada, o
que pode contribuir para a aumento da incidéncia de doencas e mortalidade por todas as
causas (30, 97, 98). Portanto, uma suscetibilidade aumentada de pessoas obesas a
exposicao a polui¢do do ar pode ser justificada pelo estresse oxidativo e inflamacdo
cronica de baixo grau que segue essa condicdo. Um estudo da coorte SAPALDIA
demonstrou que a melhora da qualidade do ar atenua o declinio da fun¢do pulmonar em
participantes com peso normal e abaixo do peso. O mesmo ndo foi observado em
individuos obesos, nenhuma melhora foi observada, destacando a importancia de
contemplar os efeitos a saude da exposicao a poluicdo do ar e da obesidade em conjunto

(99).

1.4.2 Beneficios do exercicio e os danos causados pela exposi¢cdo adicional
relacionada a sua pratica

Os estudos realizados investigando os efeitos da realizagdo do exercicio em
ambientes poluidos apresentam resultados divergentes. Atletas demonstraram dano
epitelial precoce e processo de protecdao antioxidante nas vias respiratorias superiores
imediatamente apds realizar uma corrida de 8 km (100). Adultos saudaveis realizando

exercicio intermitente em exposicdo a traffic-related air pollution (TRAP) tiveram
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aumento da fun¢do pulmonar mesmo em elevada concentracido de polui¢do, no entanto
foi observado indugdo de resposta inflamatdria pulmonar e sistémica nestes individuos
(101). Outros estudos indicam que a exposicao a altos niveis de poluicdo do ar pode
aumentar o risco de inflamacgdo das vias aéreas, reduzir a fungdo pulmonar, aumentar
marcadores de toxicidade pulmonar, contribuir para mudancas na pressdo arterial e
fungdes vasculares (91, 100, 102, 103).

Contudo, o exercicio demonstrou atenuar e retardar o impacto negativo da
exposicao a elevadas concentracdes de particulas, diminuir a reten¢do de poluentes nos
pulmdes, aumentar a depuragdo bronquica e aumentar a concentragdo de marcadores
antioxidantes nas vias respiratorias (90, 100, 104, 105). Ainda, o exercicio foi capaz de
melhorar o pico de fluxo expiratorio, aumentar a fungdo pulmonar e pressdo sanguinea
(85, 90, 101). Além disso, outros estudos sugerem que os efeitos benéficos do aumento
do exercicio fisico sdo substancialmente maiores do que o efeito potencial de mortalidade
da inalagdo aumentada de poluentes do ar e o exercicio habitual pode reduzir a
mortalidade relacionada a polui¢do do ar (106-108). Em resumo, os efeitos causados pelo
exercicio regular atenuam o impacto negativo da poluicdo do ar quando comparada a
condi¢do de repouso, aumentando a depuracdo mucociliar, melhorando a funcdo
pulmonar, estimulando a resposta anti-inflamatdria, protegendo contra os efeitos
vasculares adversos da polui¢do do ar e podendo reduzir a mortalidade relacionada a
poluicdo.

A pratica regular de exercicio ¢ a solu¢do para contornar os fatores de risco
metabolico como inatividade fisica e dieta com baixa qualidade nutricional, por estes
serem modificaveis e passiveis de gerenciamento. No entanto, a exposi¢do a polui¢do do
ar ¢ uma variavel mais complexa, tendo em vista que a inalagdo de poluentes acontece de
forma involuntaria. Fatores como intensidade, duracdo e o local do exercicio deve ser
levado em consideracdo, tendo em vista que influenciam na quantidade de poluentes
inalada e nos efeitos a saude causados pela exposi¢do. Portanto, ¢ crucial a investigacdo
dos efeitos causados pela realizacdo do exercicio em ambientes ndo controlados, além de
comparar a sua pratica em ambientes indoor e outdoor, considerando as diferengas na

concentragdo da polui¢do entre eles.
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A Figura 3 resume os principais efeitos observados com a interag@o entre poluig@o

atmosférica e exercicio fisico.

| 2274 .8’ T -
o m .

Efeitos negativos Efeitos positivos
Deposigdo de particulas Menor retengdo de poluentes
Toxicidade Melhor depuragdo mucociliar

|‘ " Redugdo aguda da fungdo pulmonar “ " Aumento da fungdo pulmonar
\ | Risco de asma \ /) Reduz inflamagao
Suprime melhora FEV1 Aumenta defesa antioxidantes
Inflamagdo pulmonar Melhora FEV1
AN\ Reduz rigidez arterial
Sintomas de rinite, tosse, dor de Reduz incidéncia e recorréncia de IAM

' ‘ cabega, tontura, fadiga e ndusea
Reduz mortalidade

Figura 3. Os principais efeitos observados com a interagdo entre polui¢@o atmosférica e exercicio fisico. Os
estudos demonstram resultados controversos em resposta ao exercicio realizado em ambiente poluido.
Dentre os efeitos negativos destacam-se deposi¢do de particulas toxicidade, reducdo aguda da fungdo
pulmonar, inflamagdo pulmonar e sistémica, maior risco de desenvolvimento de asma, supressdo da
melhora induzida pelo exercicio do FEV 1, sintomas de rinite, tosse, dor de cabega, tontura, fadiga e nausea.
Os efeitos positivos incluem reducdo da inflamagdo e aumento da concentracdo de marcadores
antioxidantes nos pulmdes, aumento da fungdo pulmonar e da depuragdo mucociliar, diminui¢do da
retengdo de poluentes nos pulmdes, melhora no FEV1. A pratica regular de exercicio foi capaz de reduzir
a rigidez arterial, a incidéncia e a recorréncia de infarto do miocérdio, além de reduzir a mortalidade

relacionada a poluicdo do ar. FEV1: Volume expiratério for¢ado em 1 segundo. Fonte: Autoria propria.

1.4.3 Métodos de avaliacio da exposiciao a poluicio atmosférica durante o exercicio

Variaveis associadas ao exercicio como a intensidade e a duragdo sdo fatores que
influenciam diretamente na ventilagdo total do exercicio. A ventilacdo total ¢
determinante para a concentracdo de inalacdo de poluentes. A intensidade do exercicio é
caracterizada pela ventilacdo por minuto atingida em determinado limiar ventilatorio,
sendo assim, quanto maior a ventilagdo por minuto maior a intensidade do exercicio.
Durante um exercicio de intensidade moderada a ventilagdo total ¢ menor quando
comparada com a ventilagdo total de um exercicio de alta intensidade. A duracdo do

exercicio igualmente influencia a ventilagdo total, pois quanto mais longa a duragdo de

um exercicio, maior € a inalacao (82, 94, 109, 110).
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Considerando ambos os fatores, a equalizacdao do exercicio quando se comparam
duas intensidades de exercicio deve ser cuidadosamente definida, pois se um exercicio de
baixa e um de alta intensidade forem realizados por uma duragdo de tempo especifica, a
ventilagdo total serd maior nos individuos com maior intensidade. No entanto, se o fator
de equalizagdo for a distdncia percorrida, observa-se diferentes dura¢do de exercicio
referente a cada intensidade praticada, e desta forma ¢ possivel observar de fato a
influéncia da intensidade e duragdo do exercicio sobre a ventila¢ao total (94, 95, 109-
111).

A avaliagdo da exposicao a poluicdo do ar durante o exercicio fisico ¢ realizada
de diferentes formas, incluindo camaras de exposi¢do controladas e exercicio ao ar livre.
Os estudos utilizando exposicdo controlada tem como beneficio a definicdo da
concentragdo de poluentes, intensidade e duracdo do exercicio, no entanto estes
protocolos ndo abrangem a exposicao dos individuos durante a sua rotina, uma vez que a
exposi¢do a poluicdo ndo ocorre apenas durante o exercicio (111-115). Os estudos que
utilizam a metodologia de exercicio ao ar livre tém como ponto positivo a avaliacdo da
atividade no ambiente real onde a pessoa estd exposta diariamente, porém a forma de
medir a concentracao de poluentes pode limitar esse protocolo. No exercicio ao ar livre a
exposi¢do a multiplos poluentes atmosféricos e concentracdes de poluentes variaveis de
acordo com o local, ventos prevalentes, condi¢des climaticas ou horario do dia, além da
proximidade da estrada e intensidade do trafego (83, 116).

Adicionalmente, se a concentragdo de poluentes ¢ proveniente de estagdes de
monitoramento na mesma regido ndo se pode garantir que exatamente no local do
exercicio ha a mesma concentracdo. Sendo assim, o monitoramento com dispositivos
pessoas poderiam ser uma alternativa, dentre esses o monitoramento ativo apresenta
melhor controle pois € possivel avaliar a concentracao de poluentes ao longo do tempo.
No monitoramento passivo ha a mensuragdo da concentragdo média de poluentes durante
um periodo especifico, ndo podendo fazer discernimento da exposi¢ao durante o exercicio
com o restante do periodo de uso do dispositivo (117, 118).

Dentro os estudos ja realizados, ¢ possivel observar a exposi¢do a diferentes
poluentes em ambiente controlado de individuos saudaveis, atletas e com doencas pré-
existentes. Os trabalhos envolvendo cdmaras de exposicdo comparam o ambiente de ar
filtrado e o poluido, incluindo poluentes derivados da exaustdo de diesel (DE), Oz e NO».
Individuos saudaveis idosos realizando 15 min de exercicio de intensidade moderada

intercalado com 15 min de repouso por 3h foram expostos ao ar filtrado e a concentragdes
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de 0zo6nio (70 e 120 ppb) obtiveram aumento dos niveis de endotelina-1 apds a exposi¢cdo
ao ozoOnio, porém nao foi observado efeito da exposi¢do nos marcadores inflamatdrios
(PCR, conjugados de monocitos-plaquetas e atividade de fator de tecido associado a
microparticulas) (27).

