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RESUMO
OLIVEIRA, Beatriz Fatima Alves de. Poluicdo atmosférica e seus efeitos na saude infantil:
Um estudo sobre biomarcadores de estresse oxidativo em criangas e adolescentes da
Amazonia Brasileira. 2015. Tese [Doutorado em Saude Publica e Meio Ambiente] — Escola

Nacional de Salude Publica, Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 2012.

O presente estudo teve por objetivo avaliar os efeitos da exposicdo ao material particulado
fino (PM2;5) nos biomarcadores de desbalango redox em criancas e adolescentes de 5 a 17
anos residentes na Amazonia Ocidental Brasileira durante a seca de 2012. A tese é
apresentada em formato de coletanea da qual fazem parte trés artigos cientificos: um estudo
de revisdo sistematica e dois estudos descritivos do tipo transversal. O primeiro artigo teve
como objetivo discutir o escopo das pesquisas publicadas sobre biomarcadores de exposicéo e
efeito usados na poluicéo do ar entre 2009 a 2012. No segundo artigo, foi realizado um estudo
descritivo para avaliar os efeitos de fatores genéticos, demograficos, sociais, ambientais e de
salde sobre os biomarcadores de desbalanco redox. No terceiro artigo, analisou-se os efeitos
da exposi¢do ao PM_ s e seus componentes quimicos na atividade enzimatica da glutationa S-
transferase (GST), concentracGes séricas de tiol e malondialdeildo (MDA). Os resultados da
revisao sistematica mostraram que a poluicdo do ar esta associada com diversos mecanismos,
tais como inflamacdo das vias aéreas, inflamacdo sistémica e neuroinflamacdo, disfuncédo
endotelial, coagulacédo, aterosclerose, alteragcdo do sistema nervoso autbnomo, danos de DNA
e desbalanco redox. Em relacdo aos biomarcadores de desbalango redox, os resultados do
segundo estudo mostraram que 0s a exposicdo ambiental ao PM25s € 0 consumo de peixe
(varidvel proxy de exposi¢cdo ao metilmercurio) foram associados positivamente com a
atividade enzimaética da GST e com as concentracOes séricas de MDA. Uma relacdo inversa
foi encontrada entre estes fatores e as concentracGes séricas de tiol. No terceiro estudo, 0s
resultados sugeriram que a exposi¢cdo ao PMy s reduzem as concentra¢fes de antioxidantes e
aumentam a atividade da GST e as concentracdes séricas de MDA no grupo populacional
estudado. No entanto, esses efeitos podem ser influenciados pela composi¢do quimica do
PM2s, sobretudo pelos metais. Portanto, os resultados desse estudo corroboram para a
hipotese de que a exposicdo ambiental a poluentes atmosféricos pode provocar desbalanco
redox em criancas e adolescentes residentes na Amazo6nia Ocidental Brasileira.

Palavras-chaves: exposicdo ao PMps, estresse oxidativo, glutationa S-transferase,
malondialdeildo, tiol, Amazonia Brasileira.



ABSTRACT
OLIVEIRA, Beatriz Fatima Alves de. Air pollution and its effects on children’s health: A
study on oxidative stress biomarkers in children and adolescents in the Brazilian
Amazon. 2015. Tese [Doutorado em Salde Publica e Meio Ambiente] — Escola Nacional de

Saude Publica, Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 2012,

This study aimed to analyze the effects of particulate matter fine (PM.;5) exposure in the
biomarkers of redox imbalance in children and adolescents (5 to 17 years of old) residents in
the Occidental Brazilian Amazon during the dry season of 2012. This dissertation consists of
three papers: a systematic review and two descriptive design studies. In the first paper, we
carried out a review systematic to discuss the scope of the research published about effect and
exposure biomarkers and air pollution between 2009 to 2012. In the second one, we realized a
descriptive design study to evaluate the effects of genetic, demographic, social, environmental
and health fators on biomarkers of redox imbalance. In the third paper, we analyzed the
effects of to PM2s exposure and its chemical compounds on the enzymatic glutathione S-
transferase activity and in the levels of thiol and malondialdehyde (MDA). The results of
systematic review suggest that air pollutants are associated with several physiological
mechanisms including airway inflammation, neuroinflammation, ocular, metabolic, early
endothelial dysfunction, coagulation, atherosclerosis, autonomic nervous system, DNA
damage, and redox imbalance. In relation to redox imbalance biomarkers, the results of the
second study showed that both the environmental exposure to PM.s and the fish consumption
(variable proxy of exposure to methylmercury) were positively associated with the enzymatic
activity of GST and MDA levels. In addition, in the third study, the findings suggest that
exposure to PM2 s reduce the antioxidants concentrations and increase the activity of GST and
serum concentrations of MDA in the population of study. Therefore, the results of this study
corroborate the hypothesis that environmental exposure to air pollutants can cause redox
imbalance in children and adolescents living in the western Brazilian Amazon.

Key-words: PM2s exposure, oxidative stress, glutathione S transferase, malondialdehyde,
thiol, Brazilian Amazon.
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1. INTRODUCAO

A poluicdo do ar é a emissdo de particulas, gases, moléculas bioldgicas ou outros
materiais nocivos na atmosfera da Terra e constitui-se em um dos fatores ambientais com
maior impacto sobre a salde e a qualidade de vida humana. Em 2014, segundo as estimativas
globais da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a mortalidade atribuida a poluicédo
atmosférica dobrou em relacdo as estimativas de 2012, com a morte de aproximadamente de 7
milhGes de pessoas. Com isso, a poluicdo do ar passou a ser considerada o principal fator de
risco ambiental a sadde humana no mundo (WHO, 2014).

As primeiras evidéncias entre os efeitos da poluicdo do ar surgiram na exposi¢do
ocupacional de mineradores no ano de 1500 (PARACELSUS, 1567; AGRICOLA, 1556), mas
somente ganharam destaque como problema de sadde publica depois dos episddios de fumaca
que atingiram Meuse Valley na Bélgica (1930) (FIRKET, 1936), Donora na Pensilvania
(1948) e Londres (1952) (LONDRES MINISTRY OF HEALTH, 1954). Atualmente, a
exposicdo a poluicdo do ar vem sendo fortemente associada as doencas cardiovasculares,
como acidente vascular cerebral e doenca isquémica do coragdo, ao cancer e ao
desenvolvimento de doencgas respiratorias, incluindo as infecgdes respiratorias agudas e as
doencgas pulmonares obstrutivas crénicas (WHO, 2014).

Inimeros estudos mostraram a relagdo entre a poluicdo do ar e os efeitos na saude e
esse € um assunto complexo e multidisciplinar que incorpora areas da quimica atmosférica,
toxicologia, genética, modelagem estatistica, biologia molecular e celular, saude publica e
medicina. Por muito tempo, as pesquisas concentraram-se em estabelecer a relacdo entre
poluicdo do ar e seus efeitos na saude e, nos ultimos 15 anos, os esfor¢os focaram-se em
entender e a decifrar os mecanismos pelos quais esses poluentes atuam no organismo. Essa
evolucgéo nos estudos em polui¢do do ar ganhou reforco com os avangos da biologia celular e

molecular e, dentro dessa area, diversos biomarcadores foram empregados na mensuragéo da
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prépria exposicdo (proprio poluente ou seu metabdlito), dos efeitos (mecanismos) ou
suscetibilidade. Entre os biomarcadores de efeito, destacam-se aqueles envolvidos e
identificados em processos inflamatdrios (sistémicos, respiratorios e neuroldgicos), disfuncéo
endotelial, alteracBes na coagulacdo e sistema nervosos autbnomo, aqueles indicativos de
danos de DNA e de estresse oxidativo (OLIVEIRA et al., 2014a).

O estresse oxidativo, também denominado desbalanco redox, € um dos mecanismos de
atuacdo mais conhecidos e estudados para explicar os efeitos da poluicdo atmosférica
(FAHMY; CORMIER, 2009; BALAKRISHNA et al., 2009; MAZZOLI-ROCHA et al., 2010;
MOLLER et al., 2010; FAHMY et al., 2010; WANG et al., 2011). E um processo bioldgico
resultante do desequilibrio entre a capacidade do corpo em neutralizar radicais livres e/ou
espécies reativas tais como o superoxido (O2¢ -), 0 radical hidroxila (HO¢) e 0 perdxido de
hidrogénio (H202). Os poluentes, especialmente o material particulado (PM), podem induzir
diretamente a producéo de espécies reativas atraveés da presenca de compostos organicos e dos
metais de transicdo em sua composicdo quimica ou indiretamente por meio dos processos
inflamatorios decorrentes da inalagdo de particulas (DELLINGER et al.,, 2001;
VALAVANIDIS et al., 2008).

Diversos biomarcadores que mensuram o desbalango redox foram relacionados com a
poluicdo atmosférica, entre os quais destacam-se aqueles relacionados com a atividade da
defesa antioxidante enzimatica (superéxido dismutase [SOD], catalase [CAT] e glutationa
peroxidase [GPx]) ou ndo enzimatica (glutationa reduzida [GSH], vitaminas e a-tocoferol); e
marcadores de danos oxidativos a lipidios (malondialdeildo, 8-isoprostano), proteinas
(proteina carbonilada) e ao DNA (8-hidroxi-2'-desoxiguanosina [8-OHdG] e 8-oxo-7,8-
dihidro-2' -desoxiguanosina [8-0x0dG]) ) (SVECOVA et al.,, 2009; ALLEN et al., 2009;
KELISHADI et al., 2009; KIM et al., 2009; LIU et al 2009a; 2009b; LEE et al., 2010; REN et

al., 2010, 2011; BAE et al., 2010; WILHELM FILHO et al., 2010; POSSAMAI et al., 2010;
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BAGRYANTSEVA et al., 2010; RAULF-HEIMSOTH et al., 2010; ROSSNER et al., 2011;
AL ZABADI et al., 2011; STOCKFELT et al., 2012; HUANG et al., 2012a, 2012b; PATEL
etal., 2013).

Além dos avanc¢os quanto ao uso de biomarcadores desbalanco redox para avaliar 0s
efeitos da poluicdo atmosférica, diversos estudos tém avaliado as interacbes entre
polimorfismos genéticos e efeitos da poluicdo na saude humana (GILLILAND et al., 2004,
SCHNEIDER et al., 2004; MINELLI et al., 2011). Os polimorfismos na enzima glutationa S-
transferase (GST) — familia de enzimas que atuam na detoxificacdo de poluentes — foram os
mais estudados na area de poluicdo atmosférica. A presenca desses polimorfismos pode
reduzir a capacidade do organismo em biotransformar e eliminar agentes xenobidticos como
os poluentes atmosféricos e, consequentemente, aumentar a suscetibilidade dos individuos aos
efeitos dessa exposicdo (SACKS et al., 2011).

O desbalanco redox foi descrito em diversos mecanismos fisiopatoldgicos, inclusive
de doencas reconhecidamente associadas a poluicdo atmosférica e o estudo de seus
biomarcadores em criangas tem se mostrado promissor. Se por um lado, as criangas sdo mais
sensiveis ao desbalanco redox e também aos efeitos da poluicdo atmosférica, por outro lado, o
seu sistema imunolégico em desenvolvimento favorece o ajustamento fisiolégico do
organismo frente a esta exposi¢do (OLIVEIRA et al., 2014a). Neste contexto, o estudo de
biomarcadores de desbalanco redox em criancas e adolescentes ambientalmente expostas a
poluicdo do ar pode contribuir para um melhor entendimento dos caminhos e mecanismos
fisiopatoldgicos de atuacao desses poluentes nesse grupo etario.

No Brasil, os processos de desenvolvimento econémico, caracterizado pelo
crescimento acelerado de areas urbanas e uso de recursos naturais, tm contribuido para a
deterioracdo da qualidade do ar em diversas regides do pais, especialmente na Amazonia.

Nessa regido, durante o periodo de estiagem, a queima de biomassa, juntamente com aumento
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da frota de veiculos, sdo as principais fontes de emissdo de poluentes na atmosfera. Em
média, as queimadas contribuem com a emissdo de um total de 60% de material particulado
(HACON et al., 1995; INPE, 2013). Durante o periodo da seca, quando a queima de biomassa
€ mais intensa, os niveis de PM2s chegam a registrar picos de 350 a 450 pg/mé (ARTAXO,
2010). A influéncia do ciclo sazonal nas concentracfes de poluentes na Amazonia € evidente,
principalmente durante eventos extremos, como a seca de 2005 e de 2010. Durante a seca de
2010, as concentragfes de PMys atingiram valores maximos diarios de 200 pg/m3 no
municipio de Porto Velho, Ronddnia. No periodo deste estudo (julho e agosto 2012), as
concentracdes médias diarias atingiram o valores de 50 pg/ms3 que corresponde a 2 vezes 0sS
valores de referéncia para saude humana estabelecidos pela OMS (WHO, 2005).

Apesar de diversos estudos epidemioldgicos conduzidos nessa regido relatarem 0s
impactos dessa exposicdo na salde, especialmente de grupos vulneraveis como criangas e
idosos (IGNOTTI et al., 2010a; 2010b; CARMO et al., 2010; JACOBSON et al., 2012; 2014),
foram poucos aqueles que investigaram 0s mecanismos de atuacdo desses poluentes
(SISENANDO et al., 2011; OLIVEIRA ALVES et al., 2011; 2014). Em raz&o disto, esse
estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da exposi¢gdo ao material particulado fino (PM2;5)
nos biomarcadores de desbalanco redox em criancas e adolescentes de 5 a 17 anos residentes

na Amazonia Ocidental Brasileira durante a seca de 2012.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Contextualizacao do problema: desenvolvimento econdmico na Amazénia Brasileira

Com sua enorme extensdo territorial e com uma largura leste-oeste de 5.016.136,3

kmz2, a Amazonia Legal ocupa aproximadamente

60% do territorio brasileiro. E composta por oito
estados (Acre, Amazonas, Pard, Roraima,
Amapa, Rondbdnia, Mato Grosso e Tocantins) e
parte do estado do Maranhdo, os quais totalizam
cerca de vinte e quatro milhdes de habitantes

com um perfil progressivamente urbano (cerca

de 70% da populagio da Amazonia legal) (IBGE, Figura 1. Area geografica da Amazonia Legal.
2010). Ao longo das ultimas décadas, essa regidao foi sendo ocupada extensivamente
impulsionada pelo discurso de integracdo nacional e internacional e do crescimento
econémico (FEARNSIDE, 2005).

Os incentivos fiscais, politicos e econdmicos para integracdo dessa regido resultaram
no aumento do fluxo imigratério, desmatamento, uso do solo desordenado e,
consequentemente problemas ambientais, sociais e de saude. O fluxo imigratério iniciou-se
na metade do século XIX (OCHOA; TEIXEIRA, 2006), intensificou-se na década de 1970
com o discurso incentivador do governo militar e vem se consolidando nos ultimos anos com
atividades de exploragdo madeireira, pecuaria, agricultura, abertura de estradas, pavimentacao
e grandes projetos de producdo e geragdo de energia (FEARNSIDE, 2005). O caminho da
ocupagdo e movimento populacional em dire¢do a Amazénia brasileira é denominado “Arco
do desmatamento” (Figura 1).

Entre as atividades de desenvolvimento extensivo da Amazobnia, a construcdo de

hidrelétricas em territério amazonico tem se destacado como 0 mais recente investimento do
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governo. Ao lado do discurso empreendedor do governo brasileiro, observa-se um aumento de
cinturbes de pobreza em torno desses empreendimentos que se mostraram incapazes de
absorver a mao de obra nativa e, principalmente, daqueles que migraram para estas regides
atraidos pela oferta de emprego (FENILI, LOCH, 2010). Portanto, uma vez instalados, esses
empreendimentos apresentam-se como potenciais fontes geradoras de pressdes
socioambientais capazes de alterar as condicdes de salde e ambientais locais (TORRENTE-
VILARA etal., 2011; MARQUES et al., 2011).

Diversas mudancas decorrentes de instalacdes de hidrelétricas foram observadas, entre
as quais destacam-se: modificacGes de paisagem, tanto pelas instalagdes das usinas e das
represas, como pelas linhas de transmissdo de energia; manejo inadequado dos residuos
solidos e liquidos; alteracGes em parametros fisicos, quimicos e biologicos das dguas; reducéo
da vazdo do rio e; aumento do desmatamento (FEARNSIDE, 2006; FENILLI; LOCH, 2010;
FERREIRA et al., 2011). Somam-se a esses impactos ambientais a geracdo de expectativas
locais, alteracdo do cotidiano da populagdo, mudancas em indicadores demograficos,
intensificacdo do trafego, mudancas no perfil epidemioldgico de morbidades, perda de terras,
interferéncia nas atividades turisticas locais e oferta de empregos temporéarios que culminam
na falsa ideia de geracdo e/ou aumento da renda (FENILI; LOCH, 2010; ROSCOCHE,

VALLERIUS, 2014).

2.2 Poluigdo atmosférica na Amazonia Brasileira: as queimadas e seus efeitos na saude

O desmatamento é o principal problema ambiental enfrentado com o modelo de
ocupacdo e desenvolvimento extensivo da regido Amazonica e sua relagdo com o uso do fogo
pode elevar ainda mais o custo ambiental das perdas florestais (COCHRANE et al., 1999;
NEPSTAD et al., 1999), particularmente na estacdo seca (LEAN et al., 1996). As Figuras 2 e

3 mostram que nos Gltimos anos, a reducdo do desmatamento esteve associada com reducéo
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do namero de focos de calor. Apesar disso, alguns estudos demonstraram que mesmo com a
reducdo do desmatamento, a emissdo de poluentes pode permanecer em determinadas areas
por meio do aumento de plantacGes de cana-de-acUcar devido ao incentivo a producao de
biocombustiveis (TSAO et al., 2012), a substituicdo de areas de floresta por pastagem que
normalmente usam o fogo para sua manutencdo (TSAO et al., 2012; CARDOZO et al., 2014)

e pela crescente frota de veiculos observada em algumas localidades como em Porto Velho,
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) Fonte: Inpe, 2015
Figura 2. Area desmatada em km2 na Amazénia brasileira (1988— 2014).

O fogo é frequentemente usado como instrumento para o preparo do solo na regido
Amazonica frente a diversos fatores como a baixa oferta de méo de obra, a baixa rentabilidade
agricola, a inexisténcia de alternativas economicamente viaveis e a baixa qualidade do solo
(HOMMA et al., 1993; NEPSTAD et al., 2001). Assim, o fogo é considerado um metodo
barato usado na preparacdo do terreno para a plantagdo de culturas e a manutencdo de

pastagens, sobretudo em pequenas e médias propriedades. No entanto, em determinadas
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situacOes, o fogo acarreta enormes prejuizos ao escapar do controle, como o incéndio ocorrido

no Estado de Roraima durante o fenémeno EI Nifio em 1997-1998 (COCHRANE, 2003).
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Figura 3. Focos de calor segundo bioma (2002 — 2014).
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Figura 4. Frota veicular em Porto Velho, Rondbdnia (2002 — 2014).

A queima de biomassa representa uma das principais ameagas a biodiversidade da
floresta da Amazonia e, além da perda da integridade bioldgica da floresta, causa também

efeitos negativos a satde humana. Em periodos de seca, as queimadas na Amazonia produzem
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grandes quantidades de fumaca, fecham aeroportos e aumentam os atendimentos de
emergéncia por doencas respiratorias (MASCARENHAS et al., 2008, SMITH et al., 2014).
Uma das razdes desses impactos constitui-se na liberacdo de grandes quantidades de
poluentes atmosféricos que contribui para o efeito estufa e, consequentemente, para o
aquecimento global (ARTAXO et al, 2005; DAVIDSON et al., 2012).

Dentre os poluentes liberados pela queima de biomassa, destaca-se o material
particulado (PM) — uma mistura complexa e heterogénea de particulas sélidas e liquidas — que
difere entre si por suas propriedades fisicas, quimicas e toxicoldgicas. Quanto ao tamanho do
diametro das particulas, o material particulado é constituido pela fracdo grossa (PMio —
didmetro menor que 10 um), fragdes finas (PMa25 — didmetro menor que 2,5 pm) e particulas
ultrafinas (diametro menor que 1 um). As fragdes ultrafinas sdo consideradas respiraveis,
porque podem depositar-se em areas onde ocorrem as trocas gasosas e podem ser absorvidas,
apresentando maior potencial de risco para a saide humana (U.S EPA, 2004).

Na Floresta Amazobnica, estudos sobre a composicdo elementar do PM2s tém
demonstrado que durante a estacdo da seca, essas particulas sdo formadas majoritariamente
por Black Carbon (BC), sulfato, nitrato e metais (HACON et al.,1995, ARTAXO et al., 2002;
MAENHAUT et al., 2002). O BC consiste em fuligem proveniente da combustdo incompleta
e esta associado a conhecidos elementos tracos de emissdes de queimadas como enxofre (S),
potéssio (K), cloro (Cl), calcio (Ca) e zinco (Zn) (ARTAXO et al., 1998).

O BC apresenta microestrutura “grafitica” que corresponde termodinamicamente a
forma mais estavel do carbono elementar puro, conforme mostrado por Andreae e Gelencsér
(2006). Este elemento contém carbono na forma de um nucleo solido com capacidade de
absorver radiacdo, caracteristica essa que o torna responsavel pela reducdo da visibilidade

atribuida a0 PM (MASIELLO, 2004; ANDREAE, GELENCSER, 2006). Além disso, esse
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poluente possui a capacidade de adsorver elementos organicos, diferentemente do carbono
organico (OC) que adsorve todos 0s tipos de compostos (organicos e inorganicos).

Apesar dos compostos organicos predominarem entre 70 a 92% da fracdo fina do PM
emitido em queima de biomassa, 0s elementos inorganicos constituem-se em outros
componentes importantes do ponto de vista toxicoldgico (YAMOSAE et al., 2000). Sarnat et
al. (2008), por exemplo, demonstraram que as concentracbes de sulfato (SO42) estdo
associadas positivamente em desfechos na sade humana. Em um estudo quase experimental
realizado durante os Jogos Olimpicos de Pequim (2008), Huang et al. (2012b) mostraram
tendéncias similares, com uma relacdo positiva entre biomarcadores de inflamacéo das vias
aéreas e aumento das concentracdes de SO42, PM2s e Carbono elementar (EC).

Em sua composicdo, a presenca de compostos organicos como quinonas e
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) e dos metais de transicdo pode promover a
formacédo de espécies reativas, especialmente as espécies reativas a oxigénio (ERO’s) (GHIO
et al., 1999; 2012; LI et al., 2003). Com potencial redox, os ions de metais de transicdo
(adsorvidos em altas concentracGes das particulas de PM) podem produzir excessivamente
EROs que causam danos oxidativos a macromoléculas bioldgicas. Os ions de metais presentes
no PM foram associados com danos oxidativos as células epiteliais das vias respiratorias
(GHIO et al., 1999; KNAAPEN et al., 2002; SCHAUMANN et al., 2004) e outros desfechos
clinicos em grupos como criancas e adolescentes (BAE et al., 2010).

Embora, as propriedades fisicas e quimicas dos poluentes estejam intimamente
relacionadas aos efeitos na saude, outros fatores devem ser considerados, entre 0s quais
destacam-se: sexo, idade (criancas e idosos s&o considerados mais vulneraveis), obesidade,
diabetes, doenca cardiovascular, asmaticos, fatores geneticos como polimorfismos e uso de

medicacdes (SACKS et al., 2011).
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2.3 Uso de biomarcadores em estudos de poluicéo do ar: definicéo e potencialidades

A relacdo entre poluicdo do ar e saide humana foi apontada por diversos estudos
internacionais (POPE; DOCKERY, 2006; SARNAT et al., 2008; BROOK et al., 2010,
DELFINO et al., 2009; 2010) e nacionais (FARHAT et al, 2005; GOUVEIA et al., 2006;
IGNOTTI et al.,, 2010a; CARMO et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2012). Esses estudos
avaliaram particularmente desfechos como o aumento da mortalidade, as internacGes e 0s
atendimentos de emergéncia a criancas e idosos (OLIVEIRA et al., 2011). Nos ultimos 10
anos, as pesquisas se concentraram em desvendar os principais mecanismos de atuacdo das
particulas, entre os quais predominaram aqueles relacionados a inducdo do processo de
inflamacéo, estimulacdo de receptores, alteracdo da atividade do sistema nervoso central e
auténomo, efeitos pro-coagulantes e producio ERO’s (BROOK et al., 2010; CALDERON-
GARCIDUENAS et al., 2013; WEICHENTHAL et al., 2013).

Com os avancos na biologia celular e molecular, os estudos em biomarcadores vém
sendo usados ndo apenas com intuito de monitorar populagdes expostas a poluicdo do ar, mas
também como marcadores especificos de atuacdo dos poluentes em determinados processos
fisiol6gicos, sobretudo no sistema imunoldgico. Contudo, capturar esses efeitos possui
dificuldades inerentes a prépria exposicdo como, por exemplo, distinguir os efeitos de outras
exposicdes ambientais (por exemplo, tabaco e metais) e também de fatores relacionados ao
estilo de vida, obesidade, resisténcia a insulina, idade e sexo. Assim, mais do que uma simples
inclusdo, o grande desafio é entender como esses fatores atuam sinergicamente nos
biomarcadores e como ajustar seus efeitos em estudos de poluicdo do ar.

Os biomarcadores sdo definidos como qualquer parametro bioldgico mensuravel usado
para monitorar a presenca de um produto quimico no corpo, processos e/ou respostas

bioldgicas normais ou patologicas e efeitos adversos a saude (STRIMBU; TAVEL, 2010). As
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categorias de biomarcadores foram descritas abaixo e sua representacdo grafica pode ser

visualizada na Figura 5 :

v' Biomarcadores de exposicdo — sdo usados para monitorar e avaliar a exposicdo
individual ou de um grupo, para uma substancia em particular, estabelecendo uma ligacao
entre a exposicao externa e a quantificacdo da exposicédo interna (AMORIM, 2003). Dessa
forma, esses biomarcadores estimam a dose interna por meio da determinacdo da
substancia quimica ou de seu produto de biotransformacdo (metabdlitos) em fluidos
bioldgicos, como sangue, urina, ar exalado e outros, possibilitando quantificacdo da
substancia no organismo (LAUWERYS, 1993). Na poluicdo atmosférica, os principais
biomarcadores de exposicdo estudados foram aqueles associados a exposi¢cdo aos HPAs e
aos compostos organicos volateis (VOCs) como benzeno e tolueno (OLIVEIRA et al.,
2014a).

v" Biomarcadores de efeito — sdo parametros biol6gicos que refletem um processo, ou
resposta ou funcdo bioldgica, associados ou ndo a uma exposicdo ambiental. No campo de
salde ambiental, esses biomarcadores podem ser usados para documentar as alteracdes
pré-clinicas ou efeitos adversos a satde decorrentes da exposicdo e absor¢cdo da substancia
quimica. Assim, a ligacdo dos biomarcadores entre exposicdo e efeito contribui para a
definicdo da relagdo dose-resposta (AMORIM, 2003). A poluicdo do ar foi associada com
diversos biomarcadores de efeito, tais como aqueles envolvidos no processo de
inflamacéo das vias aéreas, inflamacéo sistémica e neuroinflamacéo, disfuncédo endotelial,
coagulacao, aterosclerose, alteragcdes no sistema nervosos autbnomo, indicativos de danos
de DNA e de desbalanco redox (OLIVEIRA et al., 2014a).

v" Biomarcadores de suscetibilidade — sdo biomarcadores usados para identificar grupo de
individuos mais sensiveis a exposi¢ao ou aos efeitos dos poluentes. Desta maneira, esses

biomarcadores permitem elucidar o grau de resposta da exposi¢do provocada nos
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individuos (AMORIM, 2003). Biomacardores de suscetibilidade incluem fatores genéticos
como polimorfismos, fatores bioldgicos como estado nutricional, de saude, estilo de vida
e diferentes estagios de vida. Os polimorfismos sdo comumente avaliados na area de
salde ambiental e podem ser definidos como variacdes genéticas que aparecem cComo
consequéncia de alteracbes ou diferencas nas sequéncias de bases sem consequéncias

patoldgicas diretas.

\ ~

- Poluicso do Ar
e

S
4

Exposi¢éo

PHA Inflamacao aguda e cronica
(células, citosinas, fatores de coagulagéo)

MeSH Disfuncao endotelial

Metais Geragcao de espécies reativas

Disfungéo do sistema nervoso autdonomo

Suscetibilidade
(Polimorfismos

Figura 5. Representacdo grafica da classificacdo dos biomarcadores em
poluicédo do ar.
2.4 Mecanismo de atuacgéo dos poluentes: biomarcadores de desbalanco redox
Em reposta a entrada, deposicdo e retencdo de particulas do PM no sistema
respiratdrio, o organismo inicia um processo fisioldgico de defesa com aumento da producédo
de mediadores inflamatdrios na tentativa de desenvolver uma resposta efetora diante desse

estimulo, provocando destruicdo ou inativacdo deste poluente. Indubitavelmente, a geracéo
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inadequada destas respostas efetoras pode produzir efeitos deletérios para o organismo,
provocando reacdes inflamatdrias e dano oxidativo em maior ou menor intensidade. Com
isso, 0 estudo das milhares de células e moléculas distribuidas pelo organismo e envolvidas
nesse processo de ajustamento e defesa € importantissimo para o entendimento dos
mecanismos de atuacdo dos poluentes atmosféricos.

O desbalanco redox constitui-se em um dos mais conhecidos e estudados mecanismos
de atuacdo dos poluentes (FAHMY, CORMIER, 2009; BALAKRISHNA et al., 2009;
MAZZOLI-ROCHA et al., 2010; MOLLER et al., 2010; FAHMY et al., 2010; WANG et al.,
2011). E resultado de processos biolégicos dindmicos em que se observa um desequilibrio
entre a producdo de espécies reativas e a capacidade do corpo em combaté-las (Figura 6).
Essas espécies reativas possuem um elétron desemparelhado centrado nos atomos de oxigénio
(ERO — espécies reativas ao oxigénio) ou nitrogénio (ERN — espécies reativas ao nitrogénio)
que confere alta reatividade a esses atomos ou moléculas (HALLIWELL et al., 1990;
BARBOSA et al., 2010). Os ERO’s mais comuns e importantes sdo o anion superoxido (02-)
que pode ser transformado em perdxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (OH),
altamente reativos na presenca de ferro (Fe2+ e Fe3+) e outros elementos tracos como
compostos organicos. A definicdo e a descri¢do das principais ERO’s podem ser observadas

na Figura 6 e na tabela 1, respectivamente.

Danos de DNA
Danos a proteinas

[ N— Peroxidacao lipidica
Pré-oxidantes

Antioxidantes Pré-oxidantes - 1
Antioxidantes Doencas cardiovasculares
Doengas pulmonares

Neurodegenerativas

Neoplasias

Fonte: Adaptado de Gomes et al., 2014.
Figura 6. Representacgdo grafica do balanco redox.
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Tabela 1. Principais espécies reativas ao oxigénio.
Espécies reativas

Nome Caracteristicas
ao O2
E a espécie mais reativa em sistemas bioldgicos e
. . . combina-se rapidamente com metais e outros
OH- Radical hidroxila P

radicais. Pode inativar vérias proteinas e acidos
graxos das membranas celulares

Né&o corresponde a um radical livre, pela auséncia
de elétrons desemparelhados na Gltima camada,
H.0> Perdxido de hidrogénio mas corresponde a um metabolito do oxigénio com
efeitos deletérios. Pode reagir com membrana
eritrocitaria e com proteinas ligadas ao Fe?*

Ocorre em quase todas as células aer6bicas e é
Oz Superéxido de oxigénio produzido durante a ativacdo de neutréfilos,
mondcitos, macréfagos e eosindfilos

Fonte: Adaptado de Ferreira, Matsubara, 1997.

Os poluentes atmosféricos, especialmente PM, podem induzir diretamente a producao
de espécies reativas por meio da presenca de compostos organicos e metais de transicdo em
sua composicdo quimica ou indiretamente por meio dos processos inflamatdrios decorrentes
da inalacdo de particulas (DELLINGER et al.,, 2001; VALAVANIDIS et al., 2008). A
plausibilidade dessa relacdo é tdo evidente que o desbalanco redox foi descrito em
mecanismos fisiopatoldgicos de doencas também associadas a poluicdo do ar como as
doencas cardiovasculares (BROOK et al., 2010; MILLER et al., 2012); pulmonares (LIU et
al.,, 2009a), neoplasias (VALAVANIDIS et al., 2013) e doencas neurodegenerativas
(MOULTON, YANG, 2012). O papel do desbalanco redox como mecanismo de acdo das
particulas de PM nos sistemas cardiovascular e pulmonar esta apresentado na Figura 7.

Como observado na Figura 6, o desbalanco redox é estabelecido uma vez que o
sistema de defesa antioxidante ndo consegue combater as espécies reativas, seja pela producao
excessiva dessas espécies ou pela deplecdo de agentes antioxidantes. O sistema contra
espécies reativas de oxigénio ou sistema antioxidante é dividido em dois tipos principais:
componentes ndo enzimaticos (glutationa, albumina, vitamina A, vitamina C, betacaroteno e
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transferrina) e componentes enzimaticos (Glutationa Peroxidase [GPx], Superdxido
Dismutase [SOD] e Catalase [CAT]) (Tabela 2). O desequilibrio entre os processos de pro-
oxidacdo e anti-oxidacdo produz oxidacgdo dos lipidios de membranas celulares e plasmaticas,

proteinas e danos ao DNA, caracterizando o processo de desbalanco redox (ERCAL et al,

2001) (Figura 6).

Efeitos no sistema
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)\ respiratério - - dats
P \ AAN oxidativo
E.OX.:
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Inflamag&o?
Radicais livres produzidos diretamente pelo
poluente ou indiretamente pelo tecido?
. Estimulacdo de receptores
\ 120, alveolares?
_E.Ox.- B AN _E.Ox.- '
",.‘ N Inflamag&o? A
Inflamagdo —;E-O)i-  — Distribuicdo Mecanismos neuro-humoral
AN 4
; % Citocinase Recruta}mento de Inflamag&o?
+ E.OX. < produgio de macriingose _E.Ox.- Aumento da
Y radicais livres fagocn’ose das N permeabilidade
particulas alveolar
A de cdo de células Passivo Alteracdes do SNC
citocinas inflamatorias ativadas
E.Ox.-
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- E.Ox. -
N
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- . P =N aAAN
§ Efeitos no sistema
cardiovascular

Funcgdo alterada de
enzimas/proteinas/lipideos

Apoptose Oxidaggo de LDL Citoxicidade

Potenciagdo da inflamacéo

Deplecdo de antioxidantes Efeitos pro-coagulantes

Fonte: adaptado de Miller, Shaw & Langrish, 2012.

Figura 7. Potenciais mecanismos de atuacdo das particulas de PM sobre o sistema
respiratorio e cardiovascular envolvendo o desbalango redox.
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Tabela 2. Mecanismos das principais substancias antioxidantes, segundo sua atuacao

Antioxidantes Agéo

Né&o-enzimatico

Glutationa E um antioxidante hidrossoltvel, reconhecido
como o tiol ndo proteico mais importante nos
sistemas vivos. Pode ser encontrado na sua forma
reduzida (GSH) ou oxidada (GSSH).

Vitamina A Protecdo contra oxidacéo de lipideos e DNA

Vitamina C Estimula o poder oxidante da vitamina E e
selénio, protegendo contra danos causados pelo
LDL

VitaminaE Protegdo  contra  oxidagdo de lipideos,
convertendo Oz e H20: em formas menos
reativas

Metais (Cu, Zn, Mn, Se) Co-fatores de enzimas antioxidantes

Enzimético
Superoxido Dismutase Catalisa a conversdo do radical superéxido (O2)
em peréxido de hidrogénio (H20,)
Catalase Catalisa a conversdo de H,0.em O; e H,O
Glutationa Peroxidase Catalisa a reducdo de H.O2a O, e H,O

Fonte: Adaptado de Barbosa et al., 2010.

H& um esforco para validacdo de biomarcadores de desbalanco redox, pois ndo existe
um consenso sobre 0s métodos mais precisos e confiaveis, ou especificos para diferentes tipos
de danos oxidativos (KADIISKA et al., 2000; 2005). Em geral, o desbalanco redox € avaliado
mensurando componentes do sistema antioxidante ou com o produto de danos oxidativos em
macromoléculas como proteinas, lipidios e DNA. Na Tabela 3, hd& uma descricdo dos
biomarcadores usados para avaliar potenciais danos oxidativos a lipidios, proteinas e DNA
assim como os biomarcadores para avaliar a capacidade antioxidante do organismo.

Em relacdo aos efeitos da poluicdo atmosferica, diversos biomarcadores foram
estudados, entre os quais destacam-se: biomarcadores para avaliar o sistema de defesa
antioxidante enzimatico (superéxido dismutase [SOD], catalase [CAT] e glutationa
peroxidase [GPx]) ou ndo enzimatico (glutationa reduzida [GSH], vitaminas e a-tocoferol) e;
marcadores de danos oxidativos a lipidios (malondialdeildo, 8-isoprostano), proteinas
(proteina carbonilada) e ao DNA (8-hidroxi-2'-desoxiguanosina [8-OHdG] e 8-oxo-7,8-

dihidro-2'-desoxiguanosina [8-ox0dG]) ) (SVECOVA et al., 2009; ALLEN et al., 2009;
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KELISHADI et al., 2009; KIM et al., 2009; LI1U et al 2009a; 2009b; LEE et al., 2010; REN et
al., 2010, 2011; BAE et al., 2010; WILHELM FILHO et al., 2010; POSSAMAI et al., 2010;
BAGRYANTSEVA et al., 2010; RAULF-HEIMSOTH et al., 2010; ROSSNER et al., 2011;
AL ZABADI et al., 2011; STOCKFELT et al., 2012; HUANG et al., 2012a, 2012b; PATEL
etal., 2013).

Tabela 3. Tabela com os principais biomarcadores de desbalanco redox.

Biomarcadores Sub-grupos Marcadores

TBARS — Thiobarbituric reactive acid substances
Peroxidagao de lipidios ou Malondiadeildo - MDA)

8 — isoprostano
Marcadores de

Oxidagdo de proteinas Proteina carbonilada e 3 — Nitrotirosina
8-OHdG (8-hidroxi-2'-desoxiguanosina), 8-oxodG

(8-oxo-7,8-dihidro-2' —desoxiguanosina) e 5-

dano oxidativo

Oxidacéo das bases ou quebra

do DNA . ] o
HMdU (5-Hidroxylmetil-2 -Desoxyuridine)
Superéxido Dismutase (SOD)
Sistema Enzimatico Catalase (CAT)
Antioxidante .
Glutationa (GPx)
Sistema ndo-enzimatico Vitaminas E, C e B-caroteno

Glutationa (GSH)

Fonte: Adaptado de Barbosa et al., 2010.

2.5 Interacdo gene-ambiente: polimorfismos da enzima glutationa S-transferase (GST)

Os biomarcadores de suscetibilidade indicam quais fatores podem aumentar ou
diminuir um risco individual no desenvolvimento da resposta do organismo decorrente da
exposicao aos agentes quimicos ambientais, como a poluicdo do ar (WHO, 1993). Esses
fatores sdo pré-existentes e independem da exposicao e, apesar de serem predominantemente
genéticos, outros fatores externos, tais como idade, dieta, estilo de vida, podem influenciar a
suscetibilidade aos efeitos da poluigdo atmosférica.

