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RESUMO

Vieira JL. Filtro respiratorio reduz efeitos cardiovasculares associados a
poluicdo: estudo randomizado, duplo-cego, controlado e cruzado em
pacientes com insuficiéncia cardiaca (FILTER-HF trial). [tese]. S&do Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2016.

Introducdo A poluigio do ar é um fator de risco associado com
descompensagao e mortalidade em pacientes com insuficiéncia cardiaca
(IC). Objetivo Avaliar o impacto de um filtro de polipropileno sobre
desfechos cardiovasculares em pacientes com IC e voluntarios saudaveis
durante exposicdo controlada a poluicdo. Métodos Ensaio clinico duplo-
cego, controlado e cruzado, incluindo 26 pacientes com IC e 15 voluntarios
saudaveis, expostos a trés protocolos diferentes de inalacido randomizados
por ordem: Ar Limpo; Exposi¢cao a Particulas de Exaustdo do Diesel (ED); e
ED filtrada. Os desfechos estudados foram funcdo endotelial por indice de
hiperemia reativa (RHi) e indice de aumento (Aix), biomarcadores séricos,
variaveis de teste cardiopulmonar submaximo (caminhada de seis-minutos
[tc6m]; consumo de oxigénio [VO;]; equivalente ventilatério de gas carbdnico
[VE/VCO, slope]; consumo de O, por batida [PulsoO,]) e variabilidade da
frequéncia cardiaca (VFC). Resultados No grupo IC, a ED piorou o RHi [de
2,17 (IQR: 1,8-2,5) para 1,72 (IQR: 1,5-2,2); p=0,002], reduziu o VO, [de
11.0+£3.9 para 8.4+2.8ml/Kg/min; p<0.001], o tcém [de 243,3t13 para
220,8+14m; p=0,030] e o PulsoO, [de 8.9+1.0 para 7.8+0.7ml/bpm;
p<0.001]; e aumentou o BNP [de 47,0pg/ml (IQR: 17,3-118,0) para
66,5pg/ml (IQR: 26,5-155,5); p=0,004]. O filtro foi capaz de reduzir a
concentragédo de poluigdo de 325+31 para 25+6ug/m3 (p<0,001 vs. ED). No
grupo IC, o filtro foi associado com melhora no RHi [2,06 (IQR: 1,5-2,6);
p=0,019 vs. ED); aumento no VO, (10.4+3.8ml/Kg/min; p<0.001 vs. ED) e
PulsoO; (9.7+1.1ml/bpm; p<0.001 vs. ED); e redugdo no BNP [44,0pg/mi
(IQR: 20,0-110,0); p=0,015 vs. ED]. Em ambos os grupos, a ED reduziu o
Aix, sem efeito do filtro. O uso do filtro foi associado com maior ventilagao e
reinalacdo de CO,. Outras variaveis pesquisadas como VE/VCO; slope e
VFC néo sofreram influéncias entre os protocolos. Concluséo A poluigao do
ar afetou adversamente o desempenho cardiovascular de pacientes com IC.
Este € o primeiro ensaio clinico demonstrando que um simples filtro-
respiratorio pode prevenir a disfungcao endotelial, a intolerancia ao exercicio
e 0 aumento do BNP associados a poluicdo em pacientes com IC. O uso de
mascaras com filtro tem o potencial de reduzir a morbidade associada a IC.

Identificador ClinicalTrials.gov: NCT01960920
Descritores: poluigdo do ar; emissdes de veiculos; insuficiéncia cardiaca;
endotélio; exercicio; marcadores biologicos.
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ABSTRACT

Vieira JL. Respiratory filter reduces the cardiovascular effects associated
with diesel exhaust exposure: a randomized, prospective, double-blind,
controlled study of heart failure (FILTER-HF Trial) [thesis]. S&o Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2016.

Background Air pollution is considered a risk factor for heart failure (HF)
decompensation and mortality. The effects of respiratory filters on patients
with HF exposed to air pollution have not been established. Objective To
test the effects of a respiratory filter intervention (filter) during controlled
pollution exposure Methods Double-blind, randomized to order and 3-way
crossover study with 26 HF patients and 15 control volunteers. Participants
were exposed in three separate sessions to: clean air, diesel exhaust
exposure (DE) or filtered-DE. Endpoints were endothelial function via
reactive hyperemia index (RHi), and arterial stiffness (Aix), serum
biomarkers, variables from submaximal cardiopulmonary exercise test (six-
minute walk test [6mwt]; oxygen uptake [VO;]; ventilation and carbon dioxide
production ratio [VE/VCO; slope]; oxygen uptake per heart beat [O,Pulse]),
and heart rate variability (HRV). Results In patients with HF, DE was
associated with a worsening in RHi [from 2.17 (IQR: 1.8-2.5) to 1.72 (IQR:
1.5-2.2); p=0.002]; a decline in VO, [from 11.0£3.9 to 8.4+2.8ml/Kg/min;
p<0.001], 6émwt [from 243.3+13.0 to 220.8+13.7m; p=0.030] and OPulse
[from 8.941.0 to 7.84£0.7ml/beat; p<0.001] and a rise in BNP [from 47.0pg/mi
(IQR: 17.3-118.0) to 66.5pg/ml (IQR: 26.5-155.5); p=0.004]. Filtration
reduced the particulate concentration (from 325+31 to 25+6ug/m3; p<0.001
vs. DE). In the HF group, filter was associated with an improvement in RHi
[2.06 (IQR: 1.5-2.6); p=0.019 vs. DE]; an increase in VO,
(10.4£3.8ml/Kg/min; p<0.001 vs. DE) and O,Pulse (9.7+1.1ml/beat; p<0.001
vs. DE); and also a decrease in BNP [44.0pg/ml (IQR: 20.0-110.0); p=0.015
vs. DE]. In both groups DE decreased Aix, however filtration did not change
these responses. In both groups, filtration was associated with higher
pulmonary ventilation and CO, rebreathing. Other variables as VE/VCO,
slope and HRV did not differ between exposure protocols. Conclusion Air
pollution adversely affects cardiovascular performance in HF patients. To our
knowledge, this is the first trial demonstrating that a simple respiratory-filter
can prevent endothelial dysfunction; exercise intolerance and BNP rise in
patients with HF during DE. Given these potential benefits, the widespread
use of filters in HF subjects exposed to traffic-derived air pollution may have
beneficial public health impacts and reduce the burden of HF.

ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01960920
Descriptors: air pollution; vehicle emissions; heart failure; endothelium;
exercise; biological markers.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), mais de trés
milhbes de mortes prematuras sao atribuidas anualmente a poluigao
urbana’. Esse impacto &€ maior nos paises que ndo possuem uma politica
adequada para o controle da concentragcdo de poluentes. Os mecanismos
que justificam a associagdo epidemioldgica entre poluigdo do ar e risco

cardiovascular ainda ndo s3o completamente entendidos®>.

A poluicdo atmosférica gerada pelas emissdes de veiculos
automotores compreende uma mistura de gases, vapores, compostos
organicos e material particulado inalavel (MP)*. O material particulado
inalavel fino (MP com diametro aerodinémico inferior a 2.5 ym, ou MP2,5) é
considerado um dos principais responsaveis pelos eventos cardiovasculares
adversos, visto que suas particulas penetram mais facilmente nas vias
aéreas>®. Embora coortes de longo prazo sugiram maior morbidade por
tempo de exposicdo, o risco dos efeitos adversos da poluicdo parece ser
linear’, sem evidéncia de concentracdo minima “segura” de MP®°. Mesmo
poucas horas de exposi¢cao podem desencadear eventos cardiovasculares

como isquemia e infarto agudo do miocardio (IAM)*% "

14,15

, descompensacéao de

16,17

insuficiéncia cardiaca (IC)'*", arritmias e morte subita’"”, acidente

vascular cerebral (AVC)'® e doenca arterial periférica (DAP)'.

Dada a prevaléncia mundial de exposi¢cao a poluicido relacionada com
o trafego, mesmo um modesto aumento do risco relativo de morte
cardiovascular por exposi¢cao a poluicao € traduzido em elevagao substancial
do risco absoluto. Revisbes recentes estimam um risco relativo de
mortalidade cardiovascular de 11% para cada 10 pg/m3 de aumento na

concentracdo diaria de MP2,5 2041,

A poluicao do ar é um fator de risco conhecido para infarto, mas sua
relagdo com os mecanismos de descompensacéo da IC ndo é téo clara®. A
IC é a via final comum da maioria das doencas que acometem o coracao,

sendo um dos mais importantes desafios clinicos atuais na area da saude e
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a principal causa de hospitalizacdo em pessoas com mais de 65 anos®?*.

Apesar dos avangos no tratamento medicamentoso e nos cuidados
multidisciplinares observados nas ultimas décadas, a IC ainda é uma
sindrome clinica associada a alta morbimortalidade®. Dessa forma, a
identificacdo de fatores responsaveis pela descompensagao e hospitalizagao
na IC tem importancia em politicas de satde publica®®?’. De fato, uma meta-
analise mostrou que cada 3,9 pg/m3 de reducdo na concentracao diaria de
MP2,5 poderia evitar cerca de 8.000 internacdes por IC e economizar mais

de 300 milhdes de dolares por ano nos Estados Unidos?2.

1.1 CARACTERISTICAS DA MATERIA PARTICULADA

Os poluentes considerados danosos a saude incluem principalmente
material particulado (MP), além de 6xidos de nitrogénio (NOx), diéxido
sulfarico (SO,), Ozénio (O3) e componentes volateis organicos?2°. O MP é o
poluente atmosférico mais consistentemente associado a efeitos adversos a
saude humana. A toxicidade do MP depende de sua composi¢cao e didmetro
aerodinamico. Particulas de até 10 ym s&o derivadas principalmente da
suspensao de poeira do solo, de rodovias (pé de freio e pd de pneu);
escombros de construgdes, processos agricolas, mineragdo, atuacdes
vulcanicas e tempestades. Particulas finas, inferiores a 2,5 ym (MP2,5), sédo
produzidas a partir da combustdo de veiculos motores, da queima de
madeira ou carvdo e de processos industriais®®. Particulas ultrafinas,
menores que 0,1 ym, também sdo provenientes de fontes relacionadas a
combustdo e possuem uma meia vida muito curta, de minutos a horas,
assim como o MP2,5. Geralmente se localizam a poucos metros de suas
fontes (rodovias) e se apresentam em grande numero por volume de ar
(muito acima do MP2,5), podendo transportar mais material toxico aos

pulmdes®".

De acordo com a OMS, as particulas finas e ultrafinas sdo as
principais responsaveis pela ameaca de poluicdo global'*?, por serem mais

acessiveis as vias respiratéria®>. Em 2012, a Agéncia de Protegdo Ambiental
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dos EUA (Environmental Protection Agency — EPA) revisou os niveis de
exposicao a particulas finas, com o objetivo de estabelecer limites que
reduzam os efeitos prejudiciais a saude, tanto a longo quanto a curto
prazo®*. A EPA estabeleceu como limite anual de exposicdo ao MP2,5 a
média aritmética igual ou inferior a 12 ug/m*® em trés anos consecutivos e,
como limite diario, a média igual ou inferior a 35 ug/m®, também em trés
anos consecutivos. Esses limites sdo mais liberais que os estabelecidos pela
OMS, que sugere 10 pyg/m*® como limite anual e 25 pg/m® como limite diario.
O indice de Qualidade do Ar (AQI) (Tabela 1) é uma ferramenta elaborada
pela EPA que converte concentragcdes de particulas finas em uma escala de

qualidade com a finalidade de informar o publico sobre os limites de poluicdo

do ar.
Tabela 1l - indice de Qualidade do Ar — EPA/2012
Indice de Qualidade do Ar Limites Diarios (ug/m3)
Bom 0.0-12.0
Moderado 12.1-354
Nocivo para grupos de risco* 355-554
Nocivo 55.5-150.4
Muito Nocivo 150.5-2504
Perigoso 250.5 -500

* Gestantes, criangas, imuno-deficientes, diabéticos, idosos, cardiopatas, pneumopatas.

Os padrbes de qualidade do ar para MP2,5 adotados no Brasil
através da resolucdo CONAMA 03/1990, consideram os seguintes limites:
atencdo (375ug/m?), alerta (625ug/m’) e emergéncia (875ug/m®). Apesar

dessas recomendacdes, concentragdes diarias excedem facilmente a marca
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de 500pg/m® por hora em situacdes de trafico intenso. Esses valores s&o

compativeis aos do tabagismo passivo que pode atingir 500 a 1500ug/m3.

Em 2011, a equipe da Globo News, juntamente com o Laboratério de
Poluicdo Atmosférica Experimental (LPAE) da FMUSP e o Instituto Saude e
Sustentabilidade apresentaram um relatério sobre a qualidade do ar em Sao
Paulo®. Nesta ocasido, um voluntario equipado com um monitor continuo de
material particulado inalavel fino, percorreu trajetos junto ou préximo as vias
de transito intenso, para avaliar a magnitude da exposi¢gao durante os
deslocamentos urbanos. Os resultados do monitoramento de MP2,5 para
cada um dos trechos percorridos sdo apresentados na Tabela 2. Observou-
se substancial elevacao da concentracdo de MP2,5 durante todo o periodo

de exposi¢cado, muito acima de valores padrdes preconizados como seguros.

Tabela 2 - Monitoramento ambiental de material particulado inalavel fino
(MP2,5) em trechos de S&o Paulo

Concentragao de MP2,5 (pg/m3)

b Média Maxima Minima
A Rubemgerta 1 22 &
Aeroporto 122 222 89
Metr6 Tatuapé 181 752 66
Terminal Barra Funda 79 203 22
Mercado Central 56 187 31

Ibirapuera 56 405 31
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1.2 MECANISMOS PROPOSTOS PARA OS EFEITOS ADVERSOS DA
POLUICAO SOBRE O SISTEMA CARDIOVASCULAR

Os mecanismos propostos para explicar os efeitos adversos da
poluicdo sobre o sistema cardiovascular sao inflamacdo pulmonar com
estresse oxidativo, disautonomia e translocacdo de particulas®'*®. Estudos
experimentais sugerem que a inalacdo de MP possa desencadear a
liberacdo de citoquinas inflamatérias e pré-trombdticas pelos pulmoes,

37-39

promovendo estresse oxidativo Essa inflamacdo poderia ativar o

endotélio gerando alteracdes no tdnus vascular e na fungdo endotelial’®*°.

Ao atingir os pulmdes, o MP depositado poderia reduzir o ténus vagal
e/ou ativar o sistema nervoso simpatico. Esse efeito &€ observado através da
elevacao da frequéncia cardiaca de repouso, ou declinio na variabilidade da
frequéncia cardiaca (VFC)*', considerada um fator de risco independente de

mortalidade cardiovascular, especialmente em portadores de 1C***3.

Finalmente, outra hipotese sugere que as particulas ultrafinas possam
se translocar de forma extrapulmonar diretamente para a corrente sanguinea
através de poros funcionais na barreira alvéolo-capilar, gerando inflamagao

vascular e agregacdo trombocitaria®**°.