Adultos saudaveis realizando 30 minutos de ciclismo com baixa e alta intensidade
em ar filtrado ou DE apresentaram mais sintomas de garganta e tdrax, maiores niveis
plasmaticos de NOx, ap6s o exercicio associado ao DE. Ainda observou-se aumento de
FeNO e de norepinefrina plasmatica (NE) pos exercicios de alta intensidade em DE e ar
filtrado. A ventilacdo por minuto (VE), o consumo de oxigénio (VO3), a producao de gas
carbonico (VCOz) e o custo de O; foi maior na exposicdo ao DE comparado ao FA
durante o exercicio de baixa intensidade (83, 104, 119-121).

A exposicdo ao DE durante teste cardiopulmonar subméaximo foi avaliada em
pacientes com insuficiéncia cardiaca, sendo observada maior exposi¢do a particulas
durante a exposicdo ao DE comparado ao ar filtrado, e esta maior exposi¢do afetou
negativamente o VO e a captagdo de oxigénio por batimento cardiaco em repouso (122).
A exposicdo ao DE durante exercicio com intensidade moderada promoveu isquemia
miocardica e inibiu a capacidade fibrinolitica endégena em homens com doenca
coronariana estavel (123).

A exposi¢do ao ozonio durante o exercicio em individuos saudaveis foi avaliada
nas concentragdes de 100ppb e 200ppb. A inalagdo de 0zonio diminuiu a fun¢do pulmonar
e aumentou a pressao arterial imediatamente apos a exposicdo (124). O estudo de Gomes
e colaboradores (2011) também avaliou a exposicdo de ao ozonio, neste caso foram
avaliados atletas que completaram uma corrida de 8km nas seguintes condigdes: (1) Ar
filtrado + 20°C + 50% umidade relativa do ar; (2) O3 (0.1 ppm) + 20°C + 50% umidade
relativa do ar; (3) Ar filtrado + 31°C + 70% umidade relativa do ar; (4) O3 (0.1 ppm) O3
+31°C + 70% umidade relativa do ar. Os resultados demonstraram aumento significativo
na concentracdo de CC16 e concentracdo de GSH nas vias respiratorias superiores apos
a corrida no calor. O ambiente quente, imido e poluido causou dano epitelial precoce e
um processo de protecdo antioxidante nas vias respiratdrias superiores (100).

A utilizacdo da metodologia experimental de exercicio ao ar livre ¢ realizada
através do monitoramento de atividade j& realizada pelos individuos incluidos na
pesquisa, como no caso do estudo de Chen e colaboradores (125). Na investigacao,
individuos saudaveis fisicamente ativos relataram a frequéncia do exercicio semanal e o

local realizado através de um questiondrio e a concentragdo media de PM»s foi
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monitorada durante todo o periodo de acompanhamento em uma estacdo de
monitoramento fixa externa. A concentragdo de FeNO, a pressdo arterial sistolica, a
duracdo da ejegdo, a pressdo de aumento adrtica e o indice de pressdo adrtica foram
associados positivamente com a exposicdo ao PM»s e seus constituintes. No entanto,
nenhuma associacdo com os niveis de citocinas ou pressdo arterial diastolica foi
observada. Em 4reas altamente poluidas, exercicios frequentes podem proteger contra a
rigidez arterial associada ao PM» 5, mas exacerbar a inflamacao das vias aéreas (125).

Estudo realizado em Sao Paulo avaliou atletas que correram 45 minutos por dia
durante 5 dias consecutivos em dois diferentes ambientes em ruas do centro da cidade e
em floresta urbana (menos poluido). A concentragdes médias de PM; 5 foi maior na rua,
ocorrendo o aumento na frequéncia cardiaca apds um dia de corrida neste ambiente. No
dia 5, observou-se depuracdo mucociliar nasal (MCC) prejudicada no grupo que correu
na rua. Apods a exposi¢do aos dois ambientes, o nimero de células no fluido de lavagem
nasal foi reduzido apos o exercicio, sem alteragdes no tipo de célula e nas concentragdes
de IL-8 e IL-10 (126).

A exposicao a ambientes de alto e baixo trafego veicular foi avaliada incluindo
adultos saudaveis que permaneceram 2h nestes locais nas condi¢des de repouso ou
realizando exercicio intermitente. O exercicio aumentou volume expiratorio for¢gado no
primeiro segundo (VEF1), razdo entre volume expiratorio for¢ado no primeiro segundo e
a capacidade vital (VEF1/CV) e o fluxo expiratorio for¢ado intermediério (FEF25-75%),
no entanto o aumento em 1ug/m?® na exposigdo de MPjy foi associado a diminui¢do no
VEF1 e no pico de fluxo expiratério (PFE) (90).

Individuos saudédveis expostos por 8h/dia em area residencial proxima a usina
sidertirgica, ou em um campus universitario a aproximadamente 5 km de distancia da
usina realizaram 30 minutos de exercicio intensidade moderada por 5 dias nestes locais.
A concentragdo dos poluentes SOz, NO> e CO foram 50-100% maiores proximo a usina,
neste ambiente mais poluido observou-se maior taxa de pulso em repouso € menor
dilatagao mediada por fluxo (127).

Um estudo investigou individuos ndo treinados que realizaram um programa de
treinamento aerobio de 12 semanas, 3 sessdes por semana, sendo um grupo em area
urbana e outro em darea rural. O MP ultrafino foi medido durante cada sessdo de
treinamento. O treinamento aerdbico em um ambiente urbano aumentou os
biomarcadores inflamatérios e houve correlagdo positiva destes marcadores com a

exposicao média pessoal de UFPM durante o treinamento (91).
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Individuos saudaveis que pedalaram por 20 minutos em via de elevado fluxo

veicular e em laboratdrio para ar filtrado apresentaram maior porcentagem de neutréfilos

no sangue apos o exercicio em ambiente poluido. A avaliagdo de NO exalado, IL-6

plasmatico, funcdo plaquetdria, niveis séricos de CCl6 e numero de leucdcitos

sanguineos totais nao diferiram entre os dois cendrios (128, 129).

Tabela 2. Estudos avaliando exposi¢@o a poluigdo atmosférica durante o exercicio em ambiente controlado e ar livre.

Autores/ano

Amostra e exposicio

Principais resultados

Ambiente controlado

Silveira et al., 2022

Cruzetal., 2022

Pasqua et al., 2020

Balmes et al., 2019

Giles et al., 2018

Giles et al., 2018

10 individuos do sexo masculino

Pedalaram por 50km em uma camara de
exposicao ambiental, sendo expostos ao TRAP e
ao ar filtrado

15 individuos saudéveis e fisicamente ativos
Realizaram treinamento intervalado de alta
intensidade em camara de exposi¢do ambiental,
sendo expostos ao TRAP e ao ar filtrado

10 individuos saudaveis e fisicamente ativos
Exercicio em cémara de exposi¢cdo ambientas
(TRAP e ar filtrado) por 90 minutos com coletas
de sangue em repouso, ap6s 30, 60 e 90 minutos
de exercicio

87 individuos saudaveis (55-70 anos)

Exercicio com intensidade moderada/ repouso
(15 minutos) por 3h em ar filtrado, 70 ppb e 120
ppb de O3

18 adultos saudaveis e fisicamente ativos
Ciclismo por 30 minutos em baixa (30% do
VO2reax) e alta (60% do VOareak) intensidades,
¢ em repouso em ar filtrado ou DE (300 pg/m?

de MP2,5)

18 adultos saudaveis e fisicamente ativos

Ciclismo por 30 minutos em baixa (30% do
VO2reax) e alta (60% do VOareak) intensidades,
¢ em repouso em ar filtrado ou DE (300 pg/m?

de MP2,5)

Exposi¢ao ao TRAP aumentou os niveis de molécula
de adesdo intercelular-1 (ICAM-1) e fator neurotréfico

derivado do cérebro (BDNF)

Exercicio com exposi¢do ao TRAP aumentou a
concentragdo de IL-6, alterou metabolismo de acidos
graxos e impediu a redu¢do mediada por exercicio da

pressao arterial sistolica

Apds 90 minutos de exercicio em TRAP observou-se
aumento de IL-6 e fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), e redug@o de IL-10. A exposi¢do ao
TRAP resultou em aumento da pressdo arterial
diastolica e sistolica

Aumento dos niveis de endotelina-1 no grupo exposto
ao O3

Sem efeito em marcadores inflamatorios

Aumento dos niveis plasmaticos de NOx apds
exercicio em DE

Niveis de endotelina-1 2h apds exercicio de alta
intensidade em DE foi maior comparada ao exercicio
de baixa intensidade e repouso.