Em geral, as caracteristicas das populacdes mais sensiveis aos efeitos da polui¢do do

ar incluem: idade (especificamente criancgas e idosos), doencas cardiovasculares e pulmonares
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preexistentes e populacdes de baixa renda (SACKS et al., 2011). Além desses fatores
externos, estudos tém avaliado as interacdes entre polimorfismos genéticos e efeitos da
poluicdo na satde humana (GILLILAND et al., 2004, SCHNEIDER et al., 2004; MINELLI et
al., 2011), principalmente no papel dos polimorfismos da enzima glutationa S-transferase
(GST).

As Glutationa S-transferases (GSTs) sdo familias de enzimas com diferentes
localizagdes celulares, atuando na detoxificacdo de xenobidticos nocivos (incluindo os
poluentes atmosféricos) e protegendo o organismo contra espécies reativas. Essas enzimas
atuam na fase Il da biotransformacdo de xenobidticos ou de detoxificacdo e, normalmente,
atuam conjugando os metabolitos a um substrato enddégeno como a glutationa reduzida. O
resultado deste processo € a transformacdo dos metabdlitos em substancias hidrofilicas, e
assim, passiveis de excrecdo (WILKINSON, CLAPPER, 1997; GUECHEVA, HENRIQUES,
2003). No entanto, a presenca de alteracdes genéticas nessas enzimas pode alterar sua
funcionalidade e aumentar a suscetibilidade de determinados grupos aos efeitos de exposic¢des
ambientais como poluigédo do ar. Os polimorfismos na GST foram associados a uma variedade
de doencas, incluindo cancer (AUTRUP, 2000; WU et al., 2002; FUJIHARA et al., 2009).

Polimorfismos nas GSTs podem alterar as func¢des antioxidantes dos pulmdes, ou seja,
individuos que carregam os genes polimorficos mostraram menor ou auséncia da atividade da
GSTs, aumentando o risco para efeitos oxidantes dos radicais livres (SACKS et al., 2011). Os
polimorfismos nos genes da classe Mu (glutationa S-transferase M1/GSTM1), theta
(glutationa S-transferase T1/GSTT1) e pi (glutation S-transferase P1/GSTP1) foram os mais
estudados na area da poluicdo atmosférica (PIACENTINI et al., 2010; SACKS et al., 2011,
MINELLI et al, 2011) e a sua ocorréncia foi relatada como fator de risco para o
desenvolvimento de processos alérgicos, sintomas respiratorios e reducao da funcdo pulmonar

(GILLILAND et al., 2002; 2004; ROMIEU et al., 2008).
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A GSTM1 e GSTT1 possuem polimorfismos de delecéo e sdo avaliadas em termos de
presenca ou auséncia de delecdo homozigdtica (genotipo nulo) e configuram a perda completa
da atividade da enzima GST e, portanto, reducdo da capacidade antioxidante. A prevaléncia
desses polimorfismos varia de 18% a 66% (média de 50%) para GSTML1 e de 10% para 31%
para GSTT1 (CARLSTEN et al., 2008). A GSTP1 representa a forma mais comum de GST
nos fluidos do trato respiratorio e representa mais de 90% da atividade da familia das enzimas
GSTs. O llel05Val é o polimorfismo mais comum no gene GSTP1 com frequéncia do alelo
valina variando de 14% em asiaticos e 32% nos europeus (NTAIS et al., 2005; KELLEN et
al., 2007).

Em suma, os estudos relacionados a interacdo gene-ambiente sugerem que a presenca
de alelos nulos ou especificos polimorfismos poderiam mediar respostas oxidantes, regular o
metabolismo e influenciar nos niveis de interleucinas, configurando maior risco aos efeitos da
poluicdo. Esses polimorfismos poderiam modular a relacdo entre a exposicdo a poluicéo do ar
e o desenvolvimento de efeitos na salde, aumentando ou diminuindo o risco de desfechos

cardiovasculares ou respiratérios.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

v" Avaliar os efeitos da exposi¢do ao material particulado fino (PM2;5) nos biomarcadores de
desbalanco redox em criancgas e adolescentes de 5 a 17 anos residentes na Amazonia

Ocidental Brasileira.

3.2 Objetivos Especificos

v Revisar e discutir o escopo das pesquisas publicadas entre 2009 a 2012 que investigaram
biomarcadores de exposicdo e efeito da poluicédo do ar.

v Avaliar a relacdo entre fatores genéticos, demograficos, sociais, ambientais e de salde e
biomarcadores de desbalanco redox em um grupo de criancas e adolescentes expostas a
poluentes atmosféricos na Amazdnia Ocidental Brasileira.

v Avaliar os efeitos da exposicdo ao PMzs e de seus constituintes quimicos nos
biomarcadores de desbalango redox em um grupo de criancas e adolescentes residentes na

Amazonia Ocidental Brasileira.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Abordagens experimentais

Durante a realizagcdo deste estudo, as seguintes abordagens experimentais foram
realizadas: coleta de sangue; mensuracdo de pardmetros biologicos (biomarcadores de
desbalango redox, imunoglobulina E especifica para inalantes, glicose sérica, hemograma
completo); dosagem de mercdrio no sangue; monitoramento da qualidade do ar por meio das
concentragfes de PM2,5 e sua especiagdo quimica; andlise das variantes polimérficas das
enzimas GST; levantamento das caracteristicas socioecondmicas e demogréaficas por meio da
aplicacdo de questionario; avaliacdo antropométrica; aplicacdo do modulo especifico para o
estabelecimento de sinais e sintomas da asma; exame da espirometria para identificacdo de

obstrugdo pulmonar.

4.2 Local de estudo

O municipio de Porto Velho esta situado a margem direita do rio Madeira (afluente do
rio Amazonas) na latitude Sul de 8°45°00” e longitude de 63°58°00” a Oeste do Meridiano de
Greenwich e distante 750 km, em linha reta, de Manaus-AM. O Rio Madeira tem uma
extensdo territorial de 1.700 km?, sendo maior e principal afluente do Amazonas. O clima da
regido € tropical, com temperatura média de 26 °C e umidade relativa do ar média de 80%,
conforme apresentado nos ultimos trés anos (INPE, 2013). Durante o periodo de estudo (julho
e agosto de 2012), a temperatura média diaria chegou a 30°C e os valores maximos atingiram
39°C. Em relacdo a umidade relativa do ar, os valores médios diarios variaram entre 52% a
75%. As estagdes do ano sdo bem definidas com um periodo de estiagem (julho a setembro) e
de chuva (janeiro a abril). O indice pluviométrico varia entre 1.400 a 2.600 mm/ano e a

vegetacdo é de Floresta Tropical Aberta e Floresta Tropical Densa. Além disso, situa-se no

34



trajeto de dispersdo da pluma de poluentes gerada pela fumaca de paises vizinhos. A area de

estudo pode ser observada na figura 8.

4.3 Populacéao de estudo

Porto Velho é a principal area urbana do estado de Rond6nia e caracteriza-se por
cenarios distintos de desenvolvimento econdémico. Se por um lado, sente os efeitos da
explosdo demogréfica na area urbana com aumento da populacdo, da frota de carros e da
construcdo civil, por outro lado constitui-se ainda por uma &rea extensa de populacdes que
residem em areas ribeirinhas.

Em 2010, o municipio apresentou 428.527 habitantes, com incremento demogréafico
11,25% de 2008, depois do inicio das obras das hidroelétricas, até 2010 (IBGE, 2010). Do
total de habitantes, aproximadamente 16% correspondem a criangas e adolescentes. Cerca de
90% da populacéo reside na area urbana. O indice de Desenvolvimento Humana (IDH) de
Porto Velho é de 0,776, conforme apresentado pelo Censo 2010.

A populacdo ribeirinha esta estimada em 15 mil habitantes e pode ser considerada
mais estavel quando comparada com a populacdo urbana devido as tradi¢cBes culturais
apresentadas por este grupo populacional. Essa populacdo é formada por diversas
comunidades, organizadas em nucleos familiares que vivem, prioritariamente dos recursos
gerados pelas atividades pesqueiras e pelo extrativismo vegetal.

Nesse estudo, a amostra foi constituida de 200 criancas e adolescentes com idade entre
5 a 17 anos. Foram incluidas criangas e adolescentes residentes na &rea da reserva extrativista
de Cunid, da comunidade Belmont e do bairro Nacional. Os dois ultimos localizados,
respectivamente, nas regies periurbana e urbana. Os seguintes critérios de inclusdo foram
considerados: idade entre 5 a 17 anos; adolescentes ndo fumantes; e tempo de moradia no

endereco atual de pelo menos 1 ano.
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Figura 8. Localizagdo geografica das comunidades ribeirinhas e area urbana de Porto
Velho.

4.4 Desenho de estudo

Este estudo retne duas vertentes metodoldgicas: um estudo de revisdo sistematica para
o0 levantamento do escopo das pesquisas sobre biomarcadores de exposicéo e efeito usados na
poluigéo do ar e dois estudos transversais descritivos que investigaram a relacdo entre fatores

demograficos, genéticos, sociais, ambientais e de salde nos biomarcadores de balan¢o redox.

4.4.1 Abordagem | — Estudo de reviséo sistematica

Foi conduzida uma ampla revisdo da literatura para levantar o escopo das pesquisas
sobre os biomarcadores de exposicéo, efeito e suscetibilidade usados na area da polui¢do do
ar. A revisdo foi realizada no banco de dados da PUBMED com as seguintes palavras-chaves:
“biomarkers and pollution”; “biomarkers and air pollution”; “bioindicators and air
pollution”; e “biological markers and air pollution”. Foram incluidos todos os estudos

experimentais em humanos, publicados entre janeiro de 2009 e dezembro de 2012 e que
36



incluiam exposicdo a poluicdo do ar indoor ou outdoor segundo a emissdo por queima de
biomassa e/ou de combustiveis fosseis.

Os biomarcadores foram avaliados considerando 0s seguintes aspectos: grupo social
(criancas, adolescentes, gestantes, adultos e idosos), sexo, uso de medicacdo, exposicao
ocupacional, estado de salde (saudavel ou doente), indice de massa corporal, exposicao ao
tabaco, método de coleta e analise do biomarcador, interacdo gene-ambiente e tipo de
exposicao (aguda, cronica ou extrema — poluicdo indoor). Informagdes mais detalhadas sobre

a metodologia deste estudo foi apresentada no artigo 1.

4.4.2 Abordagem Il — estudos observacionais do tipo transversal

Dois estudos transversais foram realizados para avaliar os efeitos da exposicdo ao
PM2s sobre biomarcadores de desbalango redox. No primeiro estudo, a abordagem
hierarquica foi usada como modelo tedrico-explicativo para avaliar a relacdo entre os fatores
demograficos, genéticos, sociais, ambientais e de salde, e os biomarcadores de desbalanco
redox. Com isso, os fatores investigados foram organizados hierarquicamente em trés blocos
de variaveis classificados em:

a) proximal — constituido por variaveis bioldgicas ndo modificaveis como idade, sexo e
variantes polimdrficas na enzima GST,;

b) intermedidrio — variaveis relacionadas a histéria e ao estado geral de salde das
criancas, tais como asma, obstrucdo pulmonar, sinais e sintomas respiratorios,
glicemia sérica, anemia ferropriva, ferro sérica, imunoglobulina E especifica para
inalantes, inflamacg@o aguda (proteina C reativa), contagem de eosinofilos, avaliagcdo
antropométrica, obesidade e consumo semanal de peixe;

c) c) distal —bloco de variaveis que representam as caracteristicas sociais e exposicoes

ambientais.
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A relacdo entre esses blocos de variaveis e os biomarcadores de desbalango redox foi

realizada por meio do modelo de regressédo linear multivariado.

No segundo estudo, a intencdo foi explorar os efeitos da exposicdo ao PMas e seus

componentes quimicos na atividade enzimatica da glutationa S-transferase (GST),

concentracdes séricas de grupamento tiol e malondialdeildo (MDA) na tentativa de entender o

comportamento desses biomarcadores diante da exposicdo a esse poluente. Primeiramente,

um modelo base com potenciais varidveis de confusdo foi construido e, posteriormente, as

concentracdes dos poluentes incluidas individualmente em defasagem de até 5 dias. O tempo

de defasagem, mais conhecido como lag, corresponde ao intervalo entre o tempo de exposi¢do

e do efeito do poluente. As estruturas de defasagens foram avaliadas por meio dos métodos de

Single Lag e Modelo polinomial de defasagem distribuida (PDLM), descritas abaixo:

a)

b)

Single Lag: consiste em incluir no modelo de regressédo a exposi¢do ao poluente no dia
corrente. Assim, Lag O representa o efeito da exposicdo no dia da coleta de sangue;
Lagl o efeito da exposi¢do do dia anterior a coleta de sangue; Lag 2 a exposicéo de 2
dias anteriores a coleta de sangue; e assim sucessivamente.

Modelo polinomial de defasagem distribuida (PDLM): consiste em avaliar o efeito
distribuido ao longo de varios dias subsequentes. Assim, Lag O representa o efeito da
exposicdo no dia da coleta de sangue; Lag 1 o efeito da exposi¢do do dia anterior a
coleta de dados, ajustado pelo efeito do Lag 0; Lag 2 o efeito da exposicdo de 2 dias
anteriores a coleta de dados, ajustado pelo efeito do Lag 1; e assim sucessivamente.
Esse método calcula ainda o efeito acumulado, denominado “Overall”, que
corresponde a soma dos efeitos dos dias de defasagem avaliados.

Para o desenvolvimento dos dois estudos transversais foram realizadas as seguintes

etapas: coleta de sangue, dosagem de biomarcadores de desbalango redox, obtencdo dos dados

ambientais, analise das variantes polimdrficas nas enzimas GST’s e levantamento dos fatores
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de confusdo por meio de entrevistas com o uso de questionarios, avaliagdo antropométrica,
exames de sangue e espirometria. Informacdes mais detalhadas referentes a analise estatistica

foram apresentadas na secéo de resultados (Artigos 2 e 3).

4.4.3 Coleta de sangue e analise dos parametros sanguineos

As coletas de sangue foram coletadas durantes os meses de julho e agosto de 2012 sob
responsabilidade do laboratério CEACLIN, do Hospital 9 de Julho, localizado no municipio
de Porto Velho em Rondénia. Todas as amostras de sangue foram coletadas em jejum de, no
minimo 8 horas, com seringa de 10 ml com agulha 25x7 BD® descartaveis e, posteriormente
transferidas para tubos de coleta (vacutainer) com EDTA para coleta de sangue total e analise
do hemograma e sem anticoagulante com gel separador para demais ensaios imunoldgicos.
Além da coleta, a equipe do laboratério CEACLIN também foi responsavel pela analise dos
seguintes exames: hemograma completo, ferritina, glicose, proteina C reativa e IgE mdltiplo
para inalantes.

As concentragdes plasmaticas de glicose foram mensuradas pelo método colorimétrico
(equipamento Roche Hitachi 911, Chemistry Anlyer Spectrophotometer, Nova Yorque,
Estados Unidos, kits Labtest, Health Testing Centers, Saint Louis, Estados Unidos), a
dosagem de proteina C reativa pelo método de aglutinagdo em latex, o hemograma completo
(hemécias, leucdcitos e plaquetas) feito por método automatizado e o exame imunoldgico da

Imunoglobulina E especifica para inalantes (IgE hx2) por ensaio imunoenzimatico.

4.3.2.1. Coleta de sangue e dosagem dos biomarcadores
Apos a coleta de sangue, descrita anteriormente, amostras de soro foram distribuidas
em microtubos do tipo ependorf para mensuracdo dos biomarcadores de desbalanco redox.

As analises foram realizadas no Laboratdrio de Toxicologia do CESTEH (ENSP/FIOCRUZ)
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no Rio de Janeiro. Para isso, apds a coleta e distribuicdo nos ependorf , as amostras de soro
foram mantidas em ultrafreezer a -80° no laboratério da CEACLIN e, posteriormente
transportadas em isopores com gelo seco para 0 CESTEH, onde também ficaram armazenadas
na mesma temperatura até o0 momento da analise. O tempo de transporte foi de 4 a regido
ribeirinha (area mais distante) e o laboratério da CEACLIN e de 8 horas entre a CEACLIN
para 0 CESTEH no Rio de Janeiro. Para analise, as amostras de soro foram descongeladas
apenas uma vez, no momento da analise. Além disso, por se tratar de um estudo com enormes
desafios logisticos devido aos locais estarem situados em areas de dificil acesso e,
consequentemente com escassos recursos tecnolégicos, realizou-se uma analise de controle de
qualidade das amostras coletadas na equipe de campo. As amostras foram submetidas as
mesmas condicdes de coleta, armazenamento, transporte e analise. Anélises periddicas foram
realizadas para avaliar potenciais perdas nas amostras, situacdo que ndo foi evidenciada.

Analise laboratorial do grupamento tiol: biomarcador mensurado em amostras de soro por

meio da metodologia descrita originalmente por Ellman (1959) e modificada por Hu (1994).
Procedimento de andlise: Tampdo + DTNB + Amostra — GS-TNB com leituras da
absorvancia em A = 412 nm. O meio reacional consiste de 1000 pL de Tampé&o Tris-Cl 0,25
mol/L + EDTA 0,02 mol/L + 25 pL de DTNB 0,01 mol/L + 25 pL de amostra de soro. Uma
curva de calibracdo foi feita com padrdo de glutationa reduzida (GSH), representando o
padrdo de grupamento tiol. Os limites de deteccdo e quantificacdo do método foram 0,09 e
0,31 mol/L, respectivamente. O calculo da concentracdo de grupamentos tiol presente na
amostras foi feito por regressao linear, com uso de uma curva do tipo y=ax + b, em mol/L.

Analise laboratorial da atividade enzimatica GST: realizada pelo método de Habig et al.

(1974), adaptado por Habdous et al. (2002). Procedimento de analise: CDNB + GSH +
Amostra—GS-DNB + H+ + Cl- com leitura da atividade enzimatica em A = 340 nm. O meio

reacional consiste de 2700 pL de tampé&o fosfato de potéssio 0,1 mol/L e pH=6,5 + 100 pL de
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CDNB 30 mM e 100 pL de GSH 30 mM. A reacéo ¢ disparada com a adicdo de 100 pL da
amostra de soro e a formacao do produto é monitorada por 5 minutos. O resultado obtido é em
AAbs/min. Os célculos de atividade enzimatica sdo baseados na seguinte formula, onde ¢
utilizada a unidade internacional de atividade enzimatica (U), que equivale a formacdo de 1
pmol de GS-DNB/min, monitorada em um comprimento de onda de 340 nm, por 300
segundos.

Anédlise laboratorial do malondialdeido: a analise foi realizada usando o TBARS ASSY KIT

da marca Cayman Chemical. Procedimento de andlise: SDS + TBA + Amostra — MDA-
TBA/A, lido a uma absorvéncia de 512 nm. O meio reacional consiste de 1000 pL de
Reagente de Cor (TBA) + 25 pL de SDS + 25 pL de amostra de soro. O célculo da
concentracdo malondialdeido presente nas amostras foi feito por regressao linear, com uso de
uma curva do tipo y = ax + b, em pmol/L. Os limites de detec¢do e quantificagdo do método
foram 0,79 e 2,63 umol/L, respectivamente.

Todas as analises foram realizadas usando a espectrofotometria no UV-Vis como
técnica instrumental (os equipamentos Jasco V-530 [Kyoto, Japdo] e Shimadzu UV-1601

[Kyoto, Japéo]).

4.4.4 Dados ambientais

As concentracdes de PM2s foram medidas em uma estacdo de monitoramento da
qualidade do ar implantada pelo Instituto de Fisica da Universidade de Sdo Paulo (USP),
integrante do projeto, no parque natural de Porto Velho, situado a 15 km do centro da cidade.
Neste estudo, foram usados os dados coletados por filtros de fibra de quartzo do amostrador
de grande volume Hivol HVS 3000 e por filtros de teflon do amostrador fino e grosso (AFG)
que separa as particulas de fragdo grossa (particulas entre 10 e 2,5 um de didmetro) e fina

(particulas menores que 2,5 um de diametro). Para este estudo, foram usados os dados da
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fracdo fina obtidos pelos filtros de policarbonato com 47 mm de diametro e poros de 8 ume 4
pum. As concentracfes de Black Carbon (BC) foram obtidas pela analise de refletancia que
utiliza a propriedade deste poluente em absorver a luz. Para isto, foi usado o refletdmetro
Smoke Stain Refletometer Diffusion System, modelo M43D, do Laboratério de Fisica
Atmosférica da Universidade de Sado Paulo (USP). A caracterizacdo elementar do PM2 s foi
feita pela técnica PIXE que detectou presenca de diversos elementos quimicos de fontes
naturais e antropogénicas. Nesse estudo, além do Black Carbon, foram analisados 0s
elementos: enxofre (S), aluminio (Al), ferro (Fe), zinco (Zn), titanio (Ti) e chumbo (Pb). Para
os dias que ndo tiveram medidas, as concentracBes de PM2s e seus respectivos elementos
quimicos foram estimados por método de imputagdo simples considerando o nimero de focos
de calor, profundidade 6ptica dos aerossois (AOD) e temperatura maxima. O namero de focos
de calor e das variaveis climaticas foram obtidos no Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais
(INPE) e no Centro de Previsdo de Tempo e Estudos Climaticos (CPTEC), respectivamente.
Os dados de AOD foram extraidos online por meio dos satélites Terra e Aqua a bordo do

MODIS (Moderate Resolution Imaging Spectroradiometer) da NASA.

4.4.5 Exposicdo ambiental ao mercurio

Em Porto Velho, os projetos de desenvolvimento de infraestrutura na Amazonia
Brasileira tém agregado uma série de questdes geradoras de impactos socioambientais tais
como as mudancas de habitos de vida, particularmente em populacgdes tradicionais ribeirinhas,
e 0 potencial de contaminacdo por mercurio que tende a aumentar devido a mobilizacdo de
mercurio (Hg) dos solos locais com a construgédo das hidroelétricas de Santo Antonio e Jirau.

O Hg e transformado em sua forma organica, 0 MeHg, que é biomagnificado na cadeia
trofica, contaminando os peixes. O MeHg é a forma mais tdxica para saude humana,

principalmente para criangas na fase de desenvolvimento fetal. Além disso, a exposi¢édo ao Hg
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pode causar desbalango redox em sistemas biologicos, levando a processos patoldgicos. Em
razdo disso, a exposicdo ambiental ao mercurio foi analisada e incluida nesse estudo como
potencial fator de confusdo. O Hg foi mensurado no sangue das criancas e adolescentes pelo
Laboratorio de Quimica da Pontificia Universidade Catolica do Rio de Janeiro (PUC-Rio) por
meio do método ICP-MS (PALMER et al., 2006). Avaliou-se, ainda, o consumo médio
semanak de peixe (consumo menor ou maior que 3 vezes na semana) como variavel proxy da

exposicdo ao MeHg.

4.4.6 Polimorfismos nas enzimas GSTs

Para as andlises das variantes polimorficas GSTM1, GSTT1 e GSTP1, foi preparada
uma Unica solucdo de DNA gendmico a partir de sangue total. Para tanto, o0 DNA foi extraido
a partir de 500 puL de sangue, usando o método de Salting-Out. Para as variantes na enzima
Glutationa S-transferase Mu (GSTM1) e Theta (GSTT1), a genotipagem das duas isoformas
foi realizada por amplificacdo pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) multiplex, usando
amplificacdo simultanea da beta-globina como controle positivo onde os resultados foram
visualizados em gel de agarose (HATAGIMA et al., 2000; BURIM et al., 2004; GATTAS et
al.,, 2004). A genotipagem do polimorfismo Glutationa S-Transferase Pi (GSTP1) foi
realizada por PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) e os resultados
revelados através de eletroforese gel de agarose. Posteriormente, o fragmento amplificado
(176 pb) foi submetido a digestdo com a enzima de restricdo ALW261 (BURIM et al., 2004;

LIU et al., 2006).

4.4.7 Avaliacdo das caracteristicas socioeconémicas e demogréficas
Esse estudo usou as informagdes levantadas por um questionério estruturado aplicado
aos responsaveis ou pais das criancas com questdes referentes ao domicilio, caracteristicas

sociodemogréficas e de salde das criancas e adolescentes. Foram usadas as seguintes
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informacdes: idade, sexo, cor, fumo, exposicdo indoor a poluicdo do ar (casa de farinha e/ou
uso de fogdo a lenha), queima de lixo, renda familiar, escolaridade dos pais e consumo de
peixe. Informacdes adicionais sobre presenca de sinais e sintomas respiratorios e uso de

medicacdes também foram obtidos.

4.4.8 Avaliacdo Antropométrica

Medidas antropomeétricas das criancas (idade, altura e peso) foram tomadas a fim de
compor a tabela de tedricos de referéncia para a espirometria e também para avaliacdo
nutricional. As criancas foram medidas e pesadas usando balanca digital (G-TECH Glass
PRO devidamente testada e calibrada; Glicomed, Rio de Janeiro, Brasil) e um estadidmetro
portéatil de coluna de madeira e aluminio anodizado. A avaliacdo antropométrica foi realizada
com analise das curvas de crescimento da Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) que define
obesidade como indices superiores a 2,0 escores Z acima da mediana da populacdo de
referéncia e baixo peso aquelas com indices inferiores a 2,0 escores Z abaixo da mediana de
referéncia, considerando a curva IMC/Idade. Os dados das criangas foram compilados e

analisados no programa WHO Anthro 2005.

4.4.9 Avaliacédo de asma

No questionario, 0 modulo especifico para diagndstico de asma foi aplicado. Esse
modulo é baseado na metodologia do International Study of Asthma and Allergies in
Childhood (ISAAC, 1998) para determinar a prevaléncia de sintomas relacionados a asma.
Esse mddulo foi aplicado a todos os escolares com idade entre 5 a 17 anos, conforme
padronizacdo internacional. E composto por oito questdes relacionadas a ocorréncia e
frequéncia de sibilancia, dispnéia e tosse. Essas questdes sdo pontuadas com valoresdeOa 2 e

guando somadas classificam-se em asmaticos aquelas criangas (menos de 11 anos) que
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atingirem um escore igual ou maior a 5 pontos e os adolescentes (11 — 17 anos) cujo escore

somou 6 pontos ou mais.

4.4.10 Exame de espirometria

A funcdo pulmonar foi avaliada pelo exame de espirometria de acordo com as
padronizacbes e recomendacbes da American Toracic Society (ATS, 1995). Durante 0s
exames, 0 aparelho tipo pneumotacografo de Fleish da marca KOKO (Ferraris
CardioRespiratory; Pulmonary Data Services, Inc. Louiseville, CO, USA) foi utilizado. Os
seguintes parametros ventilatorios serdo avaliados: Capacidade Vital Forcada (CVF),
Capacidade Vital Forcada no 1° segundo (CVF1); razdo entre CVF/CVFL; fluxo expiratorio
forcado médio na faixa intermediaria de 25 a 75% da CVF; e pico de fluxo expiratério (PFE)
(RODRIGUES, 2002). Os resultados da prova de funcdo pulmonar foram usados para

definicdo de criancas com doencas obstrutivas pulmonares.

4.5 Aspectos éticos

Este estudo foi submetido como emenda do projeto “Avaliagdo de Impacto a Saude.
A construcdo de uma ferramenta para a gestdo socioambiental de projetos de
desenvolvimento na Amazonia” e aprovado pelo Comité de Etica da Escola Nacional de

Salde Publica com parecer favoravel n° 936.350/CEP/ENSP/2014
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Abstract

This is a cross-sectional review of the biomarkers used in air pollution research during
January 2009- December 2012. After an initial key-word search in PubMed retrieving 426
articles, a comprehensive abstract review identified 54 articles of experimental design that
used biomarkers of exposure or effect in human studies in the area of air pollution research
during the specified time period. A thorough bibliographic search of the included articles
retrieved an additional 65 articles meeting the inclusion criteria. This article presents these
119 studies and the 234 biomarkers used in these recent air pollution research studies. The
results presented 70 biomarkers of exposure with 54% relating to polycyclic aromatic
hydrocarbons, 36% volatile organic carbons and 10% classified as other. Of the 164
biomarkers of effect, 91 biomarkers were used in investigating effects of short-term exposure
and 130 for long-term exposure. The results of the biomarkers used in short-term exposure
discuss and present different lag times and pollutant components (primary and secondary
pollutants, and particle number) in their corresponding physiological mechanisms: airway
inflammation, neuroinflammation, ocular, metabolic, early endothelial dysfunction,
coagulation, atherosclerosis, autonomic nervous system, general inflammation, oxidative
stress and DNA damage. The review discusses the 3 different exposure scenarios of long-
term exposure: chronic exposure, occupational exposures and extreme exposure scenarios
(indoor cooking); with the biomarker findings presented in 3 broad categories of: immune
profile, oxidative stress and DNA damage. The purpose of this review is to offer a
representation of the scope that is being explored by air pollution researchers through the use
of biomarkers and has deliberately been restricted to this particular subject, rather than an
extensive or in-depth review. We believe this article provides a contextualization of the recent
air pollution studies conducted with biomarkers in human subjects in their given areas while
integrating this complex body of information to offer a useful review for researchers in this
field of study.

Key words: Biomarkers, air pollution, short-term exposure, long-term exposure, immune
profile.
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Introduction

Air pollution is the introduction of particulates, biological molecules, or other harmful
materials into the Earth’s atmosphere. Research in the area is a complex, multi-disciplinary
subject that incorporates areas of atmospheric chemistry, toxicology, genetics, environmental
studies, satellite modeling, molecular and cellular biology, public health, and medicine. Its
link to human disease dates back to as early as the 1500’s with miners and smelt workers
(Paracelsus, 1567; Agricola, 1556), but didn’t reached the realm of public health concerns
until the height of the industrial revolution in early 1930’s (New York Academy of Medicine,
1931) after several well-known ‘events’ such as Meuse Valley of Belgium (1930) (Firket,
1936), Donora, Pennsylvania (1948) (Schrenk et al., 1949) and London (1952) (London
Ministry of Health, 1954). These events brought to the forefront the serious health risks of air
pollution.

Currently, the World Health Organization estimates that in 2012, one in eight of total
global deaths were a result of air pollution exposure (around 7 million people), doubling
previous estimates and making it now the largest single environmental health risk in the world
(WHO, 2014). It has been strongly linked with cardiovascular diseases, such as strokes and
ischemic heart disease, cancer, and the development of respiratory diseases, including acute
respiratory infections and chronic obstructive pulmonary diseases (WHO, 2014). This greater
awareness and understanding of the contributions of air pollution to human disease is for the
most part due to advancements made in recent years in assessing human exposure to air
pollutants as well as the diseases caused by air pollution (WHO, 2014).

Without question, one of the key advances for research investigating the consequences
of air pollution on human health was the emergence of biomarkers or surrogate markers in the
early 1980’s (Brotman and Prince, 1988). Through advancements in cellular and molecular

biology, biomarkers have come to serve as objective measures of different physiological
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processes both pathological and normal; or in the case of exposure as measures of chemicals
and/or metabolites and reaction products in blood and urine that act as direct surrogates for
exposure levels - that are considered to be linearly related to the external exposure levels
(Weis et al., 2005; Aylward et al., 2014).

Today, almost all air pollution research investigating human health effects employs
some form of biomarker, whether it is a biomarker of effect representing neurological,
cardiovascular or the inflammatory process correlated to ambient air values (macro-
environment), personal air samplers (micro-environment) or another biomarker representing
exposure to pollutants. Often explored in parallel, biomarkers of susceptibility (whether they
be genetic or other biological factors - related to nutritional status, health status, lifestyle, or
life stage) are factors that may affect an individual’s susceptibility to chemical exposure
(USEPA, 2014). Research continues to evolve our understanding of the complexities in our
immune system and better refines the use of these surrogates and elucidates their participation
in physiological processes: shedding light into unknown areas and having a direct effect on
study designs, choice of biomarkers, confounding factors to control or consider and the
overall interpretation of study results.

In an epoch of accelerated scientific publication and research, the globality of air
pollution research is difficult to stay abreast, let alone the vast number of biomarkers that
environmental health researchers are currently exploring, utilizing or finding ineffective or
irreversibly confounded. As such, there are inherent difficulties in presenting a review of all
of the biomarkers that are employed in air pollution research as the field of investigation
spans the scope of human disease and environmental pollutant with each biomarker well
deserving of its own proper review. In light of these complexities, this review article attempts
to approach the subject area in a different manner - offering a broader vision of the research

that is being pursued and explored in this field contextualizing them in their unifying themes.
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Our intentions are by no means to provide an in-depth or exhaustive review of all the
biomarkers presented, rather the purpose is to offer a representation of the scope that is being
explored by air pollution researchers through the use of biomarkers and has deliberately been
restricted to focus on this specific subject.

We conducted a key word search and performed a systematic review of air pollution
research in recent years (2009-2012), which employed or investigated biomarkers in humans
through experimental designs (excluding in-vitro, reviews, animal studies). The scope of our
review covers published literature in English relating to environmental air pollution, both
indoor and outdoor, with studies whose focus was on cigarette smoking excluded. A total of
119 articles and 234 biomarkers are presented in 2 broad categories of biomarkers of exposure

and effect.

Methods

Search Strategy

We carried out a systematic review of English-language studies using the PubMed
bibliographic database (Jan 2009 — Dec 2012) (National Library of Medicine, Bethesda, MD,
USA; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). The search identified studies with the following
combination of terms: (1) biomarkers and air pollution; (2) biomarkers and pollution; (3)
bioindicator and air pollution; (4) polymorphism and air pollution; (4) polymorphism and

pollution; and (5) gene-environment interaction air pollution.

Bibliographic Search

A further search was conducted of the bibliography of the included articles from the

database search for related articles that met the inclusion criteria.
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Inclusion/Exclusion Criteria

Included: Articles of experimental design utilizing human subjects, published within the
designated time span of Jan 2009 thru Dec 2012, the article used a biomarker (of effect or
exposure) in a study of air pollution. Further studies relating to indoor pollution, such as
biomass cooking and heating, were included along with occupational exposure of heavy metal
air pollutants (such as in mining), air-borne industrial pollutants (such as painters of
automobiles) and traffic related air pollution (such as governmental car inspectors).

Excluded: Review articles, case studies, reference and supplementary publications, articles
with no abstract, written in a language other than English and experimental studies in-vitro.
Further studies excluded were non-air pollution studies related to heavy metals or water
pollution or fecal matter exposure, also air-pollution studies whose focus was tobacco smoke
or environmental tobacco smoke. Those articles related exclusively to polymorphisms were
excluded.

While a vast amount of research in the area begins with in-vitro or animal studies,
there are numerous complexities and inconsistencies with research moving from in-vitro to
the actual human in-vivo system, thus for the purposes of this review in vitro-studies were
excluded. It is also important to note that while biomarkers of susceptibility play an important
role in investigating the health effects of air pollution with humans, we have included only
those that related to biological factors (reported in parallel with the biological component
investigated) and that the genetic components (i.e., polymorphism) was excluded from the
scope of this review as this area requires a greater depth in contextualizing its results that falls

outside the scope of this article to perform adequately.
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Contributory Analysis

Each article was then evaluated by a minimum of 2 authors on the contributory factors
that should be considered in the measuring of the biomarker to determine a causal link and the

studies control and management of these factors. The factors considered are in Box 1.

Biomarker summaries

Each biomarker was evaluated within the context of the following considerations:
social group (children, adolescent, pregnant, adult and elderly), sex, usage of medication,
occupationally exposed, healthy or disease state, body mass index (BMI) range, control of
tobacco, test used to measure the biomarker, collection methods, and exposure type (acute,

chronic, occupational or extreme).

Results

Our review included 119 articles that met the inclusion criteria; see Figure 1 a flow
chart depicting the method of selection of articles and an overview of biomarkers. A summary
of the included studies and a brief description with study design and number of participants
can be referenced in Table S1 of Supplemental Material. A geographical representation of the

populations studied is represented in Figure 2.

Biomarkers of exposure

We organized the results to emphasize whether the biomarker was validated as a
surrogate for exposure by either measured ambient levels of pollution or by distinct exposure
scenarios or neither. A total of 38 articles used biomarkers of exposure, which we categorized

in three broad types of purpose: (1) to validate through ambient levels or exposure scenarios;
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(2) to use as a surrogate for exposure and validated its use through ambient levels or exposure
scenarios; or (3) used as a surrogate for exposure though not validated in the study design.

Of the 38 studies, 32 (84%) either evaluated the effectiveness of the biomarker as a
surrogate (type 1- 50%) or used it within a study design and verified its effectiveness with
ambient pollution levels or different exposure scenarios, which used a reference group to
demonstrate significant differences (type 2 - 50%). Twenty-five different articles evaluated 38
urinary or metabolite levels of polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH’s) and 13 studies
investigated 25 volatile organic compounds (VOC'’s). Seven articles investigated biomarkers
of exposure that we classified as “others”, including carbon load airway macrophages,
exhaled carbon monoxide (CO), pollutants bisphenol, levoglucosan and 1,3 butadiene,
pollutant metabolite 1,6-hexamethylene diamine (HAD) and enzyme of liver activity 7-
ethoxycoumarin O-deethylase (ECOD). Table 1 shows the biomarkers and their validation (or
not) with ambient levels or exposure scenarios with the corresponding studies and
populations.

The 81% (13) of the 16 studies that evaluated corresponding effects with a biomarker
of exposure validated them within their study design. Supplementary material (table S2)
shows a summary the findings of associated effects of both those studies that validated or not
(type 2 and 3) the biomarkers along with the population studied. For the purposes of this
review, the findings of these articles are highly dependent upon the results in table 1 and
should be considered with caution before drawing conclusions as to their effectiveness as
biomarkers of exposure. These studies are also represented below according to their study
population and biomarker of effect studied. Of our 38 articles, 95% (35) considered smoking
status and 26% (10) diet within their study design.

Of note, the single article which fell outside our organization was Rossella et al.

(2009) due to the study of urinary PAH’s and their metabolites neither investigating
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associated effects nor verifying with exposure scenarios or ambient levels for their validity.
Rather, the study explored PAH metabolism in humans by measuring both urinary and
metabolite PAH’s in a coke oven worker population. We have included a visual
representation of the results in this study as it has a direct bearing on several of the results
observed in other studies due to the rate of metabolism and their presence in urine after 24
hours. In figure 3, the results demonstrate the breakdown of the different metabolites and
urinary pollutants with a scale on the left to demonstrate its proportion in the urine. Similar to
the results of the NNANES reference study, Rosella et al.’s (2009) study provides an
additional layer, the urinary pollutants, providing a better understanding of the representation
of the metabolism of these pollutants in a urine sample after 24 hours.

We have provided table 1 to accompany this results section and summarize the results
of the recent studies utilizing or studying these biomarkers. The validity of a biomarker of
exposure is showing a correlation to either ambient levels or sensitivity across exposure
scenarios (i.e., exposure/reference groups). We recommend considering carefully the
population in which the study was used, as this may have serious implications in interpreting
the results. For example, the ratio of urinary naphthalene to its metabolites is 1:100 with
virtually all metabolized into OHNAPs, so understandably its presence in a general
population was below the limit of detection and not validated by ambient air levels; whereas
in Sobus et al. (2009) repeated measures study in coke oven workers found it correlated well
across exposure scenarios, most likely due to the extreme levels of exposure associated with
this occupational environment (coke oven workers).