Esses mecanismos nao sao excludentes entre si € nenhum deles
justifica, de forma isolada, os danos causados pela inalagdo de poluentes. O
mais provavel é a existéncia de multiplos mecanismos que se sobreponham
ou que sejam ativados em tempos diferentes: desequilibrio autonémico e
disfungdo vascular nos primeiros minutos da exposi¢cdo, seguido pelo
estresse oxidativo e pela inflamagdo em algumas horas e, por fim, o

surgimento de um estado proé-inflamatério cronico.

1.3 FUNCAO ENDOTELIAL NA INSUFICIENCIA CARDIACA

Estudos prévios com exposicdo controlada de humanos a poluicdo

demonstraram piora da funcdo endotelial e da vasoconstricdo em adultos

19,46

saudaveis >™°. A disfuncdo endotelial € um preditor independente de
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morbimortalidade em pacientes com IC*’, no entanto, os efeitos da poluigdo
sobre a fungdo endotelial de pacientes com IC nunca foram estudados num

ambiente controlado.

Muitas abordagens metodolégicas foram desenvolvidas para
quantificar a fungdo endotelial em humanos,”® mas apesar da ampla
utilizacdo em pesquisa sua aplicagdo como ferramenta clinica n&o foi
estabelecida. As principais razées que justificam essa limitacdo decorrem
dos riscos envolvendo os métodos invasivos, aliados a auséncia de valor
prognostico adicional ou de uma metodologia padronizada para os exames

nao-invasivos.

Recentemente, a funcdo endotelial pode ser avaliada por meio da
tonometria arterial periférica (PAT), através de pletismografia digital que
identifica mudancgas pulsateis de volume arterial de modo observador-

independente*®*°.

Estudos de validacdo demonstraram que o
comprometimento da fungdo endotelial periférica, medida através do
EndoPAT, esta correlacionado com a fungao microvascular coronariana em
pacientes com aterosclerose precoce, e sao preditores de eventos

cardiovasculares®®®’.

1.4 CAPACIDADE CARDIOPULMONAR NA INSUFICIENCIA CARDIACA

Durante o exercicio fisico, a hiperventilacdo pode estar associada a
uma menor quantidade de MP exalado resultando em maior deposi¢ao nas

vias aéreas, mesmo durante exercicio leve®.

A intolerancia ao exercicio € uma caracteristica comum de pacientes
com IC e esta associada com pior prognéstico neste grupo®®. O treinamento
fisico em pacientes com IC é seguro®, melhorando a qualidade de vida, a
funcdo endotelial, a extragao periférica de oxigénio e a propria capacidade
fisica®. No entanto, a maioria das formas de treinamento fisico ocorre ao ar
livre e a exposigao a poluigdo atmosférica relacionada com o trafego poderia

atenuar os beneficios do exercicio em pacientes com IC*®®. Assim, é
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importante entender como a poluicao do ar afeta pacientes com IC durante o

teste de esforgo cardiopulmonar.

1.5 FUNCAO AUTONOMICA E VARIABILIDADE DA FREQUENCIA
CARDIACA NA INSUFICIENCIA CARDIACA

O sistema nervoso autbnomo (SNA) desempenha um papel
importante na regulagdo dos processos fisioldgicos do organismo humano
tanto em condi¢des normais quanto patoldgicas. A sensibilidade barorreflexa
esta relacionada a resposta vagal, sendo um importante sistema de

manutencgao da estabilidade cardiovascular em curto prazo.

A VFC é uma medida simples e nao-invasiva dos impulsos
autondmicos, representando um marcador quantitativo do balanco
autondbmico ao descrever as oscilagdes no intervalo entre batimentos
cardiacos consecutivos (intervalos R-R), assim como as oscilagdes entre
frequéncias cardiacas instantaneas consecutivas. Trata-se de uma medida
que pode ser utilizada para avaliar a modulacdo do SNA sob condi¢des
fisiolégicas, tais como em situagdes de vigilia e sono, diferentes posi¢coes do
corpo, treinamento fisico e também em condi¢des patolégicas59. A baixa
VFC esta associada ao predominio da atividade simpatica sobre o sistema
cardiovascular e esta relacionada a pior prognéstico, enquanto que o
aumento da VFC relaciona-se com o predominio da modulagao

parassimpatica.

Em portadores de IC, mudangas nos padrées da VFC fornecem um
indicador sensivel e antecipado sobre a condi¢do clinica e o prognéstico, de
modo que baixa variabilidade é frequentemente um indicador de adaptagao
anormal e insuficiente do SNA. De acordo com uma meta-analise com mais
de 18 mil individuos expostos de forma ocupacional a poluicdo, parece haver

uma relagao inversa entre VFC e concentracédo de MP®.
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1.6 EXPOSICAO CONTROLADA A POLUICAO EM HUMANOS

Estudos epidemioldgicos e observacionais sao limitados por medidas
imprecisas de exposigao e vieses de confusdo social e ambiental. Ensaios
clinicos randomizados (ECR) de exposicdo controlada a poluicdo foram

desenvolvidos para investigar os achados epidemiolégicos (Tabela 3).

Esses ECR podem proporcionar uma concentracdo precisa de MP,
em ambiente seguro e que facilite a investigacdo de desfechos
cardiovasculares®'. Dentre as vantagens desta metodologia destacam-se:
duracdo de exposicdo bem estabelecida, controle de fatores de confusao,
selecao de desfechos de saude distintos, inclusao de populagdes suscetiveis
(idosos, coronariopatas, pneumopatas, diabéticos e portadores de sindrome
metabdlica), e acesso a instrumentagdo que seria inviavel em estudos
epidemioldgicos. Por outro lado, uma desvantagem comum desses ensaios

€ 0 pequeno tamanho amostral em decorréncia de limitagdes metodologicas.
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2.1 RACIONAL

Reduzir a emissdo dos gases poluentes dos veiculos envolve
limitacbes econbmicas e politicas. Estudos abertos mostraram que uma
mascara de filtro respiratério de polipropileno poderia reduzir efeitos do MP
sobre a pressdo arterial (PA) e a VFC de voluntarios saudaveis® e
coronariopatas®. No entanto, os beneficios potenciais de filtros individuais
para pacientes com IC expostos a poluicdo atmosférica urbana durante as
atividades diarias sao desconhecidos.

Neste ECR de superioridade, testamos a hipotese de que um filtro
respiratorio pode reduzir efeitos cardiovasculares adversos associados a

inalagado de MP em pacientes com IC.

2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Primario: Avaliar os efeitos do sistema de filtro respiratério de
poluentes sobre o desempenho cardiovascular e respiratério de portadores

de IC expostos a poluicdo ambiental.

2.2.2 Secundarios

» Quantificar a capacidade do filtro-respiratério de polipropileno na redugao
da concentracao de MP2,5;

» Avaliar a resposta de marcadores prognosticos de risco cardiovascular
em |IC durante exposicdo controlada a poluicdo ambiental sob efeito do
filtro- respiratério, como:

v' Alteragdes da funcdo endotelial através de método nao-invasivo;

Resposta autonémica no repouso, obtida através da VFC;

Tolerancia fisica no teste da caminhada dos seis minutos;

Troca de gases no teste de esfor¢o cardiopulmonar submaximo;

SN NEE NN

Variagbes no leucograma, em biomarcadores como peptideo
natriurético tipo B (BNP), proteina C-reativa (PCR) e troponina, nas

catecolaminas séricas e em testes de coagulacéo.
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3 CASUISTICA E METODOS

3.1 PACIENTES E CRITERIOS DE ELEICAO

Entre Agosto e Setembro de 2011 foram revisados 517 prontuarios de
pacientes portadores de IC acompanhados no ambulatério de Insuficiéncia
Cardiaca e Transplante do Instituto do Coracdo do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (ATCI InCor -
HCFMUSP). O estudo recebeu a aprovacdo da Comissdo de Etica para
Analise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP sob o protocolo SDC
3439/10/028 e de acordo com a Declaragdo de Helsinki. Um grupo controle,
pareado por sexo e idade, foi recrutado a partir da mesma localidade dos
pacientes com IC. O termo de consentimento livre e esclarecido foi obtido de

todos os participantes. Os critérios de elegibilidade estao descritos abaixo:

Critérios de Inclusao:

» Pacientes com idade superior a 18 anos de ambos 0s sexos;

» Pacientes com cardiomiopatia dilatada de qualquer etiologia e
disfungao sistdlica (didametro diastdlico de ventriculo esquerdo - DDVE
2 55 mm e fragao de ejecao o ventriculo esquerdo - FEVE £ 40%);

» Classe funcional NYHA I, Il ou llI;

» Terapia 6tima e quadro clinico estavel ha, no minimo, trés meses.

Critérios de exclusao:

» Pacientes portadores de hipertensdo arterial sistémica nao
controlada;

» Pacientes portadores de doenga hepatica crénica;

» Pacientes portadores de doenca pulmonar obstrutiva aguda e/ou

cronica;
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» Pacientes portadores de doencga renal crénica conhecida previamente
ao quadro de descompensacéao (creatinina 2 2,5 mg/dl e uréia 2 100
mg/dl e/ou clearance de creatinina £ 50 ml/kg/min)

» Pacientes com estimulacéo cardiaca artificial (marca-passo);

A\

Gestantes;

» Pacientes portadores de neoplasias, doenca do tecido conectivo ou
caquexia de origem cardiaca;

» Pacientes portadores de pericardite constritiva;

» Pacientes portadores de hipertensdo pulmonar primaria;

» Pacientes com historico de acidente vascular cerebral nos ultimos

seis meses;

» Pacientes com limitacdes osteomusculares ao exercicio.

3.2 DESENHO E POPULACAO DO ESTUDO

Ensaio clinico unicéntrico, duplo-cego, randomizado, controlado e
cruzado em trés vias, desenhado para 30 pacientes portadores de IC e 15
voluntarios saudaveis, expostos a trés protocolos diferentes de inalacéo,
com intervalos de pelo menos 48 horas entre si. Todos os participantes
foram expostos aos trés protocolos, sendo a ordem de exposicido
randomizada através de uma sequéncia pré-determinada independente. Os
protocolos consistiram de: Ar Limpo; Poluicdo por exposigao a particulas de
exaustdo do diesel (ED); e Poluicdo Filtrada (filtro) (Figura 1). Todos os
participantes do estudo e a equipe técnica, com exceg¢ao do investigador
responsavel pelo ajuste da diluigdo da ED, foram cegados para a alocagao

do protocolo em questao.

Cada sessao de exposicdao durou 21 minutos, com os participantes
avaliados em repouso (por 15 minutos) e durante um teste de esforgo
cardiopulmonar submaximo (TECP) alinhado a caminhada de seis minutos.
Por recomendacao do comité de ética, periodos mais longos de exposi¢ao e
inclusdo de pacientes em classe funcional NYHA |V foram evitados, devido
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ao risco de descompensacao da doenga. Os participantes foram submetidos
a monitorizagao de sinais vitais antes e depois dos exames, além da coleta

laboratorial ao fim de cada protocolo.



Casuistica e Métodos 19

[ RECRUTAMENTO | [ Aocacho | FOLLOW-UP | anALiseE

Prontuarios revisados
para eligibilidade
(n=517)

—> Excluidos (487)
Inelegiveis (329)
Recusaram (57)

Mao recrutados (101)

. Coleta
Desjejum laboratorial
l 30 portadores de IC ‘ Exposigéq randomizada: ) . l l c domizad - -
A. Arlimpo Funcgéao Endotelial Teste ross-over randomizado Analisados (n = 41)
—> B. Poluigao - 4 —> Cardiopulmonar —>| | para o protocolo alternativo Excluidos da analise (IC = 4)
| 15 voluntarios controles | C. Poluicao filtrada Variabilidade da FC Submaximo (A, B ou C) apés 2 48 horas (conjunto de dados incompleto)

| 15 minutos >

Figural - Fluxograma

Ensaio clinico unicéntrico, duplo-cego, controlado e cruzado, desenhado para 30 pacientes com insuficiéncia cardiaca (IC)
e 15 voluntarios controles, expostos a trés protocolos diferentes de inalagdo, randomizados por ordem independente e pré-
determinada: A. Ar Limpo; B. Poluicao; e C. Poluigao Filtrada.
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Todos os pacientes e voluntarios incluidos no estudo foram
orientados para que viessem em jejum na avaliagdo do repouso (fungao
endotelial e VFC) e depois foram liberados para um lanche antes do TECP e
da coleta laboratorial. Também foram orientados para que evitassem a
ingesta de alcool, tabaco e bebidas ricas em cafeina. Todos os protocolos
foram realizados seguindo a mesma rotina de horarios para limitar a

variagcao entre as sessoes.

3.3 LABORATORIO DE EXPOSICAO CONTROLADA A POLUICAO
ATMOSFERICA

O laboratério de exposicdo controlada a poluicdo atmosférica do
InCor foi realizado em parceria com o Laboratério de Poluicdo Atmosférica
Experimental (LPAE) da FMUSP e com a verba disponibilizada pela
FAPESP. O sistema foi concebido para submeter um voluntario a uma
exposi¢ao controlada de poluicdo atmosférica, e avaliar seus reflexos em

diferentes cenarios clinicos.

A representacdo esquematica do “laboratério de poluicido” pode ser
identificada na figura 2. O sistema de exposigédo esta dividido nos seguintes

subsistemas:

> Conjunto para armazenagem e carregamento do poluente
Conjunto para fornecimento de ar limpo padréo para testes

Conjunto de mistura de gases e ajuste de dosagem

Y VvV VY

Conjunto para exposi¢ao humana

3.3.1 Conjunto para carregar e armazenar o poluente

O sistema é composto por um moto-gerador elétrico estacionario
movido a diesel (Branco BD-2500 CFE, Toyama, Sao Paulo, SP, Brasil),

como mostra a Figura 3.
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Passo 1.
Coleta do material particulado

Recipiente
metalico
refrigerado

Cubos de gelo_‘

Filtro de polipropileno

Motor a diesel

Baldo de Tedlar

Saida
(para inalagao)

Tubo de amostragem e mistura
MP 2,5 = 300 pg/m?

Passo 2.
Diluigdo do material particulado

Bomba
dosadora

Balio de Tedlar | ™ _I_
3 Nefeldmetro Monitor de Monitor de
Cilindro PM 2,5 NOx cO

de ar
lcomprimidg

= Fluxo do ar poluido
=» Fluxo do ar limpo
=» Mistura inalada pelo voluntario

Figura 2 - Representacdo esquematica do sistema de poluicdo

A poluicao é obtida a partir de um motor a diesel, condicionada
através de um retentor de metal refrigerado e acomodada em um
baldo de Tedlar, sendo diluida em bomba dosadora para uma
concentragdo aproximada de MP2.5 300ug/m®. A mistura é
monitorizada continuamente para MP2.5, NOx/NO, e CO durante
exposigdo. O protocolo do filtro é obtido de maneira idéntica,
mas a mistura passa através de um filtro-respiratério, inserido no
tubo de amostragem somente durante a sesséo correspondente.

A saida do escapamento desse gerador esta conectada a um retentor
de vapores, responsavel por reduzir a temperatura do gas e
simultaneamente reter possiveis vapores dispersos no fluido cuja presenca
poderia danificar os componentes subsequentes. Esse retentor ¢é
apresentado na Figura 4, composto por um recipiente metalico mantido em
cuba de gelo para se manter a baixa temperatura, com dois bocais, um de

entrada e outro de saida, dentro do qual esta colocado um anteparo que
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obriga o fluxo de gas a mudar de direcdo abruptamente facilitando a captura
dos vapores pelas paredes internas previamente resfriadas.