Sem efeito de DE sobre FMD e pressao arterial
Aumento dos sintomas de garganta e térax com DE
Aumento de FeNO e NE apds exercicios de alta

intensidade (DE e ar filtrado)
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Vieira et al., 2016

Frampton et al,

2015

Giles et al., 2014

Wauters et al., 2014

Giles et al., 2012

Gomes et al., 2011

Langrish et al., 2010

Mills et al., 2007

26 pacientes com insuficiéncia cardiaca/l5
saudaveis

Realizagdo de teste cardiopulmonar submaximo
em exposicdo ao ar filtrado e DE (300 pug/m? de
MP2,5)

24 adultos saudaveis

Exercicio com intensidade moderada/ repouso
(15 minutos) por 3h em ar filtrado, 100ppb e
200ppb de Os

18 adultos saudaveis e fisicamente ativos
Ciclismo por 30 minutos em baixa (30% do
VO2reak) e alta (60% do VOazreak) intensidades,
¢ em repouso em ar filtrado ou DE (300 pg/m?
de MP2,5)

25 individuos saudaveis/ 11 realizaram exercicio
Exercicio por 40 minutos intercalado com 20
minutos de repouso expostos a ar filtrado e (300
ug/m’ de MP2,5)

8 individuos fisicamente ativos

Exposi¢ao por 60 minutos de ar filtrado ou DE
(300 pg/m* de MP2,5) seguido de 20km de

ciclismo

10 adultos atletas

Corrida de 8km em 4 diferentes condigdes
ambientais: 1) Ar filtrado + 20°C + 50%
umidade relativa do ar; 2) O3 (0.1 ppm) + 20°C
+ 50% umidade relativa do ar; 3) Ar filtrado +
31°C + 70% umidade relativa do ar; 4) Os (0.1
ppm) O3 + 31°C + 70% umidade relativa do ar
10 individuos saudaveis

Exercicio intermitente por lh expostos a ar
filtrado e NO2 (4 ppm)

20 individuos com doenga coronariana estavel
Exercicio moderado por 1h em ar filtrado e 1h a

DE (300 ug/m® de MP2,5)

Reducdo de VO e da captagdo de oxigénio por
batimento cardiaco em repouso nos pacientes com

insuficiéncia cardiaca expostos ao DE

Redugdo da fungdo pulmonar apos exposicao ao O3
Aumento da pressdo arterial po6s-exposicao
Sem efeitos nas demais medidas da fung¢do cardiaca ou

vascular

Aumento de VE, VO2, VCOz, e o custo de O durante

exercicio de baixa intensidade em DE

Aumento da expressdo dos genes CD62P e CD63,
associados com ativagao plaquetaria

Sem alteracdes na agregacao plaquetaria

Atenuacdo da broncodilatagdo induzida pelo exercicio
apos exposicdo ao DE

Aumento da FC durante o exercicio apds exposi¢ao ao
DE

Sem alteragdo no desempenho do exercicio.

Aumento na concentragdo de CC16 ¢ GSH nas vias
respiratorias superiores apos a corrida com Os e calor
Sem diferencas nas contagens de neutrofilos e

antioxidantes analisados.

Sem alteracdo na fungdo vasomotora vascular ou

fibrinolitica ap6s exposi¢do ao NO2

Exposi¢ao ao DE promoveu isquemia miocardica e

inibi¢ao da capacidade fibrinolitica endogena
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Ambiente ndo controlado

Stieb et al., 2019

Chen et al.,, 2018

Cavalcante de Sa et

al., 2016

Matt et al., 2016

Liuetal, 2014

Bos et al., 2013

Jacobs et al., 2010

72 individuos saudaveis (>55 anos)

Exercicio cardiorrespiratorio em ambiente
outdoor e indoor por 10 semanas

20 individuos saudéveis fisicamente ativos
Frequéncia do exercicio semanal e o local
realizado relatada por questiondrio

Média por hora de MP2,5 monitorada durante
todo o periodo de acompanhamento em uma

estagdo de monitoramento fixa externa

38 adultos atletas

Corrida de 45 minutos/dia por 5 dias
consecutivos em dois ambientes (ruas do centro
da cidade de Sao Paulo e em ‘floresta urbana’,

menos poluido)

30 adultos saudaveis
Exercicios intermitentes ou repouso por 2h em

ambientes de alto e baixo trafego veicular

61 individuos saudéveis

30 minutos de exercicio intensidade moderada
por 5 dias em area residencial proxima a usina
siderargica, ou em um campus universitario a 5

km da usina

24 individuos nao treinados
Programa de treinamento aerébio de 12
semanas, 3 sessdes por semana, em area urbana
e area rural

MP ultrafino foi medida durante cada sessdao de
treinamento

38 adultos saudaveis

Ciclismo por 20 minutos em via de elevado fluxo

veicular e em ar filtrado (ambiente controlado)

Aumento de MP2,5 em um intervalo interquartil foi
associado ao aumento de 1,4% da FC, 5.6% nos niveis
de MDA e redugao da variabilidade da FC

Associagdo positiva da concentragdo de FeNO, a
pressao arterial sistolica, a duragdo da ejegdo, a pressao
de aumento adrtica e o indice de pressao aortica com a
exposi¢do ao PM2,5

Sem associagdo com os niveis de citocinas ou pressao

arterial diastolica

Maior concentragao de MP2,5 na rua

Aumento da FC 1 dia ap6s corrida na rua

Redugdo da depuragdo mucociliar nasal do dia 5 nos
corredores da rua

Redugdo do niimero de células no fluido de lavagem
nasal apos exercicio nos dois ambientes de exposi¢ao
Sem alteracdo nas concentragdes de IL-8 e IL-10
Aumentou VEF1, VEF1 / CV e FEF25-75% em
resposta ao exercicio

Aumento em 1pg/m® na exposigdo de MP associado a
diminui¢do de VEF1 e do PEF

O aumento do exercicio em 1% da frequéncia cardiaca
maxima reduziu os efeitos negativos imediatos dos
poluentes sobre o PEF e CV

Concentracdo de SOz, NO2 ¢ CO foram 50-100%
maiores proximo a usina

Maior taxa de pulso em repouso no ambiente. Com
maior concentragao de poluentes

Poluentes foram inversamente associados a dilatacao
mediada por fluxo

Aumento de biomarcadores inflamatdrios apds o
treinamento em ambiente urbano

Correlagdo positiva do aumento de biomarcadores

inflamatoérios com exposic¢ao pessoal ao MP ultrafino

Aumento da porcentagem de neutrofilos no sangue

apos o exercicio em via poluida.
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Sem alteragdes em NO exalado, IL-6 plasmatico,
fungdo plaquetdariaCC16 e numero de leucocitos

sanguineos totais

CO: monoxido de carbono; FEF25-75: fluxo expiratorio forcado intermediario; MP; material particulado; NE: norepinefrina
plasmatica; NO: oxido nitrico; NO2: dioxido de nitrogénio; Os: 0zoénio; PEF: pico de fluxo expiratorio; SO2: dioxido de enxofre;
VE: ventilagdo por minuto; VCOz: produgdo de gas carbonico, VEF1: volume expiratério forgado no primeiro segundo;

VEF1/CV: razdo entre volume expiratorio for¢ado no primeiro segundo e a capacidade vital; VO2: consumo de oxigénio.
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2. JUSTIFICATIVA

Considerando o risco a saude que representa a exposi¢do aos poluentes
atmosféricos, atividades que resultem na maior inalacdo de poluentes podem ser
consideradas prejudicais e evitadas. No entanto, o exercicio fisico ¢ uma pratica
reconhecida pelas suas adaptacdes fisiologicas responsaveis por alteragdes em
marcadores bioquimicos, inflamatorios, metabdlicos, aumento de desempenho fisico e
melhora na qualidade de vida. Estudos avaliando a exposi¢ao de poluentes atmosféricos
durante o exercicio apresentam resultados controversos, os quais variam de acordo com
o método utilizado para a realizacdo da exposicdo, a concentragdo de poluentes utilizadas
e caracteristicas dos participantes, incluindo seu nivel de condicionamento fisico.
Ademais, os trabalhos ndo abrangem a exposi¢do a poluicdo do ar durante as atividades
diarias dos participantes, apenas avaliando as respostas fisioldgicas durante a realizagao
do exercicio. Sendo assim, hé a necessidade de pesquisas adicionais visando mensurar os
efeitos na saude causados pela exposicdo aos poluentes atmosféricos englobando a
exposi¢do diaria dos participantes e investigando se o condicionamento fisico dos

mesmos impacta nestes desfechos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da exposi¢@o aos poluentes

atmosféricos sobre parametros fisiolégicos, metabolicos, estado redox e marcadores

inflamatorios em individuos com diferentes niveis de condicionamento fisico.

3.2 Objetivos especificos

- Caracterizar dos individuos através de questionario sociodemografico

- Definir do nivel de atividade fisica e do equivalente metabdlico de tarefa (MET)
através do Questiondrio Internacional de Atividade Fisica e estimar o VO2pico

- Realizar avaliacdo nutricional através da avaliacdo antropométrica e consumo
alimentar visando estipular o produto de acumulacdo lipidica e o indice de alimentagao
saudavel

- Estimar ventilagdo total, inalagdo de poluentes e o risco ambiental a satde
decorrente do exercicio

- Calcular o risco ambiental a saude

- Avaliar parametros bioquimicos (glicose, colesterol total, HDL-c, LDL-c,
triglicerideos), de estado redox (SOD, CAT, GSH, ROS, TBARS), marcadores
inflamatorios (IL-1p, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, HSP70) e CC16.
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4. ARTIGOS CIENTIFICOS

A realizagdo da presente tese resultou em sete artigos cientificos que serdo
apresentados a seguir. Dentre os trabalhos, realizamos um artigo de hipotese, o qual
descrevemos a hipotese da tese, artigos em parceria com outros laboratdrios e instituicdo
visando avaliar fatores que influenciassem na inalagao de poluentes atmosféricos durante
o exercicio em diferentes cidades (Porto Alegre e Rio Grande no Rio Grande do Sul e
Sao Paulo no Estado de Sdo Paulo) e artigos avaliando os efeitos da exposicao dos gases
poluentes, NO> e Os, em parametros metabolicos, fisiologicos, bioquimicos e

inflamatorios em adultos com diferentes niveis de condicionamento fisico.
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Abstract

Exposure to traffic-related air pollutants, as NO2 and Os, are a crescent trend due to
emissions augment and their adverse health impacts. Exercising in polluted environments
could results in harmful outcomes for health and may blunt the physiological adaptations
of exercise training. This study aimed to investigate the influence of physical activity and
O3 exposure on redox status, inflammatory marker, response to stress and pulmonary
toxicity of healthy young individuals. We performed a cross-sectional study with 100
individuals that, based on their personal exposure to O3 and physical fitness (PF) level,
were distributed in four groups: Low PF + Low Os; Low PF + High Os; High PF + Low
Os; High PF + High Os. We evaluated personal exposure to NO2 and O3, physical activity
level, variables of oxidative stress (SOD, ROS, CAT, GSH, TBARS), pulmonary toxicity
(CC16), and inflammatory mediators (IL-13, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, HSP70).
Spearman correlation test to check the association among the variables was used and to
compare groups we used one-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc and
Kruskal Wallis test followed by Dunn’s post hoc. O3 levels correlated with physical
activity (r=0.25; p=0.01) but not with age or markers of body composition (p>0.05). The
individuals with high physical fitness that were less exposed to O3 presented higher CAT
activity (p<0.001), lower TBARS (p<0.01) and IL-1 concentrations (p<0.01), higher IL-
6 (p<0.05) and IL-10 concentrations (p<0.05), lower IL-6:1L-10 ratio (p<0.05), lower
CC16 levels (p<0.05), and higher HSP70 concentration (p<0.05). Physical activity could
result in higher exposure to O3 that could partially blunt some exercise adaptations, while
high physical fitness improved antioxidant defense system, systemic inflammatory
mediators, and pulmonary toxicity.