There are several reasons to account for studies that were unable or did not to verify
the biomarkers. Studies in which neither ambient levels were measured and compared or in
exposure scenarios a reference group was not used. Another may be that the reference group

used was seriously confounded and thus unable to use for comparison, for instance in Hemat
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et al. (2012) while the study design accounted for an urban and rural group it had not
accounted for the excessive amount of biomass burning and open fire cooking in the rural
exposure scenario — thus the control was ineffective for the study.

In total, there were 13 biomarkers investigated but eliminated from analysis by the
researchers due to levels below the limit of detection. These include in the category of PAHSs:
the metabolites of benzo[a]pyrene (3-OHBaP) (Leroyer et al., 2010; Fan et al., 2012)
benze[a]anthrene (1-OHBaA and 3-9-OHBaA), benzo[c]phenanthrene (1-OHBcP, 2-OHBCP,
3-OHBCcP), chrysene (1-OHCHR, 2-OHCHR, 3-OHCHR, 4-OHCHR, 6-OHCHR) (Nethery et
al., 2012); and VOCs: ethyl tert-butyl ether (ETBE) (Fustinoni et al., 2010; Campo et al.,
2011) and tert-amyl methyl ether (TAME) (Campo et al., 2011).

In considering the use and effectiveness of biomarkers of exposure, the control and
findings in relation to smoking habit, diet and specific biomarker characteristics (i.e.
metabolism, half-life) play an instrumental role as being surrogates of air pollution. We
address each of these topics below to accompany Table 1.

Influence of cigarette smoking and diet

There is considerable importance in each of the studies’ findings in their control and
evaluation of smoking status when we imply that a biomarker is validated through ambient air
levels or exposure scenarios. As mentioned above, the type of population studied, be it
occupational, general population or children is integral in the measured values of the
component and how much lifestyle factors will influence its validity. Below, we discuss those
biomarkers that we designated as “validated” in Table 1 based upon the results presented in

the corresponding studies.

PAH's
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As seen in Table 1, most of the urinary PAH’s and their metabolites studied were
controlled by utilizing only non-smoking populations and diet had negligible influence on
their validity. Though we caution against extrapolating the results from samples using only
non-smoking populations, Marczynski et al. (2009) provides convincing evidence that the
sum of the phenanthrene (XOHPHE) metabolites were independent of smoking status and
propose that this would apply as well to its metabolites individually. However, we are
reluctant to validate urinary naphthalene (U-NAP) outside of the extreme exposure scenarios
found in occupations such as coke oven workers, with compelling evidence that in the general
population it metabolizes too quickly to be detected (Rosella et al., 2009).

Of the 11 studies that validated 1-hydroxypyrene (1-OHP) through either air
measurements or exposure scenarios, almost half (45%) used non-smoking populations. It has
been well- established that levels of 1-OHP is increased in smokers or those exposed to
passive smoking in comparison to non-smokers. This was corroborated by all of the studies
that had both these groups (Freire et al., 2009; Marczynski et al., 2009; Petchpoung et al.,
2011; Liu et al., 2010; Marie et al., 2009; Polanska et al., 2011). However, Petchpoung et al.
(2011) provided convincing evidence that by stratifying smokers and non-smokers, the same
statistical differences are found within the groups. In like manner, Marie et al. (2009)
repeated measures study found variance of 1-OHP levels across both smokers and non-
smokers to coincide with degree of occupational exposure. Though important to note,
stratification must be well delineated between the groups, otherwise the results of the groups
individually remain unclear and difficult to draw conclusions (Liu et al., 2010; Polanska et al.,
2011). On the other hand, the influence of diet still remains unclear based upon the studies
represented mostly because the majority of studies omitted evaluation or control of dietary
ingestion of PAHSs (Freire et al., 2011; Marczynski et al., 2009; Liu et al., 2010; Marie et al.,

2009; Martinez-Salinas et al. 2010; Pruneda-Alvarez et al., 2012; Petchpoung et al., 2011) or
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only included those with low PAH diets (Ayi-Fanou et al., 2009; Fan et al., 2012).
Nevertheless, Li et al.’s (2010) investigation of influences on PAH metabolites provided
convincing evidence in concluding that at low levels in the general population, 1-OHP
reflected dietary intake of PAHs more so than environmental exposure. While Nethery et al.’s
(2012) study of pregnant women at low levels of exposure supports a strong correlation with
1-OHP and dietary ingestion, in Polanska et al.’s (2011) study of women across exposure
scenarios no effect was found.

In the three studies that found that 1-OHP did not represent exposure levels, all were
non-smoking samples. Freire et al. (2008) study did find a difference between their exposed
and control group though it was not significant; Leroyer et al. (2010) had a very short
exposure time at low levels and diet was not controlled or evaluated; and (as mentioned

above) Li et al. (2010) concluded in their study 1-OHP represented dietary ingestion of PAHSs.

VOCS:

In our review, evidence clearly showed that smoking was excessively confounding for
the majority of the biomarkers of VOCs, with a few notable exceptions. For the most part,
either non-smoking populations were used or associations with exposure scenarios or air
levels were found only in the non-smoking groups after stratifying their population by
smoking status. Both S-benzylmercapturic acid (SBMA) and hippuric acid (HA), metabolites
of benzene and toluene respectively, were designated as “unclear”, because of either unclear
results or lack of stratification by smoking status (Lovreglio et al., 2010; Jiménez-Garza et al.,
2012; Shih et al., 2011). On the other hand, multiple studies for both toluene (Fustinoni et al.,
2010; Lovreglio et al., 2010), and methyl tert-butyl ether (Campo et al., 2011; Fustinoni et al.,

2010) provided convincing evidence for their independence of smoking status.
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Few studies (3/12) included considerations for diet and those by excluding individuals
that ate fish (Ayi-Fanou et al., 2009), matching their sample including diet (Arayasiri et al.,
2010), and concluding that the diet was similar amongst all its study participants
(Obolenskaya et al., 2010). Notably, t,t-muconic acid correlated so strongly with sorbic acid
through dietary sources, Arayasiri et al. (2010) concluded that it was definitely not a reliable

biomarker of benzene exposure.

New to the scene:

The most notable new biomarkers investigated were carbon load airway macrophages
and 1-hydroxypyrene-glucuronide (1-OHPG). Three different studies used carbon load
airway macrophages in sputum as a measure for chronic exposure to air pollution and found
it positively correlated with either proximity to major roads (Jacobs et al., 2010a; Jacobs et al.,
2011) in individuals with diabetes or different pollutant scenarios (green areas/industrial
areas) in healthy children (Kalappanavar et al., 2012). Associated with major roads and 6-
month average PMzo rather than recent exposure to PMyo, it is suggested as a biomarker of
chronic air pollution exposure (Jacobs et al., 2010a). Also the deconjugated metabolite of
pyrene 1-OHPG emerged as a promising new measurement and more sensitive biomarker for
assessing exposure to pyrene in a mixture of PAHs exhibiting 5-fold greater fluorescence than
1-OHP (Huang et al., 2012a; Lai et al., 2012).

An interesting potential biomarker of exposure explored was ECOD in Obolenskaya et
al.’s (2010) cross sectional study of 143 human placentas at term from mothers living in
radioactivity-contaminated and chemically polluted areas of Eastern Europe. The study found
ECOD activity 7-fold and 2-fold higher in chemically polluted and radioactivity-contaminated
areas compared to areas considered “clean”. Reported as a typical marker induced by PAH,

the authors suggest that the determination of placental ECOD activity could serve as a
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biomarker of oxidative stress, with higher levels indicating greater radioactive and/or
chemical exposure during pregnancy (Obolenskaya et al., 2010) — implying a function of a
biomarker of exposure. Whether this correlation of ECOD follows a linear relationship with
measured levels of pollution and can truly serve as a biomarker of exposure is not clear with
this single study.

The other three new biomarkers of exposure proposed were less promising. While in
Gaines et al. (2010) study with spray painters found urinary 1,6-hexamethylene diamine
(HDA) to be significantly associated for systemic exposure to 1,6-hexamethylene diisocyanate
(HDI), the biological monitoring requires significant diligence to capture as the intermittent
exposure pattern is both airborne and dermal and makes its widespread use doubtful. Whereas
in Migliaccio et al. (2009), the new proposed biomarker for exposure to biomass burning,
levoglucosan, while detected in all 14 children, it failed to show significant differences
between exposure scenarios (wood burning stoves/no) however the study was clearly
confounded with household reported smoking (showing p<.0003 with LG). Exhaled carbon
monoxide (CO) from Thompson et al.'s (2011) Guatamalan Temazcal (steam baths) proved

less reliable as well, most likely due to errors in measurement procedures was inconclusive.

Discussion/Comments of Biomarkers of Exposure

The purpose of these biomarkers is to act as a reliable surrogate for exposure, though
several aspects factor in to determining their validity and effectiveness of this role. We
attempted to capture the scope of biomarkers that are in use and being evaluated in recent
literature and present them in a format to allow researchers to contextualize these biomarkers.
The influence of smoking and diet are serious considerations in biomarker use and study, as
well as the metabolism of pollutants within the human body. These findings can provide

guidance in avoiding confounding results by structuring the methodology of studies or in
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determining the populations to study. For example, studies with the general population may
allude the results found in those who studied extreme exposure scenarios such as that of
indoor open fire cooking or occupational exposures. Though, these studies still hold merit for
the greater understanding and characterization of the limitations of these exposure surrogates.
As many of the studies included in this area focus or evaluate 1-OHP, we consider it
to be an excellent example of the depth in which exposure surrogates must be understood and
evaluated. There is an argument that biomarkers from other families may act as better
surrogates for air pollution exposure in general, with naphthalene composing a far greater
proportion of airborne PAHs or phenanthrene and its compelling immunity from the effects of
cigarette smoke. Only further studies will tell. However, 1-OHP showed remarkable
sensitivity in most studies across exposure scenarios and has been linked to several damaging
health processes (Ayi-Fanou et al., 2009; Hong et al., 2009; Liu et al., 2010; Bae et al., 2010).
We suggest that its success as a biomarker of exposure may come less from its sensitivity and
representation of air pollution in general, but more from its representation of the carcinogenic
PAHs (c-PAHs) (B[a]P, DB[ab]A, B[a]A, B[b]F, B[k]F, CHR and indenol[1,2,3,-
cd]pyrene). It not only demonstrated the highest correlation with urinary levels of measurable
c-PAHs (those not below the levels of detection), but was also the only biomarker that
showed a correlation (albeit weak) with airborne levels of c-PAHs (Rosella et al., 2009,
Marczynski et al., 2009). It is this single aspect that may account for its success in capturing
relationships between exposure levels and health effects, and actually provide a greater
sensitivity differentiating the detrimental effects particular to different exposure scenarios
(Ayi-Fanou et al., 2009; Liu et al., 2010; Hong et al., 2009; Bae et al., 2010). While our
review discusses at length many of the limitations or considerations that one must have with

1-OHP, we still consider it a leading surrogate for exposure levels. Acknowledging that diet
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and smoking do influence the levels of this biomarker both study design and appropriate
stratification are essential.

Future studies should continue to explore the inter-variability of biomarker
effectiveness and the rates of metabolism of pollutants in individuals. The generally observed
ratio between U-PAH and the corresponding OHPAH shows a huge variance of 1:1000 to
1:26 (Rosella et al., 2009) and presents an interesting area to understand its cause. For
instance, several studies have demonstrated that naphthalene metabolism varies in function of
both smoking status and occupational exposure (Anon, 2007; Rosella et al., 2009). The
implications and health consequences of this metabolism or the difference within populations
may provide a more accurate assessment of risk or better illuminate the mechanisms at work.
As most of the studies we reviewed, we recommend strongly to continue to use forms to
validate biomarker of exposure (i.e., environmental monitoring, personal air samplers,
reference groups) to better understand these biomarkers. We also suggest that future studies
could focus on better refinement of the exposure scenarios in non-extreme populations and
methodology should work to better reflect the appropriate half-life of these metabolites being
used. For example, understanding that 1-OHP has an estimated half-life of 6-35 hours
(Jongeneelen et al., 1990), would most likely reflect 3 days worth of exposure rather than 1
day which may be the case in those whose metabolism of pollutants may be increased due to

chronic extreme exposure.

Biomarkers of effect

We review a total of 97 articles and 164 biomarkers of effect used in connecting air
pollution with changes in our physiology. The studies presented are organized into the

different types of exposure scenarios: short-term (immediate effects on the human physiology
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to acute exposure); and long-term (health consequences of chronic exposure). Figure 1 is a

flow chart overview of the paper organization.

Acute exposure

Vast amounts of research - 55 studies - focus on short-term exposure and the
mechanism by which the different components of air pollution (i.e., size and chemical
speciation) instigate changes in biomarkers across a variety of biological processes: acute
respiratory inflammation, systemic inflammation, coagulation, and oxidative stress as well as
biomarkers linked with diabetes, atherosclerosis and endothelial dysfunction. These studies
look at the subtle changes in air pollutant composition and the concurrent response of our
body (measured through biomarkers). Investigations into both healthy and “susceptible”
populations (i.e., diabetics, obese, or those with cardiovascular problems) offer a dimension of
this research that explores mechanistic differences in disease pathologies and states and
differentiating characteristics (use of medication, gender bias and causal component
mixtures). The populations studied include: children (5), adolescents (3), pregnant women
(1), adults (32) and elderly (20).

Virtually all the studies (96%) evaluating acute exposure scenarios reported
measurements of air pollutants by their classification as either primary (emitted directly from
the atmosphere) or secondary (formed within the atmosphere). We recommend a review from
WHO (2005) for more information regarding the distinction of primary and secondary
pollutants. The primary air pollutants studied were nitrogen dioxide (NO>), sulfur dioxide
(SOz2), carbon monoxide (CO), and VOCs; as well as secondary air pollutants ozone (O3) and
sulfuric acid (H2SO4). Studies categorized particle matter or aerosols by size in accordance to
the micro-diameter of the particle (PM1o, PM2s, and PMo2s) as well as either primary or

secondary organic aerosols based upon their composition derived from the evolving complex
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mixture of gas and particle phase species as percentages of black carbon (BC) or elemental
carbon (EC), organic carbon (OC), and sulphate (SO42). The 2 studies that did not use these
types of measurements were chamber studies using controlled exposure to diesel exhaust.
We summarize the specific time points (lags) correlating to the pollutant species in table S3 to

table S10, of Supplemental Material.

Airway Inflammation

19 biomarkers: Nitrate/nitrite; fraction of exhaled nitric oxide (FeNO); pH (or H+);
Leukotriene B4 (LTB4); Prostaglangin E2 (PGE2); clara cell protein (CC16); surfactant
associated proteins A and D (SPA)(SPD); Interleukin-6 and 8 (IL-6) (IL-8); neutrophils;
CD3+, CD4+, CD8+ lymphocytes; CD25+ and CD68+ cells; myeloperoxidase (MPQ), stem
cell factor (SCF); P-selectin, E-selectin, vascular and intracellular endothelial adhesion
molecules-1 (VCAM-1) (ICAM-1).

There were 12 studies that explored inflammation along the respiratory tract; a variety
of sample types were used: exhaled breath condensate (5), urine (1), blood (3), bronchial
lavage/wash and endobronchial mucosal biopsies (11) — for a total of 19 different biomarkers.

There were 11 studies that utilized exhaled breath condensate. Both FeNO and
nitrate/nitrate served as effective surrogates for the release of nitric oxide in activated airway
epithelial cells in the studies review — with the caveat of FeNO measuring method. In the 10
studies measuring FeNO, the chosen method of measurement (offline/collected condensation
or online/digital apparatus) directly influenced their respective findings — finding FeNO levels
correlated with pollutants only in the 5 studies utilizing the offline method. The “offline”
studies followed similar trends with increases of FeNO appearing some time after 30 minutes,
peaking around 24 hours and undetectable by 5 days. The single study Huang et al. (2012b)

that evaluated nitrite and nitrate confirmed similar findings seen in FeNO with lags between
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0-1 across the PM pollutant speciation; however, the authors noted nitrate rather nitrate served
as better biomarker due to the influence of diet on the latter. The lowering of airway pH (a
measure of broncho-constriction, increased mucus viscosity and impairment of airway
epithelial functions — Shoemark and Wilson, 2011) was found in all 4 studies that used this
measure in EBC. The results support influence by pollutant type (primary/secondary) on
differing lag times (Folino et al., 2009; Raulf-Heimsoth et al., 2010; Huang et al., 2012b;
Patel et al., 2013). Other biomarkers measured in EBC such as PGE2 (a eicosanoid with
bronchodilative properties — Grob et al., 2008) (Folino et al., 2009) and LTB4 (a
chemoattractant for inflammatory cells — Lewis et al., 1990) (Folino et al., 2009; Raulf-
Heimsoth et al., 2010) were unassociated with exposures; and IL-6 (measure of systemic
inflammation) was unable to be measured in EBC — with only 2 of 616 samples having
detectable levels (Liu, et al., 2009a). 1L-8 measured in nasal lavage fluid (NALF) samples did
not correspond to any short-term pollutant exposures (Raulf-Heimsoth et al., 2010).

Blood levels of 3 small “pneumoproteins” (CC16, SP-A and SP-D) specific to lung
epithelial distal airspaces) were measured as a marker for lung hyperpermeability (Lesur et
al., 2003). CC16 captured airway inflammation in blood levels only very early after exposure
at lag 0 (Jacquemin et al. 2009) and at a lag point of 4 hours (Stockfelt et al., 2012) and not at
later time points (Jacquemin et al., 2009; Folino et al., 2009). There is evidence though that
short exposure times (such as 30 minutes) do not induce changes in CC16 (Jacobs et al.,
2010b). CC16 was also found to be present in the urine on the following day, perhaps offering
an even less invasive option (Stockfelt et al., 2012). The other two pneumoproteins - SP-A
and SP-D - showed no significant changes with exposure, with SP-D demonstrating variation
along circadian rhythm and age (Stockfelt et al., 2012).

In Behndig et al.’s (2011) chamber study, a bronchoscopy was performed in healthy

adults and individuals with mild or moderate asthma. The study used biomarkers in the
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bronchial wash and submucosa to represent both the acute inflammatory phases of activation
(neutrophils, CD3+, CD4+, CD8+ lymphocytes, CD25+ and CD68+ cells) and recruitment
(MPO, IL-6, IL-8, Stem cell factor (SCF); eosinophils, mast cells, P-selectin, E-selectin,
VCAM-1, ICAM-1). We suspect that either due to an inability to measure or lack of change
from pre/post diesel exposure, only selected measures were reported in their results. In short,
healthy control subjects did show a significant increase in submucosal neutrophils and mast
cells after exposure to diesel along with less significant increases in neutrophil numbers, MPO
and IL-6 — interestingly, this response was absent in subjects with asthma (Behndig et al.
2011).

Neuroinflammation

2 biomarkers: Substance P and BDNF

The attempt to study the connection between the immune and the nervous system was
curtailed as Raulf-Heimsoth et al. (2010) failed to associate these two neurokinines
(Substance P and BDNF) in NALF samples. Unlike BDNF, Substance P was detected in the
NALF samples; however, there was no significant effect with SO, exposure. They make the
recommendation for future studies examining Substance P to optimize the sample collection
time for this parameter.

Ocular
2 biomarkers: Ocular symptom disease index (OSDI) and tear breakup time (TBUT)

A single study (Novaes et al., 2010) evaluated the effects of air pollution on the ocular
surface. The OSDI showed a clear dose-response pattern with the quartiles of NO2 and a weak
but statistically significant negative association between tear breakup time and exposure to
NO2.

Metabolic

64



3 biomarkers: fasting glucose, homeostasis model assessment-estimated insulin resistance
(HOMA-IR) index, and insulin

While several studies utilized diabetic populations, only one article investigated
biomarkers connected directed with diabetes. In their study, only HOMA-IR (a measure that
quantifies insulin resistance and beta-cell function — Matthews et al., 1985) had significant
independent associations with PM1o, SO2 and PSI (pollutant standards index) (Kelishadi et al.,
2009).

Early endothelial dysfunction

4 biomarkers: endothelial progenitor cells (EPC), total protein, non-albumin protein,
albumin

O’Toole et al. (2010) investigated early endothelial dysfunction in the first 24 hours
after acute exposure by measuring EPC — these are rare cells circulating in the blood that can
differentiate into endothelial cells (blood vessel lining) - a reduction would imply vascular
damage. Their study found signs of vascular damage evident by a significant reduction in
EPC, particularly CD347/CD317/CD45/CD133". This reduction accompanied an increase in
total protein with PMas due to an increase in non-albumin protein (p<0.0001) and not
albumin — the author suggests that it could be an increase in globulins (the second most
abundant proteins in plasma) reflective of a mild systemic immune response.
Coagulation
14 biomarkers: platelet count; tissue factor (TF) ; platelet function, von willebrand factor
(VWF); platelet aggregation, sP-selectin (SCD62P), soluble CD40 ligand (sCD40L);
thrombin generation; prothrombin fragment 1+2; thrombomodulin (TM); fibrinogen;
plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1); D-dimer; Factor VII.

A total of 14 different studies investigated markers of coagulation providing

convincing evidence of the involvement of this system. The initiating steps in the coagulation
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cascade represented by tissue factor had a significant relationship with almost all air
pollutants (Poursafa et al., 2011). There was evidence in impaired platelet function with
short-term exposure to PMyo in Jacobs et al. (2010a), though the findings in Jacobs et al.
(2010b) suggest that it is unaffected with a limited exposure (30 min of exercise along a
highway). Both O’Toole et al. (2010) and Rudez et al. (2009) confirmed platelet-monocyte
aggregation, supported by studies measuring platelet with the presence of sP-selectin (Rudez
et al., 2009, Rich et al., 2012) and sCD40L (Rich et al., 2012). The participation of the
coagulation system further down the cascade was confirmed using biomarkers representing
thrombin generation - responsible for converting soluble fibrinogen into insoluble fibrin -
including: thrombin generation (Rudez et al., 2009); prothrombin fragment 1+2 (Hildebrandt
et al., 2009); and thrombomodulin (Poursafa et al., 2011).

There were inconclusive results with fibrinogen, however this may be indicative of the
various difficulties in general of measuring and determining this biomarker with the
methodologies of assays measuring fibrinogen varying widely in precision and accuracy
(Cunningham et al., 2012). It should be noted that the lag time of this biomarker shows a
variance between 1-5 days (Cunningham et al., 2012). The results of the recent studies
measuring fibrinogen are summarized in table S5 (Supplemental Material). A wide range of
finding were found in 6 of the 10 studies (Panasevich et al., 2009; Hoffmann et al., 2009;
Hildebrandt et al., 2009; Rich et al., 2012; Bind et al., 2012; Huttunen et al., 2012), with the
other 4 studies finding no relationship at all with short-term exposure to pollutants (Rudez et
al., 2009; Thompson et al., 2010; Luttmann-Gibson et al., 2010; O’Toole et al., 2010).

The measurement of von Willebrand factor (vWF) — a blood glycoprotein important in
platelet adhesion to wound sites — displayed a perplexing contradiction with clear evidence of
an increase in Rich et al.’s (2011) healthy population with Oz at lag 1, and a significant

decrease in Hildebrandt et al.’s (2009) study with a COPD population. The authors in
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Hildebrandt et al.’s (2009) hesitated to interpret their result due to the diverse functions
associated with VWF. As seen in table S5 (supplemental material) and reported in Box 2 —
several biomarkers showed inverse relationships with primary and secondary pollutants which
may be reflected in this result.

Other biomarkers investigated that had no association with short-term exposure were
platelet count (Luttmann-Gibson et al., 2010; Jacobs et al., 2010a) and biomarkers further
along the coagulation pathway: PAI-1 (down-regulator of fibrinolysis) in Panasevich et al.,
(2009), and D-dimer (a small protein fragment that is a remnant after a blood clot is degraded
by fibrinolysis) and Factor VII (a protein involved causing blood to clot) in Hildebrandt et al.,
(2009).

Atherosclerosis

7 biomarkers: Total cholesterol, High-density lipoprotein cholesterol (HDL), low-density
lipoprotein cholesterol (LDL), Triglycerides, soluble intercellular adhesion molecule 1
(sICAM-1), soluble vascular adhesion molecule (sVCAM-1), E-selectin

Elevated LDL or triglycerides and reduced HDL levels are clear indicators of
atherosclerosis risk. There was an interesting finding in O’Toole et al. (2010) with healthy
adults which found an increase in plasma levels of HDL with the increase of PM, however
this finding was not collaborated in the two other studies that investigated HDL in
Bagryantseva et al. (2010) in adults occupational exposed (bus drivers, garage men) nor in
Kelishadi et al.’s (2009) adolescent population. Air pollutant exposure had no relationship on
total cholesterol (Kelishadi et al., 2009), LDL or triglycerides (Bagryantseva et al., 2010;
Kelishadi et al., 2009).

Several studies performed in the Normative Aging Study (NAS) cohort, the elderly
male group from Boston, found interesting correlations with adhesion molecules sVCAM-1

and sICAM-1 with signs of differentiating mechanisms within susceptible populations (table
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S6, supplemental material). The studies utilizing this same population — however, not exactly
the same populations with total subjects differing across the articles — investigated extensively
across time points. Within this group of studies, we did carefully examine (and map out) the
time points and pollutant specific relationships, which were consistent with each other across
the studies — though, not the easiest to follow. In short, sSVCAM appears roughly after 24 hours
and sICAM only after 3 days with various caveats that should be included about the specific
pollutants and particle size which are presented in table S6 (supplemental material). The
group makes a convincing case for some interesting mechanisms at work; notably, the 2009
study by Madrigano et al. (2010) reports associations between 2-day BC levels and sVCAM-1
that were significantly modified by the phenotype of obesity as well as the polymorphism
GSTM1 deletion, whereas it was diabetics and individuals using statins rather than obesity
that influenced the associations with BC at 4, 8 and 12 week (Alexeeff et al., 2011).

These findings with the NAS population however, have neither been confirmed nor
refuted. Only 2 other groups investigated sICAM; Luttmann-Gibson et al. (2010) (elderly
with cardiac disease), which used only a lag of 24 hours, and Hildebrandt et al. (2009)
(chronic pulmonary disease) with a lag of 0, 1, 2, 3 and a 5-day-mean — both groups did not
find any association. These results while not refuting the NAS studies are still far from
confirming them.

Another adhesion molecule, E-selectin, falls somewhere in the middle of coagulation
and atherosclerosis. In Hildebrandt et al.’s (2009) study with individuals with COPD, E-
selectin increased in association with accumulation mode particles (or secondary particles —
formed in the atmosphere) and PMyo with a delay of one day.

Autonomic nervous system
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7 biomarkers: heart rate variability (HRV), systolic blood pressure (SBP), diastolic blood
pressure (DBP), Brachial artery diameter (BAD), endothelin-1 (ET-1), vascular endothelial
growth factor (VEGF), reactive hyperemia index (RHI)

In studies investigating the myogenic mechanism several interesting studies were able
to stratify extensively and found several differentiating mechanisms with health status, use of
acetylsalicylic acid (ASA or aspirin), gender, weight and age.

Heart rate variability was examined in 6 studies across a range of study designs and
populations. Multiple studies offer support for increases in outdoor pollution levels decreasing
SDNN for those not taking beta-blockers (de Hartog et al., 2009; Folino et al., 2009; Langrish
et al., 2009; Wu et al., 2010). Langrish et al. (2009) further suggested the contribution of the
sympathetic tone to basal HR control implied by elevated levels of low-frequency power (LF-
power). In contrast, Liu et al. (2009b) and Rich et al. (2012) found increases in heart rate that
accompanied elevations in short-term pollutant exposure. Luttmann-Gibson et al. (2010), in a
study with an elderly population found a clear link between chronic inflammation and
autonomic dysfunction — observing that individuals either diabetes or systemic inflammation
(defined by an increase in platelets, C-reactive protein and fibrinogen) had stronger negative
effects on heart rate variability to air pollution — implicating that these biomarkers are
involved in a more complex mechanism than just direct effects on these measures. As well,
brachial artery diameter (BAD) negatively correlated with BC in Liu et al.'s (2009b) elderly
population in only those not having doctor-diagnosed cardiovascular disease or not taking
diabetic medication.

Pollution-induced increases were seen in systolic blood pressure in all 6 studies (Liu et
al., 2009b; Dvonch et al., 2009; Langrish et al., 2009; Mordukhovich et al., 2009; Delfino et
al., 2010c; Rich et al., 2012) that used this measure, with evidence that effects were stronger

in younger populations (Dvonch et al., 2009; Rich et al., 2012). Diastolic blood pressure was
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found increased in only the studies with populations compromised by disease (Dvonch et al.,
2009; Mordukhovich et al., 2009; Delfino et al., 2010c) or those not taking ASA medication
(Liu et al., 2009b). The other healthy populations (Dvonch et al., 2009; Langrish et al., 2009;
Rich et al., 2012) or those taking aspirin (Liu et al., 2009b) did not find any association.

The greater susceptibility of men to particulate exposure-related adverse effects in
cardiovascular function to that of women was one of the more interesting findings by Liu et
al., (2009b) who investigated endothelin-1 (ET-1), a potent endogenous vaso-constrictor
peptide, believed to be modulated by sex hormones (male hormones raising levels and female
hormones lowering them) (Polderman et al., 1993). The study found males though not
females having a consistent positive association between blood ET-1 and fine particulate
pollutants; with vascular endothelial growth factor (VEGF), the endogenous vasodilator,
showing an inverse relationship with women but not men having a consistent positive
association with fine particulate pollutants. Similarly, in Allen et al.'s (2011) air filter
intervention study, significant changes were found in the reactive hyperemia index (RHI), a
measure of endothelial function (measuring the change of blood flow after a temporary
interruption) with slightly more pronounced effects among males, as well as younger
overweight subjects.

General system inflammation/ cytokines/ acquired immunity/cells

21 Dbiomarkers: C-reactive protein (CRP); amyloid A; long pentraxin (PTX3);
myeloperoxidase (MPO); Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF);
interferon (IFN-y), Interleukins 2,4, 6, 8, 10, 12 and 1p; tumor necrosis factor alpha (TNF-a);
tumor necrosis alpha receptor Il (TNF-RII); white blood cells (WBC); neutrophils; band
cells; lymphocytes (T and B); anti- CD3-stimulated lymphocyte proliferation; cytotoxicity of

natural killer cells
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These biomarkers have different functions representing both the innate and acquired
immune system. In respect to the studies evaluating physiological responses to short-term
exposure of air pollutants, these biomarkers are meant to depict systemic inflammation — as
participants in the early or later inflammatory process, their role, appearance or absence
remains difficult to interpret and is dependent upon the pathway and understanding of the
immunological participant. As one would expect, the overall health status, use of medication
and age are highly influential in such general measures of systemic inflammation and
homeostasis. We present this group in groups: (1) general inflammation: amyloid A, PTX3
and CRP; (2) cytokines and receptor: GM-CSF, IFN- y, interleukins, TNF- o and its receptor
TNF-RII; (3) cells: neutrophils, band cells, lymphocytes (T and B), anti- CD3-stimulated
lymphocyte proliferation, cytotoxicity of natural killer cells.

In the first group, MPO was found to increase with PM3 s in Huttunen et al. (2012), in
contrast to measures of PTX3 (indicative of the classical complement pathway) in Folino et al.
(2009) and amyloid A in O’Toole et al. (2010) and Williams et al. (2011) which all showed no
association with acute exposure.

CRP, on the other hand, had a variety of results among the 18 studies that utilized it as
a measure of systemic inflammation. Of the 8 studies that found an association between CRP
and short-term exposure — with results differing in lags and pollutant species. In stratifying
these populations by characteristics, no clear pattern was seen. Some expected tendencies
occurred: higher basal CRP values in older populations (Hertel et al., 2010; Tsai et al., 2012),
those considered more susceptible (obese, prior cardiac problems, sick) (Hertel et al., 2009;
Delfino et al., 2009; Luttmann-Gibson et al., 2010; Bind et al., 2012; Huttunen et al., 2012;
Tsai et al. 2012) and in males more so than in females (Hertel et al., 2009; Hoffmann et al.,
2009). Increases in CRP with outdoor levels of pollutants were inconsistent and unclear, with

several studies reporting results only in populations that had never smoked (Panasevich et al.,
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2009; Lee et al.,, 2011). All these tendencies had exceptions and the relationship with
pollutants and lags were far from consistent. These are summarized in table S8 (supplemental
material).

The inconsistency seen with CRP across the studies lends support to Luttmann-Gibson
et al. (2010) suggestion that the mechanism by which CRP is influenced by air pollution may
be more indirect or working within a mechanism — explaining the wide variance and
inconsistencies seen in the measure of this biomarker. Their study observed autonomic
dysfunction (i.e. heart rate variability) increase in subjects with elevated CRP with increases
in SO42 or PMys. Similar differences were noticed with heart rate, where in healthy adults
(lower CRP) heart rate increased (Liu et al., 2009b; Rich et al., 2012), in contrast to no
change in those with cardiovascular disease (Liu et al. 2009b). Also lending support to this is
Allen et al.’s (2011) intervention study with a HEPA filter that reported a 32% decrease of
CRP with filter use, however this was only slightly associated (not significant) with indoor
level of pollutants and had no association with outdoor pollution levels.

The second group of general inflammatory markers are the cytokines, whose role
continue to be elucidated in molecular and cellular biology with their participation elucidating
even further other participants, timing and processes that may be occurring. We reviewed 11
different cytokines used as biomarkers primarily for their role in the inflammatory response
mechanism.

In the 14 studies evaluating IL-6 there were inconsistent findings, similar to those seen
in CRP. Systemic decreases of IL-6 was seen in Allen et al. (2011) in their HEPA filter
intervention, however its decreases did not significantly associate with neither indoor nor
outdoor pollutants levels. This result may be reflected throughout the rest of the studies — as
an indication of an indirect mechanism. Similar inconsistent trends were seen with IL-6 as in

CRP. The three Delfino studies in patients with cardiac history had associated elevated levels
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of IL-6 (Delfino et al., 2009; Delfino et al., 2010a; Delfino et al., 2010b) with short-term
exposure whereas IL-6 concentrations below the limit of detection were reported in Folino et
al.’s (2009) and Huttunen et al. (2012) cardiac patients. Tsai et al. (2012) reported findings in
a general population — though at a closer look the strength of the association was in males (p-
valor: 0.009 males compared to 0.015 in females) and those over the age of 55 (p-valor: 0.001
over 55 compared to 0.144 in under 55) — consistent with Luttmann-Gibson et al. (2010) (a
population of 92% women) and Williams et al. (2011) (all overweight postmenopausal
women) reporting no association with IL-6. Thompson et al. (2010) as well found moderate
associations with IL-6 in their general population. A lack of association with IL-6 and short-
term exposure was also reported by Panasevich et al. (2009), Liu et al. (2009b), O’Toole et al.
(2010) and Jacobs et al. (2010b).

One cytokine and its receptor, TNF-a found an intriguing relationship in relation to
NO- in 12-24 hours in a population with 50% hypertensive adults (Panasevich et al., 2009).
Liu et al. (2009b) found no variation of this cytokine with personal air pollution regardless of
hypertensive medication use in diabetics, the receptor of this cytokine tumor necrosis alpha
receptor Il (TNF-RII), was found in Delfino et al.’s (2010b) work to alter in relation to
outdoor PAHSs. Perplexingly, upon further examination found that the use of statins with PN
(particulate number) had a descending trend on day 1, 5, and 9 and those not using statins had
an ascending trend with PMo s showing an elevated level for those not using statins, whereas
those taking statins showed no association with this receptor (Delfino et al., 2009).

Interleukin-12 (IL-12) showed pollutant sensitive reactions in ischemic heart patients
with PM2s (Huttunen et al., 2012). IL-/£ showed no association with pollutants in both
healthy (O’Toole et al., 2010), and susceptible populations (Peek et al., 2009; Huttunen et al.,
2012), with the exception of Tsai et al. (2012) — though this should be considered with caution

as 38% of the IL-1p was below the detection limit of the assay, similar to the excluded results
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of Huttunen et al. (2012) that had 56% below the detection limit. Interleukin-8, while
detected had no association with air pollution (Folino et al., 2009; Huttunen et al., 2012).

Falling below the detection limit were 5 cytokines: Granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF) (Folino et al., 2009), interferon (IFN-y) (Folino et al., 2009;
Huttunen et al., 2012), Interleukins 2, 4 and 10 (Folino et al., 2009).

In the final group, neutrophils, band cells, T and B-lymphocytes — and their
proliferation- showed clear effects to short-term pollution. Neutrophils were evaluated in 2
studies at very early points of recent exposure in Jacobs et al.’s (2010b) study with healthy
cyclists riding along a busy highway for 30 minutes and in Jacobs et al.’s (2010a) diabetics
after 2 hours of exposure. In Allen et al.’s (2011) HEPA filter intervention study, band cells
were the only outcome for which there was any evidence of an indoor levoglucosan effect
(see new biomarkers of exposure), with an 11.3% decrease in band cells per standardized
reduction in levoglucosan. Lymphocytes (T and B) were associated with carbon load and
PM2s in Jacobs et al.’s (2010a) with lymphocyte proliferation (as measured by anti-CD3-
stimulated lymphocyte proliferation) inversely associated with 3-day averages of PM2s
(Williams et al., 2011), however found no association with the cytotoxicity of natural killer
cells.

The role of white blood cells (WBC) remains vague and inconclusive ranging from no
association in Luttmann-Gibson et al. (2010) and Thompson et al. (2010) and reductions in
ischemic heart patients at lag 1-3 (Huttunen et al., 2012) and a healthy population at lag 4-6
(Rich et al., 2012) to increases in diabetics at a lag 2 hours (Jacobs et al., 2010a).

Oxidative stress

5 biomarkers: isoprostanes; oxidized LDL; malondialdehyde (MDA)/thiobarbituric reactive
substances (TBARS); 8-hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG); 8-oxo-2’-deoxyguanosine (8-

oxodG)
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Early evidence of oxidative stress within different populations and lag periods was
investigated in isoprostanes (Allen et al., 2009; Liu et al., 2009a, 2009b; Bagryantseva et al.,
2010; Raulf-Heimsoth et al., 2010; Rossner et al., 2011; Allen et al., 2011; Huang et al.,
2012b; Patel et al., 2013), oxidized LDL (Kelishadi et al., 2009), MDA/TBARS (Kelishadi et
al., 2009; Kim et al., 2009; Liu et al., 2009a, 2009b; Bae et al., 2010; Stockfelt et al., 2012),
8-OHdG (Marie et al., 2009; Wei et al., 2009; Allen et al., 2009; Lee et al., 2010b; Ren et al.,
2010, 2011; Arayasiri et al., 2010, Huang et al., 2012a, 2012b) and 8-oxodG (Svecova et al.,
2009, Bagryantseva et al., 2010; Rossner et al., 2011, Al Zabadi et al., 2011).

Those studies which investigated evidence of lipid peroxidation in the form of
MDA/TBARS, oxidized LDL and isoprostanes had the additional control of dietary lipids
within the previous 24-48 hours most often off set through the form of fasting blood samples
(Kelishadi et al., 2009; Liu et al., 2009a; Allen et al., 2009; Huang et al., 2012b). However,
there are still many considerations that must be made when evaluating these biomarkers in
regards to acute exposure. Table S10 (in supplementary material) denotes those studies along
with the results and which controlled for dietary lipids. While it is evident that no causal link
between biomarkers of oxidative stress and air pollution can be made in the acute exposure
scenario, research suggests that excessive exposure to pollutants will cause ROS, however
how medications, diet, alcohol use, and age modify and attempt to compensate for the
increased reactive species remains unclear and will most likely remain only a vague indication
of a contributory role rather than a causal one. For example, Liu et al. (2010) found MDA in
association with 1-OHP rather than measured air pollution levels and later considered it to be
confounded with co-exposure to metals and PAHs and smoking status. However Bae et al.
(2010), found that outdoor PM and 1-OHP was synergistically associated with MDA.