Figura 3 - Moto-gerador elétrico estacionario Toyama movido a diesel

Figura 4 - Retentor de vapores em aco inoxidavel
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Apos a eliminagédo de vapores e rebaixamento da temperatura, o gas
€ armazenado dentro de um bal&o proprio para teste de gases de exaustéao

veicular, com capacidade de armazenagem de aproximadamente 150 litros

(Horiba Instruments Ltda, Jundiai, SP, Brasil) (Figura 5).

u:w_7 B

Figura 5 - Baldo em Tedlar para armazenagem de gases de escapamento

Como existe apenas um bocal no balao, foi feita a montagem de um
“T” para a instalagcdo de duas conexdes: uma para a entrada dos gases do
moto-gerador movido a diesel, e outra de menor didmetro, para alimentar a

bomba dosadora (Figura 6).

Figura 6 - Baldo com tuboem T

Entrada para os gases do gerador (extremidade fechada) e saida
para a bomba dosadora
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3.3.2 Conjunto parafornecimento do ar limpo

O ar limpo constitui o maior volume de ar oferecido ao voluntario e
serve também para a diluicdo com o poluente atmosférico. Esse ar é
constituido por um gas sem contaminante particulado, e esta contido em um
cilindro de ar pressurizado. Apos o registro de bloqueio do cilindro foram
instaladas trés valvulas de regulagem com indicador de vazao de até 15 Ipm,
operando em paralelo e permitindo manter vazao continua e constante de
até 45 Ipm. Essa vazéo é suficiente para suprir ar ao voluntario mesmo
durante exercicio extenuante. Apos as trés valvulas de regulagem de vazao,
o fluxo de ar limpo segue por mangueira flexivel para o sistema de mistura e

dosagem (Figura 7).

Figura7 - Conjunto de cilindro e reguladores de vazao de ar

3.3.3 Conjunto para mistura e dosagem do ar poluido

Este conjunto constitui 0o nucleo do sistema de exposicdo e é
responsavel por dosar o ar poluido pela exaustdo do moto-gerador a diesel,
no fluxo de ar limpo, dentro da concentragao estabelecida pelo protocolo de
testes.

Neste conjunto ha uma bomba dosadora, um tubo para mistura onde

aos dois fluxos de gases sdo homogeneizados, e os instrumentos de
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monitoramento dos principais parametros como concentragdo de material
particulado, de 6xidos de nitrogénio, e de mondxido de carbono antes de ser

encaminhado ao voluntario.

A bomba dosadora utilizada é do tipo diafragma, com controle duplo
de vazao por variador de frequéncia e controlador de deslocamento do
pistdo do diafragma, permitindo uma ampla variagdo da vazao do ar poluido
(Pulsafeeder Series E, Punta Gorda, FL, EUA). Todos os materiais internos
da bomba dosadora em contato com o fluido sdo préprios para evitar
qualquer contaminacdo: diafragma e anéis O’ring em teflon; esferas em

ceramica, mangueiras em polietileno e silicone (Figura 8A).

A concentragdo de mondéxido de carbono é medida diretamente no
ambiente dada a pequena vazéao utilizada para a operacdo do instrumento
(ToxiPro COanalyzer, Biosystems, Middletown, CT, EUA) (Figura 8B).

A

Figura 8 - Monitores

Bomba dosadora (A) e monitores de monoxido de carbono (B),
matéria particulada (C) e oxidos de nitrogénio (D)

A concentragao de material particulado € medida por nefelometria ou
espalhamento de luz (DustTrak Il Aerosol Monitor 8530, TSI, Shoreview, MN,
EUA) com ajuste para registros a cada 10 segundos (Figuras 8C e 9). A

entrada do instrumento é conectada ao tubo de distribuicdo e descarregado



Casuistica e Métodos 26

no mesmo tubo, porém a jusante a tomada de amostra (Figura 10). A
concentragdo de oxidos de nitrogénio (Monitor modelo 42i NO-NO2-NOx,
Thermo Instruments, Franklin, MA, EUA) (Figuras 8D e 9) é realizada
através de conexdes no tubo de distribuicdo de forma andloga ao

nefeldbmetro (Figura 10).

Figura 9 - Carrinho de suporte
Instrumentos de monitorizagao, bomba dosadora e instalacao
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-
- Entrada do
ar poluido

r Mensuragdo
pré-filtragem

Mensura
pos-filtra

cdo
gem
. /

i

=¥

*

y _
<" ‘ Sitio de insergédo
do filtro

Figura10- Tubo de distribuicdo para mistura e amostragem dos gases

Entrada do fluxo de ar limpo e ar poluido pela extremidade inferior,
saida da mistura pela extremidade superior, e tomadas de amostra
na lateral
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3.3.4 Conjunto para exposi¢cao de humanos

O ar misturado é ofertado para o voluntario através de um bocal
especial, adaptado para o respirador através de uma entrada oriunda do
sistema de dosagem de ar e duas saidas: uma direcionada a boca do
paciente, e outra direcionada para um ponto externo a sala permitindo a
exaustdao do ar excedente nao respirado pelo paciente e do ar exalado

durante a respiragao (Figura 11).

Figura1ll- Bocal adaptado com entrada do ar proveniente do sistema e saida
para o meio externo
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3.4 FUNCAO ENDOTELIAL

A funcao endotelial foi avaliada através do tonus arterial periférico de
forma n&o invasiva (EndoPAT2000, Itamar Medical Ltd, Caesarea, Israel),
com biossensores instalados nos dedos indicadores de ambos os membros

superiores dos pacientes, em posicao de decubito dorsal (Figura 12A).

Figura 12A - ENDOPAT
Funcgao endotelial avaliada através do tonus arterial periférico

Estes biossensores incluem pletismografos pneumaticos que aplicam
uma pressao sub-diastolica uniforme sobre a extremidade dos dois tergos

distais dos dedos indicadores, que detectam hiperemia reativa gerada por

/]

dilatagdo mediada por fluxo (Figura 12B).

Figura 12B - ENDOPAT

Biossensores com pletismografos pneumaticos

Apos cinco minutos de interrupcdo do fluxo arterial do membro
superior direito com manguito do esfigmomandmetro, a coluna de sangue

gerada pela desinflagdo do manguito ocasiona dilatagdo dependente do
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endotélio, que é capturada através dos biossensores como uma elevagéo na
amplitude do sinal do tonus arterial periférico. O registro da amplitude de
pulso é analisado por um algoritmo computadorizado, semi-automatizado
(Figura 13A), que impede o viés do operador. A razido entre as medidas pré
(Figura 13B) e pods-oclusdo (Figura 13D), dividida pelos mesmos valores
obtidos no membro contralateral (n&o-ocluido), fornece o indice de hiperemia
reativa (RHi). Valores de RHi inferiores a 2,0 sdo considerados disfungéo

endotelial, enquanto valores maiores sao considerados normais®.

SRLALLARALARAAL AR ALAARARRARRT

Figura 13- Registro semi-automatizado do ENDOPAT

(A) Software instalado; (B) Amplitude do sinal do ténus arterial
periférico nos dois membros superiores; (C) Sinal obtido durante
interrupcao do fluxo arterial do membro superior direito; (D) Elevagéo
na amplitude do sinal do membro superior direito apds desinflacdo
do manguito.
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O indice de aumento (Aix) é definido como a diferenca entre o
primeiro e o segundo picos da onda arterial. O valor do Aix € dependente da
rigidez aortica e é influenciado pela reflexdo das ondas da arvore arterial
periférica. O Aix é um indicador indireto de vasoconstricdo periférica e

rigidez arterial®*®°,

3.5 SISTEMA NERVOSO AUTONOMO

A coleta da frequéncia cardiaca (FC) foi realizada durante o repouso,
enquanto os voluntarios permanecem em posigao supina por quinze minutos
mantendo respiragdo espontédnea. A FC e os intervalos R-R, batimento a
batimento, foram registrados a partir de um monitor cardiaco de pulso (Polar

RS800, Electro Oy, Kempele, Finland), interfaceado a um microcomputador.

A analise da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) foi realizada
por meio de indices no dominio do tempo, como o rMSSD que corresponde
a raiz quadrada da somatdria do quadrado das diferengas entre os intervalos
R-R no registro, divididos pelo numero de intervalos R-R menos 1, e o
pPNN50 que representa a porcentagem dos intervalos RR adjacentes com

diferenca de duragcdo maior que 50ms.

Também foi feita andlise de indices no dominio da frequéncia, a partir
da utilizacdo das duas faixas de frequéncia que melhor representam a
modulacdo dos componentes simpaticos e vagal no controle da FC, ou seja,
faixa de baixa frequéncia (LF), correspondendo de 0,04 a 0,15 Hz e a faixa
de alta frequéncia (HF), que corresponde de 0,15 a 0,4 Hz, respectivamente.
A faixa LF é mediada pelo reflexo barorreceptor, com agédo conjunta dos
componentes vagal e simpatico sobre o coragdo, com predominancia do
simpatico e a faixa HF indica predominancia do ténus vagal, que expressa a
influéncia parassimpatica sobre o nd sinusal relacionada com o ciclo
respiratorio. A relacdo LF/HF reflete as alteragdes absolutas e relativas entre
os componentes simpatico e parassimpatico do SNA, caracterizando o
balango simpato-vagal sobre o coracdo®®. Os componentes de LF e HF

também foram expressos em unidades normalizadas que correspondem a
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divisdo da densidade espectral de poténcia de um dado componente (i.e.,
baixa frequéncia ou alta frequéncia) pela subtracdo do componente de muito

baixa frequéncia do espectro total de poténcia, multiplicado por 100.

3.6 TESTE DE ESFORCO CARDIOPULMONAR SUBMAXIMO

Os pacientes foram submetidos ao TECP em esteira programavel
(Marquette series 2000, Marquette Electronics, Milwaukee, WI, EUA),
segundo protocolo de Naughton modificado®” e encorajados a realizar
exercicio progressivo (Figura 14). No teste de caminhada dos seis minutos
(TC6M) os pacientes sao orientados a controlar a velocidade da esteira para
caminhar entre um ritmo relativamente facil e ligeiramente cansativo,

alinhado ao protocolo de Borg®.

Figura 14 - Teste ergoespirométrico e monitorizagao

O ritmo cardiaco foi monitorizado continuamente através de 12
derivagcbes (Marquette MAX 1, Marquette Electronics, Milwaukee, WI, EUA),
a ventilagdo e as concentragdes de oxigénio e de mondxido de carbono
foram medidas, respiragdo a respiragao (SensorMedics, modelo Vmax 229,
Yorba linda, CA, EUA) e o VO, foi considerado como o maior valor de

consumo de O atingido durante o exercicio.
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O limiar anaerdbio foi determinado pelo menor valor de VE/VO,
(equivalente ventilatério de oxigénio) a partir do qual ocorre elevagéo desta
curva sem aumento correspondente do valor de VE/VCO; (equivalente
ventilatorio de didéxido de carbono). As outras varidveis de troca gasosa
avaliadas foram: saturacdo de oxigénio [Sat.02 %]; consumo de O, por
batimento cardiaco [PulsoO, ml/beat]; ventilagdo pulmonar [VE |/min];

volume corrente [Vt ml]; e a ventilagdo de espago morto [VD/VH].

No projeto piloto, a tentativa de submeter os participantes a
sensibilizacdo de quimiorreceptores através de hipdxia induzida nao teve

sucesso devido ao desconforto respiratério, e a idéia foi abandonada.

Os critérios de interrupcdo do esforco foram baseados no ACC/AHA

Guidelines For Exercise Testing®.

3.7 SISTEMA REDUTOR DE EXPOSICAO A POLUENTES AMBIENTAIS

Trata-se de filtro-respirador purificador de ar, descartavel, tipo peca
semi-facial em concha, sem valvula classe PFF2 (Affinity Plus PFF2/ VO AF-
38, MSA, Sao Paulo, SP, Brasil), feito em manta filirante de polipropileno
com tratamento eletrostatico para retencédo de particulas, inserido no corpo

do tubo de mistura e amostragem (Figura 15).

3.8 ANALISE LABORATORIAL

As coletas foram realizadas em veia antecubital direita,
imediatamente apds o término do ultimo estagio do exercicio (pico) durante o
TECP, em tubo de polietileno com anticoagulante EDTA e glutationa. Todas
as amostras sanguineas foram colocadas imediatamente no gelo e enviadas

ao laboratério de analise logo apods o término do exame.

A analise do hemograma e da contagem de plaquetas foi realizada
através de contador eletrénico, automatizado e/ou avaliagdo morfolégica em
esfregagos corados no analisador de hematologia automatizado com base

no meétodo de deteccdo por resisténcia elétrica, método de focagem
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hidrodindmica e método de citometria de fluxo utilizando laser semicondutor
e método SLS — hemoglobina. O método utilizado para analise do BNP e da
troponina foi a quimioluminescéncia direta (Siemens Healthcare Diagnostics,
Tarrytown, NY, EUA), com referéncia de < 100 pg/mL para o BNP e
< 0,04ng/mL para a troponina. A PCR ultra-sensivel foi avaliada através de
imunonefelometria de particulas reforgadas (Dade-Behring Diagnostics,
Deerfield, IL, EUA) com referéncia de < 1,0mg/L.

Figural5- Protocolo do filtro

Mascara com filtro-respiratério: (A) face externa e (B) face interna;
(C) segmento obtido a partir da mascara; (D-F) insergao do filtro na
extremidade inferior do tudo de mistura e amostragem de gases

Para a dosagem de catecolaminas as amostras foram extraidas do
plasma, separada por fase reversa e quantificada em cromatografo liquido
de alta pressdo com detector eletroquimico. Os valores de referéncia sao:
Norepinefrina de 40 a 268 pg/mL; Epinefrina de indetectavel a 75 pg/mL;
Dopamina de indetectavel a 83 pg/mL.
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3.9 TAMANHO AMOSTRAL E ANALISE ESTATISTICA

Baseado em ECR que utilizaram o RHi como desfecho primario”®’",

nds estimamos que 30 voluntarios seriam suficientes para detectar a
superioridade de 20 a 30% do filtro sobre a ED, aceitando uma taxa de
desisténcia de até 15%, com poder de 80% e erro de 5%
(http://www.sealedenvelope.com). Outros 15 individuos saudaveis foram
incluidos para fins de comparacdo do comportamento das variaveis em

participantes nao-portadores de IC.

A distribuicdo de normalidade foi avaliada através do teste de
Kolmogorov—Smirnov. A comparagao intergrupos foi realizada com o teste U
de Mann-Whitney. Os dados paramétricos sado apresentados com média +
desvio padrdo e a anadlise intragrupos foi realizada através do teste de
variancia de medidas repetidas (rANOVA). A taxa de erro para comparacoes
multiplas foi corrigida pelo teste de Bonferroni. Os dados nao-paramétricos
sao apresentados como medianas e intervalo interquartil, e o teste de
Friedman foi usado para detectar diferengcas entre as multiplas

comparagoes.