Keywords: air pollution; traffic-related air pollution; inflammation; redox status.
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Introduction

The urbanization and globalization process had permanently modified the life
pattern of current human population. Increasing levels of vehicular fleet and air pollutant
emission are detected worldwide, being 91% of the total population living in places where
the levels of air pollutants overcome the World Health Organization guidelines (1). One
of the majors concerns to human health is the traffic-related air pollutants (TRAP) once
the emission prevenient of fossil fuel combustion are major sources of air pollutants (2).
Additionally, physical inactivity is another risk factor to health, being considered a
leading risk factor for mortality and it is estimated that 3.2 million of death and 32.1
disability-adjusted life years are attributed to insufficient physical activity levels (3).
Ozone (O3) and nitrogen dioxide (NOy) are two important pollutants from traffic-relates
air pollution that are associated with adverse health effects, as exacerbation of respiratory
symptoms and increase in hospital admissions. Furthermore, O3 and NO; exposure
impairs lung clearance defense, leading to systemic redox alterations and inflammation
(4-7).

Physical exercise is now recognized as a powerful nonpharmacological
intervention that improves several physiological and health outcomes in virtually all
tissues and systems of human body. Increasing exercise practice is the main
recommendation to reduce the sedentary behavior, but it must consider the exposure to
air pollutants once an increase of metabolic demand from initiating a physical activity
result in augment on inhalation rate and, if there are pollutants present in the air, it would
be inhaled as well (8, 9). The exercise practice in highly polluted environment could
attenuate immediate respiratory benefits of exercise in a healthy young sample (10). It
was observed increased risk of airway inflammation, reduced pulmonary function,
changes in blood pressure, and vascular functions is response to exercise practice in high
pollution areas (11-13). On the other hand, physical activity in low pollution
environments generally induces superior health benefits. However, studies demonstrated
that exercise counteracts the immediate effect and delayed negative respiratory impact of
high concentration of pollutants, and even improves pulmonary function and blood
pressure (10, 14).

Previous studies evaluated the physiological response of exercising in a controlled
polluted environment, being estimated the inhalation uptake of air pollutants,
performance, pulmonary function, inflammatory response, metabolomics, and hormonal

adaptation (15-19). Our research group also conducted studies to estimate the air
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pollutants intake and each variable could modulate the health risk from its exposure,
demonstrating that intensity of the exercise, time of the day of the exercise and personal
characteristic as body mass index might influence the total inhalation and consequently
modulating the health risk (20-22). However, there still a lack in the literature regarding
the exposure of air pollutants during the daily routine of the individuals, including their
physical activity level (23). Therefore, we aimed to investigate the influence of physical
activity and O3 exposure on redox status, inflammatory marker, response to stress and

pulmonary toxicity.

Material and methods

Participants and experimental design

We performed a cross-sectional study to evaluate the influence of physical activity
in the exposure to air pollutants on peripheral biochemical variables. We enrolled 100
men that were physically active or untrained. UFCSPA’s Research Ethics Committee
approved this study under the protocol number 2.769.807. All procedures followed the
principles of the Declaration of Helsinki. We used advertisements and oral
communications in local universities to recruit the subjects, in which the researchers
explain the aim, methodology, and importance of the study and invite the individuals to
participate. Subjects that agreed to participate in the study signed the informed consent to
be included.

We included men with age ranging from 18 to 45 years, living in the Metropolitan
Region of Porto Alegre (capital of Rio Grande do Sul state in Brazil). Initially, men were
assigned into two experimental groups according to their physical activity (PA) status:
physically inactive and physically active groups according to weekly metabolic
equivalent task (METs) and exercise training behavior. For the physically active groups,
we included individuals engaged in physical training programs (>150 minutes/week) for
six months before the data collection date, and for the untrained group individuals that
were untrained for six months before the data collection date (< 2 exercise sessions/week).
We adopted time of exercise of >150minutes/week as physically active based on the
WHO recommendation of physical activity for adults, which indicates 150—-300 minutes
of moderate-intensity aerobic physical activity (9). We excluded from our study

individuals that smoke or have a chronic illness or hospitalization in the last year.
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All subjects that agree to participate in the study attended to the Laboratory of
Atmospheric Pollution in the Federal University of Health Science of Porto Alegre
(UFCSPA). First, the participants responded to the international physical activity
questionnaire (IPAQ), in which the MET and physical activity level were evaluated.
Then, a fasting blood sample was collected perform the analyses of redox status,
inflammatory biomarkers, response to stress and pulmonary toxicity. Additionally,
participants received personal monitors to evaluate their exposure to the concentration of
NO; and Os.

Previously to the group division, we performed preliminary analysis to detect
variables of interest in the study (Supplementary material). We performed a correlation
analysis with all variables collected using Spearman correlation test and observed a strong
association between MET and O3 (r= 0.25; p<0.01). Therefore, we divided the groups in
low and high physical fitness (PF) and evaluated the exposure to Oz. The four groups
were: Group 1) Low physical fitness + Low O3 exposure (n=25); Group 2) Low physical
fitness + High O3 exposure (n=25); Group 3) High physical fitness + Low O3 exposure
(n=25); Group 4) High physical fitness + High O3 exposure (n=25). Figure 1 illustrates

the experimental design.

Data collection

The collection of data was carried out from November 2018 to February 2020.
Each subject participated once, however we recruited different participants in every
campaign. We did eleven collection campaigns to include all seasons of the year. All
participants answered a sociodemographic questionnaire, including information of age,
location of residence and location of exercise practice, and the International Physical
Activity Questionnaire—Short Form (IPAQ). Additionally, we assessed body mass (kg),
height (m), body mass index (BMI) (kg/m?) and collected blood sample to further
analysis. Fasting blood sample (4 mL) was collected into tubes containing k3EDTA (BD,
EUA), centrifuged (1500g), and plasma was aliquoted, and frozen at —20°C to determine
the biochemical variables. After, all participants received two personal exposure samplers

to monitor Oz and NO; for a period of 24h and 7 days, respectively.

Cardiorespiratory fitness
We estimated the cardiorespiratory fitness using the peak oxygen uptake (VO2peak)
using the prediction equation, which includes physical activity level, age (y), and BMI
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(24). The physical activity level was assessed through the information obtained in the
IPAQ regarding frequency and duration of activities as walking, moderate and vigorous
intensities. Then, the metabolic equivalent of task (MET) and duration (h) was calculated

as the volume of the activity (MET-h). The formula to estimate VO2peax follows:
VO2peak = 67.35 + 1.921 x (PA—0.783)- 0.381 x age (y) — 0.754 X BMI ()

Air pollutants monitoring

We included in the present study subjects living in the Metropolitan Region of
Porto Alegre, which is the largest metropolitan area in the Southern Region of Brazil,
which had an extension area of 10,346.00 km? and a population of 4,317,508 inhabitants
(25). Individuals that participated in the study were from the cities of Porto Alegre
(latitude 30° 1' 40" S, longitude 51° 13' 43" W), Canoas (latitude 29° 55' 8" S, longitude
51°10'41" W), Esteio (latitude 29° 51' 40" S, longitude 51° 10' 51" W), Sapucaia do Sul
(latitude 29° 50" 31" S, longitude 51° 8' 46" W), Sao Leopoldo (latitude 29° 45' 39" S,
longitude 51° 9' 8" W), Novo Hamburgo (latitude 29° 41' 9" S, longitude 51° 8' 31" W),
Viamao (latitude 30° 5' 18" S, longitude 51° 1' 26" W), Alvorada (latitude 30° 0' 1" S,
longitude 51° 4' 42" W), Gravatai (latitude 29° 56' 9" S, longitude 51° 0' 60" W),
Charqueadas (latitude 29° 57' 18" S, longitude 51° 37' 31" W), Eldorado do Sul (latitude
30°5'9" S, longitude 51° 37' 5" W), and Guaiba (latitude 30° 6' 51" S, longitude 51° 19'
41" W).

We performed the air pollutants monitoring using personal exposure samplers of
O3 and NO> to measure the concentration of the pollutants through passive monitoring.
All subjects received two diffusion tubes (O3 and NO2). We instructed the participants to
use the O3 tube for 24h and the NO; tube for 7 days, maintain the tubes always near them
in all daily actives and in a position to protect them from the sunlight and the rain, but
with a constant flow of air, and deliver the filters at the laboratory after each period.
Therefore, we monitored the exposure during the entire daily routine, including time at
home, commuting, exercising, and working and/or studying.