Several well-designed and controlled studies though offer evidence of significant

associations with air pollutants and acute changes in levels of oxidative stress and are
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summarized in table S10 (supplemental material). As can be observed, this type of research
has several advantages to being investigated in susceptible populations, such as the
implicating appearance of nitrogen species in asthmatics (Liu et al., 2009; Patel et al., 2013),
and the evident strength of cPAHs and PM in the production of ROS.

Some specific findings with medication use may offer insight into the mechanism of
action of these pollutants, such as Liu et al.’s (2009b) study that found healthy elderly
individuals had a greater interaction of PM.s and MDA/TBARS when compared to those with
cardiovascular disease or diabetes; in this same study an association with particle metrics
(PM25) and MDA/TBARS was found for non-hypertensive elderly taking ASA (acetylsalicylic
acid).

DNA Damage
8 biomarkers: % of tail DNA, aberrations %AB.C, acentric fragments (Ace), DNA repair
capacity, DNA strand breaks, micronuclei (MN), Olive Tail moment, tail length

A total of 6 different studies measured evidence of DNA damage with the use of 8
different biomarkers. The % of tail DNA was measured in 2 different studies of occupational
exposed groups matched with a control; both Al Zabadi et al.’s (2011) sewage workers and
the “traffic pollution” exposed bus drivers and garage men had statistically higher damage
than their control groups in short term exposure (24 and 48 hours, respectively) — with
Bagryantseva et al. (2010) finding that the exposure to benzene and triglycerides increased
this damage. In Arayasiri et al.’s (2010) study of traffic workers (with ambient air levels and
a lag of 8 hours) DNA repair capacity was reported to be reduced significantly in relation to
benzene exposure, along with an increase in olive tail movement with both exposure to
benzene and 1,3-butadiene — though no impact on tail length. While they found that 1,3
butadiene and benzene exposure was suggested in causing an increase in DNA strand breaks,

Huang et al.’s (2012a) study with traffic workers found no relation significant differences in
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relation to 1-OHP. In Rossnerova et al.’s (2009) study with policemen a significant
association of MN frequencies and personal exposure to c-PAHs and xylene, supporting Al
Zabadi et al.’s (2011) finding with sewage workers significantly higher percentage of
micronuclei compared with the control group. Acentric fragments were not found to be

associated with short-term exposure in Rossner et al. (2011) study with policemen.

L ong-term effects of air pollution

Beyond the initial phase of exposure, researchers have investigated the more long-term
effects of air pollution on the human body. Their investigations have important implications
in the manner in which our immune system is changing in response to chronic exposure to
pollution. Another key to air pollution research are those that are exposed to extreme levels of
exposure such as indoor cooking with biomass or occupationally exposed workers of mines.
These studies offer a bridge of the participation of the immune system in acute inflammation
to its long-term effect of the immune system of the chronically exposed: offering insight into
the mechanisms that may be underway in the process.

Unlike research in the acute inflammatory phase, which looks at the changes of our
body in relation to fluctuations to pollutants, the studies investigating the effects of long-term
exposure attempt to match and compare at least two different exposure scenarios (one heavily
polluted and a control group). The differences between these two groups would as such
represent the immunological changes within the system under chronic exposure to pollutants.
Within chronic exposure there exists different populations which represent different phases
and stages of our systems in attempting to react / resolve / adapt to a changing environment.
Extreme exposure which would represent an immune system that is in constant bombardment
of pollution daily such as those who have indoor exposure to biomass burning, i.e., use of

wood for heating or cooking. This exposure scenario would not necessarily represent
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adaptation as it is being exposed to such extreme levels that the system would be in a state of
chronic inflammation. In contrast, chronic outdoor exposure would represent the exposure of
a developing system — such as in children — whose immune system would attempt to adapt
from a chronic state of inflammation to recognizing (or not) pollutants as a non-inflammatory
agent. Occupationally — exposed individuals would not likely have been exposed at the same
levels during their youth and as such their immune system adaptation would be taking place at
a later point in their development. All of these chronically exposed groups display different
points of the immunological view, such as extreme would most likely be demonstrating high
levels of acute and systemic inflammation, it would be in an exaggerated form, chronic
outdoor inflammation would represent an immunological system in attempts to adapt to
polluted air, and occupationally exposed would represent possibly a mixture of them both
though more pollutant specific to their particular pollutant exposure.
The Extreme

Several age-matched studies were done examining this exposure scenario, mostly
using those exposed to high levels of biomass burning from cooking or heating within the
home environment. Not surprisingly, the 6 studies done in these extreme exposure conditions
found consistent results amongst themselves with elevated levels being sometimes double or
triple than that of their matched controls. Table 2 represents the immunological profile of
individuals under this exposure scenario. This profile offers clues into the different
mechanisms in our immune system that may be accompanying exposure to biomass burning.

Notably, inducible nitric oxide synthase (iNOS) and participants in its activation, p-
AKT Ser*”® and p-AKT Thr3%, which control key cellular processes like glucose metabolism,
cell cycle progression, apoptosis and cell survival and are linked to various mechanisms of
carcinogenesis (Al-Bazz et al., 2009; Al-Saad et al., 2009; Balsara et al., 2004; Chun et al.,

2003; Tsao et al., 2003; Watanabe et al., 2009) and inflammation (Beaver et al., 2009; Lee et
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al., 2010a; Mondal et al., 2010b) were found to be elevated with statistically significant
increases of phosphorylated forms of Akt protein (pAkt®*™”® and p-Akt"%) in peripheral
blood lymphocytes, airway epithelial cells, alveolar macrophages and neutrophils in sputum
of biomass cookers with Akt activation positively associated with particulate pollution even
after controlling potential confounders. This provides strong evidence of protein oxidative
stress mechanisms.

Of interest as well is cardiolipin, a component of the inner mitochondrial membrane
that serves as an insulator and stabilizes the activity of protein complexes important to the
electron transport chain. Two anticardiolipin antibodies associated with atherosclerosis and
blood clots in veins or arteries (Sherer et al., 2000, 2001) immunoglobulin G (IgG) involved
in hypersensitivity | (allergy), Il (cytotoxic, antibody dependent), Il (immune complex
disease) and V (receptor mediated autoimmune diseases) and immunoglobulin, IgM, also
involved in hypersensitivity type Il, 11l and V were both found to be elevated in extreme
exposure conditions (Dutta et al., 2011).

There was a significant increase in neutrophil band cells (Allen et al., 2011) that were
slightly more pronounced in men, obese and young — Identifying a possible greater
susceptibility in these populations.

DNA damage was consistently confirmed in studies of extreme exposure with % DNA
tail, tail length, olive tail movement (Mondal et al., 2010a, 2011) and double DNA strand
breaks (Mondal et al. 2010a). However, as well, increases were accompanied in DNA repair
proteins Mrell and Ku70 (Mondal et al. 2010a).

Occupationally exposed

Within those exposed to extreme levels of pollutants are those that are occupationally
exposed. These studies are summarized in table 2-3 and organized by type of work. The

results amongst this group are more varying as the exposure conditions and related pollutants
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are varied, as well as the degree of exposure ranging from those working underground in
mines or incinerating hospital residues to bus drivers.

Biomarkers of oxidative stress in these populations not only must consider dietary
lipid peroxidation but also those are comparable only populations of matched age and
lifestyle. Many of these studies while finding results and relationships between pollutants and
oxidative stress, must be considered with caution as lifestyle may be a difficult factor to
match. Even so, 8-oxodG was consistently elevated in the occupationally exposed
(Marczynski et al., 2009; Bagryantseva et al., 2010; Rossner et al., 2011), and while sewage
workers did not find statistically significant levels, there was a tendency (Al Zabadi et al.,
2011).

Notably two intervention studies with the use of anti-oxidants showed indirectly the
varying levels of oxidative stress from pre and post measurements demonstrating reduced
levels of protein thiols related to pollution (Possamai et al., 2010; Wilhelm Filho et al., 2010).
Another noteworthy finding was the enzyme matrix metalloproteinase-9 (MMP), conjectured
to be associated with aortic aneurysms was found in elevated levels in healthy shipyard
workers whom neither had known acute or chronic diseases in comparison to an urban control
group (Bulog et al., 2011).

DNA damage was confirmed in those occupational exposures through several different
measures including damage index (Ledn-Mejia et al., 2011), leukocyte telomere length (LTL)
(Hoxha et al., 2009), % DNA tail (Bagryantseva et al., 2010; Al Zabadi et al., 2011; Leon-
Mejia et al., 2011), tail length (Arayasiri et al., 2010; Leon-Mejia et al., 2011; Ruchirawat et
al., 2010), micronucleus (MN) (Al Zabadi et al., 2011; Leon-Mejia et al., 2011), and DNA
adducts (Peluso et al., 2010; Ruchirawat et al., 2010). Seasonal differences in damage were
investigated finding differences in the % of aberrant cells significantly affected by exposure

to B[a]P in spring than in winter (Rossner et al., 2011).
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Chronically exposed

It is the study of the chronically exposed that demonstrates the ominous effects of air
pollution on the human system. The long-term effects on the developing immune system will
attempt to adapt to a chronic level of inflammation and while in some cases this adaptation
may allow for a relief of the acute inflammatory state, it often has dire consequences in the
long term. Our review of those studies evaluating chronic exposure shows some similarities to
mechanisms in acute inflammation, at the same time demonstrating a shift in the fundamental
immune profile, as well the consequences of these shifts in the form of damage to proteins,
DNA and lipids, and the resulting diseases associated with these shifts.

We have presented the chronically exposed immune profile along with those
biomarkers that have been evaluated in the human system in table 2, where we can see several
alterations within the immune system in those chronically exposed to high levels of pollution.
Several links towards diabetes have been made through the use of fasting glucose level,
hemoglobin and HOMA-IR however with inconsistent results across age groups.
Atherosclerosis as expected as well shows several signs within the immune profile of those
chronically exposed. Notably, work by Calderén-Guarciduefias et al. (2011) has linked
neurodegenerative conformational disorders (Surguchev and Surguchov, 2010) to chronic
exposure of air pollution through the biomarkers a-synuclein and g amyloidi-s> associated
with Parkinson’s (Tong et al., 2010; Marques and Outeiro, 2012) and Alzheimer’s diseases
(Bazenet and Lovestone, 2012), respectively.

Several participants in the mechanisms have been implicated in the presence of either
increases or decreases. Of particular interest are CD163, the LPS recognition complex
lipopolysaccharide-binding protein (LBP), its main LBP counterpart CD14, in both soluble
form sCD14 and anchored by a glycosylphosphatidylinositol tail of monocytes

(mCD14+monocytes) as well as other LPS-binding proteins, heat shock protein 60 (HSP60)
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and lactoferrin (LF). As demonstrated in table 2 other increases were found in monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1), transforming growth factor beta (TGF-beta), and
macrophage-derived chemokine (MDC) (Calderén-Garciduefias et al., 2009).

Damage on DNA, lipids and proteins was consistently confirmed in studies of chronic
exposure with prostaglandin E metabolite (Calderon-Garciduefias et al., 2009), leukocytes
telemeter length (LTL) (McCracken et al., 2010), micronucleus (MN) (Pedersen et al., 2009)
and DNA adducts (Pedersen et al., 2009; Obolenskaya et al., 2010; Ayi-Fanou et al., 2011)
(table 3). Long-term neural effects were measured by brainstem auditory evoked potential
(BAEPs) demonstrating delays and longer latencies in chronically exposed children
(Calderon-Garciduefias et al., 2011).

One area of research that demonstrated another dimension of long-term effects of
chronic exposure were the studies done amongst generations, such as those conducted in
pregnant women and their newborns. While some studies such as Obolenskaya et al. (2010),
which investigated placenta from pregnant women in different exposed populations of
radiation, extreme, mild, and traffic-related air pollution along with a control group had many
variables that needed to be considered and the results remained difficult to interpret based
upon the varied results which showed no obvious pattern; other studies such as Mohorovic et
al. (2010) found elevated methylmoglobin in a well-controlled study of matched pregnant
women from the same area linked as well with a statistically significant increase in stillbirths
in the exposure group. Another study of pregnant women and umbilical cords found that the
maternal MN frequencies were related to age and significantly higher than those found in
newborns. However, within the newborn populations there was a significantly higher MN

frequency in those whose mothers were exposed to high urban traffic (Pedersen et al., 2009).
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Discussion/Comments of Biomarkers of effect

Our review of the 55 articles examining effects to short term exposure of air pollutants
uncovered a broad, multi-dimensional area of research spanning multiple bodily systems.
Unlike exposure, which focuses on chemical components and their related detection in the
human body, this area focuses on participants within our immune system and their
relationship with ambient gases and the size and composition of atmospheric particulate
matter (the suspended pieces of solid or liquid matter). The complexity of the area could not
be understated: this body of research touches upon not only the presence of biomarkers, but
several other dimensions investigating causal components of mixtures, systemic mechanisms
and environmental influences. To aptly present this data we have included table S3 to table
S10 in the supplemental material to accompany the results presented in the above text. Our
review of these papers discusses the use of 91 different biomarkers, presented in general
systems of airways, inflammation (general and neuro), ocular, early endothelial dysfunction,
coagulation, atherosclerosis, autonomic nervous system, oxidative stress and DNA damage —
and whether they were found or not. We would be amiss without mentioning and discussing
the importance of the time points (lags), which has implication in the direct and indirect
effects of air pollution and their association with the different pollutants. We suggest that the
only way to use these biomarkers and to correctly interpret this area of research — a clearer
understanding and consideration of the specific pollutants and the association between
primary and secondary pollutants is essential.

The time points (lags) and specific pollutant components (Primary/Secondary)
investigated directly influence the capacity of measuring and interpreting the biomarkers
used. We present the results of all the acute exposure studies by lag and component in table
S3 to table S10, offering a reference of the studies findings by biomarker. While the

association amongst several biomarkers has been convincingly established (i.e., CC16,
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platelet aggregation, FeNO), the timing of their appearance and its differences across different
populations offers reference points to follow and/or compare for future studies — emphasizing
their importance to consider for study design.

We found that interpretation of the results required consideration of several factors,
such as: differences in biomarker measurement (when different methods are commonly used —
fibrinogen, FeNO), sample type (i.e., blood, urine, EBC) participants’ used (i.e., healthy,
children, diabetic), personal characteristics (use of medication, smoking status, age). Based
upon the review of these recent studies, we do not recommend the use of online methodology
to measure FeNO in the field until further studies are conducted to validate the online
methodology; as we suspect that the discrepancy between the methods used to quantify FeNO
(either by online or offline methods) accounts for the division across studies in associations
with pollutant levels. Fibrinogen also presented several difficulties in its interpretation and
comparison and effectiveness in measures (Cunningham et al., 2012), suggesting the need for
greater consistency in its measurement.

Air pollution studies exploring biomarkers in susceptible populations are an area of
important interest. It reflects both the possible vulnerabilities of specific populations as well
as the likely exacerbation or contributory effects of these conditions. Clearly the population
studied is an important factor, though the interpretation of the evidence of some biomarkers
(i.e.,, SICAM, sVCAM = NAS) must be considered with caution when the only findings
reported are from the same populations of individuals; regardless of them being across 4
different studies investigating different lag times. As such, there is a need for confirmation of
biomarkers such as sSICAM and sVCAM as they are important findings - being indicative of
processes such as atherosclerosis - with other groups. In addition, studies that used and
reported extensive stratification offered important clues into gender bias (Liu et al., 2009b;

Hertel et al., 2009; Hoffmann et al., 2009; Tsai et al., 2012) and influence of medication (Liu
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et al. 2009b; Hertel et al., 2009; Folino et al., 2009; Dvonch et al., 2009; Delfino et al., 2009);
we propose stratification must play a stronger role in the studies evaluating environmental
influences to better accommaodate results that can be effectively compared with other studies.

Integrating this area of research (short-term exposure) will stupefy even the most able
puzzle enthusiasts (and immunologists). We have composed Box 2 to offer a visual
representation of several of the findings that offer clues into the complex relationships found
across different types of populations, biomarkers and pollutant components (including
primary and secondary aerosols).

Oxidative stress, in general, is indicative of an imbalance and excess of free radical
oxygen species, as such the response to air pollutants must accompany a number of factors
such as age, life style factors such as stress, smoking and diet; with the overall immune health
status of individuals playing an active role in attempting to compensate these damaging
radicals. The process of oxidative stress damaging proteins, lipids and DNA all have
particular mitigating factors that must be considered, most notably lipid peroxidation of
dietary lipids will be a confound unless otherwise controlled. Nevertheless, there is growing
evidence from studies that suggests the different components of air pollution impact
biomarkers of oxidative stress differently (Ghio et al., 2012). Many factors such as disease,
medication and not the least age, all must be considered when interpreting associations with
air pollution and oxidative stress. Associations in the acute exposure scenario may or may not
offer clues into the degree of reactive oxygen species generation by the different components,
however an increase and or associated levels of oxidative stress biomarkers may identify
those pollutants or components of pollutants that are most damaging in our system (i.e.
causing the most ROS) and those that are specific to a susceptible population indicating the

immediate influx of ROS that our body is incapable of compensating in time. On the other

85



hand, research in the area of long-term effects provides convincing evidence that many of the
adverse effects of air pollution exposure are through the oxidative stress pathway.

The review of the 48 long-term exposure scenarios provided strong evidence towards
systemic inflammation and a down regulation of several biomarkers in efforts to reduce a
chronic state of inflammation. Several disease processes are linked including cancer,
vestibular, cardiovascular and respiratory disorders.

As demonstrated in the table 2, several immune indicators were consistently elevated
across exposure scenario such as in TNF-a, SVCAM-1, sICAM-1, blood pressure, and HOMA-
IR. Several biomarkers showed inverse relationships across exposure type (i.e., IL-8 and
CC16) or in particular susceptible populations, which may represent a type of compensatory
measure in these down-regulations. In addition, several biomarkers only showed alterations in
the chronically and occupationally exposed groups such as NK cells, prostaglandin and SP-D.
Indications of oxidative stress were evident across exposure type, with consistent increases in
MDA/TBARS, protein carbonyls, and oxidized-LDL and decreases in superoxide dismutase
(SOD) and glutathione peroxidase (GPx). DNA damage was consistent as well across the
chronically, occupationally and extremely exposed groups with significantly elevated levels
of DNA strand and olive tail movement.

Studies of the long-term effects of chronic exposure showed similar complexity in
regards to time — though rather than days or hours, changes across years, age, length and type
of exposure. In chronically exposed cohorts a difference in 2-3 years of age can create doubt
when interpreting results in even the most well-designed of studies (Fan et al., 2012). In our
review of these studies, we saw evidence of a changing immune system with several
biomarkers appearing to have conclusive results one day and become inconclusive with the
next study. The best illustration of this are the studies of Calderon-Garciduefias et al. (2009

and 2011) with cohorts of MC children; in 2009, they found a strong significant decrease
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(p<0.0001) of GM-CSF, whose difference was absent in her 2011; this is one of several
biomarkers that changed between these studies, others include: IFN-Y; 7L-10, lymphocytes,
monocytes, neutrophils, WBC and HLA-DR. Whether these differences are within the same
cohort or not (appears to have at least an overlap of the population), it brings to light a bigger
question to consider: adaptation.

In a system that reacts so dynamically as to show differences from one exposure
scenario to another — it certainly lends to its ability to adapt across a year, several years and
most definitely a lifetime to reach the greatest survival strategy of the organism. This
transformative ability is the emerging conundrum within the use of biomarkers in air pollution
research: the whirlwind of tools of adaptation that the human body has at its disposal - making
research in this area ever more complicating. Research must extend beyond just the
complexity of the biomarker (effect and exposure) and consider polymorphisms - from that
now has emerged epigenetic interactions. Several study designs we reviewed have begun to
apply these considerations such as in Calderén-Guarciduefias et al. (2009) which needed to
exclude Asp299Gly TLR4 in LPS; or addressed considerations in evaluating biomarkers such
as IL-6 (Ljungman et al., 2009), fibrinogen (Jacquemin et al., 2008; Ljungman et al., 2009),
sVCAM-1 and sICAM (Wilker et al., 2011), Glutahione-S-Transferase (GST) (Obolenskaya et
al., 2010) among others.

Methodology and use of this article

Our review of biomarkers used in air pollution research covered 119 studies and 234
different biomarkers. We believe this to be the first article published of this type with such an
extensive scope in a field as vast as air pollution. The benefit of such a panoramic view offers
the ability for researchers and students in the area of air pollution utilizing biomarkers with
human subjects is to contextualize themselves within the field — and hopefully offer new

ideas, strategies and considerations in future studies. In an epic of rapid turn-around in
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publications and paradigms, it becomes ever more important to grasp the scope of recent
research findings. We believe this type of “cross-sectional review” offers the ability for
researchers from different areas of air pollution research who utilize biomarkers in human
research to create connections across the different areas and themes far better than a
“longitudinal review” which investigates a single area to greater depth.

The limitations of this review were predominantly the “key words” chosen to search.
Clearly choosing the appropriate key words are instrumental in the retrieval of appropriate
articles, however in following the guidelines of PRISM for systematic reviews, we performed
an thorough bibliographic review of the articles included in the study. This single measure of
bibliography reviews, we suspect mitigated this limitation; as seen in Box 2 we had a greater
portion of the studies reviewed originate from the reviews of the bibliographies of included
articles.

The intention of this article was not meant to be an extensive review of all biomarkers
in the field — as this would be more appropriate for a book — but is deliberately restricted to
focus on the use of biomarkers in recent air pollution research. A further restriction to our
review was placed early on in our abstract review process — with polymorphisms.

As mentioned in the discussion of biomarkers of effect, these are beginning to play a
larger role in study designs and interpretation of study findings and had originally intended to
include this dimension. The complexity of the subject matter and the scope of polymorphisms
affecting the biomarkers we presented were limited in our search criteria and time frame; thus,
we decided early on in our review that we would be unable to provide a sufficient review of
the articles to provide a balanced presentation and narrowed our review to include only the
above biomarkers. And we readily acknowledge that the discussion of biomarkers cannot be
fully done today without the inclusion of polymorphisms and the genetic components

involved in the expression of these biomarkers (Huang et al., 2011).

88



Comments of authors: Interpretation of results

Research, in general, has needed to incorporate in the interpretation of findings and
study design the dimension of the human exposome — the totality of human environmental
(i.e. non-genetic) exposures from conception onwards, complementing the genome — and this
applies to our interpretation of this review. After reading and re-reading sometimes dozens of
times these 119 studies, the importance of the human exposome in this field becomes more
evident with each study. As scientists uncover the mechanisms of how our immune system to
reacts to air pollutants, these findings enter into not one web-like process but a multitude of
web-like processes in which the organism is not only adapting to pollutants but to equally
vital processes and human factors such as stress, psychological health, diet, emergence of
intellectual versus physical labor — creating a rapidly changing biological state for the human
body, all of which have similar complexities surrounding their incorporation into our being.

While the analysis of the immune profile offers evidence for contributing to the
pathologies of various different disease such as diabetes (Hong et al., 2009), vestibular
diseases (Calderén-Guarciduefias et al., 2013), respiratory problems (Sava and Carlsten,
2012), cardiovascular desease, and thrombosis (Brook et al., 2010), it remains limited in its
ability to capture the true effect of chronic exposure. We recognize that immune system is but
one large dynamic mechanism whose primary goal is to survive within the given environment
at the given moment. The adaptation of this dynamic system to a changing composition of air
so vital for its survival has undoubtedly provoked an emergence of strategies for its
adaptation, and is evident in the emergence of new pathologies. It is not to say that these new
pathologies are in anyway worse than a system that remains in a chronic state of acute
inflammation or is awaiting the return of clean air. The persistency of these diseases and
whether these new pathologies represent a prolonged or more successful survival for us is

beyond perhaps our full understanding at this time.
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The role of biomarkers in research is but clues to the pathways in which our system is
attempting to adapt and should thus be considered like individual letters of an alphabet that
we have not fully deciphered in a sentence, which has a meaning that we do not yet

understand other than its objective to be written is for us to survive.
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Figures and tables

Box 1. Factors that should be considered in the measuring of the biomarker

BOX 1
Factors that were considered:
e Experimental design
e Sample size and/or number of samples
e Method of measuring/verifying smoking status
e Significant differences within control and experimental groups
e Biological properties of the biomarker studied
o Whether the effects (+ or -) were captured and to what degree

Considering the contribution of confounding:
e If confound was controlled would the results most likely be contrary,
strengthened, weakened or unknown
e The percentage of the experiment is modified by the confounding factor (ex.
What percent of the population lied about their smoking status?)
o What was the study able to clearly show
e What is the implication of the confound on the mechanism of air pollution

Box 2. A visual representation of several of the findings.

Some notable findings:
From Delfino et al. (2010b): Evidence suggest that primary and secondary organic aerosols are relatively
independent of each other, with ozone showing null to negative correlations with most exposures except
secondary organic carbons, with which it has a weak positive correlation with.
Delfino et al.'s (2009) study with 60 elderly found 7 who had no notable differences with air pollutants — all
of which appeared to be healthier, only 1 of which had a history of myocardial infarction and none of which
had ever taken antiplatelet medication. All were positive for polymorphism GPx-1 and CuZn-SOD.
FeNO demonstrated an inverse relationship with O3 during lag 1-3, a longer lag time with SO2 (Huang et al.
2012b) independent of dose (Raulf-Heimsoth et al., 2010), and responding principally to SOA rather than
POA (Delfino et al., 2010b)
Curiously, the one study that investigated pregnant women found that CRP was most directly and
independently related to the gestational week of the pregnancy beyond even that of actively smoking or
pollutant exposure (Lee et al., 2011).
In Hildebrandt et al.’s (2009) study with chronic pulmonary disease there was a consistent decrease of VWF
with pollution, however in Rich’s Olympic intervention study of healthy adults an increase was found with
03 at lag 0-4.
In a study by Luttmann-Gibson et al. (2010) examining elderly found a link between chronic inflammation
and autonomic dysfunction and observed that individuals either diabetic or with systemic inflammation
(defined by an increase in platelets, C-reactive protein and fibrinogen) had stronger negative effects on
heart rate variability to air pollution.
Pedersen et al. ‘s (2009) study of pregnant women and umbilical cords found that the maternal MN
frequencies were related to age and significantly higher than those found in newborns and not related to
exposure to air pollution. Though interestingly, within the newborn population there was a significantly
higher MN frequency in those whose mothers were exposed to high urban traffic.
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Figure 1: Flow diagram of the systematic review.
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Figure 3: Representation of Rosella et al.”s (2009) study.
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Table 1: Biomarkers of Exposure: Validation Summary

i Biomarkers Environmental Measurement Exposure Scenarios
D S Yes Yes 0
I | U-NAP Fustinoni et al., 2010 Sobus et al., 2009
I v 1-OHNAP Lietal., 2010 Nethery et al. 2012 Fan et al., 2012
Riojas-Rodriguez et al., 2011
I v 2-OHNAP Nethery et al., 2012 Lietal., 2010 Riojas-Rodriguez et al., 2011
i Fan et al., 2012
I v* | 2-OHFLE Nethery et al., 2012 Riojas-Rodriguez et al., 2011
Lietal., 2010
I v* | 3-OHFLE Nethery et al., 2012 Riojas-Rodriguez et al., 2011
Lietal., 2010
I ' v* |} 9-OHFLE Nethery et al., 2012
] Lietal., 2010
I U-PHE Sobus et al., 2009
I v 1-OHPHE Nethery et al. 2012 Lietal., 2010 Riojas-Rodriguez et al., 2011
I v 2-OHPHE Nethery et al. 2012 Lietal., 2010 Riojas-Rodriguez al., 2011
Fan et al., 2012
I 1+ v" J3-OHPHE Nethery et al. 2012 Li et al., 2010
I v 4-OHPHE Nethery et al. 2012 Riojas-Rodriguez et al., 2011
Fan et al., 2012
| LoV 9-OHPHE Riojas-Rodriguez et al., 2011 Fan et al., 2012
v | YOHPHE Marczynski et al., 2009 Marczynski et al., 2009
! Fan et al., 2012
4 UC-l § 1-OHPYR Freire et al., 2009 Leroyer et al., 2010 Marczynski et al., 2009 Freire et al., 2009
Marczynski et al., 2009 Lietal., 2010 Liu et al., 2010
i Nethery et al. 2012 Marie et al., 2009
] Martinez-Salinas et al., 2010
H Polanska et al., 2011
i Petchpoung et al., 2011
Ayi-Fanou et al., 2011
Fan et al., 2012
Pruneda-Alvarez et al., 2012
v v* 1 1-OHPG Huang et al., 2012a Lai et al., 2012
I v* | OH-PAH Riojas-Rodriguez et al., 2011
v B-U Fustinoni et al., 2010 Protano et al., 2010
Campo et al., 2011 Lovreglio et al., 2010
Lovreglio et al., 2011

116




v |IBB Arayasiri et al., 2010
v Ethylbenzene Fustinoni et al., 2010
i UC | SBMA Lovreglio et al., 2010 Lovreglio et al., 2010
PV SPMA Lovreglio et al., 2010 Lovreglio et al., 2011 Protano et al., 2010 Arayasiri et al., 2010
i Lovreglio et al., 2010
4 v t,t-MA Lovreglio et al., 2010 Lovreglio et al., 2011 Protano et al., 2010 Arayasiri et al., 2010
Lovreglio et al., 2010
Pruneda-Alvarez et al., 2012
v Phenol Ayi-Fanou et al., 2011 Lovreglio et al., 2010
| Toluene Fustinoni et al., 2010 Lovreglio et al., 2010
Lovreglio et al., 2010
ucC HA Jiménez-Garza et al., 2012 Shih et al., 2011 Lovreglio et al., 2010
Pruneda-Alvarez et al., 2012 Jiménez-Garza et al., 2012
i MHBMA Arayasiri et al., 2010
PV m + p-xylene Fustinoni et al., 2010
v o-xylene Fustinoni et al., 2010
P MTBE Fustinoni et al., 2010
Campo et al., 2011
v Carbon load Jacobs et al., 2010a Jacobs et al., 2010a
Jacobs et al., 2011
Kalappanavar et al., 2012
ucC Exhaled CO Thompson et al., 2011
v* ] 1,3-butadiene Arayasiri et al., 2010
uc HAD Gaines et al., 2010
v* | ECOD Obolenskaya et al., 2010

D - Diet; S — S moking. v" only in smoking; v only in non-smoking; | — Independent; UC — Unclear. Biomarkers that were not included due to levels below the limit of detection: Leroyer et al. (2010)
and Fan et al. (2012): 3-OHBaP; Nethery et al. (2012): 1-OHBaA, 3-9-OHBaA, 1-OHBcP, 2-OHBcP, 3-OHBcP, 1-OHCHR, 2-OHCHR, 3-OHCHR, 4-OHCHR, 6-OHCHR; Fustinoni et al. (2010):
ETBE; Campo et al. (2011): ETBE, TAME. Studies that used the biomarkers as surrogate for exposure though not validated: Bae et al. (2010): 2-OHNAP, 1-OHP; Hong et al. (2009): 2-OHNAP, 1-OHP,
HA, MHA, MBP, MEHP, MEHHP, MEOHP, MnOP; Hemat et al. (2012): XOHPHE, 1, 2, 3, 4, 9-OHPHE, 1-OHP; Suzuki et al. (2012): 1-OHP, MMP, MEP, MBP, MBzP, MEHP, MEHHP, MEOHP,
MINP, MnOP; Hoet et al. (2009): SPMA, t,t-MA, phenol and toluene. Abbreviations: Naphthalene (U-NAP); 1-hydroxynaphthalene (1-OHNAP); 2-hydroxynaphthalene (2-OHNAP); 2-hydroxyfluorene
(2-OHFLE); 3-hydroxyfluorene (3-OHFLE); 9-hydroxyfluorene (9-OHFLE); phenanthrene (U-PHE); 1-hydroxyphenanthrene (1-OHPHE); 2-hydroxyphenanthrene (2-OHPHE); 3-hydroxyphenanthrene
(3-OHPHE); 4-hydroxyphenanthrene  (4-OHPHE); 9-hydroxyphenanthrene (9-OHPHE); 1-hidroxybenze[a]anthracene (1-OHBaA); 3-9-hidroxybenze[a]anthracene (3-9-OHBaA); 1-
hidroxybenzo[c]phenanthrene (1-OHBCcP); 2-hidroxybenzo[c]phenanthrene (2-OHBCcP); 3-hidroxybenzo[c]phenanthrene (3-OHBcP); 1-hydroxypyrene (1-OHPYR); 1-hydroxypyrene-glucoronide (1-
OHPG); 1-hidroxychrysene (1-OHCHR); 2-hidroxychrysene (2-OHCHR); 3-hidroxychrysene (3-OHCHR); 4-hidroxychrysene (4-OHCHR); 6-hydroxychrysene (6-OHCHR); Benzo[a]pyrene (BaP);
monohydroxylated PAH metabolites (OHPAH); ZOHPHE (1-OHP and 1-, 2+9-, 3-, 4-hydroxyphenanthrenes; benzene urinary (B-U); benzene blood (B-B); S-benzylmercapturic acid (SBMA); S-
phenylmercapturic acid (SPMA); t,t-muconic acid (t,t-MA); hippuric acid (HA); methyl hippuric acid (MHA); monohydroxy-butenyl mercapturic acid (MHBMA), mono methyl phthalate (MMP), mono
ethyl phthalate (MEP), mono-butyl phthalate (MBP), mono benzyl phthalate (MBzP), mono-2-ethylhexyl phthalate (MEHP), mono(2-ethyl-5-hydroxyhexyl) phalate (MEHHP), mono(2-ethyl-5-oxohexyl)
phalate (MEOHP), mono-iso-nonyl phthalate (MINP), mono-n-octyl phthalate (MnOP), methyl tert-butyl ether (MTBE), ethyl tert-butyl ether (ETBE), tert-amyl methyl ether (TAME), bisphenol (BPA),
1,6-hexamethylene diamine (HDA), 7-ethoxycoumarin O-deethylase (ECOD).
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Table 2: Long-term exposure: Results of Immune Profile

A= ACUTE (summary); CH= children; HEALTHY= healthy adults; C= cardiovascular; D= diabetics; O= overweight; 1= industry; M= mining; P= plastic waste; Y= shipyard;
T= traffic

Biomarker A

Chronic

Occupational

Extreme

HEALTHY

o]

M

P

Y

T

Immune profile

4G8 and B amyloid 1-16
Albumin 4]
Amyloid A 4]
Amyloid B 1-24 (6E10)
Anti-CD3-stimulated lymphocytes
BAEP's

Band cells

Blood Pressure p
CC16 i
CD14/CD69
CD163

CD3
CD3-/CD19+
CD4

CD4/CD8
CD4/CD69
CD11b

CD16

CD18

CD35

CD56+
CD56+/CD3-NK
CD8

Cholesterol 4]
Corticosterone
CRP )
EBV-EA
EBV-VCA
Eosinophils
Fasting glucose )
Fe Saturation
FeNO +

Fibrinogen A

+

+toQ +Q

Q

tee

[SEORN

[SEORN

Q +

+ + + +
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GFAP

Globulin
GM-CSF
Haemoglobin
HDL
Hematocrito
HLA-DR
HOMA-IR
HSP60

HSV-1

IbA-1

IFN-y

IgE

19G

IgM

iNOS

IL-1B

IL-6

IL-8

IL-10

IL-12

IL-17
Lactoferrin
LBP

LDL — cholesterol
Lymphocytes
mCD14+monocytes
MCP-1
Methemoglobin
MDC

MMP
Monocytes
Myeloperoxidase
Neutrophilis

(e7]

Q

[SEROERO I

+

+ Q!

Q

+ Q!

Q +

Q8 Q!

119



NK cells
Nitrate + nitrite
PAI-1
PGE2
Platelets
sCD14
Serum lron
sICAM-1
SPD
sP-selectin
sVCAM-1
TGF B
TIBC
TNF-RII
TNF-a

Total Protein
Triglycerides
TSH
VWF
RBC
WBC
a-Synuclein
PNF
SNF
RHI

+ + 9 +

Q +

Q
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AdNLS

C-reactive protein; EBV-

positive in susceptible population; BAEP's: Brainstem auditory evoked potential; CRP

inconclusive results; 6 =

positive in health populations; A
EA: Early antigen; EBV-VCA: Epstein-Barr virus capsid antigen; GFAP: Glial fibrillary acidic protein; HSV-1: Herpes simples virus-1; Iba-1: lonized calcium binding adaptor

p

Macrophage-derived chemokine; MMP: matrix metalloproteinase; PAI-1: plasminogen activator inhibitor; PGE2

molecule 1; LBP: Lipopolysaccharide-binding protein; MDC

white blood

Prostaglandin E2; sP-Selectinl: platelet aggregation + platelet count + soluble platelet selectin; vWF = von Willebrand factor; RBC = red blood cells; WBC

cells; PNF

Reactive Hyperemia Index

peripheral nerve function; SNF = sympathetic nerve function; RHI
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Table 3: Long-term exposure: Results of Oxidative Stress and DNA Damage

A= ACUTE (summary); CH= children; HEALTHY= healthy adults; C= cardiovascular; D= diabetics; F= foundry; 1= industry; P= plastic waste; S= sewage

Biomarker

Chronic

Occupational

Extreme

: HEALTHY :C:D|F: . MINING cP:S: TRAFFIC |

Oxidative stress
8-OHdG : = ]+ : R A E
8-ox0dG : : o : : i O +
8-OHG : ;o : : 2 o
Malondialdehyde T+ :or : : s : o
Oxidized LDL : R : S +
Isoprostane + + @
Catalase : : : : + + i+ 1+ =
Gpx . s . S+ N
GR : 2 : ) g + @ i
GST D s . s+ N R -
GSSG : ;o : - + 2 o
Total gluthatione : P : ;- + s 1o
ACL : 2o : : = @
MDA + TBARS : A B S+ S - @
Protein carbonyls : o : : + - :oo +
Protein thiols + 4+
GSH : = : - SR
ROS : ;o : : = ol -+
SOD : : : . + + i+ i+ 1@ = = = =
TAS : O : : = - -
Vitamin A : 2 : : 2 o
Vitamin C
Vitamin E : 2 : : - 2 o
ACW : O : : = -
AT : O : - + - - =
p-AKT Sera73 : ;o : : = ol +
p-AKT Thr308 : O : : = +

DNA damage
LTL : - ] : N -]
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leukocyte telomere length; NDF

+ positive association with air pollution measurements or exposure scenarios; - negative association with air pollution measurements or exposure scenarios; & without relation
with air pollution. X: inconclusive results and susceptible population; Gpx: glutathione peroxidase; GR: glutathione reductase; GST: glutathione-S-transferase; GSSG: oxidized

glutathione; ACL: Lipid-soluble substances (ACL); MDA / TBARS: Malondialdehyde/Thiobarbituric reactive substances; GSH: reduced glutathione; ROS: Reactive oxidative

stress (ROS); SOD: superoxide dismutase; TAS: Total antioxidant capacity; ACW: water-soluble substances (ACW), AT: a-tocoferol; LTL:

nuclear diffusion factor
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Table S1. Summary of studies.