As analises estatisticas foram realizadas com auxilio dos pacotes
estatisticos SPSS (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0, Armonk,
NY, EUA) e StatCalc 8.0 (AcaStat Software, Poinciana, FL, EUA).
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4 RESULTADOS

Foram revisados os prontuarios de 517 pacientes em
acompanhamento no Ambulatério de Insuficiéncia Cardiaca do InCor, dos
quais 487 foram excluidos: 329 por ndo atenderem aos critérios de
elegibilidade, 57 por recusa em patrticipar do projeto e 101 por outras razdes
(dificuldade de locomogéao, remodelamento reverso, entre outras). Conforme
previsto no desenho do estudo, 30 pacientes portadores de IC consecutivos
foram recrutados, com quatro desisténcias ocorrendo apos a primeira
sessdo. Quinze individuos sem diagndstico de IC, pareados por sexo e

idade, foram convidados para participar como controles.

4.1 CARACTERISTICAS BASAIS DA POPULACAO ESTUDADA

As caracteristicas gerais da populagdo estudada (grupo IC e grupo
controle) encontram-se listadas e comparadas na tabela 4. O grupo IC foi
composto em sua maioria por homens brancos, de meia-idade, com etiologia
nao-isquémica e fragcao de ejecdo média de 30,3% sob terapia farmacologica
otimizada: todos usavam betabloqueadores (77% na dose alvo), associados

a algum antagonista do sistema renina-angiotensina-aldosterona.

Nenhuma diferenca significativa de idade, sexo ou indice de massa
corporal foi encontrada entre os dois grupos estudados. No entanto,
pacientes com IC apresentavam niveis mais baixos de pressdes sistdlica e

diastdlica, além de serem significativamente mais dislipidémicos.

Quanto as variaveis laboratoriais, ndo houve diferengca na fungao
renal basal dos grupos, nem na taxa de hemoglobina. Por outro lado, o
grupo IC apresentou niveis basais maiores de troponina, PCR e BNP
quando comparados ao grupo controle (p=0,009; p=0,016 e p=0,001,

respectivamente).

O desfecho RHi foi avaliado em todos os participantes. Cada

individuo serviu como seu proprio controle.



Resultados

Tabela 4 - Caracteristicas gerais dos controles e pacientes com IC
Caracteristicas Basais Paci_entes Con_trole p ’
(n=26) (n=15)
Masculino, n (%) 16 (62) 8 (53) 0,572
Idade, ano 51+9 45+ 10 0,056
Raca branca, n (%) 19 (73) 14 (93) 0,120
IMC, Kg/m? 28,1+4,3 26,6 +4,0 0,277
Tabagismo, n (%) 17 (65,4) 7 (46,7) 0,241
Hipertenséo, n (%) 15 (57,7) 5 (33,3) 0,132
Dislipidemia, n (%) 14 (53,8) 2(13,3) 0,010
Diabetes, n (%) 6 (23,1) 1(6,7) 0,179
Etiologia da IC, n (%)
N&o-isquémica 14 (53)
Isquémica 9 (35)
Chagasica 3(12)
NYHA, n (%)
Il 22 (85)
I 4 (15)
FEVE (%) 30,3+6,0
PAS, mm Hg 111,6 £ 22,9 127,1 £ 13,3 0,021
PAD, mm Hg 58,4 + 16,0 69,5+ 11,4 0,023
Hemoglobina, g/dl 13,8+1,5 144+14 0,214
Creatinina, mg/dI 1,25+0,3 1,08 £ 0,1 0,142
Medicacoes, n (%)
Betabloqueadores 26 (100) 2 (13,3) < 0,001
Dose alvo 20 (76,9) < 0,001
iECA / BRA 26 (100) 1(6,7) < 0,001
Furosemida 23 (88,5) < 0,001
Espironolactona 12 (46,1) 0,018
HDLZ + Nitrato 5(19,2) 0,072
Estatina 10 (38,5) 2(13,3) 0,088

Valores descritos como média + desvio padrdo ou percentual.

BRA — bloqueador do receptor da angiotensina; iECA — inibidores da enzima conversora da
angiotensina; FEVE — Fragado de Ejecédo do Ventriculo Esquerdo; HDLZ — Hidralazina; IC —
Insuficiéncia Cardiaca; IMC — indice de Massa Corporal; NYHA — New York Heart
Association; PAD — Pressado Arterial Diastélica; PAS — Pressédo Arterial Sistdlica. p
calculado com o teste t de Student
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4.2 PROTOCOLOS DE EXPOSICAO

Os protocolos de ED e filtro foram bem tolerados por todos os
individuos nas fases de repouso e esfor¢co. Todos os pacientes foram
submetidos a avaliacdo da funcdo endotelial e VFC no repouso; quatro
individuos nao foram submetidos ao TECP por excederem o limite de peso
tolerado pela esteira; dois individuos do grupo IC e dois voluntarios
saudaveis negaram-se a repetir o TECP apds o primeiro exame, alegando
fadiga; esses oito individuos que nao foram submetidos ao TECP também
nao foram submetidos a coleta de sangue para analise, pois ndao foram
expostos ao mesmo tempo de poluicdo em comparagdo ao restante da

amostra.

A concentragdo do MP2,5 do protocolo de poluigao atingiu em média
325+31 pg/m® e foi reduzida significativamente com o filtro para 256 pg/m®
(p<0.001). As concentragcdes dos co-poluentes gasosos estudados nao
diferiram de forma significativa entre os protocolos de filtro e poluigao
(Tabela 5). Este achado era previsto, considerando que o filtro foi desenhado

para retengao de particulas.

Tabela 5 - Caracterizacao das condigdes de exposi¢cao

Poluente Poluigao Poluigao Filtrada p
MP 2,5 (ug/m?®) 325 + 31 25+6 < 0,001
NOx (ppb) 4,0[1,1-1,5] 1,4 [0,0-12,8] 0,178
CO (ppm) 15,0 [10,0-33,0] 10,0 [3,0-21,0] 0,132

Valores descritos como média + desvio padrdo ou mediana [intervalo de confianga].
CO - monodxido de carbono; MP 2,5 — material particulado inalavel fino de 2,5 pg; NOx —
oxidos de nitrogénio. *p calculado com o teste t de Student.
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4.3 FUNCAO ENDOTELIAL

As medidas de fungdo endotelial, compostas pelo RHi e pelo Aix,
estdo dispostas na Tabela 6. No grupo IC, o RHi reduziu em 21% durante
exposicao a ED (p=0,002 para ar limpo contra ED) e aumentou em 20% com
o filtro (p=0,019 para ED vs. filtro; Figura 16). Nos controles, ndo houve
associagao significativa entre ED e RHi. Individuos com RHi anormalmente
elevados foram mantidos na analise, mas descritos como outliers. Em uma
analise complementar de subgrupos, o tabagismo néo interferiu na interagao
entre ED e RHi.

. p = 0,002 P Pacientes
48 ] —|[ A ] . . Controles
4 | * & ( p= 0,063 ']
3.5 :
3 \ ;%;‘;
- | I 282
= <0 Y L
s 2,17 | 2,06 2, S A
m 2 i 3 2 RERER \\\\\\t\:\'\}\\
W J A = l y
R
] |
0,5
0
ArLimpo Poluigio Poluigdo Ar Limpo Poluigdo Poluigdo
Filtrada Filtrada

Figura1l6 - Efeitos do filtro respiratério sobre fungdo endotelial durante
exposicao a particulas de exaustdo do diesel

Comparado com o ar limpo, o protocolo de poluigdo também reduziu a
rigidez arterial (Aix) no grupo IC (p=0,007 para ar limpo vs. ED) e no grupo
controle (p=0,069 para ar limpo vs. ED). No entanto, ndo houve diferencga

entre poluicao filtrada e nao-filtrada.
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Tabela 6 - Efeitos do filtro respiratério sobre funcdo endotelial durante
exposicao a particulas de exaustdo do diesel

Fungéo' Ar Limpo Poluicao ; P(_)Iuigéo
Endotelial p* (~300 pg/m*) pt Filtrada p t
RHi
IC 2,17 [1,8 a 2,5] 0,002 1,72 [1,5a2,2] 0,019 2,06[1,5a2,6] 0,397
Controle 2,06 [2,0 a 2,5] 0,191 2,15[1,7 a 2,3] 0,063 2,62[1,9a29] 0,514
Aix (%)
IC 14 [5 a 28] 0,007 10 [-2 a 20] 0,971 8[-2a19] 0,015
Controle 18 [2 a 34] 0,069 11[-3 a 33] 0,649 5[0 a 26] 0,059

Aix — Indice de aumento; RHi — indice de hiperemia reativa.
Valores descritos como mediana [intervalo de confiangal].
* p para ar limpo vs. poluigao.

p para poluigdo vs. poluicao filtrada.

p para ar limpo vs. poluigdo filtrada.

4.4  SISTEMA NERVOSO AUTONOMO

Na analise da VFC, a inalacdo de poluentes por 15 minutos nao
afetou os indices no dominio de tempo (rMSSD e pNNS50) e nem de
frequéncia (LF e HF) em nenhum dos grupos (Tabela 7). Em uma analise
complementar de subgrupos, o uso de betabloqueadores no grupo controle
nao interferiu na interagao entre ED e VFC. A amostra foi insuficiente para

sub-analisar o reagrupamento por etiologia no grupo IC.

45 TESTE DE ESFORCO SUBMAXIMO

Os efeitos da poluicao e do filtro sobre a tolerancia ao exercicio fisico
e as variaveis de troca gasosa, em ambos 0s grupos, encontram-se na
Tabela 8. Comparado ao protocolo de ar limpo, a ED foi associada a uma
piora na distancia caminhada durante o TC6M (Figura 17), no VO, (Figura
18) e no Pulso0O,. O filtro foi associado a melhora do VO, (Figura 18) e

PulsoO,, sem beneficios sobre o TC6M.
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Figura 19 - Ventilagdo pulmonar, volume corrente e ventilagdo de espaco morto
durante exposicao a ar limpo, poluicao e poluigao filirada

Em ambos os grupos, observamos um aumento da ventilagdo
pulmonar e do volume corrente durante o uso do filtro, com menor ventilagéo
de espago morto (Figura 19). Esse achado foi acompanhado por maiores
taxas de reinalacdo de CO; (p=0,037 e p=0,033 para fracdo de CO,

inspirada e expirada, respectivamente).

Os valores de VE/VCO; slope foram maiores no grupo IC quando

comparados aos controles (p=0,018). No entanto, ndo encontramos
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diferencas no VE/VCO; slope entre os trés protocolos, assim como também
nao encontramos diferengas entre saturacdo de oxigénio, FC, PA e

frequéncia respiratéria.

4.6 ANALISE LABORATORIAL

Conforme exposto na tabela 9, houve uma elevacido média de 41,5%
no nivel sérico de BNP no grupo IC imediatamente apos os 21 minutos de

ED, com reducgédo de 33,8% associada ao filtro (Figura 20).
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Figura20 - Efeitos do filtro respiratério sobre o BNP durante exposicdo a
particulas de exaustédo do diesel

N&o ocorreram alteragdes no hemograma, coagulograma, troponina e
norepinefrina entre os protocolos. Em wuma analise complementar,
observamos no subgrupo IC sem estatina uma elevagdo da PCR de 1,27
[0,69 — 6,04] mg/L para 4,19 [1,13 — 12,0] mg/L durante o protocolo ED
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(p=0,071). Esse achado nao foi reproduzido no subgrupo IC com estatina.
Outras terapias farmacologicas n&o interferiram na interagdo entre ED e

marcadores inflamatorios.
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5 DISCUSSAO

Existe uma associacdo temporal consistente entre exposicdo a
poluentes atmosféricos e hospitalizagdes e mortalidade por IC?*72. Até onde
sabemos, este € o primeiro ECR com exposi¢cao controlada ao MP2,5
demostrando os efeitos adversos da poluigdo atmosférica sobre desfechos
cardiovasculares em pacientes com IC. Nossos achados foram significativos
mesmo com um tempo de exposicdo consideravelmente menor que o de
outros ECR com desenho similar em voluntarios saudaveis (Tabela 3),
sugerindo que mesmo um curto periodo de exposi¢ao seja prejudicial para
portadores de IC. Também acreditamos que este seja o primeiro estudo a
demostrar os beneficios de uma simples intervengao com filtro-respiratério
sobre a disfungdo endotelial, o aumento do BNP e o agravo de VO, e

PulsoO, associados a poluigdo nesse grupo de pacientes.

51 FUNCAO ENDOTELIAL

Nossa amostra de portadores de IC sob terapia otimizada e RHi
normal é compativel com um estudo prévio que evidenciou reversido da
disfuncdo endotelial em metade dos pacientes com IC isquémica bem
tratados”. Nossos achados sugerem que a exposi¢cdo ao MP2,5 seja a
principal causa de disfuncdo endotelial associada a poluicdo do ar. Esses
resultados sdo consistentes com modelos experimentais em ratos com IC"*

576 o diabéticos*®. Dois

e relatos semelhantes em voluntarios saudaveis
mecanismos sao propostos para justificar a disfungcéo endotelial associada a
poluicdo atmosférica: o primeiro sugere uma resposta pulmonar de fase
aguda com liberacdo de mediadores inflamatérios na circulagao,
estabelecendo uma relagao de causalidade entre a inalagcado das particulas e
a doenca cardiovascular®®; o segundo propde que particulas inaladas
poderiam se translocar para a circulagdo, causando potenciais efeitos

diretos®’.
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Estudos observacionais e experimentais anteriores exploraram a
hipotese do "spill-over" por inflamagcdo pulmonar. Essa evidéncia nao é
inteiramente consistente, mas sugere uma resposta inflamatéria sistémica
leve apos exposigdo ao MP®*97° Nossos resultados, por outro lado, estdo
de acordo com outros estudos que nado observaram inflamagao
sistémica*®’"’®  envolvimento  simpatico’, ou efeitos sobre o
coagulograma79 apoés exposicdo breve a poluicdo. Estas contradicdes
podem ser explicadas por diferengcas metodoldégicas, como a concentragéao
do MP2,5 e as configuragcbes do sistema, ou entdo pelo uso de terapia anti-
inflamatéria, como no caso da estatina que pode ter evitado a elevacédo do
PCR na sub-andlise do grupo IC. Coletivamente, nossas descobertas
sugerem que a disfuncao endotelial associada a breve exposi¢ao a poluigao
atmosférica ndo esteja relacionada a uma resposta inflamatéria sistémica

aguda.

Os mecanismos que explicam os efeitos diretos da exposi¢do ao MP
sobre o sistema cardiovascular ainda sdo inconclusivos. E controverso que
as particulas finas possam se translocar de sitios de deposicdo nos pulmoes
para a circulagdo sistémica e também ha duvidas sobre a quantidade
suficiente de MP que precisaria ser translocado para causar efeitos

sistémicos*+808

. Enquanto alguns modelos experimentais com particulas
artificiais inaladas por animais nao identificaram MP em drgéos distantes*,
outros demonstraram quantidades muito variadas de translocacao
sistémica*®. Em um modelo com ratos, a depuracgdo de particulas ultrafinas
radiomarcadas ocorreu principalmente pelas vias aéreas e trato
gastrointestinal, sendo que apenas uma pequena fragdo (<1%) foi
translocada para 6rgdos secundarios®. Contudo, modelos experimentais
com particulas artificiais radiomarcadas tém sido criticados, pois ha um
potencial viés na distribuicdo da radioatividade livre, ndo ligada as

nanoparticulas®.