The monitoring of O3 consisted of cellulose filters impregnated with indigotin
disulfate solution (400 pL) and implanted in diffusion tubes that remain with the subjects
during 24h period (Scheeren & Adema, 1996). To monitor the NO> concentration, we
impregnated cellulose filters with an absorbent solution of triethanolamine (2mL) and
dried at 37 ° C for 24h, then the filters were inserted in diffusion tubes and remained with

them for 7 days (Lodge, 1988). In both techniques, a control filter was exposed under the
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same conditions but sealed from atmospheric contact. After the monitoring period, we
obtained a solution extracted from the exposed filters and analyzed in a
spectrophotometer (Perkin-Elmer Lambda 35, Sao Paulo, SP, Brazil) at 610 nm and
550nm, respectively for O3 and NO». The concentration of Oz and NO, were expressed as
png/m’/8h and pg/m3/24h, respectively. We monitored meteorological data of
temperature, humidity, precipitation, wind speed, and solar radiation during the
monitoring period of air pollutants accessing the National Institute of Meteorology

(INMET).

Oxidative stress analysis

Superoxide dismutase (SOD) activity was determined based on the inhibition of
pyrogallol auto-oxidation by the enzyme (26). One unit of SOD is defined as the enzyme
quantity capable of inhibiting 50% of the reaction. A total of 970ul of TRIS buffer, 4ul
of 30uM catalase and 10ul of plasma was added into cuvettes. Then, 16l of 24mM
pyrogallol in 10mMHCI was added to the solution. The sample absorbance was
determined in a Lambda 35 spectrophotometer (Perkin-Elmer of Brazil, SP, Brazil) at
420nm after 60 and 120s. The results were expressed as USOD/mg of total protein.

Reactive oxygen species (ROS) production was evaluated through the
fluorescence intensity of the redox-sensitive dye 2',7'-dichlorodihydrofluorescein
diacetate (DCFH, 100 uM, Sigma-Aldrich) (excitation and emission wavelengths of 480
and 535 nm, respectively) in plasma sample using SpectraMax M2e (Molecular Devices,
USA).

Catalase activity was determined through the decomposition of hydrogen peroxide
at 25°C, as described in Aebi (1964) (27). Briefly, 2.87mL of phosphate buffer 50mM,
30uL of plasma sample, and 105uL of hydrogen peroxide were added in a cuvette.
Samples absorbance were determined using Lambda 35 spectrophotometer (Perkin-Elmer
of Brazil, SP, Brazil), at 240 nm for 120 s. The results were expressed in nmol/mg of total
protein.

The glutathione (GSH) concentration was determined using BioAssay Systems'
QuantiChromTM Glutathione Assay Kit following the manufacturer's instructions
(BioAssay Systems, CA, USA) in plasma sample. The 5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoic acid
(DTNB) reacts with reduced glutathione to form a yellow product that can be detected in

optical density, measured at 412 nm. The results were expressed as pM/mg.
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The determination of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) was
performed according to Esterbauer and Cheeseman (1990) (28). Plasma sample (250uL)
was added to 500uL of 10% trichloroacetic acid solution to promote the precipitation of
proteins. After cooling in ice for 15 min, the samples were centrifuged at 3200rpm for 15
minutes at 4°C, 500uL of 0.670% thiobarbituric acid was added to 500ul of supernatant.
The solution was agitated and heated at 100°C in a water bath for 10 minutes. Then, the
supernatant was placed in glass microcuvettes to determine the absorbance at 535nm in a
Lambda 35 spectrophotometer (Perkin-Elmer of Brazil, SP, Brazil). TBARS
concentration was expressed in nmol/mg of total proteins. The standard curve generated
from the known concentrations of 1, 1, 3, 3-tetrametoxypropane 100nmol/ml in 1%

H>SO4 solution was utilized to calculate the TBARS concentration.

Immunoassays

The concentrations of IL-13 (BD Bioscences, USA), IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a (all
from ThermoFischer, USA), CC16 (ElabScience, USA), and HSP70 (Enzo Biotech,
USA) in plasma were quantified by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) in a
microplate reader (SpectraMaxM2/M2e Microplate Reader - MolecularDevices, USA).
The detection limits of each cytokine were IL-18, 3.9-250pg/mL, I1L-4, 4-500 pg/mL IL-
6, 2-200 pg/mL, IL-10, 2-300 pg/mL TNF-a, 4-500 pg/mL, CC16, 62.50-8000 pg/mL
HSP70, 0.039-5000 pg/mL.

Statistical analysis

Normality test of Kolmogorov Smirnov was applied to all variables to determine
the normality of the sample. First, we performed Spearman correlation test to check the
association among the variables. After the division of the groups, parametric variables
were compared using one-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc, and non-
parametric variables were compared with Kruskal Wallis test followed by Dunn’s post
hoc. We considered a p values < 0.05 statistically significant. SPSS 22.0 software (IBM
Inc, USA) was used for statistical analysis and GraphPad Prism 8.0 software (Dotmatics,

USA).

Results
In the present study, we asked if the physical activity level and the exposure to air

pollutants could influence redox status, inflammatory biomarkers, pulmonary toxicity,
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and response to stress. Therefore, we collected information regarding the physical fitness
level and personal exposure to O3 and NO: followed by a preliminary correlation analysis
of all variables that showed an association between the MET and O3 concentration
variables. Then, we divided the groups as high and low physical fitness and Oz exposure.
In the characterization of the sample, we showed that age (p=0.8651), body mass
(p=0.0836), and height (p=0.5126) did not differ among the groups, while the group high
PF + low O3 showed lower BMI compared to low PF + low O3 and low PF + high O;
(p=0.0419) (Table 1). The groups with high PF demonstrated higher MET (p<0.001) and
estimated VOzpeak (p<0.001) compared to low PF (Table 1). The Oz concentration was
higher in the group low PF + high O3 compared to low PF + low O3 and high PF + low
O3 (p<0.001), and the group high PF + high O3 showed higher concentration compared to
low PF + low O3, high PF + low O3, and low PF + high O3 (p<0.001). The NO;
concentration did not differ among the groups (p=0.2911) (Table 1).

Table 1. Sample characterization of low and high physically active individuals exposed to low and high concentrations of Os.

Low physical fitness High physical fitness p-value
Low O3 High O; Low O3 High O;

Age (years) 25.64+6.09 25.48+6.18 24.80+5.87 24.40+5.33 0.8651
Body mass (kg) 74.08+£10.88 77.43+11.14 70.66£8.46 76.63+9.60 0.0836
Height (m) 1.77+0.06 1.76+0.07 1.75+£0.04 1.77+0.06 0.5126
BMI (kg/m?) 26.43+£5.77 25.46+3.78 23.28+2.53* 25.32+2.72 0.0419
MET (hour/week) 11.17+£7.46%+ 15.59+£8.24%+ 52.15+14.50 63.14£14.52 <0.001
Estimated VOzpeax (mL/kg.min) 38.93+6.967+ 39.91£7.07%+ 52.27+2.77 50.87+3.37 <0.001
O3 concentration (ug/m?3/8h) 7.15+£3.86 36.61+14.69** 7.73+4.70 52.63+28.07**+ <0.001
NO: concentration (ng/m*/24h) 20.34+7.23 22.54+7.45 18.78+6.41 20.11+6.57 0.2911

Data is presented as mean £SD. Difference among groups were verified using one-way ANOVA test followed by Bonferroni’s
post hoc. MET: metabolic equivalent of task; VOnpeak: peak oxygen uptake; Os: ozone; NOz: nitrogen dioxide. *Denotes
statistical difference compared to Low physical fitness + Low Os. **Denotes statistical difference compared to Low physical
fitness + Low Os, High physical fitness + Low Os.7Denotes statistical difference compared to Low physical fitness + High
Os. 11 Denotes statistical difference compared to High physical fitness + Low Os and High physical fitness + High Os.

We evaluated the meteorological parameters among the seasons included in the

study during the air pollutants monitoring (Table 2). The temperature was higher in the

Spring and Summer compared to Autumn and Winter (p<0.001). In the summer, the
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humidity was lower compared to Winter (p<0.001), and Autumn season had the higher
humidity level compared to Spring, Summer, and Winter (p<0.001). The precipitation
was higher in Autumn compared to Spring, Summer, and Winter (p=0.0011). The season
Autumn and Winter demonstrated lower wind speed compared to Spring and Summer
(p<0.001). Autumn showed solar radiation lower than Spring, Summer, and Winter
(p<0.001), and Winter had lower solar radiation compared to Spring and Summer
(p<0.001). The concentrations of O3 (p=0.1685) and NO: (p=0.0991) did not

demonstrated difference among the seasons.

Table 2. Meteorological parameters and air pollutants among the seasons during the collection data period.

Spring Summer Autumn Winter p-value
Temperature (°C) 22.78+3.46 25.14+1.98 17.22+4.25%* 15.50+£2.77* <0.001
Humidity (%) 73.99+8.55 66.59+£3.90F 83.7249.75%F 75.95+7.37 <0.001
Precipitation (mm) 0.00 (0-2.3) 0.00 (0-2.3) 0.07 (0-1.36) *t 0.00 (0-0.68) 0.0011
Wind Speed (m/s) 1.77+0.51 1.58+0.24 1.34+0.42%%* 1.43£0.38** 0.0038
Solar radiation (h) 890.90+302.50 952.20+69.65 288.70+149.3*%F 670.104245.70*  <0.001
O3 concentration (ug/m?3/8h) 23.70 (0.24-116.8) 13.41 (3.82-78.54) 19.30 (1.50-75.12)  9.662(0.53-110.7)  0.1685
NO: concentration (ng/m®/24h) 19.63+10.03 25.82+6.49 23.05+11.09 23.71£11.13 0.0991

Data is presented as mean £SD. Difference among groups were verified using one-way ANOVA test followed by Bonferroni’s post

hoc (p<0.05). Data of Os is presented as median and interquartile range (IQR) and the difference among groups were verified by

Kruskal-Wallis test followed by Dunns's post hoc test (p<0.05). *Denotes statistical difference compared to Spring and Summer.