. AcuteExposure

Children

. Repeated measures intervention study during the 2008 Beijing Olympics air pollution control measures of 36
healthy individuals with a total of 1,581 samples (Lin et al., 2011)

. Retrospective analysis of the cross-sectional French Six City studies (the French contribution to the ISAAC
[International Study of Asthma and Allergic study]) evaluated 149 children from 18 different schools
(Flamant-Hulin et al., 2010)

. Cross-sectional follow up study of 894 children between the ages of 6-10 in two different districts in Czech
Republic from a 1994-1998 cohort measured biomarkers and related air pollution levels (Svecova et al.,
2009)

. Repeated measures of 120 school children in 2 Korean cities and 2 Chinese cities for 5 consecutive days (Bae
etal., 2010)

. Repeated measures study of 182 asthmatic children between the ages of 9-14 (between 616-691 samples
depending on the biomarker) in Canada (Liu et al., 2009a)

Pregnant women

. Cross-sectional study of 1,696 women from the "Prenatal Exposures and Preeclampsia Prevention Study"
from baseline (pregnant for less than 16 weeks) to postpartum (Lee et al., 2011)

Adolescents

. Repeated measures of exhaled breath condensate of 18 asthmatic / 18 non-asthmatic from 2 different school
in New York, USA and related ambient air quality for a total of 217 samples (Patel et al., 2012)

. Cross-sectional multistage-random cluster sampling: 125 healthy 10-18 year old children between 2008-2009
in Isfahan, Iran (Poursafa et al., 2011)

. Cross-sectional population based study of 374 adolescents aged 10-18 evaluated lifestyle (food, exercise) and
environmental factors (pollution) with different biomarkers in Iran (Kelishadi et al., 2009)

Adult

. Retrospective analysis of repeated measures data of 45 non-smoking subjects (asthmatics/non-asthmatics)
with 160-163 samples in Canada (Thompson et al., 2010)

. Retrospective analysis of 3 different cross-sectional studies of "Health Survey for England™ on annual blood
measurements with postal code modeling of pollution; a total of 20,000 individuals (Forbes et al., 2009)

. Repeated measures of 125 healthy adults in 3 different phases (before, during, and after) the Beijing
Olympics in 2008 (Rich etal., 2012)

. Repeated measures of 16 healthy adults from Utah, USA in 4 periods of high, I moderate, and 2 low
pollution, the accompanying murine study was not included in our review (O’Toole et al., 2010)

. Repeated measures of acute changes in 59 chronically exposed traffic policemen during 2 different seasons -
spring and winter, in Prague (Rossner et al., 2011)

. Repeated measures study of 38 volunteers (with a total of 2 scenarios) who cycled for 20 minutes near a
major bypass road and in a laboratory setting with filtered air in Belgium (Jacobs et al., 2010)

. Repeated measures cross-over design that was blinded, 16 healthy volunteers in a chamber study exposed to 4
different scenarios and took non-invasive methods of evaluating exposure in Germany (Raulf-Heimsoth et al.,
2010)

. Repeated measures of 40 healthy individuals and 13 blood samples each and air pollutant measurements in
the Netherlands (Rudez et al., 2009)

. Repeated measures of 25 healthy people divided into 2 groups, both randomly exposed to 3 scenarios of
pollution (2 outdoor air in industrial setting, 1 indoor air in urban setting) with 4 samples from each exposure
in France (Leroyer et al., 2010)

. Repeated measures of 919 healthy adults in 3 Detroit city community studies evaluated changes in blood
pressure (may/2002 and april/2003) (Dvonch et al., 2009)

. Cross-sectional study of 108 healthy subjects working and living in Milan of general exposure (Fustinoni et
al., 2010)

. Repeated measures of 125 healthy young adults during the 2008 Beijing Olympics - quasi experimental
design (samples = 744) (Huang et al., 2012)
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Retrospective analysis of baseline data from the ColLaus study with 6,183 adults from Switzerland and
calculated the pollution on the day of visit (Tsai et al., 2012)

Repeated measures chamber study evaluating start and end burn phase in 16 healthy adults in 3 different
conditions in Sweden (Stockfelt et al., 2012)

Panel study of 55 volunteers in Brazil on effect of air pollution on the ocular surface (Novaes et al., 2010)
Double blind, crossover experiment of 10 adults who were subjected for two hours to either filtered air or
diesel exhaust in Washington State, USA (Allen et al., 2009)

Double blind, crossover experiment with 23 healthy adults and 32 individuals with mild or moderate asthma
exposed to both air and diesel exhaust for 2 h (Behndig et al., 2011).

Panel study of 39 patients with a diagnosis of myocardial infarction in Padua, Italy (Folino et al., 2009)
Prospective cardiovascular cohort study that started in 2000 and includes 4,814 randomly selected
participants from three large adjacent German (Hertel et al., 2010)

Prospective panel study of 38 male patients with chronic pulmonary disease in Erfurt, Germany (Hildebrandt
et al., 2009)

Open-label cross-over randomized controlled trial of 15 healthy volunteers who walked on a city center route
in Beijing in the presence and absence of a highly efficient facemask (Langrish et al., 2009)

Occupational

Cross-sectional study of 34 sewage workers and 30 office workers in Paris (Al Zabadi et al., 2011)

Repeated measures of 33 spray-painters in automobile repair shops in North Carolina and Washington State,
USA during 3 different shifts (Gaines et al., 2010)

Repeated measures study of 130 urban policemen in Italy for a total of 171 work shifts (Campo et al., 2011)
Cross-sectional study 110 petro-chemical workers studying biomarkers and genetic polymorphisms effects on
their excretion in Europe (Hoet et al., 2009)

Cross-sectional study of 91 traffic conductors and 53 indoor office workers as a reference group in Taiwan
(Huang et al., 2012)

Repeated measures of 11 vehicle inspection worker and 32 office workers over 5 days in Taiwan (Lee et al.,
2010)

Cross-sectional study of 2 different type of tannery workers (24) with a matched control (24) in Mexico
(Jiménez-Garza et al., 2012)

Panel study of 44 young, nonsmoking taxi drivers who were recruited from several taxi companies in Beijing
(Wu et al., 2010)

Repeated measures of 2 security guards. Pre- and post-work shift spot urines were collected on each of the
29 days of measurement (Wei et al., 2009)

Children and adults

Cross-sectional study of the effects of extreme exposure of wood-fired Temazcal (Steam Baths) in 288
Guatemalan rural villagers (Thompson et al., 2011)

Elderly

Retrospective analysis of a repeated measures of 25 non-smoking senior adults from Ohio,USA who were
seen weekly for 2.5 months in summer and autumn in 2000; a total of 1,545 measurements (Luttmann-
Gibson et al., 2010)

8 retrospective analysis from the longitudinal cohort study of the Normative Aging Study with repeated
measures; from 1990-2008 (N=809 with 1,819 samples) (Madrigano et al., 2010), (N=642; samples not
given) (Alexeeff et al., 2011), from 1999-2007 (N=791 with 1,568 clinical examinations) (Mordukhovich et
al., 2009), from 1998-2008 (N=784 with 1,652 samples) (Wilker et al., 2011), from 2000-2008 (N=704)
(Bind et al., 2012), from Jan 1999-Dec2006 (N=165 with 274 samples) (MacCracken et al., 2010), and from
Jan 2006-Dec 2008 (N=320) (Ren et al., 2011; 2010)

Repeated measures of 52 elderly individuals with ischemic heart disease were followed for 6 months with
biweekly visits in Finland (Huttunen et al., 2012)

Repeated measures study of 121 elderly subjects with coronary heart disease from the ULTRA study that
evaluated source category specific PM2.5 in 3 cities Helsinki, Finland, Amsterdam, The Netherlands and
Erfurt, Germany; a total of 1251 measurements (Jacquemin et al., 2009)

Repeated measures for 28 non-smoking Canadian seniors, relating levels of air pollution with cardiovascular
effects and related biomarkers as cause or effect, stratified results by medication use; total of 65 samples (Liu
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et al., 2009)

4 longitudinal repeated measures studies with 60 subjects with history or coronary artery disease in Los
Angeles, USA; with 578 samples (Delfino et al., 2010b)(Delfino et al., 2009), 567 EBC and 578 blood
samples (Delfino et al., 2010a) and 6,539 measurements of blood pressure (Delfino et al., 2010c)

» Repeated measures of 37 and 47 elderly individuals with coronary heart disease were followed for 8 months
in Amsterdam and 6 month in Erfurt and Helsinki (Hartog et al., 2009)

Children and Elderly

. Repeated measures with 51 6-year old children and 78 elderly in a preschool setting with 3 measures each in
Korea (Kim et al., 2009

Chronic Exposure

Children

. Cross-sectional study with questionnaire about past year renovation done in the home of 250 children from
the 6-year old cohort "Lifestyle Immune system allergy study (LISA)" in Germany (Herberth et al., 2009)

« Cross-sectional study of 34 urban Mexico city children and 17 control group; in addition, autopsies of 9 child
brainstems from both polluted and non-polluted areas (N=5/4) (Calderon-Garciduefias et., 2011)

. Cross-sectional study of 39 group of schoolchildren attending a school nearby heavy traffic and 35 control
children attending a school on the campus of a university in China (Fan et al., 2012)

« Cross-sectional study of 174 4-year old children Spanish were tested from a highly populated urban dense
trafficked area and a rural low-density traffic area (Freire et al., 2009)

. 76 children from Mexico city and 93 control children (N=76/93) (Calderén-Garciduefias et al., 2009)

. Cross-sectional study of a group of 243 Italian children living in either rural or urban areas (Protano et al.,
2010)

. Cross-sectional study with 300 puff-riced industrial pollution exposed children and 300 from a green zone as
control group in India (Kalappanavar et al., 2012)

. A cross sectional study of 258 children between the ages of 3-13 in different environments where exposure to
PAH's was investigated through 1-OHP in 4 different scenarios: living next to high traffic, near a sanitary
landfill, brick kiln communities and areas with high biomass combustion (Martinez-Salinas et al., 2010)

Adolescents

. Cross-sectional study with 744 wood fuel using teens and age-matched control group in Belgium (Van Miert
etal., 2012)

Pregnant women

. Cross-sectional study of 143 placentas from mothers living in radioactivity-contaminated and chemically
polluted areas of Ukraine and Belarus and in an area of East Poland considered unpolluted (Obolenskaya et
al., 2010)

. Cross-sectional analysis of 260 Croatian pregnant women and their placentas, with group exposed to
industrial pollution from nearby coal-powered plant and other group when the plant was closed for repairs
(Mohorovic et al., 2010)

. Cross-sectional analysis of blood from 75 pregnant women and their newborns umbilical cords (N=69) in
relation to maternal traffic exposure and DNA damage in both mother and child in Copenhagen, Denmark
(Pederson et al., 2009)

. Cross-sectional study of 19 pregnant women investigated as either in low or high pollution exposure in
Canada (Nethery et al., 2012)

. A repeated measures cohort study across 8 regions in Poland investigated 449 pregnant women in each of the
three trimesters evaluating exposure to PAHSs through 1-OHP and found significantly higher exposure in the
summer collections, in smokers and those living in large urban cities (Polanska et al., 2011)

. A cross sectional study of 149 pregnant Japanese women were evaluated through a urine analysis between the
9-40th week of gestation for phthalate esters and 1-OHP and correlations with birth outcomes (Suzuki et al.,
2010)

Adults

. Cross-sectional study of 2,604 from the Texas City Stress and Health Study into physiological and
psychological stressors in USA (Peek et al., 2009)

. Cross-sectional study of 109 outpatient diabetic with traffic calculated exposure levels in Belgium (Jacobs et
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al., 2011)

Cross-sectional analysis of the 379 older Puerto Ricans provisionally diagnosed diabetic of a longitudinal
cohort study on stress, nutrition, aging and chronic health conditions and relationship with residential traffic
exposure in Boston area, USA (Rioux et al., 2011)

Cross-sectional study of 137 males from the general population who were not occupationally exposed to
benzene used passive samplers to measure environmental exposure to benzene in Italy (Lovreglio et al.,
2011)

Cross-sectional study of 960 urban residents in Korea (Hong et al., 2009)

A repeated measures study with 8 American individuals monitored continually for 8 days with personal air
samplers and daily urine samples, and consideration of diet evaluated 28 PAHs and u-OH-PAHS from 4
parent (Li et al., 2010)

Case-control study with a family study of asthma cases conducted in five French cities (N=949) (Rava et al.,
2012).

Occupational

Cross-sectional study of 100 Thai bus drivers and 100 control group (Petchpoung et al., 2011)

Cross-sectional study of 100 coal open-cast mining workers and 100 control subjects in Colombia (Léon-
Mejia et al., 2011)

Cross-sectional study of 6 different groups of workers exposed to coal mining extraction and incineration of
hospital residues with a control group (20 of each group for a total of 120 participants) in Brazil (Wilhelm
Filho et al., 2010)

Cross-sectional study of 47 female highway toll station workers and 27 female classroom trainers as a
reference in Taiwan (Lai et al., 2012)

Cross-sectional study of 171 male industry workers (refractory, coke-oven, graffite electrode, and converter
workers) from Germany, 48 construction workers as a control (Marczynski et al., 2009)

Cross-sectional study of 2 type of foundry workers (N=41), of which plant A used induction furnace for
melting metal, plant B used a cupola and 27 workers of town hall in Taiwan (Liu et al., 2010)

Two cross-sectional study of electric power plant workers (directly and indirectly exposed), residents of
nearby region and control group in south Brazil (N=60) (Possamai et al., 2009), (N=80) (Possamai et al.,
2010)

Cross-sectional study of shipyard workers, urban and rural residents of Croatia (N=not given) (Bulog et al.,
2011)

Cross-sectional study of 73 Thai industrial workers, nearby residents and control group (Peluso et al., 2010)
Cross-sectional study of 94 apparently healthy volunteers living and working in Benin including taxi drivers,
roadside residents, street vendors, gasoline attendants and village and sub-urban residents as controls (Ayi-
Fanou et al., 2011)

Cross-sectional study of 120 long-distance bus drivers (men) and 58 office worker in Taiwan (Han et al.,
2010)

Cross-sectional study of 50 bus drivers, 20 garage men and 50 administrative workers as control in Prague
(Bagryantseva et al., 2010)

Cross-sectional study of 81 waste plastic recycling workers and 160 farmers as a control group in China
(Wang et al., 2011)

Cross-sectional study with 77 traffic officers and 57 office workers as a control group in Italy (Hoxha et al.,
2009)

A cross sectional study with 41 workers occupational exposed to benzene and toluene (fuel tanker drivers,
fuel station attendants), along with 31 matched control subjects were tested for urinary biomarkers of toluene
and benzene (Lovreglio et al., 2010)

A cross sectional study of 55 male Polish coke oven workers tested urinary levels of 13 urinary PAH's and 12
OHPAH (Rosella et al., 2009)

A repeated measures study in a factory with toluene exposure with 2 groups - 1 intermittently exposed for 2-3
hours per day and another group continuously exposed during the work week (N=34) (Shih et al., 2011)
Cross-sectional study of 3 different groups of workers exposed to coal mining extraction with a control group
(20 of each group for a total of 80 participants) in Brazil (Avila et al., 2009)

Cross-sectional study of 56 city policemen working in the center of the city Prague, the capital of the Czech
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Republic (Rossnerova et al., 2009)

« Cross-sectional study with two scenarios of benzene exposure: (1) work —related exposures primarily to
benzene (with subjects of petrochemical laboratory and gasoline attendants; (2) traffic related exposure and
incense smoke (Ruchirawat et al., 2010)

Elderly and adult

. Secondary data analysis of 1,023 subjects 54 years or older from the "Social environment and biomarkers of
aging study" (SEBAS) in Taiwan from 1989 and 2000 (Chuang et al., 2011

Acute and Chronic Exposure

Adult

. Cross-sectional study where air pollution was measured at the hospital entrance for 137 diabetics who entered
the hospital and related to the physical/blood exam given 2 hours later in Belgium (Jacobs et al., 2010a)

. Cross-sectional study of 24 traffic police officers and 24 police office workers in Thailand (Arayasiri et al.,
2010)

Occupational

. A cross sectional study with 68 male workers in a silicone production plant evaluated a correlation between
exposure as measured by 1-OHP and oxidative stresssDNA damage markers (Marie et al., 2009)

. A cross sectional study evaluating 39 workers with low exposure, 26 workers with medium exposure and 28
workers with high degrees of exposure in an industrial setting in northern China (Sobus et al., 2009).

Elderly and adult

. Retrospective analysis of the German Heinz Nixdorf Recall Study — a cardiovascular cohort study of 4,814 in
2000 — analyzed baseline concentration of inflammatory markers in relation to distances between residences
(Hoffmann et al., 2009)

. Retrospective analysis of the Stockholm Heart Epidemiology Program (SHEEP) of 1,536 first time
myocardial infarction cases aged 45-70 years old with retrospectively spatial modeling long term exposure at
residence 1,5,30 years (Panasevich et al., 2009)

. Repeated measures of 115 overweight post-menopausal in greater Seattle area, USA for 3, 30 and 60 day
average PM,s measured 3 times in 1 year (Williams et al., 2011)

Children

. Cross-sectional study of 14 grade school children in Montana, USA who resided in an area of moderately
elevated levels of wood smoke due to wintertime woodstove use, accompanied by a non-evaluated murine
model (Migliaccio et al., 2009)

Children and adult

. Cross-sectional study of a rural group that had extreme exposure due to biomass use for energy and cooking
and urban residents that used gas stoves in Afghanistan; total of 13 children and 42 adults (Hemat et al.,
2012)

Adult

« Intervention study with air filter in 31 wood smoke burning homes in Canada (Allen et al., 2011)

. Cross-sectional study of premenopausal women who cooked exclusively with biomass and age-matched
women who cooked with clean gas stoves in India (N=268/128) (Banerjee et al., 2012)

. Cross-sectional study of 96 healthy women in Mexico who either used fire wood combustion indoor for
cooking and heating, used fire wood combustion outdoor, or who used liquid petroleum gas (Pruneda-
Alvarez et al., 2012)

. 4 cross-sectional studies of women who cook with biomass burning and age-matched control women in
India who use liquid petroleum gas to cook; (N=132/85) (Mondal et al., 2010a), (N=87/85) (Mondal et al.,
2010b), (N=244/236) (Dutta et al., 2011) and (N=85/76) (Mondal et al., 2011)

. Randomized controlled trial in 63 women using biomass burning for cooking fuel, pre and post intervention
with an improved biomass stove in rural Mexico (Riojas-Rodriguez et al., 2011)
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Table S2: Representation of 16 articles which utilized biomarkers of exposure as surrogate.

Representation of 16 articles which utilized Biomarkers of Exposure as Surrogates

P_M_ P_M_
Polycyclic Aromatic Hydrocarbons Volatile Organic Compounds
Naphthalene Benzene
v | 2-hydroxynaphthalene (2-OHNAP) v v | B-B/t,t-MA/SPMA
Pos: 8-OHdG, MDA (Hong et al., 2009)
v | Phenol
Fluorene Pos: DNA adducts ( Ayi-Fanou et al., 2011)
Vv | 2-hydroxyfluorene (2-OHFLE} Toluene
v | Hippuric acid
Phenanthrene Pos: MDA, 8-OHdG (Hong et al., 2009); Platelets (Shih et al., 2011)
v i 1,2,3,4,9-hydroxyphenanthrene (1-4,9-OHPHE)
v | Methyl hippuric acid (MHA)
Pyrene Pos: MDA (Hong et al., 2009)
v | 1-hydroxypyrene (1-OHPYR)
Pos: DNA adducts (Ayi-Fanou et al., 2011); 8-OHdG (Hong et al., 2009; Liu et al., v i Monohydroxy-butenyl mercapturic acid
2010), 8-ox0dG (Marczynski et al., 2009), DNA strand breaks (Liu et al., 2010);
MDA (Hong et al., 2009, Liu et al., 2009a)
Phthalates
v  MMP/MEP/MBzP/MEHP MINP/MnOP*
v 1-hydroxypyrene-glucoronide (1-OHPG)
Pos: 8-OHdG (Huang et al., 2012); Isoprostrane (Lai et al., 2012) v | MBP/MEHHP/MEOHP*
Pos: MDA (Hong et al., 2009)
Chrysene
v | 6-hydroxychrysene 6-OHCHR
Benzo[a]pyrene
v | 3-hydroxybenzo[a]pyrene (3-OHBaP)
Others
v Bisphenol (BPA) v 1,3-butadiene
Pos: 8-OHdG, DNA strand breaks (Arayasiri et al., 2010)
v Carbon load v 7-ethoxycoumarin O-deethylase (ECOD)
Pos: Oxidized LDL (Jacobs et al., 2011); Lymphocytes, WBC, Platelets (Jacobs et al. Pos: DNA adducts, GST (Obolenskaya et al., 2010)
2010a); Obstructive airways (Kalappanavar et al., 2012)

P-Pollutant; M: Metabolites; Letters before number reference: Pos: positive results; Neg: negative results; 8-OHdG: 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine; MDA: malondialdehyde; 8-
OHG: 8-hydroxyguanosine; PAI-1: Plasminogen activator inhibitor-1; vWF: von willebrand factor WBC: White blood cells; RBC: Red blood cells; PNF: Peripheral nerve

function SNF: Sympathetic nerve function; GDT: Glutathione-S-transferase.
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Table S3. Acute Exposure: Results - airways inflammation.

Biomarker PM2s BC S02 (e{0) NO: SO4? oC EC O3 UFP PMao Study
CCl16 4h-1d Stockelfelt et al., 2012
0-1d Jacquemin et al., 2009
Jacobs et al., 2010b
— Folino et al., 2009*
SPD Stockelfelt et al., 2012
SPA Stockelfelt et al., 2012
FeNO 0-3d 0d+/0-2d Liu et al., 2009a*
Folino et al., 2009*
0-2d 0-2d 0 2d 0 3d 0-2d 5d Linetal., 2011*
0-5d 0-5d 5d Flamant-Hulin etal., 2011*
0-1d Stockelfelt et al., 2012
0-6d 0 4d 0-2d 0-6d 4d 0-6d 0-2d Huang et al., 2012b
Jacobs et al., 2010b
0 4h Raulf-Heimsoth et al., 2010
Delfino et al., 2010b*
Nitrite 0/3d 0-1/3-6d 0-5d 0-3d 0-1d/3d 0-1/5-6d | 0-2d+/6d Huang et al., 2012b
Nitrate 2+/4-6d 0-1d/3-5d 0+/5d 0d+/2d+ | 0d+/2d+ 2 d+/4-6d 2d+/4-6d 4-6d Huang et al., 2012b
EBC pH 0-1d+ 0+/2-3d Patel et al., 2012
0-5d+ 0 3d+ 0 2+/5d | 1-2+/5d+ 0-5d+ 0-1+/4-5d+ | 0-1/3-5d+ 0-6d Huang et al., 2012b
4h Raulf-Heimsoth et al., 2010
0-1d 0-1d 0-1d [ Folino et al., 2009*
IL-6 Liu et al., 2009a*?
IL-8 Raulf-Heimsoth et al., 2010
— Folino et al., 2009*
LTB4 Raulf-Heimsoth et al., 2010
PGE2 Raulf-Heimsoth et al., 2010

Grey highlight: no find relation between biomarker and air pollution; * Susceptible population; + Inverse relation. 2 below detection limit
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Table S4. Acute Exposure:

Results - endothelial dysfunction, insulin resistance, ocular and neuroinflammation.

Endothelial PM2s S02 CO NO:2 O3 PM1o Study
EPC 0-1d O’Toole et al., 2010
Non-albumin 0-1d O’Toole et al., 2010
Albumin O’Toole et al., 2010
Total protein 0-1d O’Toole et al., 2010
Insulin resistance
HOMA-IR 7d 7d Kelishadi et al., 2009
Insulin Kelishadi et al., 2009
Fasting glucose Kelishadi et al., 2009
Neuroinflammation
Substance P Raulf-Heimsoth et al., 2010
BDNF Raulf-Heimsoth et al., 2010
Ocular
OSDI 7d Novaes et al., 2010
TBT 7d Novaes et al., 2010

Grey highlight: no find relation between biomarker and air pollution
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Table S5. Acute Exposure: Results - coagulation.

Biomarker PMoas S02 CcoO NO:2 SO42 oC EC O3 UFP PM1o Study
Platelet! 0-1d 0-1d 0-1d 0-1d 0-1d Luttmann-Gibson et al., 2010*°
Jacobs et al., 2010a*
TF 7d 7d 7d 7d Poursafa et al., 2011
Platelet? 30min Jacobs et al., 2010b
0-2h Jacobs et al., 2010a*
vVWF 1-5d+ | 1-5d+  1-5d+ 1-5d+ | 1-bd+ 1-5d+ | 1-5d+ | Hildebrandt et al., 2009*
0-6d | 5-6d+ | 5-6d+ 5d+ 0-6d 5d+ 0-6d 0-6d Richetal., 2012
Platelet? 0-1d O Toole et al., 2010
2-3d 2-3d 0-4d 3-4d | Rudez et al., 2009
sP-selectin 0-4d 0-6d 0-6d 0-4d 0-4d 1-4d 0-4d @ 0-1/5d+ Richetal., 2012
1/3d 1/3/5d 5d 1/3/5d | Delfino et al., 2009*
sCD40L 3-4d 4-5d 0-6d 0-6d 3-5d 0-6d 5d 0-6d Rich et al., 2012
Thrombin?* 3-4d 1-2d 0-4d 0-4d | Rudez et al., 2009
]E’rzgm ont 0-5d | 0-5d | 0-5d 4d+ | 4d+ 0-5d | 4d+ | Hildebrandt et al., 2009*
™ 7d 7d 7d 7 d+ 7d Poursafa et al., 2011
Fibrinogen | 0-28d 3-14d | 3-28d | 0-28d 3-7d 0-28d Bind et al., 2012*
1d 0-3d | Huttunen et al., 2012*
1-4d 1-4d 1-4d 1-4d | Rudez et al., 2009
0-7d 0-7d 0-7d 0-7d Thompson et al., 2010
2/5d+ 2/5d 2/5d 2/5d | Panasevich et al., 20094
2-3d 6d 0-6d od 0-7d 2-3d 2-3d 1-6d Rich et al., 2012
2d 5d Hoffman et al., 2009*
0-1d O Toole et al., 2010
0-1d 0-1d 0-1d 0-1d 0-1d Luttmann-Gibson et al., 2010*®
0-5d 0-5d 0-5d 0-5d 0-5d 0-5d 0-5d | Hildebrandt et al., 2009*
PAI-1 2/5d 2/5d 2/5d 2/5d Panasevich et al., 20094
D-Dimer 0-5d 0-5d 0-5d 0-5d 0-5d 0-5d 0-5d | Hildebrandt et al., 2009*
Factor VII 0-5d 0-5d 0-5d 0-5d 0-5d 0-5d 0-5d | Hildebrandt et al., 2009*

Grey highlight: no find relation between biomarker and air pollution; * Susceptible population; + Inverse relation. 2 below detection limit. ® Studied as effect

Count. 2 Platelet Function. 3 Platelet Aggregation. * Thrombin Generation. 4 In Panasevich et al. 2009 (50% of population had hypertension).
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Table S6. Acute Exposure: Results - atherosclerosis and cardiovascular risk.

Biomarker PM,s BC 802 CcO NOz 8042 oC EC 03 UFP PMyg Study
Cholesterol Kelishadi et al., 2009
HDL Kelishadi et al., 2009

0-1d O’Toole et al., 2010
LDL Kelishadi et al., 2009
Triglycerides Kelishadi et al., 2009
sICAM 3-28d 7-28d 7-28d | 3-28d 7d Bind et al., 2012*
5-9d 28/56/84d Alexeeff et al., 2012*
Wilker et al., 2012*
Madrigano et al., 2010 *
Luttmann-Gibson et al., 2010°*
Hildebrandt et al., 2009*
VICAM 1d 1d 3-28d 14-28d+ Bind et al., 2012*
28/56/84d Alexeef et al., 2012*
7-9d 5d Wilker et al., 2012*
2d Madrigano et al., 2010
E-Selectin 1d 1d 1d Hildebrandt et al., 2009*

Grey highlight: no find relation between biomarker and air pollution; * Susceptible population; + Inverse relation. 2 below detection limit. ® Studied as effect modification. 4 In Panasevich et
al. 2009 (50% of population had hypertension).

Table S7 Acute Exposure: Results - autonomic nervous system..

Biomarker PM:25s BC S02 CO NO2 SO42 oC EC O3 UFP PMa1o Study
HR 1d 1d 1d 3d Rich et al., 2012
0-1d Liu et al., 2009b
HRV 3-3d Hartog et al., 2009*
0-1d Folino et al., 2009*
5min— 2h Wu et al., 2011
BP 0-1d 0-1d Liu et al., 2009b
3d 3d 3d 3d 2d 0-1d 3d 0-6d 3d Rich et al., 2012
1-8h/5d Delfino et al., 2010c*
2d Dvonch et al., 2009
7d Mordukhovich et al., 2009*
BDA 0-1d+ Liu et al., 2009b
ET-1 0-1d+ Liu et al., 2009b
VEGF 0-1d+ Liu et al., 2009b

Grey highlight: no find relation between biomarker and air pollution; * Susceptible population; + Inverse relation. ® below detection limit
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Table S8. Acute Exposure: Results - inflammation.

Biomarker

PMz2s

BC

S0,

CO

NO:2

SO/

ocC

EC

O3

UFP

PMuo

Study

CRP

0-21d
3/30/60d
5d+

1-2d/5d

2-28d

7d

7d

7d

1d

1d

7d

4h-1d
2d

1/3d

7d

1d

Kelishadi et al., 2009
Panasevich et al., 20094
Rudez et al., 2009

Bind et al., 2012*
Hoffmann et al., 2009*
Lee et al., 2011*

O Toole et al., 2010
Williams et al., 2011*
Liu et al., 2009b

Delfino et al., 2009*
Tsai et al., 20124
Huttunen et al., 2012*
Luttmann-Gibson et al., 2010°*
Folino et al., 2009*
Rich et al., 20122

Hertel et al., 2010*
Hildebrandt et al. 2009*

Amyloid A

O Toole et al., 2010
Williams et al., 2011*
Hildebrandt et al., 2009*

MPO

Huttunen et al., 2012*

PTX3

Folino et al., 2009*

Grey highlight: no find relation between biomarker and air pollution; * Susceptible population; + Inverse relation. 2 below detection limit. ® Studied as effect modification.
A In Panasevich et al. 2009 (50% of population had hypertension) and in Tsai et al. 2012 (83% of population were non-healthy).
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Table 9. Acute Exposure: Results - cells and immunity.

Biomarkers

PM2s

BC

S0

CO

NO>

SO4?

OC

EC

UFP

PM1o

Study

Neutrophils

2h
30min

30min

2h
30min

Jacobs et al., 2010a**
Jacobs et al., 2010b

WBC

2h

4-6d+

5-6d+

5d+

5d+

2h

Jacobs et al., 2010b

Jacobs et al., 2010a**
Huttunen et al., 2012*

Rich et al., 2012
Luttmann-Gibson et al., 2010*®

Lymphocytes T2

ad

Williams et al., 2011*?

Lymphocytes (T & B)

Jacobs et al., 2010a**

NK cells?

Williams et al., 2011*?

GM-CSF

Folino et al., 2009*2

IL-1B

Huttunen et al., 2012*2
OToole et al., 2010
Tsai et al., 20124

IL-6

0-1

1/3/5d
5d+

0-3d
3/30/60d

0-1d

5d

5d

5d

1/3/5d

5d

5d

30min
1/3d
5d

0-1/0-6d

0-1d

1/3/5d
5d

0-3d

Folino et al., 2009*2
Tsai et al., 20124
Thompson et al., 2010
Panasevich et al., 20094
Liu et al., 2009b
O'Toole et al., 2010
Jacobs et al., 2010b
Delfino et al., 2009*
Delfino et al., 2010*
Delfino et al., 2010b*
Huttunen et al., 2012*2
Williams et al., 2011
Luttmann-Gibson et al., 2010*®

IL-8

Folino et al., 2009*2

IL-10

Folino et al., 2009*2

IL-12

0-3d

Huttunen et al., 2012*

TNF-a

0-1/0-6d

Folino et al., 2009*2

Liu et al., 2009b
Panasevich et al., 20094
Tsai et al., 20124

TNF-RII

1/3/5d

1/3/5d

1/3d

1/3/5d

Delfino et al., 2009*
Delfino et al., 2010a*

IL2

Folino et al., 2009*@

1IL4

Folino et al., 2009*

INF-y

Folino et al., 2009*@
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Table 10. Acute Exposure: Results - oxidative stress.

Biomarker PM2s BC S0 Cco NO:2 SO42 ocC EC O3 UFP PM1o Study
Isoprostanes 0d Liu et al., 2009a*
Liu et al., 2009b
Allen et al., 2009
Raulf-Heimsoth et al., 2010
3d/5d+ 0-4d 0 —5d+ Patel et al., 2013
3d 0/3-5d 4d 0/3-4d — Huang et al., 2012b
8-OHdG Allen et al., 2009
18-24d 18-24d Ren et al., 2010*
1-7d 14d/21d 7/14/21d 21d 21d 1-7d Renetal., 2011*
2d 1-4d 1-3/5-6d 1-3d 0-3d 1-3d 1-3d 5d+ Huang et al., 2012b*
8-oxodG 1-7d 1-7d [ Svecovaetal., 2009
2d Rosnner et al., 2011°
GPx 1/3d 1/3d Delfino et al., 2009*
SOD 1d 1/3d Delfino et al., 2009*
TBARS 0-3d 0-1/2-3d 0-1/3d Liu et al., 2009a*
0-1d Liu et al., 2009b
7d 7d 7d 7d 7d Kelishadi et al., 2009
6h Kim et al., 2009
0-2d 0-2d Bae et al., 2010
Stockfelt et al., 2012
Ox-LDL 7d 7d 7d Kelishadi et al., 2009

Grey highlight: no find relation between biomarker and air pollution; * Susceptible population; + Inverse relation. below detection limit. * occupational group.
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List of abbreviations

1-OHN - 1-hydroxynaphthalene

1-OHP - 1-hydroxypyrene

1-OHPG - 1-hydroxypyrene-glucoronide
1-PHEN - 1-hydroxyphenanthrene

2-FLUO - 2-hydroxyfluorene

2-OHN - 2-hydroxynaphthalene

2-PHEN - 2-hydroxyphenanthrene

3-FLUO - 3-hydroxyfluorene

3-PHEN - 3-hydroxyphenanthrene

4-PHEN - 4-hydroxyphenanthrene

8-OHdG - 8-hydroxydeoxyguanosine
8-0x0dG — 8-0x0-2’-deoxyguanosine
9-FLUO - 9-hydroxyfluorene

9-PHEN - 9-hydroxyphenanthrene

BAD - Brachial artery diameter

BAEPs — Brainstem auditory evoked potential
B-B — Blood benzene

BC — Black carbon

BMI — Body mass index

BP — Blood pressure

BTEX — m+p-xylene and o-xylene

B-U — Urinary benzene

CC16 - Clara cell protein

CO — Monoxide of Carbon

CRP — C-reactive protein

EBC — Exhaled breath condensate

EBV-EA — Epstein-barr virus early antigen
EBV-VCA - Epstein-barr virus capside antigen
EC — Elemental carbon

EPC — Endothelial progenitor cells

ET-1 - Endothelin-1

ETBE — Ethyl tert-butyl ether

ETP — Endogenous thrombin generation
FeNO - Fraction of exhaled nitric oxide
GFAP — Glial fibrillary acidic protein
GM-CSF — Granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor

GPx — Glutathione peroxidase

H>SO4 — Sulfuric Acid

HA — Hippuric Acid

HDA — Urinary 1,6-hexamethylene diamine
HDI - 1,6-hexamethylene diisocyanate
HDL - High-density lipoprotein

HLA-DR — Human leukocytes antigen-DR
HR — Heart rate

HSP60 — Heat shock protein 60

HVS-1 — Herpes simples virus-1

IbA1 - lonized calcium binding adaptor molecule 1
ICAM-1 — Intercellular adhesion molecule 1
IFN- y - Interferon gamma

1gG — Immunoglobulin G

IgM — Immunoglobulin M

IL-12 — Interleukin 12

IL-1P — Interleukin 1 beta

IL-6 — Interleukin-6

IL-8 — Interleukin 8

iNOS — Inducible nitric synthase

IVCAM-1 — Vascular cell adhesion molecule 1

LBP — Lipopolysaccharide-binding protein

LTL — Leukocytes telemeter length

MBP — Mono-butyl phthalate

MCP-1 — Monocyte chemoattractant protein-1
MCP-1 — Monocyte chemotactic protein 1
MDA/TBARS — Malondialdehyde/Thiobarbituric reactive
substances

MDC - Macrophage-derived chemokine

MEHHP — Mono(2-ethyl-5-hydroxyhexyl) phthalate
MEOHP — Mono(2-ethyl-5-oxohexyl) phthalate
MHA — Methyl Hippuric

MHBMA — Monohydroxy Mercapturic Acid
MTBE — Methyl ter-butyl ether

NO; — Dioxide of Nitrogen

O3 — Ozone

OC - Organic carbon

OH-PAHSs — Monohydroxylated PAHs (1-OHP, 1-OHN, 2-
OHN, 2-FLUO, 3-FLUO, 9-FLUO, 1-PHEN, 2-PHEN, 3-
PHEN, 4-PHEN)

OSDI — Ocular symptom diasease index

Ox-LDL — Low density lipoprotein oxidation

PAHSs — Polycyclic aromatic hydrocarbon

PAI — Plasminogen activator inhibitor 1

PGE2 — Prostaglandin E2

PM — Particulate Matter

PMO0.25 — Particulate matter (diameter equal to 0.25
micrometer)

PM10 — Particulate Matter (diameter less than 10
micrometer)

PM2.5 — Particulate Matter (diameter less than 2.5
micrometer)

PN — particle number

POA — Primary organic aerossol

RHI — Reactive hyperemia index

SA — Sorbic acid

SO, — Dioxide of Sulfur

SO2, — Sulphate

SOA - Secondary organic aerossol

SOD - Superoxide dismutase

SPA - Surfactant-associated Protein A

SPD - Surfactant-associated Protein D

SPMA — S-phenylmercapturic acid

t,t-MA — T,t-muconic acid

TAME — Tert-amyl methyl ether

TBUT - Tear breakup time

TF — Platelet tissue factor

TGF-B — Transforming growth factor beta

TIBIC - Total iron-binding capacity

TM — Thrombomodulin

TNF-RII — Tumor necrosis alpha receptor 11

TNF-a — Tumor necrosis factor

TOL-U — Urinary toluene

VEGF — Vascular endothelial growth factor

VOCs — Volatile organic compounds

VWF — von Willebrand factor

WBC — White blood cells

YOHPHE - Hydroxylated Phenanthrenes Sum of 1-, 2-, 9-,
3-, 4- and 9 Hydroxyphenanthrenes
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5.2. ARTIGO Il - FATORES ASSOCIADOS A BIOMARCADORES DE ESTRESSE
OXIDATIVO EM UMA POPULACAO INFANTO-JUVENIL DA AMAZONIA
OCIDENTAL BRASILEIRA.