A literatura existente sobre translocagao extrapulmonar de particulas
inalaveis em humanos é escassa, tendo sido demonstrada em um estudo

com MP radiomarcad083, mas nao em outros ensaios com desenho
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semelhante**®. No presente estudo, ndo investigamos se os achados foram
causados pelo contato direto entre particulas e endotélio, ou por uma
resposta desencadeada a partir de pequenas quantidades de MP
translocado. E plausivel que a justaposicdo de alvéolos e capilares facilite a
hipotese da translocacao, seja pela prépria particula (assumindo que mesmo
quantidades pequenas ativem a resposta sistémica), ou através do tecido

pulmonar apds a ingestdo do MP2,5 por macréfagos alveolares®®°.

A reducao do Aix durante exposicao ao MP, observada em ambos os
grupos, € inconsistente com relatos prévios do aumento da rigidez arterial
durante exposicdo controlada & poluicdo em voluntarios saudaveis®.
Diferencas na concentragdo dos co-poluentes podem explicar essa
contradicdo, uma vez que outros ECR de exposi¢cao controlada ao MP
usaram consideravelmente menos CO quando comparados ao nosso
protocolo'®'%4¢. E possivel que os niveis de CO pouco elevados possam
estar envolvidos na modulagao da elasticidade vascular. De fato, o CO tem
sido aceito como uma molécula citoprotetora e homeostatica quando em
doses moderadas, com efeito de vasodilatagdo mediada pela restauracao da
homeostase celular durante distirbios vasculares®”®. Os efeitos neutros do
filtro sobre a reducéo do Aix reforcam a suspeita de que outros co-poluentes
nao retidos pelo filtro-respiratério (NOx, 6xidos de enxofre, particulas de
carbono e compostos orgéanicos), possam esclarecer a queda no Aix.
Nossos resultados sugerem que a rigidez arterial ndo depende
exclusivamente da fungdo endotelial, mas também do balango de

vasodilatadores enddgenos e de outros mediadores n&o investigados.

Outro achado que pode explicar a redugado da rigidez arterial, ao
menos em pacientes com IC, é o aumento no BNP que & um preditor
independente de fungdo endotelial e vasodilatagao®*®. Acreditamos que o
BNP possa servir tanto como um biomarcador de disfungdo endotelial
quanto como um mediador da vasodilatacdo em resposta ao estresse
vascular. Embora os valores de BNP encontrados em nossa amostra de
pacientes com |IC compensada sejam baixos, ndo temos conhecimento de

outros estudos prospectivos sobre o impacto no BNP apds exposicio
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controlada a poluicdo. Nossos resultados estdo em contraste com a analise
retrospectiva de um ensaio clinico® que ndo observou associacdes entre as
flutuacdes de curto prazo na poluicdo atmosférica e os niveis séricos de
BNP em pacientes com IC. Entretanto, estudos epidemioldgicos reforcam a
associacdo positiva entre o aumento de curto prazo das particulas
ambientais e a descompensacao da IC, este ultimo sendo uma condigéo

clinica relacionada ao aumento do BNP 129293,

5.2 ESFORCO SUBMAXIMO E FUNCAO AUTONOMICA

Existe pouca informacao disponivel a respeito dos efeitos adversos da
poluicdo sobre a aptidao fisica. Nossos achados sdo compativeis com outros
ensaios clinicos que observaram comprometimento do TECP durante
exposicdo controlada a poluicdo em voluntarios saudaveis e atletas®®. A
associagao negativa entre exposigao ao MP e piora do VO, durante esforgo
submaximo esta de acordo com modelos experimentais em camundongos®’
e relatos similares em criangas®, adultos jovens saudaveis®® e mulheres
maratonistas'®. Embora o VO, possa ser influenciado por fatores nao-
cardiacos'®’, como idade, sexo, condicionamento fisico e obesidade, nds
acreditamos ter excluido o viés de confusao intra-individual uma vez que os

participantes serviram como seus proprios controles.

A variavel PulsoO, é uma estimativa indireta do volume sistdlico do
ventriculo esquerdo (VE) durante o exercicio™'. Acreditamos ter observado
pela primeira vez uma melhora no VO, e no PulsoO,; em pacientes com IC
durante um protocolo de filtragem da polui¢do. Esses achados, somados as
alteracdes do BNP, nos fazem crer que o MP2,5 possa desencadear uma
disfungdo ventricular transitéria através de mecanismos que podem atuar
isoladamente ou em conjunto, como disfungdo endotelial, resisténcia
vascular pulmonar'®?, e aumento da pds-carga ventricular e da toxicidade do
miocardio’®,

Apesar de ter reduzido significativamente a concentragao de MP2,5, o

filtro n&o evitou a piora do TC6M durante exposi¢cédo a poluicdo, o que pode
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sugerir o envolvimento de outros co-poluentes nao filtrados. Diferente de
nossos achados, um estudo aberto ndo demostrou diferengas na distancia
caminhada em wuma rota pré-definida no centro de Pequim por

coronariopatas com ou sem uma mascara facial®.

Em nosso estudo, o VE/VCO; slope foi significativamente maior no
grupo IC quando comparado ao grupo controle, confirmando o pior
desempenho cardiaco nos pacientes com IC*. O VE/NCO; slope é um
indice de eficiéncia ventilatéria que reflete espaco morto pulmonar, fluxo
sanguineo pulmonar, e ativagcdo de ergorreceptores musculares. Nossos
resultados sugerem que o VE/VCO; slope pode nao ser influenciado pela

poluigao do ar.

O exercicio foi associado com aumento da FC em ambos os grupos,
mas nao houve diferenga entre os protocolos de exposi¢gdo. Embora os
resultados neutros sobre a VFC de repouso possam ser explicados pelo
emprego de terapia betabloqueadora otimizada no grupo IC, devemos
observar que a VFC do grupo controle também ndo foi afetada. Esses
achados sao consistentes com relatos anteriores que também néo
identificaram efeitos da exposi¢do controlada ao MP sobre a fungao
autondmica de individuos saudaveis ou coronariopatas'®*'%. Tomadas em
conjunto, essas evidéncias sugerem que a terapia bloqueadora adrenérgica
nao influencie na auséncia de efeito de poluicdo do ar sobre a funcao

autondmica.

Os efeitos da intervencao com filtro-respiratério sobre a troca de
gases e a ventilacdo pulmonar de pacientes com IC expostos a poluigao
nunca foram estudados. N6s observamos um aumento significativo da
ventilacdo pulmonar e do volume corrente durante o protocolo de filtragem,
indicando que para uma mesma concentracdo de MP a quantidade inalada
que poderia afetar o sistema cardiovascular seria maior. Também
encontramos um aumento significativo da reinalagédo de CO,, provavelmente
relacionado ao maior esforgo inspiratério com menor tempo expiratorio.

Finalmente, nds avaliamos indiretamente a relagcdo ventilagao-perfusao
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(V/Q) através das curvas VD/Vt durante os protocolos''. As curvas VD/Vt
cairam como esperado durante o esfor¢o, sem aumento desproporcional na
frequéncia respiratoria para superar o aumento da ventilacdo do espaco

morto, sugerindo uma V/Q adequada.
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6 CONCLUSOES

» O filtro-respiratério para retencao de particulas inalaveis finas atenuou

efeitos cardiovasculares adversos associados a poluicdo atmosférica;

» O filtro-respiratério reduziu a concentracdo de MP2,5 de 325 para

25ug/m>;

» Em portadores de IC, a exposi¢cao controlada ao material particulado fino

afetou negativamente as seguintes variaveis:
v" Funcéo endotelial;
v" Nivel sérico do peptideo natriurético tipo-B;
v' Capacidade fisica e trocas ventilatérias no TECP;

> A redugdo da distancia caminhada no TC6M durante exposi¢cao

controlada a poluigao nao foi influenciada pela presenca do filtro;

» O filtro-respiratério aumentou a ventilagdo pulmonar e o volume

corrente de ar, assim como a reinalagao de COy;

> A exposicdo controlada ao material particulado fino ndao afetou as

seguintes variaveis:
v" Funcédo autondmica;

v' Outros biomarcadores séricos: hemograma, PCR, troponina,

provas de coagulo e/ou catecolaminas.
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7 IMPLICACOES CLINICAS E LIMITACOES DO ESTUDO

O filtro-respiratério € uma intervencdo simples com potencial para
reduzir episoddios de descompensacao da IC associados a polui¢cdo do ar.
Baseado em nossos achados e considerando a poluigdo atmosférica como
um importante fator de risco para re-hospitalizagées por IC, nds propusemos
uma intervencdo simples que pode ter impacto em saude publica e na

morbidade da doenca.

Entretanto, nosso estudo tem algumas limitagcbes. O tamanho da
amostra, por exemplo, pode ter reduzido o poder de deteccdo de efeitos
sobre desfechos secundarios. O RHi foi escolhido como desfecho primario
por tratar-se de um método nio-invasivo, semi-automatizado, independente

do observador e com menor variabilidade dos resultados.

Nao existem relatos sobre a tolerabilidade do uso de mascaras com
filtros por longos periodos em pacientes com IC. O filtro-respiratério pode
causar resisténcia respiratéria, hipercapnia, hipoxemia e calor, além de
restringir a comunicagdo. Em nosso modelo de curto prazo, todos os
participantes foram cegados e n&do houve relatos de odor perceptivel ou

desconforto respiratério durante o protocolo de filtragem.

Ensaios de exposicdo controlada de humanos ao material particulado
avaliam somente os efeitos agudos da polui¢ao e limitam a extrapolagao dos
achados para a exposig¢ao crbénica. No entanto, acreditamos ter reproduzido
adequadamente situagdes da “vida real”, como em horario de trafego

intenso.

E possivel que a temperatura externa tenha influenciado algumas
variaveis pesquisadas ao longo dos dois anos de coleta. Entretanto, o
laboratorio de estudo era climatizado e todos os participantes aguardaram

um periodo de wash-out de 30 minutos antes de iniciarem os protocolos.

Finalmente, o uso de varios desfechos complementares em trés
condigdes diferentes de ar inalado, embora enriquega os achados, requer

comparagdes multiplas e aumenta a possibilidade de erros de tipo | e Il.
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8 ANEXOS

ANEXO A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGCAO DO SUJEITO DA PESQUISA

N[0 1Y |
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N° : ..., SEXO: Mo Fo
DATA NASCIMENTO: ........ R l......

ENDEREGCO ..ottt N ..o APTO.:..........
BAIRRO: ..., CIDADE:.....cooe i
CEP:ee, TELEFONE: DDD (........ ) e —————

DADOS SOBRE A PESQUISA
1. TiTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:
Efeito de Sistema Redutor de Exposicdo a Poluentes Sobre a Sensibilizagdo de
Quimiorreflexo, Barorreflexo e Fungdo Endotelial em Pacientes com Insuficiéncia
Cardiaca Cronica: Ensaio Clinico Cruzado, Randomizado e Duplo-Cego.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Edimar Alcides Bocchi

CARGO/FUNCAO: Médico Assistente da Faculdade De Medicina da USP e Médico
Assistente da USP com area de atuag@o em Insuficiéncia Cardiaca e supervisao de
estudos clinicos / INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 36.179

UNIDADE DO HCFMUSP: Unidade de Insuficiéncia Cardiaca e Transplante
Cardiaco.

3. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO m RISCO MEDIO m
RISCO BAIXOX RISCO MAIOR m

4. DURACAO DA PESQUISA : 24 meses.

1 - Desenho do estudo e objetivo(s):

O (A) senhor (a) esta sendo convidado a participar de um estudo que tem
como objetivo avaliar o impacto de um filtro sobre a exposi¢cao a poluentes em
pacientes portadores de Insuficiéncia Cardiaca. O (A) senhor (a) sera exposto (a) a
respiragao controlada de poluentes em concentragdes semelhantes aquelas de
grandes centros urbanos, como Sao Paulo. Serdo necessarias quatro visitas ao
hospital (InCor) nas quais avaliaremos situac¢des diferentes durante respiracdo de
ar ambiente ou de ar “poluido” - semelhante ao de uma grande avenida do

municipio de Sdo Paulo - sem filtro ou com filtro: em uma visita serdo feitas trés
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avaliagdes em repouso, dos “batimentos cardiacos”, de 25 minutos cada e com
intervalo de recuperacdo de 30 minutos entre elas. Nesta mesma ocasido serao
feitas outras trés avaliagbes em repouso, das “artérias”, de 15 minutos cada e com
intervalo de 30 minutos para recuperagdo. Em cada uma das outras trés visitas
restantes, serao feitas trés avaliacées da “utilizacdo do oxigénio” durante teste de
esteira modificado com recuperagdao de 30 minutos entre os testes — cada teste
sera respirando ou ar ambiente, ou ar rico em gas carbdnico ou pobre em oxigénio.
Os custos das visitas serdo arcados pelos pesquisadores, e cada visita devera

durar um turno (em média quatro horas).

2 — Descricao dos procedimentos que serdo realizados, com seus propositos
e identificacdo dos que forem experimentais e néo rotineiros:

- Teste de esteira para avaliar a utilizagdo do oxigénio (experimental): O
teste de esforco em esteira da ao médico informagdes sobre como o coragao do
paciente trabalha sob estresse fisico. Sera pedido que o (a) senhor (a) respire em
um tubo especial durante o teste de esfor¢co, o que permite ao médico verificar
como esta sua respiragao.

- Avaliacdo das artérias e da frequéncia dos batimentos cardiacos
(experimental): A avaliagdo das artérias € um exame nao invasivo e nao doloroso
que consiste em colocar dedeiras em ambos os dedos indicadores e avaliar a
variagdo dos pulsos das artérias dos dedos. A variacdo da frequéncia dos
batimentos cardiacos € uma medida simples dos batimentos cardiacos enquanto o
paciente esta deitado e em repouso.

- Sistema de filtro ao ar “poluido” (experimental): O (a) senhor (a) ira
respirar um fluxo de ar com diferentes e controladas concentragdes de particulas
habitualmente presentes no ar de grandes avenidas. Essa mistura sera composta
em laboratério especializado através de um equipamento montado especificamente
para este fim, e constara de matéria particulada, diéxido de nitrogénio, didxido
sulfurico, ozdnio e componentes volateis organicos. Antes de ser oferecida ao (a)
senhor (a), essa mistura de gases passara por um sistema de monitoramento para
sua seguranca e também para a caracterizagcdo da quantidade dos compostos. O
(A) senhor (a) sera exposto (a) a essa mistura nas seguintes situacdes: duas vezes
para avaliar a frequéncia dos batimentos, outras duas para avaliar as artérias e

outras seis durante a avaliacdo na esteira;
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3 — Relacao dos procedimentos rotineiros e como séo realizados:

- Coleta de sangue (rotineiro): As amostras sanguineas serao coletadas em
seringas, em torno de seis mililitros, apds pungao da veia do antebraco. Sera feita
uma coleta no repouso e outra apds cada teste de freqliéncia dos batimentos

cardiacos, perfazendo o total de uma puncgéao e quatro coletas.