**Denotes statistical difference compared to Spring. fDenotes statistical difference compared to Winter.

The oxidative stress analysis showed a higher SOD activity in the group high PF
+ high O; compared to low PF + low O3 (p<0.05) (Figure 1A) and no difference among
the groups in the ROS concentration (p=0.7555) (Figure 1B) and GSH concentration
(p=0.5402) (Figure 1D). The group low PF + low O3 demonstrated higher CAT activity
compared to low PF + high O3 (p<0.05) and high PF + high O3 (p<0.001), and the groups
low PF + high O3 (p<0.01) and high PF + low O3 (p<0.05) demonstrated higher CAT
activity than high PF + high Os (Figure 1C). Lipoperoxidation evaluation showed lower
TBARS concentration in high PF + high O3 compared to low PF + low Os (p<0.05) and
low PF + high O3 (p<0.01) (Figure 1E). The CC16 concentration showed that the group
low PF + high Os had higher levels compared to the group low PF + low O3 (p<0.05) and
high PF + low O3 (p<0.05) (Figure 1F).
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Figure 1. Oxidative stress variables and pulmonary toxicity of low and high physical fitness individuals
exposed to different O3 concentration. A) SOD (USOD/mL); B) ROS (F.1.); C) CAT (pmol/mL); D) GSH
(mg/dL); E) TBARS (pmol/mL); F) CC16 (pg/mL). Data of SOD, CAT, GSH are presented as mean = SD.
Data of TBARS are presented as median (IQR). Differences among groups were verified by one-way
ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc (p<0.05) or Kruskal-Wallis test followed by Dunn's post hoc
(p<0.05). *Denotes statistical difference (p<0.05).

Among the inflammatory biomarkers, the group low PF + high O3 had higher IL-
1B concentration compared to high PF + low O3 (p<0.01) and high PF + high O3 (p<0.01)
(Figure 2A). While the IL-4 concentration did not differ among groups (p=0.4096)
(Figure 2B), the group high PF + low O; demonstrated higher concentration of IL-6
compared to high PF + high O3 (p<0.05) (Figure 2C) and higher IL-10 concentration
compared to low PF + high O3 (p<0.05) and high PF + high O3 (p<0.05) (Figure 2D).
TNF-a did not differ among the groups (p=0.0611) (Figure 2E). The inflammatory ratio
IL-6:IL10 was higher in low PF + high O; compared to the group high PF + low O3
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(p<0.05) (Figure 2F). The group high PF + low O3 showed higher HSP70 concentration
compared to low PF + high O3 (p<0.05) (Figure 2G).
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Figure 2. Systemic inflammation of low and high physical fitness individuals exposed to different O3
concentration. A) IL-1f (pg/mL); B) IL-4 (pg/mL); C) IL-6 (pg/mL); D) IL-10 (pg/mL); E) TNF-a (pg/dL);
F) IL-6:IL-10 ratio (pg/mL); G) HSP70 (pg/mL). Data of IL-18, IL-4, IL-6, IL-10, and CC16 are presented
as mean = SD. Data of TNF-o and HSP70 are presented as median (IQR). Differences among groups were
verified by one-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc (p<0.05) or Kruskal-Wallis test followed
by Dunn's post hoc (p<0.05). *Denotes statistical difference (p<0.05).

Discussion

Here, we shough to determine the relationship between O3 exposure and PF status
on redox status and inflammatory response of men. The results of our study demonstrated
a great influence of the level of physical fitness and the exposure to Oz on biomarkers of
oxidative stress, inflammation, pulmonary toxicity, and response to stress. Interestingly,
the high physical fitness group with high O3 presented the highest concentrations of this
pollutant, including those individuals with low PF and high O; exposure. The individuals
with high physical fitness that were less exposed to O3 presented higher CAT activity,
lower TBARS and IL-1p concentrations, higher IL-6 and IL-10 concentration, lower IL-
6:1L-10 ratio, lower CC16 levels, and higher HSP70 concentration. Meanwhile, more
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high exposure to O3 of physically active individuals resulted in higher SOD activity and
lower CAT along with lower TBARS and IL-1B concentration. Emphasizing that low
physical fitness associated with high O3 exposure resulted in higher TBARS and IL-1f
concentrations, lower IL-10 and higher IL-6:1L-10 ratio, higher CC16, and lower HSP70.
Collectively, O3 exposure might blunts exercise adaptations on IL-10 and HSP70
concentrations, while physical activity reduced lipoperoxidation, pro-inflammatory
mediators, and pulmonary toxicity even in high O3 environment.

We observed that the concentration of both gaseous air pollutants, O3 and NO»,
were below the WHO guideline levels for daily mean (Os: 100 pg/m3/8h; NO»: 25
ug/m?3/24h) in the comparison among groups and among the seasons (29). However, the
values for NO, were higher than the guideline annual concentration value of 10 pg/m? for
NO2(29). Besides the occurrence of ozone peaks in periods of sunny weather, no
difference was observed in our study among the seasons, even with higher temperature
and solar radiation in spring and summer. The increase in wind speed and mild
temperature in spring and summer might contribute to the lack of difference among the
season, as well as the current climate characteristics of sub-tropical State with non-
defined seasons.

There is a complex relation between O3 and NO., the formation of O3 occurred
through a photochemical reaction by nonlinear chemical processes at a rate that is
determined by the atmospheric concentrations of the pollutants nitrogen oxides (NOx)
and volatile organic compounds (VOCs). Studies described that NOx concentration
determines the formation of O3 in an environment with low NOx levels, while in highly
polluted areas with increased concentrations of NOx, the reaction with VOC is reduced
and decrease the formation of O3 (30, 31). In our study, the NOx concentration in levels
above annual guidelines might have contributed to O3 formation and to health deleterious
outcomes. Additionally, we highlight that even in levels below WHO guidelines the O3
exposure was associated with poor outcomes in redox status, inflammation, and
pulmonary toxicity.

The group with high physical fitness demonstrated greater personal exposure to
O3 compared to low physical fitness (both low and high exposure to O3), indicating a
contribution of the practice of physical activity to be more exposed to the pollutant. In
studies from our research group, in which we considered inhalation rate during exercise
demonstrated that location and period of the day of the exercise practice highly influence

in the exposure. Lifestyle is another factor that could contribute to greater exposure to O3
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once increased physical fitness is associated with active commuting. A study from
Zuurbier and colleagues (2010) investigating active commuting and air pollutants
exposure showed that cycling resulted in higher exposure to PM> 5 and PM o compared to
car and bus use (32). Also, in a recent finding from our research group, we observed
higher active commuting in participants with outdoor exercise habits (33).

Os is extensively described as a highly oxidative pollutant associated with
pulmonary inflammation and oxidative stress (34, 35). On the other hand, the exercise
practice is associated with physiological adaptations based on improved antioxidant
capacity, diminished lipids and protein oxidation, and increased anti-inflammatory status
(8, 36). Here, we demonstrated that high exposure to O3 in physically active individuals
increased SOD activity and reduced CAT activity without changes in ROS and GSH
concentrations. It might indicate an increased used of CAT in the neutralization of H20O»
formed by the cleavage of superoxide through SOD. The GSH plays a similar role to
CAT, so no difference was observed in GSH concentration among groups possibly due
to the action of CAT (37, 38). We did not observed difference in ROS content, which
demonstrates that this ROS could be involved in normal physiology as performing
essential function in cellular processes regulation (39, 40).

It is worth noticing that low physical fitness group with high O3 exposure
demonstrated increased lipid peroxidation and CC16 concentration, indicating an
oxidative effect and pulmonary toxicity resulted from the pollutant inhalation that could
be attenuated by the exercise practice. The systemic concentration of CC16 have been
associated with lung function, toxicity, and development of respiratory diseases (41, 42).
A study from Gomes and colleagues showed that the exposure to Oz during exercise
session led to redox response and increased concentration of CC16 (41). Additionally,
Frampton and colleagues (2015) investigated healthy individuals performing high
intensity exercise under O3 exposure and observed a reduction in pulmonary function
(43). While a study from Frampton and colleagues (2017) investigating older individuals
did not showed alteration in oxidative stress, however a concentration-related reduction
on lung function was detected (44). In our study we included only healthy young
individuals, but the effects of O3 exposure was similar to the observed in older participates
from other studies.

Oxidative stress plays a central role in induction of pro-inflammatory response in
response to air pollution exposure (45). In vitro, experimental, and clinical studies,

demonstrated a possible mechanism of O3 to mediates inflammation through activation
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of toll-like receptor 4 (TLR-4), activates mitogen-activated protein kinases (MAPKs) and
central pro-inflammatory transcription factors such as NF-kB and AP-1, which results in
up-regulation of pro-inflammatory genes and consequently in pro-inflammatory
cytokines production (45, 46).

In our study, IL-1P and pro-inflammatory ratio (IL-6:1L-10) were higher in high
O3 and low physical fitness compared to both high physical fitness groups, indicating a
protective effect of exercise practice, even in high O; environment. Analogous results
from a study of Chen and colleagues (2018) showed that frequent exercise even in highly
polluted areas might protect against airway inflammation (47). The TNF-a concentration
did not differ depending on the O3 exposure and physical fitness level, as well as Gomes
and colleagues did not observed difference on concentration of TNF-a after exposure to
O3 in an exercise session (41).