Beatriz Fatima Alves de Oliveiral, Leandro Vargas Barreto de Carvalho?, Dennys de Souza Mour&ot,
Simone Mitri2, Rita de Céssia Oliveira da Costa Mattos?, Hermano Albuquerque de Castro?, Paulo
Artaxo3, Washington Leite Junger®, Sandra Hacont

!Pos-graduacao de Satide Publica e Meio Ambiente, Escola Nacional de Salide Publica (ENSP) / Fundagao
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, Brasil; 2Centro de Estudos da Salde do Trabalhador e Ecologia
Humana (CESTEH), Escola Nacional de Salde Publica (ENSP) / Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de
Janeiro, Brasil; ®Instituto de Fisica, Universidade de Sdo Paulo (USP), Sdo Paulo, Brasil; “Departamento de
Epidemiologia, Instituto de Medicina Social (IMS) / Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ), Rio de

Janeiro, Brasil

Resumo: O estresse oxidativo € um processo biologico que ocorre em detrimento do
desequilibrio entre substancias pro6 e antioxidante e j& foi descrito na fisiopatologia de mais de
200 desordens clinicas. Objetivo: avaliar a relacdo entre fatores genéticos, demogréaficos,
sociais, ambientais e de salde e os biomarcadores de desbalanco redox em um grupo de
criancas e adolescentes expostas a poluentes atmosféricos na Amazonia Ocidental Brasileira.
Materiais e métodos: Trata-se de um estudo transversal, observacional e de carater descritivo
sobre a relacdo entre os fatores demograficos, genéticos e socioambientais e as concentracdes
séricas de biomarcadores de desbalanco redox (grupamento tiol, malondialdeildo e atividade
enzimatica da GST) em criancas e adolescentes residentes no municipio de Porto Velho (RO).
Os fatores investigados foram organizados hierarquicamente em blocos de variaveis e sua
relacdo com os biomarcadores de desbalanco redox estimada pelo modelo de regressao linear
multipla. Resultados: Criancas e adolescentes com asma, valores de proteina C reativa acima
de 6 mg/L, portadores da variante polimérfica GSTP1 e expostas a poluicdo indoor
apresentaram menores concentragdes séricas de tiol quando comparadas aquelas categorizadas
em seus respectivos grupos de referéncia. A atividade da GST e as concentragcfes séricas de
malondialdeildo foram relacionadas positivamente com o consumo semanal de peixe e com a
exposicdo ao PM;s. Concluséo: Este estudo mostrou que a atividade enzimética da GST e as
concentracdes séricas de malondialdeildo estdo positivamente relacionadas a variaveis
ambientais enquanto as concentragdes séricas de tiol apresentaram um relagdo inversamente
proporcional com marcadores do estado geral de saide como asma e inflamagéo aguda e com
fatores genéticos.

Palavras-chave: Desbalanco redox, glutationa S-transferase, grupamento tiol,
malondialdeildo, Amazonia Brasileira
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Introducéo

O estresse oxidativo, também denominado desbalanco redox, tem se tornado parte
integrante de diversas discussdes académicas, principalmente para o entendimento de diversos
mecanismos fisiopatologicos. Esse processo biologico foi descrito nos estagios iniciais ou no
curso de mais de 200 desordens clinicas (Kohen, Nyska, 2002) que incluem doencas
cardiovasculares (Fearon, Faux, 2009; Lee et al., 2012), pulmonares (Kirkham, Barnes, 2013),
neoplasias (Reuter et al., 2010; Sosa et al., 2013) e neurodegenerativas (Chen et al., 2012).

O desbalango redox é definido como o desequilibrio entre o sistema pro e
antioxidante, com predominio dos oxidantes. Esse desequilibrio é estabelecido pela producéo
excessiva de espécies reativas — moléculas que contém um ou mais elétrons despareados no
seu orbital e apresentam altissima avidez para reagir com atomos de outras moléculas — e/ou
por falhas ou atuacdo ineficiente do sistema antioxidante (Finkel, Holdbrook, 2000; Schafer,
Buettner, 2001; Grow, Ischiropoulos, 2001).

As espécies reativas sdo produzidas naturalmente ou por alguma disfuncéo biolégica.
As principais espécies reativas correspondem aquelas cujo elétron desemparelhado encontra-
se centrado nos atomos de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) (Visioli et al., 2000; Finkel,
Holdbrook, 2000; Halliwell, 2000; Pietta, 2000). O papel das ERO como indutor ou mediador
foi relatado no desenvolvimento de inimeros canceres (Brown, Bicknell, 2001; Droge, 2002;
Reuter et al., 2010; Sosa et al., 2013), disfuncdo endotelial, aterosclerose e outras doencas
cardiovasculares (Aikawa et al., 2001; Channon, Guzik, 2002; Fearon et al., 2009; Lee et al.,
2012), inflamacéo aguda e crénica (Hald, Lotharius, 2005; Reuter et al., 2010; Salzano et al.,
2014), doencas do trato intestinal (Blau et al., 1999, 2000a, 2000b), diabetes (Baynes, 1991;
Droge, 2002; Elangovan et al., 2000; Mercuri et al., 2000) e doencas neurodegerenativas

(Floyd et al., 1999; Barnham et al., 2004; Hald, Lotharius, 2005, Chen et al., 2012).
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Em condicdes fisioldgicas normais, as espécies reativas sao mantidas em equilibrio
devido, em grande parte, a capacidade de neutralizacdo do sistema de defesa antioxidante
enzimatico que inclui as enzimas superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx),
glutationa redutase e catalase (CAT), e ndo-enzimaticos com atuacdo da glutationa (GSH),
vitamina C e D (Sies, 1991). Quando, em determinadas condi¢des, a capacidade antioxidante
é ineficiente, a producdo de espécies reativas, especialmente as ERO’s, provocam danos
oxidativos com consequente adaptacdo (se os danos ndo forem muito severos), lesdo celular
(danos a biomoléculas do organismo como as proteinas, lipidios e ao DNA) e/ou morte
celular por necrose ou apoptose, sobretudo em condicdes grave de desbalango redox
(Halliwell, 1990, 1995; Kohen et al., 1999; Kohen, Gati, 2000).

As substancias envolvidas no binémio antioxidante-pré-oxidante caracterizam o
ambiente redox bioldgico e o equilibrio deste pode ser influenciado por uma gama de fatores
modificaveis e ndo-modificaveis, tais como fatores ambientais, demogréaficos, étnicos,
culturais, clinicos e nutricionais (Vasconcelos et al., 2007). Assim, a condi¢do de desbalanco
redox foi relatada como resultado de inimeras exposi¢cGes ambientais como poluicdo do ar
(Kelly, 2003; Li et al., 2003), tabagismo (Varela-Carver et al., 2010) e raios ultravioletas
(Birch-Machin et al., 2013), préatica intensa de exercicios fisicos (Souza Jr et al., 2005; Cruzat
et al., 2007), estresse (Patki et al., 2013) e dieta deficiente (Halliwell, 1996; Evans, Halliwell,
2001).

O desbalango redox estd intimamente associado com o processo de envelhecimento
(Harman, 1998) e as criangas sdo mais vulneraveis que os adultos a essa condicdo, pois
apresentam concentracGes naturalmente baixas de antioxidante, desde a concepcdo até a
infancia (Erden-Inal et al., 2002; Ono et al., 2001). Esse déficit natural tende a aumentar o
risco de danos permanentes e irreversiveis associadas a exposi¢cdo ambiental precoce, pois

alguns desses antioxidantes como a glutationa participam do processo de detoxificagdo de
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poluentes. Assim, o estudo de biomarcadores de desbalanco redox nesse grupo etario pode
ajudar na compreensdo do surgimento de doencas cronicas desencadeadas por determinadas
exposicdes ambientais ou mesmo fornecer elementos referentes ao processo de adaptacdo do
organismo a essas mesmas exposicdes (Oliveira et al., 2014).

Os efeitos de exposicdes ambientais em criancas e adolescentes residentes na regido da
Amazonia Brasileira sdo, particularmente desafiadores para a comunidade cientifica. Isso
porque essa regido apresenta um cenario complexo de interacdo entre fatores ambientais,
sociais, espaciais, temporais e econdmicos. Essa regido possui péssimos indicadores
socioecondémicos e um histdrico de exposicdo a poluentes atmosféricos e ao metilmercdrio
provenientes, respectivamente da queima de biomassa e do passivo ambiental deixado pelas
atividades garimpeiras na regido. Dentro desse contexto, o objetivo desse estudo foi avaliar a
relacdo entre fatores genéticos, demograficos, sociais, ambientais e de salde e o0s
biomarcadores de desbalanco redox em um grupo de criancas e adolescentes expostas a

poluentes atmosféricos na Amazonia Ocidental Brasileira.

Materiais e métodos
Local de estudo

O municipio de Porto Velho situa-se na regido Ocidental da Amaz6nia brasileira, com
latitude 8°45°00” ao Sul e longitude 63°58°00” ao Oeste. Cerca de 90% da populacao reside
na area urbana e dos 428527 habitantes, 23% correspondem a criancas e adolescentes com
idade entre 5 a 17 anos (IBGE, 2010). O municipio € formado ainda por uma populagéo
rural/ribeirinha que vive em ndcleos comunitarios constituidos, em media, de vinta e trinta
domicilios dispersos as margens do rio Madeira — um dos mais importantes afluentes do rio

Amazonas.
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O clima deste municipio é tipico da regido Amazénica brasileira, quente, umido e
tropical, com temperatura média de 26°C e umidade relativa do ar média de 80% (INPE,
2013). Possui ciclos bem definidos de chuva e seca compreendidos, respectivamente, entre
novembro a abril e julho a outubro. Durante a seca, a temperatura maxima atinge, em média,
valores de 39°C e a umidade relativa do ar varia entre 52% a 75%. Além de temperaturas
elevadas, nesse periodo, o municipio sofre ainda com as intensas queimadas e com a

dispersdo da pluma de poluentes gerada pela fumaca de paises vizinhos, como a Bolivia.

Desenho de estudo e popula¢do do estudo

Realizou-se um estudo transversal, observacional e de carater descritivo sobre a
relacdo entre os fatores demogréaficos, genéticos, socioambientais e de salde e as
concentracdes séricas de biomarcadores de desbalango redox em criancas e adolescentes
residentes no municipio de Porto Velho, Rond6nia, no periodo de estiagem (julho e agosto de
2012). A amostra desse estudo foi constituida de 200 criangas e adolescentes com idade entre
5 a 17 anos e que residiam a pelo menos 1 ano na reserva extrativista de Cunid (uma area
rural/isolada), ou na comunidade Belmont (situada na area periurbana da cidade), ou no bairro
Nacional (localizado na area urbana).

Todas os responsdveis das criancas e adolescentes assinaram o Termo de
Consentimento Livre Esclarecido (TCE), consentindo a participagdo destas no estudo. Este
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Escola Nacional de Satide Publica com parecer

favoravel n® 936.350/CEP/ENSP/2014.

Modelo tedrico-explicativo
As concentracOes séricas de biomarcadores de desbalanco redox foram usadas como

variavel dependente e os fatores demogréaficos, genéticos, socioambientais e de saide como
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variaveis explicativas. As variaveis explicativas foram organizados hierarquicamente em trés
blocos de variadveis classificados em : a) Proximal - varidveis biologicas ndo modificaveis
como idade, sexo e variantes polimérficas nas enzimas GST’s; b) Intermediario - variaveis
relacionadas a historia e ao estado geral de salde das criancas, tais como asma, obstrucao
pulmonar, sinais e sintomas respiratérios, glicemia sérica, anemia ferropriva, ferro seérica,
imunoglobulina E especifica para inalantes, inflamacéo aguda (proteina C reativa), contagem
de eosindfilos, avaliagdo antropométrica, obesidade e consumo semanal de peixe; c) Distal
bloco de variaveis que representam as caracteristicas socioecondmicas (renda [valor do salario
minimo de 2012 de R$ 622], escolaridade e local de residéncia) e exposi¢fes ambientais
(poluicdo outdoor e indoor [definida por uso de fogdo a lenha ou casa para producdo de

farinha] , fumo, temperatura, umidade e mercurio no sangue).

Abordagens experimentais

Para realizacdo do estudo, foram realizadas coleta de sangue, dosagem de
biomarcadores de desbalanco redox, mensuracdo das concentragdes de mercurio no sangue
(Hg-S), anélise de variantes polimorficas das enzimas GST’s, monitoramento de poluentes
atmosféricos, espirometria, inquérito epidemioldgico e avaliacdo antropométrica.
Coleta sangue: todas as amostras de sangue foram coletadas em jejum de no minimo 8 horas,
com seringa de 10 ml com agulha 25x7 BD® descartaveis, e transferidas para os respectivos
tubos de coleta (vacutainer) com EDTA para coleta de sangue total e sem anticoagulante com
gel separador para demais ensaios imunoldgicos. A coleta foi realizada sob responsabilidade
do laboratorio do Hospital 9 de Julho — CEACLIN (Porto Velho, Ronddnia). As amostras para
mensuracdo dos biomarcadores desbalango redox foram distribuidas em microtubos do tipo
ependorf e transportadas em isopores com gelo seco para o Laboratorio de Toxicologia do

CESTEH (ENSP/FIOCRUZ) no Rio de Janeiro, onde foram realizadas as anélises. Todas
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amostras foram mantidas em ultrafreezer a -80° tanto no laboratério da CEACLIN quanto do
CESTEH e foram descongeladas somente no momento da analise.

Exames de sangue: os exames de hemograma completo, ferritina, glicose, proteina C reativa e

IgE multiplo para inalantes foram realizados também pelo laborat6rio do Hospital 9 de Julho
— CEACLIN (Porto Velho, Rondénia).

Biomarcadores de desbalanco redox: foram mensurados trés biomarcadores de desbalango

redox: grupamento tiol (componente do sistema antioxidante), atividade da glutationa S-
transferase (GST — atividade enzimatica de detoxificacdo dos poluentes) e malondialdeildo
(MDA - produto da peroxidacdo de lipidios). O grupamento tiol foi medido pelos métodos
descritos originalmente por Ellman (1959) e modificados por Hu (1994), a atividade
enzimatica da GST pelo método de Habig et al. (1974), adaptado por Habdous et al. (2002) e
0 MDA usando o0 TBARS ASSY KIT da marca Cayman Chemical. Todas as analises foram
realizadas usando a espectrofotometria no UV-Vis como técnica instrumental (os
equipamentos Jasco V-530 [Kyoto, Japdo] e Shimadzu UV-1601 [Kyoto, Japao]).

Mercurio no sangue: devido ao potencial de contaminagdo por metilmercurio (MeHg) nessa

regido via consumo de peixe e também por ser uma exposicdo ambiental associada ao
desbalanco redox, o mercurio (Hg-S) foi analisado no sangue das criancas e adolescentes pelo
Laboratdrio de Quimica da Pontificia Universidade Catélica do Rio de Janeiro (PUC-Rio) por
meio do método ICP-MS (Palmer et al., 2006). A exposi¢cdo ao MeHg também foi avaliada
pelo consumo de peixe (consumo menor ou mair que 3 vezes na semana).

Variantes polimorficas nas enzimas da Glutationa S-transferase: as variantes polimorficas

GSTM1 e GSTT1 foram identificadas por amplificacdo pela Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) multiplex usando amplificagdo simultanea da beta-globina como controle positivo
onde os resultados foram visualizados em gel de agarose (HATAGIMA et al., 2000; BURIM
et al., 2004; GATTAS et al.,, 2004). A genotipagem da variante polimorfica GSTP1 foi
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realizada por PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) e os resultados
revelados por meio de eletroforese gel de agarose e, posteriormente, o fragmento amplificado
(176 pb) foi submetido a digestdo com a enzima de restricdo ALW261 (BURIM et al., 2004;
LIU et al., 2006).

Monitoramento da gqualidade do ar: as variaveis ambientais de poluicdo do ar foram medidas

na estacdo de monitoramento do ar do Instituto de Fisica da Universidade de Sdo Paulo (USP)
implantada no parque natural de Porto Velho para o desenvolvimente deste estudo. Os dados
de PMys foram coletados por meio do amostrador de particulas finas e grossas (AFG) usando
filtros de policarbonato com 47 mm de didmetro e poros de 8 um e 4 um. As concentragdes
médias de PM2s (média movel de 5 dias anteriores a coleta de dados) foram categorizadas em
4 distintos grupos segundo o0s seguintes intervalos: a) Grupo 1 [grupo de referéncia] —
concentracdes abaixo do percentil 25; b) Grupo 2 [baixa exposi¢do] — concentracBes entre
percentil 25 e 50; ¢) Grupo 3 [moderada exposicao] — concentracdes entre percentil 50 e 75];
e d) Grupo 4 [alta exposicdo] — concentracfes acima do percentil 75. As varidveis climaticas
que incluem temperatura e umidade relativa do ar foram obtidas pelo Centro de Previsdo de
Tempo e Estudos Climaticos (CPTEC).

Espirometria: O exame da espirometria foi realizado por meio do pneumotacografo de Fleish
da marca KOKO. Desse exame, o parametro volume expiratorio forcado no primeiro foi
usado para definicdo de criangas com obstrugdo pulmonar.

Inquérito epidemioldgico: um questiondrio semi-estruturado baseado em questionarios

validados pelo Ministério da Saude foi aplicado aos pais ou responsaveis pelas criancas e
adolescentes. Esse questionario € constituido por médulos especificos para investigacdo das
condigdes de saude da crianga, habitos alimentares, exposi¢des ambientais (poluicdo indoor e
outdoor e fumo), condic¢des do domicilio e dados socioecondémicos dos pais ou responsaveis.

A metodologia do International Study of Asthma and Allergies in Childhood (Steering
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Committee — ISAAC, 1998) foi usada para definicdo de criancas asmaticas. Os estratos de
renda foram definidos usando o valor do salario minimo de 2012 de R$ 622.

Avaliacdo antropomeétrica: o peso foi medido por meio de uma balanca digital devidamente

testada e calibrada da marca G-TECH Glass PRO (Glicomed, Rio de Janeiro, Brasil) e a
altura por meio de um estadiébmetro portatil de coluna de madeira e aluminio anodizado. A
obesidade foi definida como indices superiores a 2,0 escores Z acima da mediana da
populacdo de referéncia, considerando as curvas de crescimento IMC/ldade da Organizacéao
Mundial de Saude (OMS). Os dados das criancas foram compilados e analisados pelo

programa WHO Anthro 2005.

Analise estatistica

Na analise exploratotia, a média, mediana, desvio padrdo e intervalo interquartil dos
biomarcadores de desbalanco redox foram calculados segundo os estratos das variaveis
categoricas .Os testes ndo-paramétricos de Mann-Whitney e Kruskal Wallis foram usados para
comparar as concentracGes do grupamento tiol e o teste t e anova para comparar as médias da
atividade da GST e MDA entre os estratos estudados. Os coeficientes de correlacdo de
Pearson foram calculados para as varidveis numéricas sendo estas In-transformadas
(normalizadas) quando a variavel ndo apresentava distribuicdo normal.

Varios modelos de regressdo linear multipla foram estimados para avaliar a relacdo
entre os biomarcadores de desbalanco redox (grupamento tiol, GST e MDA) e das variaveis
demograficas, genéticas, sociais, ambientais e de salde. Foram testadas no modelo
multivariado todas as variaveis que na analise bivariada apresentou p-valor < 0,10. A incluséo
das variaveis no modelo multivariado foi feita de acordo com os blocos de variaveis
organizads hierarquicamente. Primeiro foram testadas as variaveis do bloco proximal, depois

do bloco intermediério e, por ultimo, aquelas variaveis inseridas no bloco distal. No modelo
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final, permaneceram aquelas variaveis que apresentaram p-valor<0,05 ou plausibilidade
bioldgica. Os modelos foram ajustados através da ANOVA ou Critério de Informacdo de
Akaike (AIC), R? ajustado e analise de residuos. Ainda foram verificadas as influencias de
valores extremos nos modelos finais. Todas as anlises estatisticas foram realizadas com o

apoio do programa R, versdo 3.1.3.

Resultados

Do total de 200 criancas e adolescentes, 53% tinham idade entre 5 a 11 anos e 59%
eram do sexo feminino. Em relacdo aos biomarcadores de desbalanco redox, em 197 criancas
e adolescentes foi possivel a mensuragdo do grupamento tiol e MDA e em 194 a atividade da
GST. As concentracdes séricas médias de grupamento tiol, da atividade enzimatica da GST e
do MDA foram 0,48 mmol/L (SD + 0,09), 19,8 U/L (SD + 7,5) e 1,50 umol/L (SD % 0,328),
respectivamente (Tabela 1, 2 e 3).

A média, desvio padrdo, mediana e intervalo interquartil do grupamento tiol segundo
o0s blocos de variaveis (proximal, intermediéario e distal) foram apresentados na Tabela 1. Em
relacdo ao bloco proximal, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes das
concentragdes séricas de tiol para idade, sexo e polimorfismo na GST. Para variaveis do bloco
intermediério, criancas e adolescentes com asma apresentaram menores concentracdes séricas
de tiol quando comparadas as criangas ndo asmaticas (0,45 mmol/L + 0,042 vs. 0,48 mmol/L
+ 0,114; p-valor<0,05). Entre as variaveis distais, as concentragdes de tiol foram diferentes
entre os estratos de renda média familiar (p-valor<0,05).

A Tabela 2 resume os valores da atividade da GST, conforme os blocos de variaveis
estudadas. No bloco proximal, diferente do que se esperava, a atividade da GST, em média,
foi maior entre os portadores da variante polimérfica GSTM1 (22,8 U/L + 7,64 vs. 20,0 U/L +

7,65; p-valor<0,05). Nas variaveis intermediarias, as médias da atividade da GST foram
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maiores entre criancas e adolescentes com anemia ferropriva (22,0 U/L + 8,22 vs. 19,3 U/L
7,20; p-valor=0,053) e que consomem peixe mais de 3 vezes na semana (25,4 U/L * 6,31 vs.
17,8 U/L £ 6,78; p-valor<0,001). Nas variaveis distais, verificou-se, em média, maior
atividade de GST entre aqueles em que a renda familiar € menor que 1 salario minimo, os pais
ou responsaveis ndo sabem ler ou completaram até 5° ano, residem na regido rural/ribeirinha,
relataram queimar lixo, estdo expostos a alguma fonte de poluicdo do ar indoor (casa de
farinha ou fogdo a lenha) e foram expostos aos grupos de moderada e alta exposicao ao PMas.

Em relacdo ao produto de peroxidacao lipidica, a descri¢cdo das medidas de tendéncia
central e dispersdo segundo as varidveis analisadas foram apresentadas na Tabela 3. No bloco
proximal, as médias de MDA foram maiores em criangas do que em adolescentes (1,50
pumol/L £ 0,350 vs. 1,39 umol/L + 0,300; p-valor<0,05). Nas variaveis classificadas como
intermedidrias, os estratos “reagente” da variavel IgE hx2 e consumo de peixe maior que 3
vezes na semana apresentaram, em média, maiores concentracdes séricas de MDA quando
comparados aos seus grupos de referéncia. Quando analisadas as variaveis distais,
observaram-se maiores médias entre criangas e adolescentes residentes da area ribeirinha e de
pais com ensino do 6° ao 9° ano. Ainda, as medias de MDA foram maiores entre criangas e
adolescentes que relataram possuir em seu domicilio alguma fonte de poluicdo indoor e
naqueles grupos expostos a maiores concentragdes de PMas.

A correlacdo de Pearson entre os biomarcadores desbalanco redox foi calculada para
varidveis continuas e discretas e apresentada na Tabela 4. As concentracdes séricas de tiol
foram correlacionadas positivamente com hemoglobina (r=0,172; p-valor<0,05) e com ferro
sérico (r=0,206; p-valor<0,05). A atividade de GST esteve positivamente correlacionada com
as concentracOes séricas de MDA (r=0,312; p-valor<0,05), ferro (r=0,300; p-valor<0,05) e
Hg-sangue (r=0,398; p-valor<0,05). Por outro lado, a atividade da GST foi negativamente

correlacionada com IMC (r=-0,162; p-valor,0,05) e glicose sérica (r=-0,266; p-valor<0,050).
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Em se tratando das concentracdes de MDA, observou-se uma correlacdo positiva com a
contagem de eosindfilos (r=0,178; p-valor<0,05) e Hg-sangue (r=0,228; p-valor<0,05) e uma
relacdo negativa com a idade (r=-0,143; p-valor<0,05).

O modelo de regressao linear multiplo construido para avaliar as concentracdes de tiol
(In-transformado) que apresentou o melhor ajuste e R2 ajustado foi composto pelas seguintes
variaveis: preoteina-C-reativa, variante polimorfica GSTP1, hemoglobina, ferro sérico, renda
familiar, poluicéo indoor e grupos de exposi¢cdo ao PMys. Para 0 modelo tendo a atividade da
GST como variavel resposta, além das concentracdes de tiol, as variaveis consumo de peixe e
grupos de exposicdo ao PMys foram associadas a esse biomarcador (R? ajustado=55%).
Quanto ao MDA, notou-se uma relacdo negativa com idade e positiva com IgE, obstrucéo
pulmonar, maior consumo de peixe e grupos de exposicdo ao PMys (R? ajustado=27%)
(Tabela 5).

A relacdo entre os biomarcadores de desbalanco redox e os quartis de PM2s foram
demonstrados na Figura 2. Sem ajuste, 0s grupos de exposi¢do ao PM2 s contribuiram, 49% e
14% da varianga dos biomarcadores a atividade da GST e MDA, respectivamente. Como
observado, o coeficiente de regressao linear maltipla aumenta, especialmente nos modelos da
atividade da GST e MDA, conforme 0s grupos de exposicdo ao PMos mesmo depois de

ajustado por variaveis demogréaficas, genéticas, sociais e de salde.

Discusséo

O desbalanco redox resultante do desequilibrio entre espécies pré e antioxidante pode
ser influenciado por uma gama de fatores intrinsecos e extrinseco (Cadenas, Davies, 2000;
Vasconcelos et al., 2007) e os resultados desse estudo mostraram uma significativa relagédo de

fatores ambientais, como a exposi¢cdo ao PM2s e Hg, com as concentracdes sericas de MDA e
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com o0 aumento da atividade enzimatica GST em criancas e adolescentes da Amazonia
brasileira.

Nos ultimos 20 anos, a Amazonia Brasileira tem passado por mudancas drasticas no
padrdo de uso solo, com a conversao de florestas em areas de pastagem que representam uma
fonte a longo prazo da emissdo de poluentes por meio da queima de biomassa (Guild et al.
2004). Cardozo et al. (2014) demonstraram que mesmo com a reducdo do desmatamento, em
derterminadas areas como Ronddnia, o fogo ainda € utilizado na manutencéo e/ou abertura de
novas areas para a agropecuaria em areas ja desmatadas.

Além dos impactos ambientais, 0s potenciais efeitos na saide humana, principalmente
de grupos vulneraveis como as criancas, foram sugeridos ou reportados em diversas regides
da Amazénia Brasileira (Ignotti et al., 2010a; 2010b; Oliveira et al., 2012; Jacobson et al.,
2012, 2014). Em um estudo de série temporal conduzido na regido subequatorial dessa regiao,
verificou-se um incremento percentual de 6% (CI 95%: 1,4-10,8) no lag 3 e 5,1% (1C95: 0,6-
9,8) no lag 4 nas internacdes por doencas respiratdrias em criangas menores de 5 anos a cada
aumento de 10 pg/m?3 na seca de 2005 (Ignotti et al., 2010a).

Os efeitos da poluicdo do ar na saide humana ja foram amplamente relatados em
estudos epidemioldgicos (Pope, Dockery, 2006; Gouveia et al., 2006; Chen et al., 2008) e o
desbalanco redox foi incluido como um dos principais mecanismos de atuacdo desses
poluentes no organismo humano (Li et al., 2003; Kelly, 2003; Valavanidis et al, 2008; Ayres
et al., 2008). Os poluentes atmosféricos podem induzir diretamente a formacédo de espécies
reativas devido a sua composicdo quimica (Li et al., 2003; Valavanidis et al., 2008) ou
indiretamente por meio de seus efeitos proinflamatorios (Kumagai et al., 1997; Nel et al.,
1998, 2001).

Diversos biomarcadores de desbalanco redox foram estudados e associados com

poluicdo do ar, entre 0s quais destacam-se aqueles associados ao sistema antioxidante
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enzimatico, como a atividade enzimatica da superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GST-Px), e ndo enzimatico como a-tocoferol e glutationa reduzida
(Delfino et al., 2009, 2010; Possamai et al., 2010; Wilhelm Filho et al., 2010). Entre os
biomarcadores que refletem danos oxidativo em lipidios, proteinas e DNA, 0s mais estudados
foram os isoprostanos, LDL oxidado, malondialdeildo (MDA), proteina carbonilada, 8-
hidroxideoxiguanosina (8-OHdG) e 8-0xo0-2'-desoxiguanosina (8-oxodG) (Svecova et al.,
2009; Allen et al., 2009; Kelishadi et al., 2009; Kim et al., 2009; Liu et al 2009a; 2009b; Lee
et al., 2010; Ren et al., 2010, 2011; Bae et al., 2010; Wilhelm Filho et al., 2010; Possamai et
al., 2010; Bagryantseva et al., 2010; Raulf- Heimsoth et al., 2010; Al Zabadi et al., 2011,
Rossner et al., 2011; Stockfelt et al., 2012; Huang et al., 2012a, 2012b; Patel et al., 2013)

Em criancgas, a relacdo entre poluicdo atmosférica e biomarcadores de desbalanco redx
foi demonstrada em diversos estudos (Liu et al., 2009a; Bae et al., 2010; Oluwole et al., 2013;
Lin et al., 2015), corroborando nossos resultados que mostraram um aumento das
concentracOes séricas de MDA e da atividade enzimatica da GST em criangas e adolescentes
expostas aos grupos de maiores exposi¢oes ao PMas.

Em um estudo de intervencdo quase-experimental conduzido antes, durante e depois
dos Jogos Olimpicos de Pequim (2008) com 36 escolares, as concentracdes de MDA na urina
foram associadas ao aumento de PM2s e Black carbon (Lin et al., 2015). Além disso, esse
biomarcador foi identificado em amostras do ar exalado condensado e, posteriormente, sua
relagdo com o PM foi evidenciada em criancas asmaticas (Romieu et al., 2008; Liu et al.,
2009a). No entanto, o uso desse biomarcador para avaliar os efeitos da poluicdo atmosférica
deve ser feito com cautela ajustando potenciais fatores confundidores, como a dieta e uso de
medicacdo (Oliveira et al., 2014).

A associacdo entre poluicdo do ar e atividade das enzimas GST’s em criancgas foi,

particularmente explorada na interacdo gene-ambiente por meio da presenca de variantes
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polimorficas nessas enzimas. A presenca desses polimorfismos pode resultar em um estado
deficiente de detoxificacdo e, consequentemente, aumentar o risco de efeitos adversos da
poluicdo atmosférica (Piacentini et al., 2010; Sacks et al., 2011, Minelli et al., 2011). Os
polimorfismos nos genes da classe Mu (glutationa S-transferase M1/GSTML1), theta
(glutationa S-transferase T1/GSTTL1) e pi (glutationa S-transferase P1/GSTP1) foram os mais
estudados (Piacentini et al., 2010; Sacks et al., 2011, Minelli et al., 2011) e sua ocorréncia foi
relatada como fator de modificacdo para os efeitos da polui¢cdo em criangas asmaticas e com
processos alérgicos (Gilliland et al., 2004).

As criancas e adolescentes portadoras da variante polimorfica GSTP1, gendtipo
Val/Val, apresentaram também maiores concentracdes de tiol quando comparadas aquelas
com genotipo lle/lle. Esses resultados sdo esperados, pois criancas com o genotipo Val/Val
podem apresentar menor atividade da enzima GST e, consequentemente, uma reducdo no
processo de detoxificacdo de xenobidticos e da conjugacdo da GSH — o tiol mais abundante
no meio intracelular (Gilliland et al., 2004). Alias, a atividade da GST mostrou-se dependente
das concentragOes de tiol, apoiando ainda mais os resultados encontrados.

Ainda sobre a poluigéo do ar, a poluicdo indoor — caracterizada nesse estudo como a
presenca de casas de farinha na residéncia e/ou uso de fogédo a lenha — foi um fator importante
para a reducdo das concentracdes de tiol. A exposicdo a poluicdo indoor foi caracterizada,
recentemente, como uma exposicao crénica e continua a elevadas concentraces de poluentes
contribuindo para um estado recorrente de desbalanco redox e de inflamacgédo aguda (Oliveira
et al., 2014). Em um estudo realizado em criangas com idade média de 13 anos (SD * 3,2),
residentes em comunidades rurais tradicionais da Nigéria, a concentracdo indoor de PMas
atingiu valores medianos de 1575 pum/m3 com consequente reducéo das defesas antioxidantes
e inflamatorias das vias aéreas e aumento das concentracdes de MDA que alcancaram valores

médios de 5,44 pmol/L (SD % 1,88) no sangue (Oluwole et al., 2013).
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O consumo de peixe foi outro fator relacionado aos biomarcadores de desbalanco
redox, especificamente no aumento da atividade da GST e das concentracdes de MDA.
Apesar de se esperar uma relacao negativa devido as propriedades antioxidantes do pescado, 0
consumo de peixe pode indicar uma exposi¢cdo ambiental ao metilmercario (MeHg). O MeHg
¢ a forma mais toxica de Hg e, devido suas propriedades fisicas e quimicas, pode ser
incorporado aos organismos aquaticos e, acumular-se naqueles situados no topo da cadeia
trofica (Santos et al., 2003, Hintelmann, 2010). Assim, os efeitos do MeHg sdo motivo de
preocupacdo em areas onde a principal fonte de alimento é o peixe, como nas regides
ribeirinhas residentes ao longo do rio Madeira.

A neurotoxicidade atribuida a exposicdo por MeHg foi associada a altera¢do no estado
redox de grupamento como tiodis e selendis promovendo uma deplecdo da GSH e de enzimas
atuantes no sistema antioxidante, possibilitando, desse modo, a agdo das ERO’s (Farina et al.,
2013). Na Amazénia Brasileira, em um estudo realizado em comunidades tradicionais, Grotto
et al. (2010) encontraram uma relacdo inversamente proporcional entre a exposi¢cdo ao Hg
(dosado no cabelo e no sangue) e biomarcadores atuantes no sistema antioxidante, incluindo a
GSH. No presente estudo, as concentracbes de Hg no sangue foram testadas, mas o0s
resultados mostraram colinearidade dessa variavel com o consumo de peixe que apresentou
melhor ajuste e contribuicdo para os modelos.

Em relacdo ao sistema de defesa antioxidante, a analise do grupamento tiol forneceu
uma proxy das concentragdes de GSH, considerada um biomarcador tradicional de atuagéo do
sistema antioxidante e do desbalanco redox (Meister, Anderson, 1983; Ferreira, Matsubara,
1997; Ercal et al., 2001). Em média, a concentracdo sérica de tiol em criangas e adolescentes
foi de 0,48 mmol/L (£ 0,09) e esses resultados foram semelhantes aqueles encontrados em

criangas e adolescentes saudaveis dos estudos desenvolvidos por Carratelli et al. (2001) e
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Aycicek et al. (2006) que apresentaram, respectivamente, concentracdes de tiol de 0,46
mmol/L (£0,054) e 0,42 mmol/L (£0,03).

Variaveis associadas a saude das criancas e adolescentes apresentaram relacdo com as
concentracdes séricas de tiol que foram, em média, menores entre aquelas asmaticas e com
proteina C reativa > 6 mg/L. Normalmente, altos niveis de antioxidantes sdo encontrados no
trato respiratorio, mas em asmaticos essa condi¢do pode apresentar-se alterada com deplecédo
de fatores antioxidantes como a GSH (Andreadis et al., 2003, Fitzpatrick et al., 2009).
Ademais, valores reduzidos de GSH podem aumentar a resposta inflamatoria e, por
conseguinte, elevar as concentracGes de biomarcadores de inflamacdo como a proteina C
reativa, conforme apresentado por Sauerwein et al., (1997) ao estudar criangas com
desnutricdo protético-calorica Kwashiokor. Entre as variaveis socioambientais, além da
exposicdo a poluicdo indoor, a renda familiar esteve relacionada negativamente com as
concentracdes de tiol. Isso se deve, possivelmente, pelo fato de 75% das criancas com
proteina C reativa maior que 6 mg/L reportaram renda familiar maior que 1 salario minimo.

Além do papel exercido no mecanismo fisiopatolégico de diversas doencas, 0
desbalanco redox também foi relacionado com alteracbes metabolicas decorrentes de
indmeras exposi¢des ambientais e ocupacionais. Por isso, 0s seus biomarcadores s&o
considerados inespecificos, dado que ndo indicam um efeito biolégico resultante de uma
particular exposi¢do, mas refletem o efeito total e integrado de um conjunto delas (Stellman,
1998). Embora a exposicao a poluicdo atmosférica e ao mercurio tenham sido relacionadas
com a atividade enzimatica da GST e com as concentragdes de MDA, o efeito sinergistico
entre ambas exposi¢Oes ndo foi explorado. De todo modo, o potencial uso de biomarcadores
de desbalanco redox vem sendo explorado como biomarcadores de exposicdo. Obolenskaya et
al. (2010) sugeriram que a determinacdo da atividade enzimatica do 7-etoxicumarina O-

desetilase (ECOD) na placenta de 143 gestantes poderia servir como um marcador biologico
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de desbalanco redox em areas com alta exposicdo radioativa e quimica — o que implica a
funcdo de um biomarcador de exposicdo. A relacdo linear sugerida nesse estudo entre 0s
grupos de exposicdo ao PMzs e a atividade enzimatica da GST e as concentragdes de MDA,
apesar de indicar essa possibilidade, precisar ser necessariamente mais investigada em outros
estudos.

Ainda sobre a exposi¢do ao PMys, a distancia entre a estacdo de monitoramento e a
area rural/ribeirinha e a imputacdo de 20% das medidas corresponde a uma limitacdo e
fragilidade desse estudo. Contudo, outras variaveis como a queima de lixo e a polui¢do indoor
contribuiram para caracterizar a exposicdo a poluicdo do ar nessa regido. Além disso, as
caracteristicas meteorologicas como 0s sistemas convectivos rasos e ndo precipitantes,
tipicamente encontrados sobre a bacia Amazé6nica, favorecem o transporte de gases e
particulas em larga escala e para longas distancias (Freitas et al., 2000, 2005; Andreae et al.,
2001). Ao comparar a profundidade oOptica dos aerossdis (AOD), uma variavel proxy de
exposicdo ao PMzs, no raio de 20 km da comunidade rural/ribeirinha e do local onde esta
implantada a estagdo de monitoramento, ndo foram observadas diferengas entre as
localidades, 0 que minimiza as fragilidades e incertezas dessas medidas.

No geral, este estudo mostrou que o aumento da atividade da GST e das
concentracdes de MDA foram relacionadas, especialmente, com a exposicdo ao PMas e ao
mercdrio, enquanto o grupamento tiol foi menor em criancas que apresentaram inflamacéo
aguda e polimorfismo na GSTP1. Por fim, a medida que o papel do desbalanco redox e os
potenciais fatores envolvidos em sua ocorréncia tornarem-se mais claramente definidos,
havera também maior seguranca na utilizacdo de seus biomarcadores para prever efeitos ao

organismo ou para indicar uma determinada exposi¢édo ambiental.
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Tabelas

Tabela 1. Descricdo das concentracdes séricas do grupamento tiol.