4 — Descricdo dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos dos
itens 2 e 3:

- Teste de esteira para avaliar a utilizacdo do oxigénio: durante o exame,
o (a) senhor (a) podera sentir cansaco, falta de ar, dor no peito, peso nas pernas,
tonturas e palpitacédo no peito.

- Sistema de filtro ao ar “poluido”: Os pacientes poderdo sentir dor ou
palpitacdo no peito e piora momentanea dos sintomas de insuficiéncia cardiaca,
como cansaco, falta de ar, exaustao e tontura;

- Coleta de sangue: Ao inserir a agulha para a retirada do sangue, algumas
pessoas podem sentir dor, enquanto que outras sentem uma sensacao de ferroada

ou picada. Apds o procedimento, pode haver certo latejamento.

5 — Beneficios para o participante:

- Nao ha beneficio direto para o (a) Senhor (a), trata-se de estudo
experimental testando a hipotese de que o uso de um sistema de filtro na exposigao
a poluicdo possa reduzir o impacto negativo que o ar poluido das grandes cidades
exerce nos pacientes portadores de Insuficiéncia Cardiaca. Somente no final do

estudo poderemos concluir a presenga de algum beneficio;

6 — Garantia de acesso:

- Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. Os
pesquisadores, Dr. Edimar Alcides Bocchi (responsavel) e Dr. Jefferson Luis
Vieira (executante) podem ser encontrados no endereco Rua Enéas de Carvalho
Aguiar, 44, Telefone(s): (11) 3069-5419 e (11) 8813 - 3085. Se vocé tiver alguma
consideracéo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel.:
3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 3069-6442 ramal 26 — E-mail:
cappesg@hcnet.usp.br;
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7 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento
e deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu

tratamento na Instituicéo;

8 — Direito de confidencialidade — As informacdes obtidas serdo analisadas em
conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgado a identificagdo de nenhum

paciente;

9 — Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das
pesquisas, quando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do

conhecimento dos pesquisadores;

10 — Despesas e compensacodes:

- Nao ha despesas pessoais para o (a) Senhor (a) em qualquer fase do
estudo, incluindo exames e visitas ao hospital. Também ndo ha compensacao
financeira relacionada a sua participag¢ao. Se existir qualquer despesa adicional, ela

sera absorvida pelo orgamento da pesquisa.

11 - Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado
somente para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou
que foram lidas para mim, descrevendo o estudo "Efeito de Sistema Redutor de
Exposicdo a Poluentes Sobre a Sensibilizacdo de Quimiorreflexo, Barorreflexo e
Fungao Endotelial em Pacientes com Insuficiéncia Cardiaca Crénica: Ensaio Clinico

Cruzado, Randomizado e Duplo-Cego”.

“Eu discuti com o Dr. Jefferson Luis Vieira sobre a minha decisdo em
participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais s&o os propodsitos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro
também que minha participacdo € isenta de despesas e que tenho garantia do
acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em

participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento,
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antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer

beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servico”.

Assinatura do paciente/representante

Data / /
legal

Assinatura da testemunha Data / /
(para menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia

auditiva ou visual).

(Somente para o responsavel do projeto):

“Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido

deste paciente ou representante legal para a participagdo neste estudo”.

Assinatura do responsavel pelo estudo  Data / /
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Respiratory Filter Reduces the
Cardiovascular Effects Associated
With Diesel Exhaust Exposure

A Randomized, Prospective, Double-Blind, Controlled Study
of Heart Failure: The FILTER-HF Trial

CrasMark

Jefferson L. Vieira, MD,* Guilherme V. Guimaraes, PuD,* Paulo A. de Andre, PuD,t Fitima D. Cruz, RN,*
Paulo H. Nascimento Saldiva, MD, PuD,t Edimar A. Bocchi, MD, PuD*

ABSTRACT

OBJECTIVES The goal of this study was to test the effects of a respiratory filter intervention (filter) during controlled
pollution exposure.

BACKGROUND Air pollution is considered a risk factor for heart failure (HF) decompensation and mortality.

METHODS This study was a double-blind, randomized to order, controlled, 3-way crossover, single-center clinical
trial. It enrolled 26 patients with HF and 15 control volunteers. Participants were exposed in 3 separate sessions to
clean air, unfiltered diesel exhaust exposure (DE), or filtered DE. Endpoints were endothelial function assessed by
using the reactive hyperemia index (RHi), arterial stiffness, serum biomarkers, 6-min walking distance, and heart rate
variability.

RESULTS In patients with HF, DE was associated with a worsening in RHi from 2.17 (interquartile range [IQR]:
1.8 to 2.5) to 1.72 (IQR: 1.5 to 2.2; p = 0.002) and an increase in B-type natriuretic peptide (BNP) from 47.0 pg/ml
(IQR: 17.3 to 118.0 pg/ml) to 66.5 pg/ml (IQR: 26.5 to 155.5 pg/ml; p = 0.004). Filtration reduced the particulate
concentration (325 < 31 ug/m? vs. 25 + 6 pug/m% p < 0.001); in the group with HF, filter was associated with an
improvement in RHi from 1.72 (IQR: 1.5 to 2.2) to 2.06 (IQR: 1.5 to 2.6; p = 0.019) and a decrease in BNP from 66.5
pg/ml (IQR: 26.5 to 155.5 pg/ml) to 44.0 pg/ml (IQR: 20.0 to 110.0 pg/ml; p = 0.015) compared with DE. In both
groups, DE decreased the 6-min walking distance and arterial stiffness, although filter did not change these re-
sponses. DE had no effect on heart rate variability or exercise testing.

CONCLUSIONS To our knowledge, this trial is the first to show that a filter can reduce both endothelial dysfunction
and BNP increases in patients with HF during DE. Given these potential benefits, the widespread use of filters in patients
with HF exposed to traffic-derived air pollution may have beneficial public health effects and reduce the burden of HF.
(Effects of Air Pollution Exposure Reduction by Filter Mask on Heart Failure; NCTO1960920) (J Am Coll Cardiol HF
2016;4:55-64) © 2016 by the American College of Cardiology Foundation.
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ABBREVIATIONS
AND ACROMNYMS

Alx = augmentation index
€0 = carbon monoxide
CRP = C-reactive protein

DE = dilute diesel exhaust
exposure

HF = heart failure

HFe = high-frequency
componant

HRY = heart rate variability

GR = interquartile range

LFe = low-frequency
companant

NO; = nitragen diaxide
NGO, = nitrogen oxides
PM = particulate matter

PM2.5 = particulate

matter <25 uiti in serodynamic

diameter

RHI = reactive hyperemia indax

he World Health Organization esti-

mates that air pollution was respon-

sible for 3.7 million premature
deaths worldwide in 2012 (1). Air pollution
consists of a heterogeneous mixture of gases,
liguids, and particulate matter (FM) (2).
Adverse cardiovascular events are most
strongly associated with fine particulate pol-
lutants (particulate matter <2.5 um in aero-
dynamic diameter [PM2.5]), of which the
combustion-derived particulate in diesel
exhaust exposure (DE) is the principal source
(3,4). Every 10 pug/m? elevation in PM2.5 is
associated with 11% increases in cardiovas-
cular mortality risk (5,6).

Although most attention has focused on
the association of air pollution with
myocardial infarction, the effects of PM on
other cardiovascular conditions, such as
heart failure (HF), have been less well
described. HF imposes one of the highest
clinical and economic burdens of any medi-
cal condition in the United States (7,8) and is often
marked by recurrent episodes of decompensation
and multiple hospitalizations (9). Air pollution is
linked to an increased risk of HF decompensation
(10,11), and it has been estimated that reducing
median daily PM2.5 concentrations by a mean of 3.9
pg/m® would prevent approximately 8,000 HF hos-
pitalizations in the United States (10).

SEE PAGE 65

Epidemiological and observational clinical studies
are limited by imprecise measurements of pollution
exposure, potential environmental and social factor
confounders, and the lack of mechanistic data.
Experimental studies with DE can provide a precisely
defined PM2.5 concentration in a regulated environ-
ment that facilitates investigation with validated
measures of cardiovascular health (12), such
as endothelial function. Previous studies with
controlled human exposure to air pollution have
shown an immediate impairment of endothelial
function and vasoconstriction associated with DE in
healthy adults (13,14). Endothelial dysfunction is an
early and independent predictor of clinical deterio-
ration and death in patients with HF (15); the effects
of DE on the endothelial function of patients with HF
hawve never been studied in a controlled exposure
setting, however,

Reduction of traffic emissions involves economic
and political difficulties. In an open-label study, use
of a polypropylene filter face mask reduced the
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adverse effects of particle inhalations on blood pres-
sure and heart rate variability (HRV) in healthy vol-
unteers (16). The potential cardiovascular benefits of
individual filters for patients with HF exposed to
urban air pollution have not been established. The
present superiority trial tested whether a filter could
reduce endothelial dysfunction and other adverse
cardiovascular effects related to DE compared with
unfiltered DE in patients with HF.

METHODS

This study was a double-blind, randomized to or-
der, controlled, 3-way crossover, single-center
clinical trial conducted in the heart failure depart-
ment of a tertiary teaching hospital in S3o Paulo,
Brazil. According to the State Basic Sanitation En-
gineering Company, air quality in S3o Paulo is
considered unfit during most of the year, with re-
ports of PM2.5 concentrations reaching 750 ug/m’
(17), which is 30 times the recommended daily limit
according to the World Health Organization. Envi-
ronmental quality reports in 2013 reported co-
pollutant daily concentrations of 7.9 ppb nitrogen
dioxide (NO.), 19 pg/m® sulfur dioxide, and 8.1 ppm
carbon monoxide (CO).

ELIGIBILITY CRITERIA. Eligibility requirements
included patients with HF aged >18 years who met
the Framingham criteria for HF with New York Heart
Association functional class I, II, or Il symptoms, had
an ejection fraction =40% as assessed by any method
before enrollment, and were under guideline-
oriented treatment. Subjects were excluded if they
had the following: unstable coronary disease 6
months before enrollment; decompensated HF; un-
controlled arrhythmia or hypertension; or renal,
hepatic, or respiratory failure. Also excluded were
patients weighing =265 Ib (because of the treadmill
restrictions) and those with musculoskeletal limita-
tions for exercise. We also rescheduled patients
who reported symptoms of upper respiratory tract
infections. Matched control subjects were recruited
from the same locality as the patients with HF.

The study was performed with the approval of
the local research ethics committee in accordance
with the Declaration of Helsinki. Written informed
consent was obtained for all of the partidpants.

STUDY ENDPOINTS. The primary endpoint was a
shift in endothelial function as assessed by repeated
noninvasive measures of the reactive hyperemia in-
dex (RHi) (18). Secondary endpoints included arterial
stiffness as assessed by using the augmentation index
(Aix); blood biomarker analysis (complete blood cell
count; troponin; C-reactive protein [CRP]; B-type
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natriuretic peptide [BNP]; and catecholamine and
coagulogram); changes in exercise testing (6-min
walking distance, systemic blood pressure, and heart
rate [HR] response) (19); and heart rate variahility
(HRV) measures. Briefly, time domain measures of
HRV include the mean heart rate and standard devi-
ation of the normal interbeat intervals (SDNN), the
root mean square successive difference between
adjacent normal interbeat intervals (RMSSD), and
the percentage of adjacent intervals that varied by
greater than 50 ms (pNN50). Standard frequency
domain measures of HRV include high-frequency
component, low-frequency component and ratio.

STUDY DESIGN, All participants were randomly
assessed in 3 different sessions that were conducted
at least 48 h apart. In each session, they were
assigned to a controlled inhalation protocol in a
randomized order, with an independent predeter-
mined exposure sequence (Figure 1), The inhalation
protocols were as follows: 1) clean air was ebtained
from compressed-air breathing cylinders; 2) unfil-
tered pollution was obtained from dilute DE, stan-
dardized by maintaining the PM2.5 concentration at
300 pg/m’; and 3) filtration was obtained from DE
that had passed through a mask filter intervention
(filter),

All of the trial participants and technical staff were
blinded to the exposure allocation, with the exception
of the investigator responsible for the DE dilution
adjustment, Each exposure session lasted 21 min, with
participants evaluated at rest (for 15 min) and during a
6-min walking test, The subjects fasted overnight and
throughout the rest protocols, and they ate a stan-
dardized caffeine-free meal before each exercise test.
All of the endpoint measures were collected for the
clean air, DE, and filter conditions,

POLLUTION SYSTEM, The DE was generated from
a diesel engine (Branco BD-2500 CFE, Toyama, Sao
Paulo, SP, Brazil) and conditioned through a refrig-
erated metal retainer (Figure 2), A partial DE flow was
fed into a Tedlar bag (Horiba Instruments Lida, Jun-
diaf, SP, Brazil) to be diluted with clean air by using a
diaphragm pump (Pulsafeeder Series E, Punta Gorda,
Florida)., The main gaseous components of the DE
were continuously monitored within a mixing tube
for PM2.5 (DustTrak I Aerosol Monitor 8550, TSI,
Shoreview, Minnesota), nitrogen oxides (NO,) (Model
421 NO-NO2-NOx Analyzer, Thermo Instruments,
Franklin, Massachusetts), and CO (ToxiPro CO-
analyzer, Biosystems, Middletown, Connecticut) us-
ing standard real-time instruments, The diaphragm
pump was adjusted by maintaining the PM2.5 con-
centration at approximately 300 pg/m’, The filtered
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The FILTER-HF Trial
FIGURE 1 CONSORT Diagram
Eligibility (n = 517) |
487 excluded
N
129 ineligibie
57 decined

7] Lé=

| 15 matched controls | [ 30 consecutive HF patients |

[ Randomization (n = 45) |
| 1 |
Clean Alr Pollution Fitered Pollution
HF (n=13) HF (n = 9) HF (n = 8)
Control (n = §) Control (n = 4) Control (n = 6)
Pollution Filtered Pollution Clean Air
HF (n= 1) HF (n=T7) HF (n = 8)
Control (n = §) Control (n = 4) Control (n = §)
Filtered Pollution Clean Air Pollution
HF (n= 11) HF (n=§) HF (n=T)
Conlrol (n = 4) Conlrol (n = 3) Conlrol (n = 4)

Flow diagram shows a unicenter clinical trial with a randomized, double-blind, 3-way
crossover design, Participants were exposed to clean air, unfiltered dilute diesel engine
exhaust (pollution), and dilute diesel engine exhaust that had passed through a respiratory
filter (filtered pellution). The erder of the exposures was randemized, with an independent
predetermined expesure sequence. CONSORT = Consolidated Standards of Reperting Trials;
HF = heart failure.

pollution was generated in an identical manner, but
the exhaust was passed through a respiratory filter
(Affinity Plus PFF2/ VO AF-38, MSA, Sao Paulo, SP,
Brazil) that was inserted into the mixing tube, The
filter promotes mechanical and electrostatic reten-
tion, protecting against fine particles (PM2.5), organic
vapor, and smoke (20), The temperature and humid-
ity in the room were controlled at 21°C to 24°C and
50%, respectively.