IL-6 is a pleiotropic cytokine that induces both pro- and anti-inflammatory actions
as well as metabolic functions. It is interesting to note that higher levels of IL-6 contribute
to the immunoregulation by the stimulation of CD4+ T cells into Th2 and Treg phenotype
(48). Considering the reduced levels of IL-1p and the higher IL-10 content in individuals
with high physical fitness and low exposure to O3, we can that IL-6 is acting as an anti-
inflammatory cytokine in our study. Furthermore, IL-6 inhibits proinflammatory
cytokines and increases anti-inflammatory mediators’ production by sensitizes
macrophages to M2 phenotype polarization and regulates tissue-repair. It interestingly to
note that increasing M2 macrophage content in metabolically active tissues is a hallmark
of immunological adaptations of exercise training found in many rodent animal studies
models and increasing O3 concentration in individuals with high PF may impair this
adaptation by lowering IL-6 levels. Siqueira and colleagues (2022) found higher IL-6
levels in a cohort of amateur 10km trained runners compared to sedentary individuals,
suggesting that endurance outdoor runners may present higher circulating myokine levels,
such as IL-6, as an adaptation to the physical training (49). However, the exposure to a
high O3 environment reduced the concentration of both cytokines in physically active
individuals, showing a possible action of O; in blunt the exercise anti-inflammatory
response. Also, a previous study from our research group identified that the air pollutant
PM:s exposure partially blunts metabolic and inflammatory adaptations in heart and
gastrocnemius muscle tissues induced by exercise training in rats, yet the exercise training

reduced levels of IL-1p and lipidperoxidation (50).
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The extracellular content of HSP70 mediates inflammation and it is released in
response to physiological insults, such as exercise, as an alarming event (51). The
individuals with high physical fitness and low exposure to O3 demonstrated higher levels
of HSP70 compared to low physical fitness exposed to high levels of O3. After the
extracellular accumulation of HSP70, it induced immune reactions and could regulate
acute or chronic inflammatory processes. However, HSP70 might have an immune-
regulating effects not only by generating pro-inflammatory response, but also modulating
specific anti-inflammatory pathways and antiapoptotic effects. Considering our findings,
especially the IL-10 behavior, it is possible that HSP70 generated an anti-inflammatory
signaling in response to exercise (52, 53). HSP70 can modulate inflammatory insults in
mice models of arthritis, colitis, and graft rejection by the induction of tolerogenic
dendritic cells, increasing the suppressive phenotype of monocytes and stimulating Treg
functions (52, 53).

This study had some limitations, as we did not evaluate other pollutants than O;
and NO,. However, we performed a personal monitoring in which we included all the
daily routine of the participants. Also, we enrolled in the study healthy individuals, not
being a representative sample of the population, and we had a sex bias once only men

were included in the study.

Conclusion

Taking together our results, physical activity could result in higher exposure to O3
and it could blunt some exercise adaptations. On the other hand, high physical fitness
improved antioxidant defense system, systemic inflammatory mediators, and pulmonary
toxicity. Collectively, increases in physical activity contribute to attenuate the deleterious

effects of ozone exposure and should be strongly recommended.
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Figures captions

Figure 1. Oxidative stress variables and pulmonary toxicity of low and high physical
fitness individuals exposed to different O3 concentration. A) SOD (USOD/mL); B) ROS
(F.I); C) CAT (pmol/mL); D) GSH (mg/dL); E) TBARS (pmol/mL); F) CC16 (pg/mL).
Data of SOD, CAT, GSH are presented as mean + SD. Data of TBARS are presented as
median (IQR). Differences among groups were verified by one-way ANOVA followed
by Bonferroni’s post hoc (p<0.05) or Kruskal-Wallis test followed by Dunn's post hoc
(p<0.05). *Denotes statistical difference (p<0.05).

Figure 2. Systemic inflammation of low and high physical fitness individuals exposed to
different O3 concentration. A) IL-1B (pg/mL); B) IL-4 (pg/mL); C) IL-6 (pg/mL); D) IL-
10 (pg/mL); E) TNF-a (pg/dL); F) IL-6:1L-10 ratio (pg/mL); G) HSP70 (pg/mL). Data of
IL-1B, IL-4, IL-6, IL-10, and CC16 are presented as mean + SD. Data of TNF-a and
HSP70 are presented as median (IQR). Differences among groups were verified by one-
way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc (p<0.05) or Kruskal-Wallis test
followed by Dunn's post hoc (p<0.05). *Denotes statistical difference (p<0.05).
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FigurelS. Heat map presenting correlation analysis of age, BMI, VOzpear, METs, O3, and
NO: variables. Difference was analyzed using Pearson’s coefficient correlation test. **

Denotes statistical difference (p<0.01).
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5. CONCLUSAO

Com o desenvolvimento do presente trabalho demonstramos que a pratica de
exercicio fisico resultou no aumento da exposicdo aos poluentes atmosféricos, tanto na
taxa de inalagcdo durante a realiza¢do da sessdo de exercicio quanto na rotina didria de
individuos fisicamente ativos. Ainda, observamos que a pratica de exercicio estava
associada a melhor desfechos cardiometabodlicos, sendo observado melhores niveis de
VO2pico, MET, LAP e esta associado a alto indice de alimentacao saudavel e praticas como
deslocamento ativo. A alta exposicdo ao O3 atenuou parcialmente as adaptacdes
decorrentes do exercicio nos imunoreguladores IL-10 ¢ HSP70. No entanto, a maior
exposi¢do aos poluentes decorrentes do elevado nivel de atividade fisica ndo aumentou o
risco ambiental a saude, reduziu toxicidade pulmonar, dano oxidativo e mediadores pro-
inflamatorios. Sendo assim, os beneficios decorrentes da pratica de exercicio se
sobrepdem aos danos causados pela exposi¢do aos poluentes atmosféricos. Portanto, a
pratica de exercicio fisico deve ser encorajada e as recomendagdes de exercicio devem

considerar fatores como caracteristicas ambientais e pessoais.
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6. ANEXOS

6.1 ANEXO I. Guia de Normas da Revista Cientifica

As normas de formatagdo da revista cientifica Science of the Total Environment
est - An International Journal for Scientific Research into the Environment and its

Relationship with Humankind da ELSEVIER estdo descritas no link abaixo.

Link para acesso:
https://www.elsevier.com/journals/science-of-the-total-environment/004 8-

9697/guide-for-authors
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6.2 ANEXO II Carta de Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
CIENCIAS DA SAUDE DE %"Woﬂ’“m
PORTO ALEGRE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: EFEITOS DA EXPQSI(;AO A PQLUI(;AO ATMOSFERICA OUTDOOR E INDOOR E
DO EXERCICIO FISICO NA SAUDE DE ADULTOS SAUDAVEIS

Pesquisador: Claudia Ramos Rhoden

Area Temética:

Verséo: 2

CAAE: 88505118.4.0000.5345

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 2.769.807

Apresentacédo do Projeto:

Trata-se de uma carta-resposta ao parecer emitido anteriormente apos a primeira analise a apresentagéo do
projeto de pesquisa a este CEP.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar o efeito da exposicao a poluicdo atmosférica outdoor e indoor durante a realizacéo de exercicio fisico

sobre a salde de adultos saudaveis.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

#Riscos:

Foi informado que nessa pesquisa o participante podera sentir um pequeno desconforto no momento da
coleta de sangue, pelo uso de agulha, podendo surgir um hematoma (roxo) no local onde foi retirado o
sangue (se ocorrer este desconforto o participante sera orientado a fazer compressas de gelo no local).
Asseguramos que a equipe de pesquisa dara orientacao e assisténcia de acordo com sua necessidade.
Asseguramos

gue o participante tera acesso aos resultados e produtos gerados por esta pesquisa.

# Beneficios:

O beneficio ser& contribuir para o entendimento dos efeitos causados a populacéo pela poluicdo do ar em

diferentes condi¢cBes de exposicéo,
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compreendendo a realizagdo de exercicio em ambientes abertos ou fechados e na inatividade fisica,
identificando assim os impactos causadossobre a salde da populagcdo da exposicdo a poluicdo nestas trés
condicbes e a partir destes resultados buscar solu¢gbes que visem melhorar a qualidade de vida e a
gualidade do ar, podendo contribuir para mudancga de praticas rotineira e ado¢ao de novas medidas
preventivas.

Comentarios e Considerag8es sobre a Pesquisa:
Todas as solicitagdes feitas no parecer anterior foram atendidas no que se segue:

Consideracdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatoria:

1) Se os individuos seréo recrutados do Centro de Preparacao de Oficiais da Reserva de Porto Alegre
(CPOR/PA) deve vir previamente o termo de anuéncia desta institui¢ao;

Resposta: Optamos por modificar a nossa amostra do grupo polui¢cdo outdoor devido a restrigdo de idade
dos estudantes do Centro de Preparacdo de Oficiais da Reserva de Porto Alegre (CPOR/PA), objetivando
tornar nossos grupos de exercicio (outdoor e indoor) mais homogéneos. Serédo recrutados individuos que
realizem ciclismo em circuito de rua, de quatro a cinco vezes por semana, totalizando o minimo de 150
minutos de exercicio por semana. As modificacGes foram realizadas no projeto, o qual encontra-se em
anexo na Plataforma Brasil e nas informac¢6es da Plataforma Brasil.

2) Estéa faltando o Termo de Anuéncia do local de realizacado da pesquisa: Laboratdrio de Polui¢do
Atmosférica da Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA). Lembramos apenas
gue, caso algum dos pesquisadores seja o responsavel pelo laboratério, o termo de anuéncia deve ser
assinado pela chefia imediata para ndo configurar conflito de interesse;

Resposta: Adicionamos o Termo de Anuéncia para a realizagdo da pesquisa no Laboratério de Poluicao
Atmosférica, autorizada pela gerente de laboratérios da Universidade Federal de Ciéncias da Saude de
Porto Alegre, Magda Rosane de Vargas Schardosim.