Variaveis N Mediana Meédia p-valor*
(Intervalo interquartil) (Desvio padrao)
Tiol (mmol/L) 197 0,47 (0,43 -0,51) 0,484 (+ 0,109)
Proximal
Idade 5-11 | 104 0,46 (0,44 - 0,51) 0,47 (£ 0,110) 0,089
12-17 ¢ 93 0,49 (0,44 - 0,50) 0,49 (+ 0,109)
Sexo Masculino { 80 0,46 (0,44 - 0,50) 0,48 (£ 0,122) 0,302
Feminino | 117 0,48 (0,44 -0,51) 0,48 (+ 0,100)
GSTM1 Nulo { 52 0,47 (0,42 - 0,50) 0,47 (£ 0,129) 0,184
Positivo | 97 0,49 (0,44 - 0,52) 0,50 (£ 0,118)
GSTT1 Nulo 9 0,44 (0,44 - 0,51) 0,47 (£ 0,072) 0,636
Positivo | 139 0,48 (0,44 - 0,51) 0,49 (+ 0,125)
GSTP1 AA | 45 0,48 (0,44 - 0,51) 0,48 (= 0,061) 0,073
AG | 92 0,48 (0,44 - 0,50) 0,49 (% 0,145)
GG | 14 0,52 (0,48 —0,54) 0,53 (£ 0,122)
Intermediario
Anemiaferropriva Sim { 37 0,47 (0,44 — 0,50) 0,47 (£ 0,059) 0,642
Néo | 160 0,48 (0,44 - 0,51) 0,49 (£ 0,118)
IgE hx2 Reagente | 119 0,47 (0,43 - 0,50) 0,48 (£ 0,122) 0,263
N&o reagente | 78 0,48 (0,44 -0,51) 0,48 (£ 0,087)
PCR <6mg/L | 188 0,48 (0,44 -0,51) 0,48 (+ 0,095) 0,357
>6mg/L i 09 0,43 (0,35 -0,49) 0,50 (% 0,289)
Asma Sim | 36 0,45 (0,43 - 0,49) 0,45 (£ 0,042) 0,029
N&o | 152 0,48 (0,44 - 0,51) 0,48 (£ 0,114)
Obst. Pulmonar Sim | 29 0,49 (0,44 - 0,53) 0,51 (£ 0,148) 0,140
Néo | 163 0,47 (0,44 - 0,51) 0,47 (£ 0,095)
Sint. Respiratorios Sim | 101 0,47 (0,44 - 0,51) 0,48 (+ 0,075) 0,688
Nao | 93 0,48 (0,44 - 0,51) 0,49 (£ 0,126)
Consumo peixe <3xnasemana | 143 0,48 (0,44 - 0,51) 0,49 (£ 0,122) 0,514
>3xnasemana | 51 0,46 (0,44 - 0,51) 0,47 (£ 0,058)
IMC Eutrofico | 161 0,47 (0,43 -0,51) 0,48 (= 0,116) 0,595
Sobrepeso | 26 0,48 (0,44 - 0,51) 0,48 (+ 0,045)
Obesidade | 08 0,48 (0,32 -0,51) 0,42 (x0,115)
Distal
Renda familiar < 1saléario { 43 0,49 (0,44 - 0,51) 0,54 (£ 0,189) 0,047
1-2salérios | 68 0,46 (0,44 - 0,50) 0,46 (+ 0,058)
>2 salarios | 76 0,47 (0,44 - 0,51) 0,48 (+ 0,064)
Escol. Pais Até o primario | 79 0,48 (0,44 -0,51) 0,51 (£ 0,153) 0,520
Fundamental | 64 0,47 (0,45 - 0,50) 0,47 (£ 0,057)
Ensino médio | 50 0,49 (0,46 — 0,53) 0,48 (= 0,059)
Pessoas/cdmodo <2 pessoas | 157 0,47 (0,43 -0,52) 0,49 (£ 0,121) 0,795
>2 pessoas | 39 0,48 (0,44 — 0,50) 0,48 ( 0,045)
Local residéncia Ribeirinha { 52 0,46 (0,43 - 0,50) 0,46 (+ 0,046) 0,073
Periurbana/Urbana | 145 0,48 (0,44 -0,51) 0,49 (£ 0,124)
Fumante em casa Sim ; 55 0,49 (0,44 -0,52) 0,48 (£ 0,094) 0,315
N&o | 137 0,47 (0,44 - 0,50) 0,48 (£ 0,117)
Queima de lixo Sim | 124 0,47 (0,43 -0,51) 0,48 (£ 0,123) 0,167
Nédo | 70 0,49 (0,44 -0,51) 0,48 (£ 0,082)
Poluicdo indoor? Sim { 51 0,46 (0,43 - 0,50) 0,48 (£ 0,128) 0,252
Néo | 143 0,48 (0,44 - 0,51) 0,48 (£ 0,104)
PMa,sP Grupo de referéncia | 56 0,50 (0,49 - 0,52) 0,49 (£ 0,047) 0,053
Baixa exposi¢do | 60 0,49 (0,39 -0,57) 0,50 (£ 0,183)
Moderada exposi¢do | 29 0,48 (0,42 -0,51) 0,46 (+ 0,053)
Alta exposi¢do | 52 0,46 (0,43 - 0,50) 0,48 (£ 0,043)

* Testes ndo paramétricos Mann-Whitney e Kruskal Wallis; a: sintomas respiratorios (sinais ou sintomas de inflamacéo das
vias aéreas superiores e inferiores); b: poluicdo indoor definida como residéncias que possuem casa de farinha ou que usam
fogdo a lenha; c: Considerado a média mdvel de 4 dias anterior a coleta de sangue. IgE hx2: imunoglobulina E (especifica para
poeira, fungos e &caros; PCR: proteina C reativa; Obst. Pulmonar: Obstrucdo pulmonar; Sint. respiratorios: sintomas
respiratorios; Escol. pais: escolaridade dos pais.
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Tabela 2. Descricdo da atividade enzimatica da glutationa S-transferase.

Variaveis N Mediana . |\_/|éd|a p-valor*
(Intervalo interquartil) (Desvio padréo)
GST (U/L) 194 19,3 (13,9 - 25,2) 19,8 (+7,46)
Proximal
Idade 5-11 102 20,2 (14,6 — 26,0) 20,7 (£ 7,75) 0,075
12-17 92 17,2 (13,2 -23,7) 18,8 (£ 7,02)
Sexo Masculino 77 20,4 (14,6 — 26,5) 20,9 (£ 7,94) 0,085
Feminino | 117 18,2 (12,9 - 24,1) 19,0 (+7,16)
GSTM1 Nulo 51 15,3 (15,3 — 28,0) 22,8 (£7,64) 0,032
Positivo 95 19,3 (13,1 - 26,0) 20,0 (£ 7,65)
GSTT1 Nulo 10 21,1 (11,5-23,8) 19,5 (£ 8,29) 0,528
Positivo | 136 20,6 (14,2 -27,3) 21,1 (£7,72)
GSTP1 lle/lle 45 19,8 (13,8 - 24,3) 19,8 (£ 6,92) 0,300
lle/Val 91 20,5 (14,1 -28,0) 21,4 (£7,77)
Val/Val 13 22,9 (157 — 33,9) 23,6 (£ 9,95)
Intermediario
Anemia ferropriva Sim 36 21,3 (13,4-28,9) 22,0 (£ 8,22) 0,053
N&do | 158 18,6 (13,8 —24,3) 19,3 (£ 7,20)
IgE hx2 Reagente 78 20,6 (14,2 - 25,8) 20,5 (+ 7,96) 0,123
N&o reagente | 116 18,1 (11,8 -22,3) 18,8 (£ 6,5)
PCR <6mg/L { 185 18,8 (13,9 - 25,4) 19,8 (£ 7,55) 0,905
>6 mg/L 9 21,3 (16,3 -23,3) 19,5 (£ 5,42)
Asma Sim 36 19,4 (13,9 — 25,5) 20,1 (£ 7,10) 0,791
Ndo | 149 18,8 (13,9 - 25,0) 19,7 (£ 7,59)
Obst. pulmonar Sim 30 20,3 (13,7 -25,0) 19,7 (£ 6,75) 0,904
Nédo | 160 19,2 (13,8 - 25,3) 19,9 (£ 7,62)
Sint. respiratdrios Sim 99 18,1 (13,0 - 24,3) 18,9 (+ 7,27) 0,084
Né&o 92 19,9 (14,6 — 25,5) 20,7 (+ 7,60)
Consumo peixe < 3x na semana 142 16,7 (12,9 - 21,5) 17,8 (£ 6,78) <0,001
> 3x na semana 52 25,5(21,5-29,7) 25,4 (£ 6,31)
IMC Eutrofico | 156 20,0 (14,1 - 25,5) 20,3 (£ 7,34) 0,111
Sobrepeso 27 16,2 (13,0 — 25,5) 18,6 (+ 8,15)
Obesidade 09 16,9 (9,34 -21,1) 15,6 (£ 5,72)
Distal
Renda familiar <1 salario 43 26,5 (22,4 - 30,0) 26,1 (+ 6,10) <0,001
1 -2 salérios 66 18,1 (14,2 -21,9) 18,6 (+ 6,61)
> 2 salarios 75 14,5 (12,1 -21,3) 16,5 (+ 6,50)
Escol. pais Até o primario 79 22,3 (16,7 -26,7) 22,2 (£7,47) <0,001
Fundamental 61 17,8 (13,6 — 23,5) 18,9 (£ 7,38)
Ensino médio 50 16,0 (12,4 — 20,5) 17,2 (£ 6,64)
Pessoas/comodo <2pessoas | 154 19,0 (13,9 - 25,0) 19,6 (+7,42) 0,434
> 2 pessoas 39 20,4 (14,2 - 26,5) 20,7 (£ 7,64)
Local residéncia Ribeirinha 52 26,8 (24,1 - 30,0) 27,3 (£ 4,90) <0,001
Periurbana/Urbana | 142 16,3 (12,8 - 25,2) 17,1 (+ 6,30)
Fumante em casa Sim 52 18,2 (13,7 -22,7) 19,2 (£ 7,07) 0,432
Ndo | 137 19,3 (13,9 — 25,5) 20,1 (£ 7,68)
Queima de lixo Sim | 123 21,3 (15,0 -27,5) 21,5 (£ 7,84) <0,001
Né&o 68 15,7 (12,9 - 21,0) 16,9 (£ 5,71)
Poluico indoor? Sim 51 25,5 (20,4 - 30,0) 25,1 (£ 6,99) <0,001
Ndo | 140 17,2 (12,9 -22,3) 18,0 (£ 6,72)
PMsP Grupo de referéncia 72 14,5 (12,1 - 18,0) 14,8 (+ 4,52) <0,001
Baixa exposicdo 31 16,3 (12,4 - 20,2) 15,9 (+ 4,03)
Moderada exposicdo 57 24,4 (19,9 —29,9) 24,3 (£7,23)
Alta exposi¢do 32 26,0 (24,1 —30,0) 27,0 (£ 5,39)

* Testes T e anova (paramétricos); a: sintomas respiratorios (sinais ou sintomas de inflamacdo das vias aéreas superiores e
inferiores); b: polui¢do indoor definida como residéncias que possuem casa de farinha ou que usam fogdo a lenha; c:
Considerado a média mével de 5 dias anterior a coleta de sangue. IgE hx2: imunoglobulina E (especifica para poeira, fungos e
acaros; PCR: proteina C reativa; Obst. Pulmonar: Obstrucdo pulmonar; Sint. respiratérios: sintomas respiratorios; Escol. pais:

escolaridade dos pais.
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Tabela 3. Descri¢cao das concentracoes séricas de malondialdeildo.

Variaveis N Mediana Média p-valor*
(Intervalo interquartil) (Desvio padrao)
MDA (umol/L) 197 1,39 (1,19 - 1,68) 1,45 (£ 0,329)
Proximal
Idade 5-11 104 1,49 (1,20 - 1,75) 1,50 (£ 0,350) 0,019
12 -17 93 1,35(1,17 - 1,59) 1,39 (£ 0,300)
Sexo Masculino 79 1,43 (1,19 -1,69) 1,45 (+ 0,340) 0,908
Feminino | 119 1,39 (1,20 - 1,69) 1,44 (+ 0,320)
GSTM1 Nulo 51 1,40 (1,57 - 1,72) 1,45 (£ 0,320) 0,773
Positivo 97 1,39 (1,19 - 1,65) 1,43 (£ 0,327)
GSTT1 Nulo 10 1,45 (1,12 - 1,80) 1,45 (£ 0,395) 0,930
Positivo | 138 1,39 (1,19 - 1,66) 1,44 (+£ 0,320)
GSTP1 lle/lle 45 1,59 (1,21 - 1,60) 1,41 (£ 0,264) 0,495
lle/Val 93 1,39 (1,16 - 1,72) 1,44 (£ 0,339)
Val/Val 13 1,37 ((1,29 - 1,77) 1,53 (£ 0,373)
Intermediario
Anemiaferropriva Sim 36 1,48 (1,25 - 1,75) 1,49 (£ 0,344) 0,401
Néo { 161 1,39 (1,19 - 1,66) 1,44 (+ 0,336)
IgE hx2 Reagente | 117 1,49 (1,24 -1,71) 1,49 (+ 0,315) 0,017
N&o reagente 80 1,31 (1,13 -1,64) 1,38 (+ 0,338)
PCR <6mg/L { 188 1,40 (1,20 - 1,69) 1,45 (£ 0,331) 0,270
> 6 mg/L 09 1,21 (1,40 -1,51) 1,33 (£ 0,256)
Asma Sim 37 1,39 (1,06 — 1,70) 1,40 (£ 0,344) 0,370
Ndo | 151 1,40 (1,20 — 1,69) 1,46 (£ 0,327)
Obst. pulmonar Sim 29 1,40 (1,31 -1,83) 1,53 (£ 0,336) 0,136
Ndo | 163 1,39 (1,18 - 1,69) 1,43 (£ 0,330)
Sint. respiratdrios Sim { 102 1,42 (1,20 - 1,66) 1,44 (+ 0,296) 0,666
Néo 92 1,39 (1,17 - 1,71) 1,46 (+ 0,360)
Consumo peixe <3xnasemana { 146 1,34 (1,16 — 1,60) 1,38 (+ 0,313) <0,001
> 3x na semana 51 1,67 (1,40 -1,82) 1,63 (+ 0,309)
IMC Eutréfico | 159 1,40 (1,19 - 1,69) 1,45 (£ 0,334) 0,844
Sobrepeso 27 1,35(1,19-1,77) 1,42 (£ 0,338)
Obesidade 09 1,44 (1,17 — 1,65) 1,43 (£ 0,239)
Distal
Renda familiar <1 salério 43 1,50 (1,32 -1,71) 1,53 (£ 0,325) 0,071
1 -2 salarios 68 1,37 (1,24 - 1,74) 1,46 (£ 0,327)
> 2 salarios 76 1,38 (1,11 - 1,62) 1,40 (£ 0,323)
Escol. pais Até o primario 78 1,45 (1,25 - 1,69) 1,46 (+ 0,288) 0,040
Fundamental 64 1,47 (1,21 -1,74) 1,51 (£ 0,375)
Ensino médio 76 1,34 (1,13 -1,58) 1,35 (£ 0,314)
Pessoas/comodo <2pessoas i 156 1,39 (1,18 -1,67) 1,44 (+ 0,323) 0,382
> 2 pessoas 40 1,39 (1,27 - 1,74) 1,49 (£ 0,343)
Local residéncia Ribeirinha 52 1,68 (1,53 - 1,84) 1,69 (£ 0,271) <0,001
Periurbana/Urbana | 145 1,31 (1,13 -1,54) 1,36 (+ 0,304)
Fumante em casa Sim 53 1,35 (1,09 — 1,63) 1,41 (x 0,359) 0,299
Ndo | 139 1,44 (1,21 -1,70) 1,46 (£ 0,314)
Queima de lixo Sim | 125 1,40 (1,19 - 1,67) 1,45 (+ 0,327) 0,826
Néo 69 1,39 (1,21 -1,70) 1,46 (£ 0,331)
Poluig&o indoor? Sim 51 1,56 (1,34 -1,77) 1,57 (£ 0,304) 0,003
Ndo | 143 1,35(1,14 - 1,66) 1,41 (£ 0,328)
PM2s° Grupo de referéncia 73 1,34 (1,12 -1,53) 1,36 (+ 0,308) <0,001
Baixa exposicéo 33 1,23 (1,11 -1,63) 1,36 (+ 0,337)
Moderada exposicao 59 1,47 (1,20 - 1,75) 1,48 (+ 0,329)
Alta exposicéo 32 1,66 (1,51 —1,80) 1,66 (+ 0,266)

* Teste T e anova (paramétrico). a: sintomas respiratdrios (sinais ou sintomas de inflamagdo das vias aéreas superiores e
inferiores); b: polui¢do indoor definida como residéncias que possuem casa de farinha ou que usam fogdo a lenha; c:
Considerado a média mével de 5 dias anterior a coleta de sangue. IgE hx2: imunoglobulina E (especifica para poeira, fungos e
acaros; PCR: proteina C reativa; Obst. Pulmonar: Obstrugdo pulmonar; Sint. respiratdrios: sintomas respiratorios; Escol. pais:

escolaridade dos pais.
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Tabela 4. Correlacdo de Pearson das concentracdes séricas de tiol, atividade da GST e malondialdeildo com as variaveis continuaas.

Tiol*

GST

MDA
Idade*
IMC*
Eosindfilos*
IgE — hx2*
Hemoglobina
Ferro
Ferritina*
Glicose

Hg-sangue*

Tiol*  GST MDA Idade* IMC*  Eosinotfilos* IgE—hx2 Hemoglobina Ferro  Ferritina*  Glicose Hg — sangue*
1,000 | 0,124 | -0,040 i 0,080 | -0,057 -0,028 -0,069 0,172 0,206 -0,025 0,076 0,108
1,000 { 0,312 | -0,108 | -0,162 0,131 0,103 -0,047 0,300 0,004 -0,277 0,398
1,000 -0,143 | -0,056 0,178 0,104 0,072 0,116 0,047 -0,022 0,228

1,000 0,504 -0,188 0,010 0,384 0,078 0,017 0,164 -0,069

1,000 -0,155 0,035 0,232 -0,003 0,063 0,123 -0,032

1,000 0,205 -0,016 0,041 0,145 -0,043 0,205

1,000 0,205 0,082 0,143 -0,050 0,110

1,000 0,162 0,187 0,226 0,031

1,000 0,197 -0,070 0,137

1,000 0,069 -0,131

1,000 -0,147

1,000

*Ln-transformado; valores destacados em negrito: p-valor < 0,05; MDA: malondialdeildo; IMC: indice de massa corporal; IgE — hx2: imunoglobulina E (especifica para poeira,
fungos e &caros); Hg: niveis de mercario no sangue.
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Tabela 5. Modelo de regresséo linear multipla. Porto Velho, Rondonia (2012).

Modelos Coeficiente Intervalo de p-valor
confianca (95%0)
Tiol* Intercepto -1,233 -1,659 a -0,907 <0,001
PCR (> 6 mg/L) -0,252 -0,440 a -0,064 0,009
GSTP1(lle/Val) -0,037 -0,088 2 0,013 0,156
GSTP1(Val/Val) 0,112 0,022 a 0,202 0,015
Hemoglobina 0,046 0,016 a2 0,076 0,003
Ferro sérico 0,002 0,0001 a 0,004 0,058
Renda (1 — 2 salérios) -0,114 -0,178 a -0,049 <0,001
Renda (> 2 salarios) -0,114 -0,179 a -0,044 <0,001
PM_;5 (2° quartil) -0,127 -0,206 a —0,048 0,002
PM_;s (3° quartil) -0,064 -0,137 a -0,007 0,083
PM_;s5 (4° quartil) -0,080 -0,169 a -0,008 0,080
Poluicdo indoor -0,086 -0,148 a -0,025 0,006
R2 ajustado 24%
Estatistica F <0,001
GST ** Intercepto 19,25 9,31a29,2 <0,001
Idade (adolescente) -1,637 -3,29a0,016 0,054
Sexo (feminino) -1,241 -2,832a0,35 0,129
Tiol 10,76 3,88a17,6 0,002
Glicose sérica -0,109 -0,22 a-0,001 0,050
Cons. peixe (> 3x semana) 2,549 0,42 a 4,67 0,020
PM_;5 (2° quartil) 3,127 0,78 a 5,47 0,009
PM2;s (3° quartil) 8,637 6,492a10,8 <0,001
PM_;5 (4° quartil) 11,0 8,31a13,7 <0,001
R2 ajustado 55%
Estatistica F <0,001
MDA** Intercepto 1,211 1,104 21,317 <0,000
Idade (adolescente) -0,084 -0,177 a 0,008 0,075
IgE (atdpico - reagente) 0,149 0,059 a 0,240 0,001
Obstrucéo pulmonar (sim) 0,134 0,014 a 0,254 0,030
Cons. peixe (> 3x semana) 0,172 0,056 a 0,287 0,004
PM_;5 (2° quartil) 0,100 -0,028 2 0,229 0,128
PM_5 (3° quartil) 0,126 0,013 a0,242 0,034
PM_5 (4° quartil) 0,244 0,093 a 0,997 0,002
R2 ajustado 27%
Estatistica F <0,001

* Resultados sem os outliers (tiol > 1,0 mmol/L). ** Resultados semelhante ao excluir os outliers.
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Figuras
Figura 1. Representacdo grafica do modelo tedrico-explicativo.
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Figura 2. Coeficiente de regressao linear multipla dos grupos de exposi¢do ao PMzs, segundo o grupamento tiol (A), atividade da GST

(B) e malondialdeildo (C).
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5.3.  ARTIGO Il - ASSOCIACAO DO MATERIAL PARTICULADO FINO (PM2s)
E SEUS ELEMENTOS QUIMICOS SOBRE BIOMARCADORES DE ESTRESSE
OXIDATIVO EM UMA POPULACAO INFANTO-JUVENIL DA AMAZONIA
OCIDENTAL BRASILEIRA.

Beatriz Fatima Alves de Oliveirat, Leandro Vargas Barreto de Carvalho!, Dennys de Souza
Mourdo?, Rita de Céssia Oliveira da Costa Mattos?, Hermano Albuquerque de Castro?, Paulo

Artaxo3, Washington Leite Junger?, Sandra Hacon?

1P6s-graduacéo de Satde Publica e Meio Ambiente, Escola Nacional de Salide Publica (ENSP) / Fundagdo

Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, Brasil; 2Centro de Estudos da Salde do Trabalhador e Ecologia
Humana (CESTEH), Escola Nacional de Saude Publica (ENSP) / Fundacédo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de
Janeiro, Brasil; ®Instituto de Fisica, Universidade de Sdo Paulo (USP), Sdo Paulo, Brasil; “Departamento de
Epidemiologia, Instituto de Medicina Social (IMS) / Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ), Rio de

Janeiro, Brasil

Resumo: A exposi¢do ao PMzs pode induzir a producdo de espécies reativas no ambiente
celular, sobretudo pela presenca de compostos organicos e metais em sua Composigdo
qguimica. Objetivo: Avaliar os efeitos da exposicdo ao PM2s e de seus constituintes quimicos
nos biomarcadores de desbalanco redox em um grupo de criancas e adolescentes residentes na
Amazonia Ocidental Brasileira. Materiais e métodos: Trata-se de um estudo transversal,
observacional e de carater descritivo sobre a relagdo entre a exposicdo ao PM2s e seus
componentes quimicos e biomarcadores de desbalanco redox (grupamento tiol,
malondialdeido, atividade enziméatica da GST). Os Modelos Lineares Generalizados foram
usados e a relacdo entre a poluicdo e os biomarcadores foi estimada pelos métodos Single Lag
e Modelo Polinomial de Defasagem Distribuida (PDLM). Resultados: O aumento de 10
pg/mé nas concentragfes de PMys foi associado com redugdo do grupamento tiol (2%;
1C95%: 0,2% — 4,4%) depois de 5 dias de exposicdo (lag 5). O aumento da atividade da GST
e MDA foram 19,1 U/L (IC95%: 17,2 — 21,07) e 0,307 umol/L (I1C95%: 0,02 — 0,416) a cada
incremento de 10 pg/m?3 nas concentragdes de PMy;s, considerando o efeito acumulado de 5
dias de exposicdo anteriores a coleta de sangue. Entre os componentes quimicos do PMas, 0s
metais foram aqueles que apresentaram maiores associagdes com 0s biomarcadores de
desbalanco redox. Concluséo: Os efeitos da exposi¢cdo ao PM2 s foram observados a partir do
4° dia apos a coleta de sangue (lag 4). Entre os componentes quimicos do PMa5, 0s metais
apresentaram as maiores associag0es com os biomarcadores de desbalanco redox.

Palavras-chave: Desbalango redox, glutationa S-transferase, grupamento tiol,

malondialdeildo, Amazonia Brasileira, PM2 5, componentes quimicos.
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Introducéo

A poluicdo do ar é a emissdo de particulas, gases, moléculas bioldgicas ou outros
materiais nocivos na atmosfera e constitui-se em um dos fatores ambientais com maior
impacto sobre a saude e a qualidade de vida humana (WHO, 2014). Ao longo dos ultimos 20
anos, os estudos epidemioldgicos descritivos e analiticos mostraram a relacdo entre a
exposicao a poluicdo do ar e diversos desfechos na saide humana (Pope et al., 2006; Brook et
al., 2010). Diversos artigos foram publicados mostrando os efeitos da exposicdo a poluicédo
atmosférica durante a gestacdo (Gouveia et al., 2004; Pedersen et al., 2013; Fleischer et al.,
2014), na saude infantil e dos idosos (Gouveia et al., 2006; Ignotti et al., 2010a; Jacobson et
al., 2012, 2014), em asmaticos (Liu et al., 2009), doencas cardiovasculares (Brook et al.,
2010) e como fator contribuinte para mortes prematuras (Héroux et al., 2015; Burnett et al.,
2014).

Os avancos na biologia celular e molecular proporcionaram uma melhor compreenséao
dos mecanismos fisioldgicos do organismo humano e do sistema imunoldgico e na area de
poluicdo atmosférica, os biomarcadores emergiram como um instrumento biologico de
medicéo para decifrar as complexidades e os mecanismos de atuagdo dos poluentes. Oliveira
et al., (2014) mostraram recentemente, em uma revisdo, que a poluicdo do ar esta associada
com diversos biomarcadores de efeito envolvids em no processo de inflamacdo (vias aéreas,
sistémica e neuroldgica), disfuncdo endotelial, pro-coagulantes, aterosclerose, alteracdes do
sistema nervosos autdnomo, danos de DNA e desbalanco redox. Evidéncias sugerem que 0s
poluentes atmosféricos podem estar envolvidos em mecanismos fisiopatologicos de diferentes
doengas como diabetes (Hong et al., 2009), Alzheimer e Parkinson's (Calderon-Guarcidefias
et al.,, 2004; 2013), doencas respiratorias (Sava, Carlten, 2012) e cardiovasculares,

aterosclerose e trombose (Brook et al., 2010).
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Em um consenso geral, os mecanismos pelos quais os poluentes induzem efeitos na
salde envolvem o desencadeamento de uma cascata de eventos inflamatérios e de desbalanco
redox nos pulmdes, no sistema vascular e cardiaco (Miller et al., 2012; Saravia et al., 2013).
Entre esses mecanismos, 0 desbalango redox — uma condi¢do bioldgica definida como o
desequilibrio entre a producao de espécies reativas e o sistema de defesa antioxidante — tem
sido amplamente estudado para explicar a os efeitos da polui¢do do ar no organismo humano
(Valavanidis et al.,, 2008). Esse processo biolégico foi descrito em mecanismos
fisiopatoldgicos (Kohen, Nyska, 2002), inclusive naquelas relacionadas a exposi¢do a
poluicdo do ar como as doencas cardiovasculares (Brook et al., 2010; Miller et al., 2012);
pulmonares (Liu et al. 2009), neoplasias (Valavanidis et al., 2013) e doencas
neurodegenerativas (Moulton, Yang, 2012).

Os resultados de diversos estudos mostraram que o material particulado (PM) — uma
complexa mistura de particulas solidas e liquidas suspensas no ar — pode induzir a producéo
de espécies reativas no ambiente celular devido a sua composi¢cdo quimica. Em sua
composicdo, a presenga de componentes como quinonas, hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPA) e os metais de transicdo podem promover a formacao de espécies reativas,
especialmente as espécies reativas a oxigénio (ERO’s) (Ghio et al., 2012).

Os ions de metais de transicdo (adsorvidos em altas concentragdes nas particulas de
MP) possuem potencial redox, contribuindo para a producdo excessiva de ERO’s e,
posteriormente, desempenhando um importante papel nos danos oxidativos a macromoléculas
bioldgicas. Os estudos apontam a associagdo dos ions de metais com o0 aumento da producéo
ERO, com consequente dano oxidativo as ceélulas epiteliais das vias respiratorias (Ghio et al.,
1999; Knaapen et al., 2002; Schaumann et al., 2004) e outros desfechos clinicos em grupos

como criancas e adolescentes (Liu et al., 2009; Bae et al., 2010).
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As criancas e adolescentes sdo mais vulneraveis que os adultos ao desbalango redox
(Erden-Inal et al., 2002; Ono et al., 2001) e também aos efeitos deletérios da exposicdo a
poluicdo atmosférica (Oliveira et al.,, 2011). Criancas apresentam naturalmente baixas
concentracdes de glutationa — um potente antioxidante ndo-enzimatico — 0 que aumenta ainda
mais o risco de danos permanentes e irreversiveis associado as exposi¢des ambientais como a
poluicdo do ar. Em razéo disso, este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da exposicao
ao PM2s e de alguns de seus constituintes quimicos (enxofre [S], aluminio [Al], ferro [Fe],
zinco [Zn], titanio [Ti] e chumbo [Pb]) nos biomarcadores de desbalanco redox em um grupo

de criancas e adolescentes residentes na Amazonia Ocidental Brasileira.

Materiais e métodos
Local de estudo

O estudo foi realizado no municipio de Porto Velho (lat: 8°45°00” S; long: 63°58°00”
O), capital do Estado de Rond6nia. Este municipio esta localizado na parte Ocidental da
Amazonia Brasileira, na regido denominada “Arco do desmatamento”. Regido marcada por
elevados indices de desmatamento devido ao avanco da fronteira agricola em direcdo a
floresta amazébnica (INPE, 2014). Além da agricultura, nos ultimos anos, essa regido
destacou-se no cenario nacional devido aos investimentos do governo federal em
infraestrutura e geragdo de energia com a construcdo das Hidrelétricas Santo Antdnio de
Energia e Jirau.

Porto Velho concentra aproximadamente 30% da populacdo do Estado, com 428.527
habitantes (23% na faixa etaria de 5 a 17 anos) residentes em sua maioria na area urbana
(90%) (IBGE, 2010). Além da populacéo urbana, o municipio € formado por uma populacéo
rural/ribeirinha que vive as margens do rio Madeira — um dos mais importantes afluentes do

rio Amazonas. Essa populagdo reside em ndcleos comunitarios constituidos, em média, de
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vinte a trinta domicilios dispersos as margens dos rios e igarapés da regido, sem endereco e
sua fonte de renda provem prioritariamente da pesca.

O clima da regido é tropical, com temperatura media de 26 °C e umidade relativa do ar
média de 80% (INPE, 2013). Durante o periodo de seca e do estudo, as temperaturas maximas
chegaram a atingir valores proximos a 40°C e umidade relativa do ar média variando entre
52% a 75% (INPE, 2013). Essa relacdo entre temperatura e umidade do ar elevadas
condicionam um desconforto térmico para a populacédo e, consequentemente, piora do bem-
estar. Ainda, essa regido situa-se no trajeto de dispersdo da pluma de poluentes gerada pela

fumaca de paises vizinhos como Bolivia. A area de estudo pode ser observada na Figura 1.

Desenho e populacéo de estudo

Trata-se de um estudo transversal, observacional e de carater descritivo da associacao
entre poluicdo atmosférica e biomarcadores de desbalanco redox em 200 criangas e
adolescentes residentes em &reas ribeirinhas, periurbana e urbana do municipio de Porto
Velho. O estudo foi realizado durante o periodo de estiagem, entre os meses de julho e agosto
de 2012, estacdo do ano com maior ocorréncia de queima de biomassa. Foram incluidas todas
as criancas e adolescentes residentes de trés areas distintas de Porto Velho (Resex Lago do
Cunid [rural/ribeirinha], Belmont [periurbana] e, Nacional [urbana]), idade entre 5 a 17 anos;
adolescentes ndo fumantes e; tempo de moradia no endereco atual de pelo menos 1 ano.

Todas o0s responsaveis das criancas e adolescentes assinaram o Termo de
Consentimento Livre Esclarecido (TCE), consentindo a participagdo destas no estudo. Este
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Escola Nacional de Satde Pablica com parecer

favoravel n® 936.350/CEP/ENSP/2014
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Coleta de sangue

As coletas de sangue foram realizadas pelo laboratério do Hospital 9 de Julho —
CEACLIN, localizado no municipio de Porto Velho em Rondonia. Todas as amostras foram
coletadas em jejum de, no minimo 8 horas, com seringa de 10 ml com agulha 25x7 BD®
descartaveis, e transferidas para os respectivos tubos de coleta (vacutainer) com EDTA para
coleta de sangue total e sem anticoagulante com gel separador para demais ensaios
imunoldgicos. Todas as amostras foram distribuidas em microtubos do tipo ependorf e
armazenada a -80°C. Em seguida, essas amostras foram transportadas em isopores com gelo
seco para o Laboratorio de Toxicologia do CESTEH (ENSP/FIOCRUZ) no Rio de Janeiro,
onde foram mantidas em ultrafreezer a -80° até 0 momento da anélise dos biomarcadores de

desbalanco redox.

Biomarcadores de desbalanco redox

O desbalanco redox foi analisado em aliquotas de soro por meio dos seguintes
biomarcadores: atividade enzimatica da glutationa S transferase (GST — atividade enzimatica
de detoxicacdo dos poluentes), grupamento tiol (componente ndo enziméatico do sistema
antioxidante) e malondialdeido (MDA — produto da peroxidacédo de lipidios).

A atividade enzimatica GST foi medida pelo método de Habig et al. (1974), adaptado
por Habdous et al. (2002). Para sua mensuragéo foi usado um meio reacional de 2700 pL de
tampéo fosfato de potassio 0,1 mol/L e pH= 6,5 + 100 pL de CDNB 30 mM e 100 pL de
GSH 30 mM. A reacdo é disparada com a adi¢do de 100 pL da amostra de soro e a formacao
do produto € monitorada por 5 minutos, sendo o resultado expresso em U/L.

O grupamento tiol foi medido pelos métodos descritos originalmente por Ellman
(1959) e modificados por Hu (1994). Uma aliquota de soro (25 ul) foi misturada com 1 mL de

tampéo de Tris-EDTA (0,25 mmol/L de base Tris, 20 mmol/L de EDTA, pH 8,2) e lido em
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absorvancia de 412nm. Em seguida, uma aliquota de 25L de solucdo de estoque de DTNB (10
mmol/L em metanol absoluto) foi adicionado a solucéo e lida novamente apds 15 minutos a
temperatura ambiente. Os valores foram dados em mmol/L.

O MDA foi medido usando o TBARS ASSY KIT da marca Cayman Chemical e lido a
uma absorvancia de 512 nm, sendo os valores dados em pmol/L.

Todas as analises foram realizadas usando a espectrofotometria no UV-Vis como
técnica instrumental (equipamentos Jasco V-530 [Kyoto, Japdo] e Shimadzu UV-1601

[Kyoto, Japdo]).

Exposicdo ambiental a polui¢éo do ar

As concentracdes de PM2s foram medidas em uma estacdo de monitoramento da
qualidade do ar implantada pelo Instituto de Fisica da Universidade de Sdo Paulo (USP) no
parque natural de Porto Velho, situado a 15 km do centro da cidade. Neste estudo, foram
usados os dados coletados por filtros de fibra de quartzo usando o amostrador de grande
volume Hivol HVS 3000 e por filtros de teflon utilizando o amostrador fino e grosso (AFG)
que separa as particulas de fracdo grossa (entre 10 e 2,5 um de didmetro) e fina (menor que
2,5 um de diametro). As fracoes finas foram obtidas por meio de filtros de policarbonato com
47 mm de didmetro e poros de 8 um e 4 um. As concentracdes de Black Carbon foram
obtidas pela andlise de refletancia por meio do refletbmetro Smoke Stain Refletometer
Diffusion System, modelo M43D, do Laboratorio de Fisica Atmosférica da USP. A
caracterizacdo elementar do PM2s foi analisada pela técnica PIXE que detectou presenca de
diversos elementos quimicos de fontes naturais e antropogénicas. Além do Black Carbon, os
seguintes elementos foram estudados: enxofre (S), aluminio (Al), ferro (Fe), zinco (Zn),
titanio (Ti) e chumbo (Pb). Para os dias que nédo tiveram medidas, as concentraces de PM2s

e seus respectivos elementos quimicos foram estimados por método de imputagdo simples
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considerando o numero de focos de calor, profundidade Optica dos aerossois (Aerosol Optical
Depth — AOD) e temperatura maxima. O namero de focos de calor e as variaveis climaticas
foram obtidos pelo Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE) e pelo Centro de
Previsdo de Tempo e Estudos Climaticos (CPTEC), respectivamente. Os dados de AOD
foram extraidos online através dos satélites Terra e Aqua a bordo do MODIS (Moderate

Resolution Imaging Spectroradiometer) da NASA.

Exposicdo ambiental ao mercurio

Considerando a importancia da exposicdo ambiental nessa regido e também por estar
associado ao desbalanco redox em sistemas bioldgicos que levam a processos patologicos, o
mercurio (Hg-S) foi mensurado no sangue de criancas e adolescentes pelo Laboratério de
Quimica da Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro (PUC-Rio) por meio do
método ICP-MS (PALMER et al., 2006). Além da dose interna de Hg-S, avaliou-se ainda o
consumo de peixe (consumo menor ou maior que 3 vezes na semana) como variavel proxy da

exposicao ao mercurio.

Outras variaveis

A associagdo entre as concentragdes de PMzs, sua composicdo elementar e os de
biomarcadores de desbalanco redox foram ajustadas considerando fatores bioldgicos nédo
modificaveis (idade, sexo e polimorfismo para GST), varidveis de saude (glicose serica,
inflamacdo aguda, asma, sinais e sintomas respiratorios, contagem de eosinofilos e
Imunoglobulina E especifica para inalantes [IgE hx2]), nutricionais (ferro sérico, anemia,
indice de massa corporal [IMC] e consumo de peixe), socioecondmicas (renda, escolaridade e
local de residéncia) e ambientais (poluigdo indoor, fumo, temperatura, umidade e mercurio no

sangue).
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Os fatores socioecondmicos, demogréaficos, habitos alimentares e ambientais foram
obtidos por meio de questionario semiestruturado aplicado aos pais ou responsaveis pela
crianca ou adolescente. O método colorimétrico enzimatico foi usado para determinacao das
concentracdes plasmaticas de glicose (equipamento Roche Hitachi 911, Chemistry Analyzer
Spectrophotometer, Nova York, Estados Unidos; kits Labtest, Health Testing Centers, Saint
Louis, Estados Unidos). A dosagem de PCR foi determinada pelo método de aglutinacdo em
latex. A asma foi definida com base na metodologia do International Study od Asthma and
Allergies in Childhood (ISAAC, 1998). O parametro volume expiratorio forcado no primeiro
segundo da espirometria foi usado para definicdo das crian¢as com obstrucdo pulmonar. A
espirometria foi realizada usando um aparelho tipo pneumotacografo de Fleish da marca
KOKO (Ferraris CardioRespiratory; Pulmonary Data Services, Inc. Louiseville, CO, USA). A
contagem de eosindfilos e IgE-hx2 foram mensuradas por método automatizado e ensaio
imunoenzimatico, respectivamente. Para os dados antropomeétricos, as criancas foram medidas
e pesadas usando balanga digital (G-TECH Glass PRO devidamente testada e calibrada;
Glicomed, Rio de Janeiro, Brasil) e um estadiémetro portéatil de coluna de madeira e aluminio
anodizado. O IMC foi categorizado em eutrofico, sobrepeso e obesidade, tomando-se por base
os valores de referéncia as curvas de crescimento da Organiz¢do Mundial de Saude (OMS),
em que os z-scores entre -2 a +1 da curva IMC/idade foram classificados como eutroficos.