ENDOTHELIAL FUNCTION, Endothelial function was
measured noninvasively by using digital peripheral
artery tonometry after arm ischemia (EndoPAT2000,
Itamar Medical Ltd, Caesarea, Israel), as described
elsewhere (18,21), The test consisted of 3 stages:
baseline, brachial arterial occlusion, and a post-
occlusion recording of the induced reactive hyper-
emia response (RHI), RHi values <2.0 were categorized
as endothelial dysfunction (22); higher values were
considered normal or improved endothelial function,
The Aix is defined as the difference between the first
and thesecond peaks of the arterial waveform, and this
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FIGURE 2 Schematic Diagram

Step 1.
Feeding the Bag

Step 2.
Diesel Exhaust Dilution

Diesel Engine

Mixing Tube
nmzsu&mmwm

PM25
N'Ph!

=) Diesel Exhaust Flow
&P Cloan Air Flow
@& Diluted Diesel Exhaust Flow

protocol.

Diesel exhaust (DE) is generated from a diesel engine connected to a refrigerated metal retainer before being fed into a Tedlar bag. Exhaust
flows fram the bag into a mixing tube, which & regulated by a diaphragm pump, to be diluted with clean air. The air is continuously manitored
for particulate matter <2.5 um in aerodynamic dumeter (PM 2.5, nitrogen oxides, and carben manoxide, The diaphragm pumg is adjusted to
keep the PM 2.5 concentration at 300 pg/m’. The hltered poliution is generated in an identical manner, but the exhaust passes through a

personal protective equipment polyoropylene particulate hilter respirator, which s anly inserted into the mixing tube during the cormespending

metric has been proposed as an index of “arterial
stiffness.”

6-MIN WALK TEST. We applied the 6-min walk test
aligned to the Borg Rating of Perceived Exertion scale
to ensure that the subjects underwent a submaximal
test, as previously described (19).

HEART RATE VARIABILITY, To assess the acute
effects of DE on HRV, data were collected on a fre-
quency counter watch and chest strap (Polar RSBo0,
Polar Electro Oy, Kempele, Finland) and then trans-
ferred to Kubios HRV analysis (Version 2.0, Biomed-
fcal Signal and Medical Imaging Analysis Group,
University of Kuopio, Finland) (23).

SERUM BIOMARKERS. Peripheral blood samples were
taken at the end of each session to avoid interference
with the RHI measure. An autoanalyzer was used to
assess total and differential cell counts. Serum
C-reactive protein (CRP) was measured by using an

immune-nephelometric  assay (Dade-Behring Di-
agnostics, Deerfield, llinois). BNP and traponin levels
were assayed by using a direct chemiluminescence
test (Siemens Healthcare Diagnostics, Tarrytown,
New York), and catecholamine was measured by us-
ing high-performance liquid chromatography.

DATA ANALYSIS AND STATISTICS, We determined
that a sample size of 30 subjects would be necessary
to detect the superiority of filtered over unfiltered DE
for RHi reduction, with a 2-sided significance level of
5% and a power of B0%. This approach agrees with
data derived from other experimental studies (24,25),
glven an anticipated dropout rate of 15%.

Normality was assessed with the Kolmogorov-
Smirnov test. Parametric data are presented as
mean + 5D and were analyzed by using repeated
measures analysis of variance. The Bonferroni test
was used to detect differences between the values as
well as to account for multiple comparisons between
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groups and protocols. The nonparametric data are
reported as medians with the interquartile range
(IQR), and Friedman's test was used to detect differ-
ences across multiple sessions. The Mann-Whitney
U test was used to evaluate whether nonpara-
metric observations were drawn from the same
distributions,

The statistical analyses were performed with SPSS
software (IBM SPSS Statistics for Windows, Version
20.0, Armonk, New York) and StatCale Version 8.0
(AcaStat Software, Poinciana, Florida). A probability
value of p < 0.05 was considered statistically
significant.

RESULTS

BASELINE CHARACTERISTICS OF STUDY SUBJECTS.
Baseline characteristics and participant flow are
depicted in Table 1 and Figure 1, respectively.
As outlined, the majority of patients with HF
were middle-aged white men, with nonischemic car-
diomyopathy and a mean ejection fraction of 30.3%
under optimal medical therapy. During the study

TABLE 1 Baseline Subject Characteristics TABLE 2 Filter Effects on Endothelial Function During Diesel Exhaust Exposure
Patients With HF Control Group Alr Pollution
n=26) {n =15) Clean Air (~300 ygfm*) Filtered Pollution
Age, yrs 519 45 =10 Reactive hyperemia index
Sax (male:female) 16:10 87 Fatients with HF 2718t 25 1R0O5t22)t 206 (15 to 2.6)
Race (white:other) 19:7 140 Control subjects 2.06 (2.0 to 2.5) 215 (1.7 to 2.3) 262191t 29)
Body mass index, kg/m® 281 +43 26.6 = 4.0 Augmentation index to
Smoking history 17 i a2s5ess arterial stiffness, %
Hyprrtension 15 5 Fatients with HF 14 (5 to 28)* 10 (-2 to 20} 8 (2 to 19
Diabetes & 1 Control subjects 18 (2 to 34) 1 (-3 to 33) 5 (0 to 26)
Heart failure etiology
= Walues sre median (nterguentile range), and Friedman's tesl was wed to detect differences across multiple
Ischemic e sesgions. *p < 0.050 for clesn air i, ai pallution. 15 < 0.050 for sif pollution vs, Fltered pellution, 43 < 0,050
Nonischemic 14 for clam &7 vi filtered pallution,
Chagasic 3 HF = heart failure,
N¥YHA functional class
I=11 22
il & period, 30 consecutive patients with HF were
LVEF, % 30360 " _— "
: enrolled, with 4 participants lost to dropout. Fifteen
Systolic blood pressure, mm Hg* ME =229 1270 =133 1 subl led in th dv. Alth
Diastolic blood pressure, mm Hg® 584 + 160 685+ 11.4 control subjects were enrolled In the St_“ ¥ ough
Gl 125403 108201 no significant differences were found in age, sex, or
Drugs BMI between the 2 groups, patients with HF had
Bata-blocker* % 2 higher baseline troponin, CRP, and BNP levels versus
ALCE inhibitors/ARB* % 1 the control group (p = 0.009, p = 0.016, and p
Loop diuretic® 23 o 0.001, respectively). Each subject served as his or
Aldostirond reckator sntagonist® 1 o her own control. The primary endpoint (endothelial
Hydralazine (+ nitrate) 5 o . . L
function) was assessed in all of the participants.
Values are maan & 5D or nunless otherwise noted, *p < 0.05 Tor patients with CONTROLLED POLLUTION EXPOSURE. The mean
heart failure (HF) versus cortrol subjects. R 3
ACE = angitensin-converting enzyme; ARB - angiotensin receptor blocker; PMZ'S concentration was 325 & 31 J-'Sfm and was
LVEF = loft wentricular ejection fraction; NYHA = New York Heart Assaciation associated with mean concentrations of 0.1 ppb (1QR:

0 to 0.3 ppb) for NO;, 4.0 ppb (IQR: 1.1 to 15) for NO,
and 15 ppm (IQR: 10 to 33 ppm) for CO, The filtration
significantly reduced the PM2.5 concentration to 25 4
6 pg/m' (p < 0.001), and levels of gaseous co-
pollutants did not differ between filter and DE, with
mean concentrations of 0.1 ppb (IQR: 0 to 0.2 ppb) for
NOy, 1.4 ppb (IQR: 0 to 12.8 ppb) for NO,, and 10 ppm
(IQR: 3 to 21 ppm) for CO. Overall, DE was well
tolerated, and there were no severe adverse events
during or after exposure sessions,

ENDOTHELIAL FUNCTION, In the HF group, RHi was
significantly decreased by 21% during DE (p - 0.002
for clean air vs. DE) and improved by 20% during
filtration (p 0.019 for DE wvs. filter) (Table 2,
Figure 3A). In control subjects, there was no signifi-
cant association between DE and RHi changes. Sub-
jects with abnormally high RHi values were kept in
the analysis but depicted as outliers. Compared with
clean air, DE also decreased arterial stiffness (Aix) in
the HF group (p = 0.007 for clean air vs. DE) and in
the control group (p = 0.069 for clean air vs. DE).
However, there were no differences between filtered
and unfiltered DE.

6-MIN WALK TEST. Compared with clean air, DE was
associated with a significantly shorter 6-min walking
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FIGURE 3 Filter Effects on Endothelial Function and GNP During Diesel Exhaust Exposure
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{A) Endothelial function assessed by using the reactive hyperemia index (RHI) in patients with heart failure and control volunteers after exposure to clean air, diesel
exhizust pollution, or hitered pollution. (B) B-type natriuretic peptide (BNP) levels in heart failure patients after exposure to clean air, diesel exhaust pollution, or fitered
pollution. Both panels depict medians (bars) and interquartile ranges (whiskers). *Indicates cutliers. HF = heart failure.

TABLE 3 Filter Effects on Exercise Performance During Diesel Exhaust Exposure
Aif Pallution
Clean Alr (=300 ug/m”)  Filtered Pollution
G-min walk test, m*
Patients with HF M13:10t  208:137 0920501
Control subjects P13+ 1881 272198 ®15: N9
Heart rate, beata/min
Patients with HF
A rest 652 =125 699+ 182 B84 L 174
&-min walk 96.9 + 18 950 = 209 M5:02
Contral subyecty
At rest 63861 661:70 65568
6-min walk m3:ns 1070 982 1029 £ 102
SBP, mm Hg
Patignts with HF
At rest 108.7 & 184 1084 = 186 106.9 = 4.6
G-min walk 1220 = 2.8 19 %7 1249 + 19.8
Control sudjects
At rest 155138 1247+ 162 196+75
&-min walk W18+ 208 1422+ 212 146.7 £ 34.1
D8P, mm Hg
Patients with HF
At rest S+ 149 583141 574 + 104
6-min walk B44 £ 155 641+ 186 6524183
Control subjects
At rest 69.6 + 121 685+ 125 690+ 96
G-min walk 76.0 £ 120 %5+ 130 44296
WValues ae mean < 3D ard were aralyied by veng snabysn of wrarce with repeated mese
“Diflererces betweos cortol and sabpchs with haart fadurw (M) arw statatically sgnicast
ip « 0.08) tp « D.OSD for chesn ar vi. ar pollwton. ip « 0.050 for clean s vi. Rieeed
polluton
087 - duntolic bioog presiuee; 587 - wyitoie bood previare

distance in both groups (Figure 3A) but with no
improvement during filtration. Resting HR and blood
pressure increased significantly with exercise in both
groups, but in patients with HF, the HR response was
slightly attenuated such that the increase was inferior
tothatin the control group (p = 0.054 for HRincreasein
HF vs, control group) (Table 3). There were no effects of
filtered or unfiltered DE on HR or blood pressure,

SERUM BIOMARKERS. [n the HF group, the level of
BNP in the blood increased by 41.5% after diesel
particulate inhalation (p = 0.004 for clean air vs. DE)
and decreased by 33.8% during filtration (p = 0.015
for DE vs. filter) (Figure 3B). There were no systemic
effects on hematologic indices or platelet counts in
peripheral blood (Table 4).

HEART RATE VARIABILITY. No significant arthyth-
mias occurred during or after exposure sessions,
Inhalation of DE for 15 min did not affect time or
frequency domain measures of HRV in either control
volunteers or patients with HF, and there were
no differences compared with filter or clean air ses-
sions (Table 5).

DISCUSSION

There are consistent temporal associations between
exposure to air pollutants and HF hospitalizations
and mortality (10,11). To our knowledge, this trial is
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the first randomized study to show that a simple filter
intervention could reduce endothelial dysfunction
and BNP increases associated with short-term expo-
sure to DE in patients with HF, Our findings suggest
that PM2.5 is the most important cause of endothelial
dysfunction associated with air pollution exposure.
Surprisingly, we also found a reduction in arterial
stiffness during DE, which was unaffected by the
filter.

Our findings on endothelial dysfunction during
DE are consistent with experimental HF mouse
models (26) and similar to reports in healthy vol-
unteers (27,28) and patients with diabetes (29). Two
pathways have been proposed to explain these ef-
fects: first, a pulmonary acute phase response could
release inflammatory mediators into the circulation
and be a causal link between particle inhalation
and cardiovascular disease (30); second, inhaled
particles could translocate into the circulation, with
potential direct cardiovascular effects (31). Previous
observational and experimental studies have ex-
plored the association between PM inhalation and
pulmonary inflammation “spillover.” The evidence
is not entirely consistent, but it suggests mild sys-
temic inflammatory responses to PM exposure
(4,24,32-34). In contrast, our short-term model out-
comesareinline with previousstudies thatobserved no
systemic inflammation (14,35,36), sympathetic in-
volvement (13), or effects on activated partial throm-
boplastin time or prothrombin time (37) during the
early stages of brief DE inhalation. These disparities
could be explained by methodological differences,
such as distinctive PM2.5 concentrations and exper-
imental settings. It should be noted that our blood
samples were taken immediately aflter 21 min of DE
exposure, which could be too short to observe an
increase in inflammatory biomarkers, as systemic
inflammation would need more time to develop.
Collectively, our findings suggest that the endothelial
dysfunction associated with briel exposure to air
pollutants is not related to an acute systemic in-
flammatory response.