3) N&o haveré parceria com mais nenhum laboratério de todos os exames mencionados para execugdo?

Caso haja, deve ser anexado o termo de anuéncia de cada um.
Resposta: Havera parceria com o Laboratorio de Andlises Clinicas da Universidade Federal de
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Ciéncias da Saude de Porto Alegre, onde iremos realizar analises de glicose e perfil lipidico e do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade do Rio Grande (FURG) para analise de metais, adicionamos os termos
de anuéncia dos mesmos.

CONCLUSOES OU PENDENCIAS E LISTA DE INADEQUACOES:

1) Tanto no titulo na PB quanto no projeto esta faltando uma palavra (acredito que seja saude);
Resposta: Realmente houve um equivoco no titulo e est4 faltando a palavra ‘satde’, a correcao foi realizada
no projeto e na Plataforma Brasil.

2) Na descricdo dos Riscos esta descrito podera haver a sensacao de um pequeno desconforto no momento
da coleta de sangue, pelo uso de agulha, podendo surgir um hematoma (roxo) no local onde foi retirado o
sangue, mas ndo ha a mencao do que serd feito pela equipe de pesquisadores caso isso aconte¢a. Quais
medidas serdo adotadas?

Resposta: A coleta sera realizada por um profissional habilitado e sera orientado ao participante que faca
compressas de gelo no local, tendo o participante o contato da equipe de pesquisa e pesquisador no Termo
de Consentimento para qualquer davida e/ou consulta.

3) O projeto de pesquisa deve estar alinhado com o da PB que encontra-se muito simplificado, com
informacdes insuficientes que podem comprometer uma avaliagcdo de protecdo aos sujeitos de pesquisa;
Resposta: Revisamos e detalhamos mais informa¢des na metodologia com a finalidade de garantir a
protecdo aos sujeitos de pesquisa. Ndo foi possivel alinhar o texto da metodologia do projeto com o texto
inserido na PB devido ao limite de caracteres permitidos na PB. Respeitosamente pedimos uma orientacao
de como proceder a essa questao.

4) N&o esté descrito de que forma e de onde estes individuos serdo recrutados. Caso haja recrutamento por
meio de midia social, cartazes, formas publicas, deve ser enviado ao CEP para analise este material de
divulgacéo;

Resposta: O recrutamento dos participantes sera por forma verbal através de uma busca ativa em visitas
presenciais, sera explicado o objetivo e justificativa da realizacado da pesquisa, os fatores de inclusédo e
exclusdo e os possiveis candidatos serdo convidados a participar da pesquisa, o TCLE
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serd disponibilizado e aqueles que aceitarem participar irdo assina-lo. O recrutamento do grupo outdoor sera
no ponto de encontro dos participantes para realizarem a atividade fisica, o qual € um local publico, o
recrutamento do grupo indoor sera nas academias onde realizam sua atividade fisica e o recrutamento do
grupo controle sera no local de trabalho do grupo controle.

5) Por qual motivo havera somente o recrutamento de homens como esta na PB? no Projeto de pesquisa
esta descrito que o grupo de exercicio em ambiente outdoor serd composto por 50 alunos do Centro de
Preparacdo de Oficiais da Reserva de Porto Alegre (CPOR/PA). Sdo somente do género masculino?

Resposta: O recrutamento serd apenas de individuos do género masculino priorizando a homogeneidade da
amostra, considerando as diferencas hormonais, metabdlicas e de composicao corporal entre os géneros.
Conforme explicado previamente, ndo iremos mais realizar o recrutamento no Centro de Preparacdo de
Oficiais da Reserva de Porto Alegre (CPOR/PA) devido a restricdo de idade dos estudantes do CPOR/PA,
optamos por incluir ciclistas que realizem circuitos de rua, visando tornar nossos grupos mais semelhantes.

6) Ha descricdo de serem higidos. Qualquer comorbidade sera descartada? Pois até a faixa de 45 anos, ndo
podemos descartar a coexisténcia destas.

Resposta: Todas as comorbidades existentes resultardo na exclusédo do individuo da pesquisa, adicionamos
essa informacao nos critérios de exclusdo da metodologia no projeto de pesquisa.

7) A metodologia de coleta estd insuficientemente descrita tanto no projeto quanto na PB. Quem fara a
coleta de todos estes exames? Tudo deve ser descrito minuciosamente, com 0 passo-a-passo e por
pessoas capacitadas e treinadas em suas areas.

Resposta: A coleta de amostra de sangue sera realizada por profissional da area da saude habilitado
(CRBM-5 1195). A realizacdo da espirometria e a emissao do resultado serdo realizadas por profissional da
area da saude habilitado (CRBIO-03 28715-0). As aferi¢cbes de pressao arterial e frequéncia cardiaca seréo
realizadas por profissional da salde capacitado (CRBM-5 1195). A aplicacdo dos questionarios
sociodemogréficos, sintomas respiratorios (British Medical Research Council), consumo de &lcool (AUDIT —
Teste de Identificacéo de Desordens Devido ao Uso de Alcool), anamnse e avaliacdo do nivel de atividade
fisica sera realizada por profissional da area da saude habilitado (CRN2-12349). A realizagdo da avaliagao
antropométrica e de consumo alimentar sera realizada por profissional da area da nutricao habilitado (CRN2
-12349). As coletas de todos
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os participantes do projeto serédo realizadas a domicilio, sendo que os profissionais habilitados irdo se
locomover até a residéncia de cada individuo para a realizacdo da coleta, levando consigo todos os
equipamentos e materiais necessarios. A metodologia foi adicionada destas informacdes e detalhes
referentes aos procedimentos. Com relagao a descricdo mais detalhada na PB ressaltamos a limitacéo ja

exposta anteriormente sobre o limite de caracteres.

8) A resolucédo 466/2012 e também no site da UFCSPA, CEP, h4 todas as informagfes que devem estar
presentes no TCLE. Dessa forma, o mesmo deve ser reescrito, devendo-se estar atento as normativas,
como por exemplo: linguagem adequada a populacdo em estudo; tempo que o individuo deve ter de
disponivel para participar da pesquisa; todos os procedimentos devem estar minuciosamente descritos e
com palavras acessiveis; caso os efeitos adversos aparecam, como eles serdo sanados?; se algum dos
exames for realizado em local fora do centro de treinamento, deve estar previsto o transporte e isto
direcionado no orgamento; se a coleta de sangue necessita de jejum, deve-se prever no orgamento um
lanche para o participante; colocar o endereco descrito do CEP, além do telefone; revisar todas as
solicitacfes da resolucédo 466/12.

Resposta: O TCLE foi modificado com a finalidade de atender a pendéncia.

- caso os efeitos adversos aparecam, como eles serdo sanados? Caso ocorram, a equipe de pesquisa dara
orientacdo e assisténcia de acordo com a necessidade de cada participante, esta informacgéo foi acrescida
no TCLE.

- se algum dos exames for realizado em local fora do centro de treinamento, deve estar previsto o
transporte? Todos os exames serdo realizados no domicilio dos participantes, ndo havendo necessidade de
transporte dos mesmos para a coleta, esta informacéo consta na metodologia do projeto de pesquisa.

- se a coleta de sangue necessita de jejum, deve-se prever no orcamento um lanche para o participante:
Sera necessério jejum de 12h, esta informacao foi adicionada na metodologia do projeto e no TCLE e o
lanche foi adicionado ao orgamento.

- colocar o enderego descrito do CEP, além do telefone: a informagéo consta no TCLE.

9) No orcamento falta colocar os bocais para o espirdbmetro para andlise da funcéo pulmonar. Como faltam
alguns detalhamentos de realizacdo dos exames, todos os demais equipamentos estdo previstos? Estao
disponiveis? Diz que os recursos que nao estao disponiveis nos Laboratérios serdo adquiridos pela
pesquisadora. O valor total deve estar distribuido de forma distinta para uma melhor avaliagao.
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Resposta: Conforme sinalizado, os bocais e demais aparelhos previstos foram adicionados no orcamento.
Os equipamentos estdo disponiveis no Laboratério de Poluicdo Atmosférica (UFCSPA), Laboratério de
Analises Clinicas (UFCSPA) e no Instituto de Ciéncias Biologicas (FURG). Revisamos e alteramos a
organizacao do orgcamento visando distinguir os itens disponiveis e 0os a serem adquiridos, conforme
sinalizado.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:

Os termos de anuéncia que néo haviam sido apresentados foram incluidos no corpo do projeto de pesquisa.
Sugere-se apenas, para uma préxima entrega, de modo a facilitar quem esta avaliando, que estes mesmos
termos sejam disponibilizados de forma separada em documentos anexados.

Recomendacbes:

- Recomenda-se a aprovacdo uma vez que todas as solicitacfes foram atendidas por meio de carta-
resposta, muito bem apresentada, o que facilitou a orientacdo do avaliador para verificar o retorno as
pendéncias/inadequacfes apresentadas anteriormente.

- Deve-se atentar para 0s prazos estabelecidos para entrega dos relatérios parcial e final que foram
descritos no termo de compromisso para entrega do relatério que além de servirem ao CEP como forma de
acompanhamento do andamento do mesmo, podem, futuramente, servir como base para qualquer ajuste de
cronograma decorrente da pesquisa.

- Lembramos também, que para execuc¢éo da pesquisa, 0 TCLE deve ser retirado em copia fisica com o
carimbo do CEP.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
- Solicita-se encaminhar ao CEP outra versdo do TCLE sem a palavra "anexo"para ser assinado antes do
inicio do projeto.

- Quanto ao numero de caracteres da PB, sugere-se alinhar de forma reduzida com o Projeto de Pesquisa.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
De acordo com o parecer do Relator.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor | Situacéo |
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