As andlises das variantes polimorficas foram realizadas com a preparacdo de uma
unica solugdo de DNA gendmico a partir de sangue total. O DNA foi extraido a partir de 500
uL de sangue, usando o método de Salting-Out. As variantes polimorficas GSTM1 e GSTT1
foram identificadas usando uma adaptacdo dos metodos descritos por Hatagima et al., 2000,
Burim et al., 2004 e Gattas et al., 2004. A genotipagem da variante polimorfica GSTP1 foi

realizada com adaptacdo dos metodos descritos em Burim et al., 2004 e Liu et al., 2006.
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Analise estatistica

Uma analise descritiva da populacdo foi realizada por da distribuicdo percentual e
medida de tendéncia central (média) e dispersdo (desvio padrao e valores minimo e maximo)
para variaveis categoricas e continuas, respectivamente. A correlacdo de Spearman foi usada
para verificar a relacdo entre as variaveis ambientais e os biomarcadores desbalanco redox.
Para analise da relacéo entre as concentragdes do PM2 s e sua composigédo elementar, optou-se
pela aplicacdo dos Modelos Lineares Generalizados. Primeiramente, foi construido um
modelo de trabalho para cada biomarcador contendo todas as variaveis de ajuste,
considerando sua plausibilidade bioldgica, modelo-tedrico explicativo e adequacdo no modelo
e, em seguida, foram introduzidos os poluentes individualmente em defasagem de até cinco
dias. A associacdo foi estimada pelos métodos Single Lag e pelo Modelo Polinomial de
Defasagem Distribuida (PDLM). O primeiro consiste em incluir no modelo apenas uma
varidvel de exposicdo (dia corrente, acumulado/média mével ou defasado), enquanto, o
segundo considera o efeito dos poluentes distribuido ao longo de varios dias subsequentes. Na
apresentacdo dos resultados, os coeficientes dos modelos representam a variagdo absoluta na
média de cada biomarcador para a variagdo de 10 pg/m?® para PMzs e 10 ng/m? para seus
respectivos componentes quimicos. O ajuste dos modelos foi avaliado pelo critério de Akaike
(AIC - Akaike Information Criteria) e analise de residuos. Todas as analises estatisticas foram

realizadas com suporte do programa Excel e a programa R.

Resultados

As caracteristicas da populacdo e as variaveis de estudo estdo apresentadas na Tabela
1. Do total de 200 criancas e adolescentes, predominaram aquelas com idade entre 5 a 11 anos
(53%) e do sexo feminino (59,5%). Em relacdo aos biomarcadores de desbalanco redox, a

média dos niveis de grupamento tiol da atividade enzimatica da GST e do MDA foi de 0,48
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mmol/L (SD + 0,09), 19,8 U/L (SD % 7,5) e 1,50 umol/L (SD + 0,328), respectivamente. A
média de PM2s (1 dia anterior a coleta de exames) foi de aproximadamente 16 pg/mé (SD +
2,04, min-max: 12 — 19 pg/m3) e de 1812 ng/m?3 (SDx 624, min-max: 1240 — 2878 ng/m?3)
para Black Carbon, um dos principais elementos tracos da fracdo fina de PM2s. Durante o
periodo de estudo as concentragdes chegaram a registrar 50 pg/m? para PMzs e 3801 ng/m3 de
Black Carbon.

A associacdo entre as concentragdes de PMzs e 0s biomarcadores de desbalango redox
foram apresentadas na Figura 2. Em relacdo ao grupamento tiol, observa-se uma reducéo
gradual desse biomarcador ao longo dos 5 dias de exposi¢do anteriores a coleta de sangue
com reducdo percentual de 2,2% (1C95%: 0,2% — 4,4%) para cada aumento de 10 pg/ms3 nas
concentracdes de PM2 no lag 5.

A atividade enzimatica da GST apresentou uma relacdo positiva com as concentracdes
de PM2s nas duas estratégias de analise adotadas. Na defasagem simples, notou-se um
aumento de 1,39 U/L (IC95%: 0,55 — 2,23) para cada incremento de 10 pg/m3 nas
concentracfes de PMas no lag 3. Para a defasagem distribuida, a atividade enzimatica da GST
apresentou uma associagao positiva com as concentracdes de PMzs para todos os dias de
defasagem, mas uma reducdo gradativa ao longo dos dias estudados. Considerando o efeito
acumulado do PM2s nos 5 dias de exposicdo anteriores a coleta de sangue, para cada aumento
de 10 pg/m3 nas concentragdes de PM2s houve um incremento de 19,1 U/L (1C95%: 17,2 —
21,07) na atividade da GST (Figura 2).

Para os niveis de MDA, os efeitos do PM2s estimados por defasagem simples foram
observados no lag 3 (0,08 pumol/L [1C95%: 0,04 — 0,13) e no lag 4 (0,04 pmol/L [1C95%:
0,030 — 0,09). Na defasagem distribuida, observou-se que o aumento de 10 pg/m3 nas

concentracdes de PM2s resultou no incremento de 0,067 umol/L (1C95%: 0,008 — 0,12) no
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lag 4, 0,075 pmol/L (IC95%: 0,032 — 0,090) no lag 5 e 0,307 pmol/L (1C95%: 0,02 — 0,416)
para o efeito acumulado de 5 dias de exposicéo anteriores a coleta de sangue (Figura 2).

Os componentes quimicos BC, S e K e seus respectivos efeitos nos niveis de
biomarcadores de desbalanco redox foram apresentados na Figura 3 e 4. Considerando o
efeito acumulado da exposicédo de 5 dias, um aumento das concentragdes séricas de tiol e uma
reducdo da atividade da GST e MDA foram observados para cada elevacdo de 10 ng/m? de
BC e K (Figura 3 e 4). Embora os efeitos do S ndo tenham sido significantes para atividade da
GST, observou-se um incremento gradual deste biomarcador ao longo dos dias de defasagem.
Em relacdo a producéo de peroxidacdo lipidica, esse aumento gradual também foi observado e
os resultados foram significantes para o lag 4 (0,0059 [1C95%:0,0013 — 0,0105]) (Figura 3).
Quanto as concentracGes de tiol, notou-se uma reducdo percentual de 0,5% (0,09 — 0,092) a
cada aumento de 10 ng/m?3 de enxofre.

Entre os componentes quimicos do PMs estudados, os metais foram aqueles que
apresentaram associacfes mais expressivas com 0s biomarcadores de desbalanco redox,
especialmente Zn e Pb (Figura 4, 5 e 6). Para 0 Zn considerando o efeito acumulado de 5 dias,
0 aumento de 10 ng/m3 em sua concentracdo foi associado a uma reducédo percentual de 70%
(IC95%: 60,3 — 77) do grupamento tiol, uma elevacdo de 68,6 U/L (1C95%: 63 — 74) na
atividade da GST e um aumento de 2,61 pumol/L (IC95%: 2,37 — 2,85) nas concentrcacdes de
MDA (Figura 5). Em se tratando do Pb, o efeito acumulado das concentragdes desse poluente
para cada aumento de 10 ng/m3 foi de reducdo percentual de 12,3% (1C95% 4,3 — 20) para
tiol e elevacdo de 32 U/L (IC95%: 29 — 35) e 2,15 umol/L (IC95%: 1,96 — 2,34) para
atividade da GST e concentragfes de MDA, respectivamente (Figura 5).

Os elementos Al, Fe e Ti apresentaram uma associagdo positiva com a atividade da
GST e concentraces de MDA. Considerando o efeito acumulado de 5 dias, a cada aumento

de 10 ng/m3 de Al, Fe e Ti foram observados, respectivamente, a elevacdo de 0,91 U/L
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(1C95%: 0,75 — 1,08), 1,30 U/L (1C95%: 1,18 — 1,43) e 12,7 U/L (1C95%: 11,4 — 14,1) para a
atividade GST e de 0,011 pumol/L (1C95%: 0,007 — 0,0143), 0,021 pmol/L (IC95%: 0,016 —
0,025) e 0,230 umol/L (1C95%: 0,185 — 0,275) para as concentracfes de MDA (Figura 4 e 6).

Nenhuma associacao foi encontrada entre esses elementos e o grupamento tiol.

Discussao

Ao avaliar os efeitos do PM.s sobre os biomarcadores de desbalanco redox em
criancas e adolescentes residentes na Amazonia Ocidental Brasileira, observou-se uma
reducdo das concentracdes de tiol (varidavel proxy da glutationa [GSH]) e um aumento da
atividade da GST e das concentracdes de MDA que representam, respectivamente, a
capacidade antioxidante, a funcdo de detoxificacdo e os danos oxidativos aos lipidios. Além
disso, os efeitos estimados nesses biomarcadores foram associados a composi¢do quimica do
PM25, sobretudo com os metais de transicao.

Na Amazénia Brasileira, durante o periodo de estiagem, areas com intensa queima de
biomassa chegam a atingir picos de 350 a 450 um/m3 de PM_s (Artaxo, 2010). Em Porto
Velho, durante o periodo do estudo, as concentracbes médias didrias atingiram valores
maximos de 50 pm/m3 que sdo 2 vezes maiores quando comparados ao valores recomendados
para saide humana (WHO, 2005). Diversos estudos epidemiolégicos realizados na Amazonia
Brasileira mostraram os impactos da poluicdo atmosférica sobre o nimero de internacdo por
doencgas respiratorias (Ignotti et al., 2010a, 2010b) e a reducdo da fungdo pulmonar em
criancas e adolescentes durante o periodo de maior ocorréncia de queimadas (Jacobson et al.,
2012, 2014). Oliveira et al. (2012) alertaram sobre potenciais efeitos adversos a saude infantil
proveniente das queimadas ao mostrarem que criancas e adolescentes residentes na regido da
Amazonia Brasileira estdo expostas a maiores doses de PMys durante a seca e,

consequentemente, em risco toxicologico para este poluente, fortalecendo os achados deste
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estudo. Ainda assim, poucos foram os estudos que exploraram 0s mecanismos de atuacao dos
poluentes (Oliveira Alves et al., 2011, 2014).

Apesar do desconhecimento dos mecanismos fisiopatologicos pelos quais 0 PM causa
efeitos adversos a salde humana, os estudos apontam a inflamacdo e o desbalango redox e
suas respectivas implicacbes como mecanismos predominantes (Ghio et al., 2012). Os
resultados desse estudo sugerem que a exposicdo ao PMgzs reduz gradualmente as
concentragdes de tiol se considerarmos o efeito acumulado dos 5 dias anteriores a coleta dos
dados e que 0 movimento inverso é observado para as concentracdes de MDA. Para GST, 0s
resultados foram positivamente associados com PMas, mas com uma discreta reducdo da
atividade dessa enzima ao decorrer dos dias de defasagem. Para isso, especula-se que tal
comportamento possa estar associado com a diminui¢cdo da disponibilidade de tiol (GSH),
uma vez que a GST ¢é caracterizada por sua elevada especificidade pela glutationa reduzida
(GSH) — o tiol sérico mais abundante (Sheehan et al., 2001).

O tamanho, a forma e a composicdo quimica do PM sdo importantes fatores para
determinacdo de sua toxicidade e a producdo direta de substancias pro-oxidantes deve-se aos
componentes organicos e metais de transicdo contidos na massa do PM. Em geral, 0os metais
de transicdo, tais como o Fe, sdo conhecidos por participar de reacdes que possibilitam a
formagéo de ERO’s e, consequentemente, o estabelecimento da condicéo de desbalango redox
(Lietal., 2003; Ayres et al., 2008; Ghio et al., 2012).

Os metais sdo muito ativos em reagdes de Oxido-reducdo, o0 que 0s capacitam como
potentes catalisadores das reacdes de geracdo de radicais livres. A participacdo desses metais
ocorre por meio das reagdes de Fenton e Haber-Weiss. Em ambas as reagdes, esses metais
reagem com H»O,, formando complexos intermediarios, que, em seguida, se decompdem
formando o radical OH (Donaldson et al., 1997; Valavanidis et al., 2012). Esse radical vem

sendo indicado como o de maior potencial reativo, 0 que o capacita como o radical livre mais

190



propicio na producdo de danos oxidativos e desempenha um importante papel na
lipoperoxidacéo, sendo o principal agente iniciador de tal processo (Welch et al., 2002). Além
disso, esse radical ndo possui um sistema de defesa antioxidante especializado. Essas
propriedades quimicas poderiam explicar a relacdo encontrada neste estudo entre 0s metais
Fe, Al e Ti e 0 aumento de MDA e a ndo significancia estatistica dos mesmos com a reducéo
do grupamento tiol.

Em geral, a capacidade dos componentes quimicos do PM em promover desbalanco
redox e/ou dano tecidual foi estudada em modelo animal, usando exposicdo controlada por
meio de particulas ambientais concentradas (PAC). Os resultados mostraram que 0S
componentes Fe, manganés, cobre e Zn produziram aumento de pro-oxidantes nos pulmdes
enquanto Fe, Al, Si e Ti o fizeram no coracdo (Gurgueira et al., 2002). Nesse estudo, entre 0s
metais que compde a massa fina do PM, o Zn e Pb foram aqueles que apresentaram
associagcfes mais expressivas com o0s biomarcadores de desbalanco redox.

Em relacdo ao Zn, uma relagdo inversa as condicdes de desbalanco redox poderia ser
esperada, pois esse metal possui propriedades antioxidantes e atua como cofator de enzimas
que participam do metabolismo energético e do sistema de defesa antioxidante (superéxido
dismutase). No entanto, estudos mostram dualidade das agdes do Zn no organismo e,
dependendo da concentracdo, este metal poderia provocar tanto respostas antioxidantes com
pré-oxidantes (Chen, Liao, 2003; Ha et al., 2006). Na area de poluicdo do ar, estudos
experimentais sugeriram que a inalagdo do Zn pode provocar lesdo pulmonar e inflamagéo
(Adamson et al, 2000; Prieditis, Adamson, 2002). Um estudo sobre a relacdo entre a média
anual dos elementos constituintes do PM e o desenvolvimento de pneumonia durante a
infancia mostrou que o Zn foi o unico elemento associado ao desfecho avaliado (Fuertes et

al., 2014). Aléem disso, uma revisdo conduzida por Wu et al. (2013) sugeriu que os efeitos
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negativos da exposicdo ao Zn, especialmente no pulméo, sdo mediados por multiplos efeitos
oxidativos.

No que se refere a presenca de Pb na composicdo do PM, mesmo em baixas
concentracdes, esse metal tem sido associado a efeitos prejudiciais a saude, sobretudo os
efeitos neurotdxicos com comprometimento do desenvolvimento do sistema nervoso central
de fetos e criancas (Prikle et al., 1994; Watanabe et al., 1996; Torra et al., 1997). Assim,
como chumbo, a exposi¢cdo ao Manganés (Mn), que também faz parte da composicdo quimica
do PM (Artaxo et al., 2002; 2006), possui efeitos deletérios para o desenvolvimento fetal,
mas nao foi incluido nas andlises porque durante o periodo do estudo ndo foram identificadas
concentracdes desse metal na composicao quimica do PM.

Assim como 0s metais, 0S compostos organicos como quinonas e 0s HPAs também
contribuem para desencadear desbalan¢o redox. Em geral, 0s compostos organicos geram
desequilibrio substancias oxidantes e antioxidantes por meio do ciclo redox de radicais a base
de quinona, pela complexacdo de metais que resultam no transporte de elétrons, e pela
deplecédo de antioxidantes com reagdes entre quinonas e compostos contendo tiol (Ghio et al.,
2012). Nesse estudo, o BC foi o elemento organico avaliado, mas os resultados foram
inconclusivos. Apesar de observada uma tendéncia positiva entre as concentragcdes de BC e 0s
valores de MDA ao longo de 5 dias de defasagem, o efeito acumulado destes dias de
exposicdo foi negativo. De qualquer forma, uma relagdo inversa foi verificada com as
concentracdes de tiol e a atividade de GST, indicando uma possivel capacidade do organismo
em conseguir reverter os efeitos oxidativos deste elemento. Brown et al. (2000) mostraram
que os efeitos oxidativos do BC séo independentes das concentracdes de metais ou de outros
componentes sollveis presentes em sua superficie. De qualquer forma, diversos estudos
mostraram que a exposicdo ao BC esta associada a desfechos de morbimortalidade por

doencas respiratdrias e cardiovasculares (Brook et al., 2010).
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Os elementos inorganicos constituem outro componente importante, do ponto de vista
toxicoldgico, na composicdo deste poluente (Lippmann, Schlesinger, 2000; Schlesinger,
2007). Entre as espécies inorganicas, aquelas solGveis em agua, como o enxofre, sdo
particularmente interessantes, pois pode formar sulfato (SO4%). Saldiva et al. (2002), ao
avaliarem os efeitos adversos da exposicdo ao PM em ratos expostos a 5 horas diarias, durante
3 dias, sugeriram que o SO4> poderia ser o componente associado com a resposta inflamatoria
pulmonar nestes animais. Assim, uma das hipdteses de atuacdo desse elemento seria a
producdo indireta de ERO’s via processos inflamatorios. Como observado neste estudo, 0s
efeitos do enxofre ndo foram significantes para atividade da GST, mas um incremento deste
biomarcador foi observado ao longo dos dias de defasagem, concomitante a0 aumento do
MDA que apresentou significancia no lag 4.

Na Amazonia Brasileira, a composicdo quimica do PM2s é marcada por suas
diferencas sazonais e, normalmente, durante a seca observam-se maiores concentracdes de
elementos tracos da queima de biomassa como BC, S e K (Artaxo et al., 2002; Pauliquevis et
al, 2007). Estudos sobre composicéo elementar do PM2s na Amazonia Brasileira mostraram
que a massa deste poluente é constituida, majoritariamente por BC e em menor proporgao por
metais e elementos inorganicos como o enxofre e potassio (Yamasoe et al., 2001; Artaxo et
al., 2002; Pauliquevis et al. 2007). Assim, 0s metais, embora tenham apresentado efeitos
expressivos sobre os biomarcadores desbalanco redox, séo componentes que contribuem em
menor percentual para a massa do PM2s quando comparados a outros elementos como BC
cujas concentracdes representaram 12% do total da massa desse poluente (esse percentual
variara dependendo da composicdo quimica do PM e da sazonalidade). De qualquer maneira,
mesmo em baixas concentra¢cfes, uma condicdo de desbalanco redox foi observada para uma
exposicdo cumulativa de 5 dias. E importante destacar também que as concentragdes de Al e

Fe (elementos associados a ressuspensdo de particulas do solo) aumentam do periodo de seca
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para estacdo chuvosa, e as concentracfes de Pb estariam associadas a emissdes industriais e
de combustiveis fosseis (Artaxo et al., 2006).

Entre as limitaces desse estudo, ressalta-se a distancia entre a estacdo de
monitoramento e a area rural/ribeirinha, e a imputacdo de 20% das medidas. No entanto, a
exposicao nessas localidades foi bem pautada na medida que foram consideradas outras fontes
de emissGes como queima de lixo doméstico e poluicdo indoor (uso e fogédo a lenha e casa e
farinha). Além disso, ndo foram observadas diferencas significativas entre a profundidade
Optica dos aerossois (AOD), uma variavel proxy de exposi¢cdo ao PM2s, no raio de 20 km? da
comunidade rural/ribeirinha e do local onde estd implantada a estacdo de monitoramento.
Mesmo assim, sabe-se que as caracteristicas meteorologicas da Amazdnia Brasileira
favorecem o transporte de gases e particulas e sua dispersdao em larga escala e para longas
distancias (Freitas et al., 2000, 2005; Andreae et al., 2001). Outro obstaculo encontrado foi a
dificuldade de acesso a determinadas localidades e, obviamente, a infraestrutura precéria para
realizacdo das analises e ampliacdo da amostra.

Apesar das limitacbes desse estudo, os resultados foram coerentes com a literatura e
sugerem que a exposicdo ao PM2 s e sua composicdo elementar estdo associados a reducao das
concentragOes de tiol e aumento da atividade da GST e das concentragdes de MDA. Contudo,
0S componentes e 0s mecanismos responsaveis pelo desbalango redox e sua contribuigdo
como mediador de efeitos decorrentes da exposicdo aos poluentes atmosféricos ainda
precisam ser melhor esclarecidos, sobretudo em criangas que possuem o sistema imunolégico
em desenvolvimento e expostos a outras formas de contaminagdo quimica como mercurio
(Grotto et al., 2010).

Em concluséo, os resultados desse estudo corroboram a hipdtese de que a geracdo de
substancias pro-oxidantes geradas pela exposicdo ao PM.s depende do transporte de elétrons

por componentes especificos, como 0s metais de transi¢do. Ainda assim, independentemente
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da origem, a geracdo de oxidantes e o estabelecimento do desbalanco redox por meio da
exposicdo ao PM2 s podem resultar em uma série de reagdes celulares, incluindo a ativagdo de
cascatas de quinase e fatores de transcricao, liberacdo e mediadores inflamatorios, inflamacgéo
e apoptose. Para avaliar se esses efeitos podem ser minimizados ou até reversiveis em

criancas e adolescentes, mais estudos precisam ser conduzidos.
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Tabelas

Biol6gicas ndo modificaveis
Idade (média = SD/min-max)
Masculino (%)
Polimorfismo para GST?
Variaveis de saude e nutricionais
IgE Hx2 Ku/L (média + SD/ min-max)
PCR (% PCR>6 mg/L)
Asmatico (%)
Sintomas respiratorios (%)
Obstrutivo pulmonar (%)
Cont. eosinofilos % (média + SD/ min-max)
Glicose mg% (média = SD/ min-max)
Ferro mcg/dL (média £ SD/ min-max)
Anemia ferropriva (%)
IMC (média £ SD/ min-max)
Sobrepeso (%)
Consumo de peixe (% mais 3 vezes na semana)
Fatores socioecondémicos
Renda familiar (% menos de 1 salario minimo)
Escolaridade dos pais (% ndo I& ou primario completo)
Local residéncia (% urbana ou periurbana)
Fatores ambientais
Fumante em casa (% Sim)
Fonte de poluicdo indoor (% Sim)
Proximidade de queimada (%Sim)
PM_s ug/mé (média + SD/ min-max )P
Black carbon ng/m3 (média + SD/ min-max)®
Enxofre ng/m3 (média + SD/ min-max)®
Aluminio ng/m3 (média + SD/ min-max)°®
Potassio ng/m? (média + SD/ min-max)®
Ferro ng/m3 (média + SD/ min-max)®
Zinco ng/m? (média + SD/ min-max)®
Titanio ng/m?3 (média + SD/ min-max)®
Chumbo ng/m? (média + SD/ min-max)®
T (média) (média + SD/ min-max)®
UR (média) (média + SD/ min-max)®
Hg-sangue pg/L (média £ SD/ min-max)
Antioxidante
Tiol mmol/L (média + SD/ min-max)
Enzima de detoxicagéo
GST U/L (média £ SD/ min-max)
Produto da peroxidacao lipidica
MDA pmol/L (média £ SD/ min-max)

[\

200
200
154

200
200
191
197
195
200
199
200
200
199
197
200

190
196
200

195
197
195
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
190

197

194

197

Tabela 1. Andlise descritiva da populacdo e das variaveis em estudo.
Variavel

11,0+2,72/5 - 17
40,5% (81)
42,2% (65)

4,9 +15,9/0,10 — 100
4,5% (09)
19,4% (37)

51,8% (102)
15,4% (30)
89+159/10-35

83,5+ 7,50/ 68 — 128

68,6 +12,3/47 — 118
19% (38)

18,1+3,60/11-38
16,2% (32)
26% (52)

23,7% (45)
41,3% (81)
64% (74)

28,2% (55)
26,9% (53)
61,5%(120)
15,5+ 2,04 /12 — 19
1812 + 624 / 1240 — 2878
237,8+48,3 /167 — 301
1446 +755/72 - 318
280,2 + 43,1/ 200 — 395
176,8+ 52,1/ 126 — 318
1,61+1,33/05-39
17,5+ 4,44 /12 — 28
584+1,02/50-7,0
28,6+ 0,60 / 28 — 30
64,3+7,91/54 74
9,86 +13,3/1,0-74

0,48 £0,09/0,22 —1,22
198+7,5/3,0-40

1,50+ 0,328/0,86 — 2,4

2 Possui polimorfismo de delecio GSTM1 e GSTT1 ou GSTP1 alelo GG;  Concentragdo média de 24

horas (lagl) anterior a coleta de sangue.
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Figura 1. Localizacdo geogréfica de Porto Velho (RO).
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Figura 2. Variacdo absoluta na concentracdo sérica de biomarcadores de desbalanco
redox para variacao de 10 pug/ms? de PMz;s. Porto Velho — 2012.
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Modelo para tiol ajustado por: idade, sexo, presenga de asma, proteina-C-reativa, glicose, mercdrio no sangue,
poluigdo indoor e temperatura maxima (média de 5 dias anteriores a coleta de sangue). Retirados os valores

outliers (tiol > 1,0 mmol/L).

Modelo para GST ajustado por: idade, sexo, tiol, polimorfismo, glicose, consumo de peixe, umidade relativa
do ar média (média de 5 dias anteriores a coleta de dados).
Modelo para MDA ajustado por: idade, sexo, obstrucdo pulmonar, contagem de eosinéfilos, consumo semanal de
peixe e umidade relativa do ar média (média 24 horas anteriores a coleta de sangue).
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Figura 3. Variacdo absoluta nas concentragdes séricas de tiol (In-transformado), atividade da glutationa S-transferase e

malondialdeildo para varia¢des de 10 ng/m3 de black carbon e enxofre. Porto Velho — 2012,
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Modelo para tiol ajustado por: idade, sexo, presenca de asma, proteina-C-reativa, glicose, mercurio no sangue, polui¢do indoor e temperatura maxima (média de 5 dias

anteriores a coleta de sangue). Retirados os valores outliers (tiol > 1,0 mmol/L).

Modelo para GST ajustado por: idade, sexo, tiol, polimorfismo, glicose, consumo de peixe, umidade relativa do ar média (média de 5 dias anteriores a coleta de dados).
Modelo para MDA ajustado por: idade, sexo, obstrugdo pulmonar, contagem de eosinéfilos, consumo semanal de peixe e umidade relativa do ar média (média 24 horas

anteriores a coleta de sangue).
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Figura 4. Variacdo absoluta nas concentragdes séricas de tiol (In-transformado), atividade da glutationa S-transferase e
malondialdeildo para varia¢des de 10 ng/m3 de potéssio e aluminio. Porto Velho — 2012.
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Modelo para tiol ajustado por: idade, sexo, presenga de asma, proteina-C-reativa, glicose, mercurio no sangue, polui¢do indoor e temperatura maxima (média de 5 dias
anteriores a coleta de sangue). Retirados os valores outliers (tiol > 1,0 mmol/L).
Modelo para GST ajustado por: idade, sexo, tiol, polimorfismo, glicose, consumo de peixe, umidade relativa do ar média (média de 5 dias anteriores a coleta de dados).

Modelo para MDA ajustado por: idade, sexo, obstru¢do pulmonar, contagem de eosinofilos, consumo semanal de peixe e umidade relativa do ar média (média 24 horas

anteriores a coleta de sangue).
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Figura 5. Variacdo absoluta nas concentragdes séricas de tiol (In-transformado),
malondialdeildo para varia¢des de 10 ng/m3 de zinco e chumbo. Porto Velho — 2012,
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Modelo para tiol ajustado por: idade, sexo, presenca de asma, proteina-C-reativa, glicose, merctrio no sangue, polui¢do indoor e temperatura maxima (média de 5 dias

anteriores a coleta de sangue). Retirados os valores outliers (tiol > 1,0 mmol/L).
Modelo para GST ajustado por: idade, sexo, tiol, polimorfismo, glicose, consumo de peixe, umidade relativa do ar média (média de 5 dias anteriores a coleta de dados).

Modelo para MDA ajustado por: idade, sexo, obstru¢do pulmonar, contagem de eosinéfilos, consumo semanal de peixe e umidade relativa do ar média (média 24 horas

anteriores a coleta de sangue).
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Figura 6. Variacdo absoluta nas concentracdes seéricas de tiol (In-transformado), atividade da glutationa S-transferase e
malondialdeildo para varia¢des de 10 ng/m? de ferro e titdnio. Porto Velho — 2012,
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Modelo para tiol ajustado por: idade, sexo, presenga de asma, proteina-C-reativa, glicose, mercurio no sangue, polui¢do indoor e temperatura maxima (média de 5 dias
anteriores a coleta de sangue). Retirados os valores outliers (tiol > 1,0 mmol/L).

Modelo para GST ajustado por: idade, sexo, tiol, polimorfismo, glicose, consumo de peixe, umidade relativa do ar média (média de 5 dias anteriores a coleta de dados).
Modelo para MDA ajustado por: idade, sexo, obstru¢do pulmonar, contagem de eosinofilos, consumo semanal de peixe e umidade relativa do ar média (média 24 horas
anteriores a coleta de sangue).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A realizacdo do presente estudo partiu da necessidade entender melhor sobre os
mecanismos de atuacdo dos poluentes atmosféricos em criangas e adoelscentes residentes na
Amazodnia Ocidental Brasileira. Nessa regido, a poluicdo atmosférica corresponde a um sério
problema de salde publica e meio ambiente, especialmente durante o periodo de estiagem em
que se observa um aumento da emissdo dos poluentes pela queima de biomassa. Diversos
estudos epidemioldgicos mostraram os impactos da poluicdo do ar em desfechos de
morbimortalidade e este estudo aprofunda essa investigacdo, explorando os potenciais efeitos
da exposicdo ao PM2 s em biomarcadores de desbalanco.

O estudo de revisdo ofereceu um escopo abrangente das pesquisas publicadas
recentemente na area de biomarcadores em relacdo a poluigdo do ar e apresenta evidéncias da
atuacdo desses poluentes em mecanismos de doengas como diabetes, problemas respiratérios,
cardiovasculares e trombose. Em geral, o organismo humano reage a diversas exposigoes,
incluindo poluicéo do ar, e tenta adaptar-se constantemente a elas.

Nas abordagens transversais, 0s estudos mostraram a relacdo de fatores genéticos,
demogréficos, sociais, ambientais e de salde no estado de desbalangco redox em criancas e
adolescentes. Os resultados sugeriram que a exposicdo ao PM2s reduz as concentracdes de
tiol e aumenta a atividade da GST e concentracBes de MDA no grupo populacional de estudo.
No entanto, esses efeitos mostraram relacdo positiva com a composi¢do quimica do PMzs,
sobretudo com os metais. Essas especificidades podem contribuir para maior seguranga na
utilizacdo dos biomarcadores de desbalanco redox seja para prever efeitos ao organismo ou

para indicar uma determinada exposi¢do ambiental.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo de Impacto a Salde. A construgdo de uma ferramenta para a gestdo
socioambiental de projetos de desenvolvimento na Amazdnia.

Pesquisador: SANDRA DE SOUZA HACON

Area Tematica:

Versao: 4

CAAE: 18634613.0.0000.5240

Instituigdo Proponente: FUNDACAO OSWALDO CRUZ
Patrocinador Principal: Fundagido Oswaldo Cruz

DADOS DO PARECER

Niamero do Parecer: 936.350
Data da Relatoria: 11/01/2015

Apresentacgio do Projeto:

Este parecer refere-se a uma solicitagdo de emenda para inclusdo de subprojeto da aluna Beatriz Fatima
Alves de Oliveira, matriculada no Programa de Saude Publica e Meio Ambiente, orientado pela Dra. Sandra
de Souza Hacon. O titulo do subprojeto & "Poluicdo atmosférica e seus efeitos na saide humana: Um
estudo sobre biomarcadores de efeito e de susceptibilidade em criangas e adolescentes da Amazoénia
Brasileira”.

A emenda refere-se ao projeto original "Avaliagdo de Impacto a Saude. A construgdo de uma ferramenta
para a gestdo socioambiental de projetos de desenvolvimento na Amazoénia", coordenado pela Dra. Sandra
de Souza Hacon, e do qual a aluna faz parte da equipe de pesquisa.

A apresentagdo do projeto foi descrita no parecer de aprovacdo do CEP/ENSP de nimero 423.720, emitido
em 14/10/2013.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivos do Projeto Original

Geral:

Desenvolver um modelo metodolégico explicativo para a avaliagdo de impactos a saude tendo
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como base estudos de caso de alguns projetos de desenvolvimento na Amazdénia evidenciando
aplicabilidade dos conhecimentos gerados para a saude publica.

Especificos:

- Desenvolver um modelo explicativo de indicadores integrados de saude e ambiente relacionados aos
impactos socioambientais antropogénicos e a variabilidade climatica para a diarreia infantil em menores de 1
ano nas regibes brasileiras.

- Avaliar séries temporais de PM2,5, PM10, BC (Black Carbon) e metais (Ni, V, Cu, Cr, Pb, Mn) e seus
impactos nos agravos respiratérios de uma populacdo na regido do Arco do Desmatamento ao longo dos
ultimos 4 anos.

- Investigar os efeitos adversos decorrentes da exposicdo ao PM2,5 ao nivel pulmonar através da dosagem
de biomarcadores de estresse oxidativo em criangas residentes na area urbana e ribeirinha em Porto Velho
(RO).

- Avalliar o risco da exposicdo ao PM2,5 proveniente da queima de biomassa e suas potenciais repercussdes
na fungdo pulmonar, marcadores inflamatérios e de estresse oxidativo em criangas de 6 a 14 anos.

- Analisar os impactos a saude na populagéo ribeirinha resultantes das fases de construgéo e operacéo de
Usinas Hidrelétricas, tendo como estudo de caso a Usina de Santo Antdnia Energia em Porto Velho (RO).

- Desenvolver estudos epidemioldgicos a) transversal e b) longitudinal com aplicagdo de questionarios,
coletas de material biolégico e identificagdo dos perfis sociodemograficos e dos agravos a saude das
comunidades ribeirinhas.

Objetivos do projeto da aluna

Geral:

Avaliar os efeitos da exposi¢do a poluentes atmosféricos na fungdo pulmonar, biomarcadores de estresse
oxidativo e alergia assim como os efeitos modificadores de biomarcadores de suscetibilidade em criancgas de
6 a 16 anos residentes na Amazénia Ocidental Brasileira.

Especificos:

Revisar as recentes pesquisas na area de biomarcadores em poluigdo do ar na tentativa de oferecer uma
visdo mais ampla das pesquisas que estdo sendo realizadas nesse campo de estudo.
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Comparar os niveis de biomarcadores de estresse oxidativo e alergia entre criangas residentes em areas
ribeirinhas e urbanas na cidade de Porto Velho.

Avaliar as mudangas agudas na fungdo pulmonar e nos niveis de biomarcadores de processo alérgicos em
criangas expostas cronicamente a baixas concentragées de PM2,5 e Black Carbon.

Investigar a interacdo entre polimorfirmos nas enzimas GST's (estresse oxidativo) e os efeitos agudos da
poluigdo do ar (PM2,5 e Black Carbon) na fungdo pulmonar de criangas residentes em Porto Velho.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

“Riscos:

O estudo ndo oferece riscos fisicos aos participantes. O risco que podera ocorrer é algum tipo de
constrangimento na fase das entrevistas, como ja ocorreu no passado em relagdo as condigdes de moradia,
perda de filhos (espontédneos e abortos provocados), filhos com problemas de saude. No entanto, estas
questdes sdo inerentes a pesquisa e a equipe sempre contornou estas questdes deixando o entrevistado
livre para ndo responder as questbes que ndo se sinta a vontade. Outro risco seria diagnosticar
participantes do estudo na fase aguda da doencga de Minamata (por contaminagdo por mercurio) e ndo ter
opcéo de tratamento porque os efeitos sdo irreversiveis.

Beneficios:

Todo participante do projeto recebera o resultado das medidas de pressao arterial, peso, altura, niveis de
Hg em cabelo com seu codigo de participante. Caso seja observada alguma alteragdo em um de seus
exames, vocé serd encaminhado para o servigo de saude mais proximo da comunidade com seus
resultados das medidas realizadas. Durante aplicacdo do questionario da crianga/adolescente, caso seja
verificado que a crianga/adolescente ndo tenha sido vacinada, o pai, mae ou responsavel sera solicitado
atualizar a(s) vacina(s). Outro beneficio de sua participagéo esta no conhecimento de seu estado de saude
atual. Na parte da avaliagdo cognitiva os resultados serdo apresentados ao final do estudo, em formato de
relatério técnico encaminhado para a direcdo das escolas, considerando o desempenho na avaliagdo
cognitiva de todas as criancgas referente aos principais resultados encontrados em cada grupo escolar.
Dessa forma garantimos trabalhar com a coletividade e o sigilo quanto aos dados individuais. Ao final da
avaliagdo os pesquisadores se comprometem em realizar uma reunido com os professores, familiares e
profissionais do servico de saude local para explicar os principais resultados encontrados no coletivo,
considerando o desempenho dos testes aplicados. Além do relatério técnico os
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pesquisadores se comprometem em compartilhar orientagdes as familias e as escolas sobre estratégias
educativas levando em consideragdo os achados do presente estudo. Todos os participantes terdo seus
resultados de mercurio no cabelo para que no futuro, caso seja necessario confirmar seu nivel de
contaminagéo causado pelo consumo de peixe, os niveis de mercurio no cabelo serdo a comprovacgédo da
reducdo ou aumento desses niveis no organismo. As criangas que apresentarem resultados indicativos de
dificuldades cognitivas serdo encaminhadas para os centros de referéncia da regido. Caso seja identificada
deficiéncia intelectual as familias serdo orientadas a buscarem atendimento especializado. Os resultados do
estudo permitirdo uma melhor orientagdo do consumo, das espécies e da quantidade de peixes visando o
controle dos niveis aceitaveis de mercurio no peixe”.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Nao ha.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
N&o ha.

Recomendagoes:
Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

Cabe observar que a idade maxima proposta no projeto original é de 14 anos e ndo 16 como proposto pela

aluna.

A emenda foi considerada aprovada.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Néo

Consideragoées Finais a critério do CEP:

Em atendimento ao subitem 11.19 da Resolugdo CNS n° 466/2012, cabe ao pesquisador responsavel pelo
presente estudo elaborar e apresentar relatério final "[...] apés o encerramento da pesquisa, totalizando seus
resultados”, em forma de "notificacdo”, cujo modelo se encontra
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disponivel em www ensp fiocruz.br/etica.

RIO DE JANEIRO, 21 de Janeiro de 2015

Assinado por:

Carla Lourengo Tavares de Andrade
(Coordenador)
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