Mechanisms by which PM exposure could cause
direct cardiovascular dysfunction are still inconclu-
sive. The claims that fine particles may translocate
from deposition siles in the lungs to the systemic
circulation and also if the translocated amount would
be sufficient to cause systemic adverse effects are
controversial (38-40). Although some experimental
animal models of inhaled artificial particles reported
no translocation to remole organs (40), other studies
have shown very different amounts of translocation
to the systemic circulation (41). In a rat model,
clearance of artificial radiolabeled ultrafine particles
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TABLE & Filter Effects on Biomarkers During Diesel Exhaust Exposure

Ai Pollution
Clean Air (~300 .g/m")  Filtered Pollution
Hemogiobin, g/dl
Patients with HF 139 =04 138=04 1B7=04
Control subjects “3=04 H2=-04 B1=13
Levkocytes, ¥10° celisft
Patients with HF 7805 78 =05 6903
Control subjects 62=04 61:04 62:03
Neutrophils, x10” celis/l
Patients with HF 51:04 53-05 4603
Control subjects 35-03 31802 18=02
Lymphocytes, 107 cellsi
Patients with HF 18:01 18201 1701
Control subjects 17:01 19=01 1801
Monocytes, x10° cells
Patients with HF 04=003 04=005 03=002
Control subjects 03003 03=004 03004
Piatelats, x10" celis/l
Patients with HF 81172 2467 =106 2405 = 141
Cantrol subjects 408+ 95 431-120 233591
Trapenin |, ng/mi*
Patients with HF 0.01 [0 0 0.023] 0.009 [0t0 0.027] 0.001 [0 to 0.020]
Control subjects o o 0
C-reactive protein, mg/l*
Patients with HF 155[081033] 185(09t040] 199[1.0t04.0]
Control subjects 076[041010] 110[051615] 068[05t015]
BNP, pg/mi*
Patients with HF 47.0[17.3 1o 1B.0] 66.5 [26.5 101555 44.0 [20.0 to 110.0]
Control subjects 105093w 28] 1N5[63w15.0] 95(63t010.0]
N——
Patients with HF 720 = 89 647 =1 703 =128
Control subjects 74+ 47 611 = 47 403 = 45
Prothromisin time, s
Patients with HF m2z17 %917 M3z16
Control subjects 147205 144 = 04 14804
Internatongl normalized rabo
Pateets wih HF 100012l 1000101 1IN0tk
Control subjects 10[09tl)] 1000t 1000wy
Partial thromboplastin time, 3
Patents with HF 82 7:25 3013
Control subjects 8410 0:07 3010

(4] group are statitically ugrificant (p < 0.08)
WP - B-TyDe nasreete peotide

e are mreay 1 S0 and were aralyoed] by analyss of varance weh repested measures. Nornanmal data valun
9 reperted i the madien (rerguartle range), and Frisdrue’s td win oaed o detert diffrences scrom
Pt sevsom. p > 0.0%0 for 8 corparnom. *Differences between te contrel group and te heart falure

was found to be primarily via the airways into Lhe
gastrointestinal tract, and only a small fraction (<1%)
translocated into secondary organs (41,42). However,
some models with artificial radiolabeled ultrafine
particles have been criticized because most of the
observed data on translocation could be explained
by the distribution of free radioactivity unbound
to nanoparticles (43). In humans, the literature on
extrapulmonary translocation of particles remains
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TABLE 5 Filter Effects on Heart Rate Variability During Diesel Exhaust Exposure
Air Pollution

Clean Air {~300 ggfm’) Filtered Pollution
RMSSD, ms
Patients with HF 474 =58 432=z61 460 =60
Control subjects 300=41 285:32 86=19
PNNSO, ms
Patients with HF 7509w 152 33(02w1s5) 15w 7ZN
Control subjects 25(03wis) 16{04tw54) 22{07w44)
SDNN, ms
Patients with HF 585=76 447:54 468 =46
Control subjects 550=57 47042 464 =15
LFpm.ms‘
Patients with HF 1,044 = 247 858 = 209 878 =175
Control subjects 624 = 207 502 = 8 542 = 125
HF power, ms’
Patients with HF 861 = 236 810+ 203 750 = 203
Control subjects 368 =98 364 + 86 383 = 100
LF/HF ratio
Patients with HF m=22 W2 =40 wI=209
Control subjects D4=-62 193 + 41 N6=71
Mean heart rate, beats/min
Patients with HF 85=2 0=:3 68=13
Control subjects (Y] 662 6422
Vadues are maun = SO and wire analymed by usng an analyss of varance with repestied measues. Nannormal
data values are repormed &5 the median (nterquartie ange). and Friedman's test was used to desect differences
acrovs meliple sevsions. p > 0,050 for 2l companson.
HF = high-fraquency componmnt; LF = low- fraquency component; FRNSD = perosntage of adjacent interaals
that vared by gresier then 50 m RWSSD - rroot mesn square successive difference between adjacent normal
mtariet inferaaie SOMN = standant cevation of the normal mierbeat IRenas.

conflicting (38,44). Passage of inhaled particles into
the bloodstream was demonstrated in 1 human study
(44), but other similar studies have failed to show
such effect (40).

Our results are consistent with previous reports of
inhaled particles in remote organ and vessels (44,45).
Nevertheless, we did not investigate if our findings
were caused by a direct contact between the endo-
thelium and the particles or by a biological response
triggered from small amounts of particle trans-
location. It is plausible that the adjacent apposition of
alveoli and capillary network makes translocation
likely either as “naked” particles, assuming that
even very small amounts could activate a systemic
response, or through the pulmonary tissue after
ingestion by alveolar macrophages (38,46). The per-
centage of particles able to translocate depends on
the experimental design, even if high percentages are
very unlikely (47,48). The ability to cross the lung-
blood barrier is likely to be influenced by a number of
factors, including particle size and charge, chemical
composition, exposure route, and animal species
(38,40).

Although the BNP values in our population of
compensated HF patients seem low, we are unaware
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of any other prospective study reporting BNP in-
creases during DE exposure. Our findings are in
contrast with a retrospective analysis of a clinical trial
(49), which observed no associations between short-
term fluctuations in ambient pollution and drcu-
lating BNP levels. However, epidemiological studies
reported a positive association between short-term
increases in ambient particles and hospitalization
for HF, which is a clinical condition related to
increased BNP (50-53). We believe that DE may,
directly or indirectly, cause transient systolic and/or
diastolic ventricular dysfunction through several
mechanisms acting alone or together, such as endo-
thelial dysfunction, pulmonary vascular resistance
(54), increased ventricular afterload, and myocardial
toxicity (55).

The Aix reduction during DE exposure in both
patients with HF and in control subjects is incon-
sistent with previously reported arterial stiffness
increases during acute DE in healthy volunteers
(56). Experimental settings may explain the con-
tradictory findings, as previous controlled exposure
studies have used considerably less CO (13,14,57). It
is possible that higher CO levels could be involved
in modulating vascular elasticity. Unfiltered co-
pollutants, such as NO,, sulfur oxides, and organic
compounds (including aromatic and alkane sub-
stances), as well as elemental carbon particles,
could explain the neutral effects of filter on Aix
response.

Our results of decreased exercise performance
during short-term DE inhalation are consistent with
results of previous studies (58,50); however, the
present report is the first in patients with HF, Multi-
ple factors could be involved, such as impaired
diffusion capacity, pulmonary arterial hypertension,
tissue hypoxia through CO-induced reductions in
the oxygen-carrying capacity of blood, systemie and
pulmonary vasoconstriction, decreased oxygenation
of muscle microcirculation or endothelial dysfunc-
tion, and a potential impairment in cardiac function,
supported by our findings of BNP increases. In addi-
tion, the filter did not prevent the exercise intoler-
ance, suggesting a mechanism unrelated to PM that
could involve other co-pollutants.

Our neutral findings on HRV are consistent with
previous controlled exposure studies of DE effects on
autonomic function, which also did not identify any
reproducible effects on HRV in healthy volunteers
(60) or patients with coronary heart disease (61), It
is therefore unlikely that autonomic dysfunction
explains our findings.

STUDY LIMITATIONS. The study’s sample size limits
the possibility of detecting small effects of DE on
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secondary endpoints. All subjects were asked to
report their perception of DE, and there were no re-
ports of noticeable smell; however, more sensitive
patients may not have been truly blinded. There are
no data regarding the tolerability of wearing face
masks for prolonged periods in patients with HF.
A respiratory filter has the potential to exacerbate
respiratory resistance, hypercapnia and hypoxemia,
heat, and lack of dear communication. In our
short-term model, all participants were blinded to the
filtration, and there were no reports of respiratory
discomfort during the filter protocol. We chose RHi as
the primary outcome to avoid the user dependence of
flow-mediated dilation, as RHi is obtained through a
semi-automated method. The existence of a pollution
“dose-response” for endothelial dysfunction was not
investigated; however, we believe that our model
reflects real-life experences, such as during rush
hour. Finally, interpreting numerous p values is
difficult. Multiple endpoints within 3 exposure con-
ditions require multiple comparisons and increase
the possibility of type I and Il errors.

CONCLUSIONS

To our knowledge, this trial is the first to show that a
simple respiratory filter can reduce the adverse ef-
fects of pollution on endothelial function and BNP in
patients with HF. Given the worldwide prevalence of
exposure to traffic-related air pollution, these

findings could be relevant for public health, espe-
cially in this highly susceptible population.

REPRINT REQUESTS AND CORRESPONDENCE: Dr.
Jefferson L. Vieira, Avenida Doutor Enéas de Carvalho
Aguiar, 44-Cerqueira Cesar, Sdo Paulo, SP 05403-900,
Brazil. E-mail: jefvieira@yahoo.com.br,

PERSPECTIVES

with HF exposed to traffic-derived air pollution may havea

endothelial dysfunction has emerged as a potentially valuable

and coronary heart disease.

that a filter intervention is effective in improving endothelial

filters should be tested in a larger sample of subjects during
controlled exposure to DE.

COMPETENCY IN MEDICAL KNOWLEDGE: We have pro-

vided aplausibleand simple intervention to potentially reduce the
HF decompensation associated with air pollution exposure. Given
these potential benefits, the widespread use of filters in patients

beneficial public health impact and reduce the burden of HF. Our
results may also be important for other populations, given that

prognostic tool for predicting the development of atherosclerosis

TRANSLATIONAL OUTLOOK: The pioneering demonstration

dysfunction and preventing the elevated BNP levels associated
with diesel pollution exposure could provide a new strategy for
treating and preventing pollution-related HF morbidities. Mask
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Abhstract: Background: Rir pollution exposure could mitigate the health
benefits of exercise in patients with heart failure (HF). We tested the
effects of a respiratory filter om HF patients exposed to air pollution
during e=ercise. Methods and Besults: BAncillary analysis of the FILTER-HF
trial, focused on the exercise cutcomes. In a randomized, double-blind,
3—way crossover design, 2Z& HF patients and 15 control wolunteers were
exposed to clean air, unfiltered dilute diesel exhaust (DE)}, or filtered
OE for & minutes during a submaximal cardicopulmonary testing in a
controlled-exposure facility. Prospectively collected data included si=z—
minute walking test [Emwt], V02, VE/VC20Z2 Slope, 02Pulse, pulmonary
ventilation [VE], tidal wolume, VD/Vt, oxyhemoglobin saturation and CO2-
rebreathing. Compared to clean air, DE adversely affected V02 (11.0+£3_9
vs. B.44+2 Bml/Kg/min; p<0.001); 6mwt (243.3+13.0 ws. 220.8£13_.7Tm;
p=0.030); and 0ZPulse (3.9+1.0 ws. T7.8+0_Tml/beat; p<0.001} in HF
patients. Compared to DE, filtration reduced the particulate
concentration from 32531 to Z5tepgs/m3d, and was associated with an
increase in V02 (10.443_ 8Bml/Eg/min; p<0.001 wvs. DE)} and OZPulse
(5.74]1 . 1ml/beat; p<0.001 wvs. DE) in patients with HF. Filtration was
associated with higher VE and COZ-rebreathing in both groups. VE/VCO2
Slope was higher among patients with HF. Conclusion: DE adversely affects
exercise capacity in patients with HF. A simple respiratory filter can
reduce the adverse effects of pollution on WOZ and OZPulse. Given the
worldwide prevalence of exposure to traffic-related air pollution, these
findings are relevant for public health especially in this highly
susceptible population. The filter intervention holds great promise that
needs to be tested in future studies.
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Abstract: INTRODUCTION: Ambient particulate matter (BM) is asscciated
with adverse cardiovascular events. 0BJECTIVE: To review the evidence
from randomized controlled trials (RECT) for the short-term asscciation
between PM and cardiovascular effects. METHODOS: A systematic review and
meta—analysis of BCT was performed using PubMed, EMBASE and Cochrane
Central databases to identify the terms: "Air Pollution™ AND
"Particulate”™ AND "Cardiovascular™, with limits "Human™, "Clinical Trial"®
and published in the English literature. STUDY SELECTION: RCT with short-
term exposure of healthy volunteers to different sessicns of diesel
exhaust (PM within 2.5-10um) or filtered air. Database searches yielded
110 articles, of which 17 (n=34Z2) contained sufficient information for
meta—analyses. Heterogensity was assessed with IZ2 statistics. OUTCOMES:
Endothelial function estimated by the forearm blocd flow (FBF) by wvenous
aocclusion plethysmography, blood pressure, heart rate, WBC, platelets and
CRP concentration. RESULTS: Hetercgensity was observed across studies.
Short-term exposure to PM attenuated wvascdilation response (SMD 0.404;
95%CI, 0.116é to 0.692; p=0.006), increased 5BPF (SMD 0.5&3; 95%CI, 0.345
to 0.782; p<0.001) and was associated with higher lymphocyte (SMD 0.356&;
95%CI, 0.083 to 0.630; p=0.011l) and platelet count (3MD 0.127; 4953%CI
0.103 to 0.802; p=0.033). There were no significant effects on DBP, heart
rate, WBC and CRP. CONCLUSIONS AND EELEVANCE: Diesel exhaust exposurs in
different concentrations is associated with surrcogates of endothelial
impairment and blcood pressure elevation, which might be related to
adverse cardiovascular events. Given the worldwide prevalence of exposure
to traffic-related air pollution, these findings are relevant for public
health.
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Lessons From a Mechanistic Pilot Study of a Filter Intervention*

Robert 1. Mentz, MD, Emily C. O’Brien, PuD

espite recent advances in the treatment of

heart failure with reduced ejection fraction

(HFIEF), adverse event rates remain high
with >50% mortality at 5 years (1). The progressive
nature of HFTEF coupled with high mortality and
rehospitalization rates (2) mandates greater attention
to previously underappreciated etiologies of heart
failure (HF) exacerbation, including environmental
exposures. The adverse cardiovascular effects of air
pollution have been described in a series of epidemi-
ological studies (3,4). Potential mechanisms for the
association include endothelial dysfunction, systemic
inflammation, increased blood pressure, altered coag-
ulation, arrhythmia, and ischemia (3). HF patients
appear to experience stronger negative effects of air
pollution than do those with other cardiovascular
conditions (5). Short-term air pellution exposure,
specifically particulate matter <2.5 pm (PM,s), is
associated with increased HF hospitalization and
mortality (6,7). However, the majority of studies to
date investigating air pollution in HF patients have
been limited by retrospective and noninterventional
designs.

SEEPAGE 55

In this context, Vieira et al. (8) present their
prospective assessment of the effects of air pollu-
tion on surrogate markers in HFIEF patients and
explore the utility of a respiratory filter intervention
in a controlled experimental setting. The inves-
tigators performed a single-center, double-blind,
crossover trial of 26 HFrEF patients and 15 matched

*Editarials published in the JACC: Heart Failure reflect the views of the
authars and donot necessarily represent the views of JACC: Heart Failure
or the American College of Cardialogy.

From the Duke Clinical Research Institute, Durham, North Carolina. Dr.
Mentz has received research support from the NIH (UnoHL110312). Dr.
O'Brien has reported that she has no relationships relevant to the con-
tents of this paper to disclose,

control subjects. Participants were exposed in
random order to 3 study environments: clean air,
unfiltered diesel exhaust, and mask-filtered diesel
exhaust each for 21 min (15 min at rest and 6 min
walking). The diesel exhaust was standardized to
a PM.; of 300 pg/m3. For context, World Health
Organization Guidelines target 24-h PM, ; <25 pg/m?
(9) and on November 13, 2015, the PM, ; in Durham,
North Carolina; S3o Paulo, Brazil; and Beijing,
China were 25 pg/m?, 127 pg/m?, and 279 pg/m?,
respectively (10-12).

Participants underwent testing for endothelial
function, arterial stiffness, serum biomarkers, and
6-min walk distance immediately after each expo-
sure, The primary endpoint was change in endothelial
function (quantified by digital peripheral-arterial
tonometry after arm ischemia) and presented as the
reactive hyperemic index (RHi).

Diesel exhaust exposure in HF patients (but not
control subjects) resulted in significant worsening of
the RHi compared with clean air, and this was
mitigated by the filter intervention. Interestingly,
exposure to diesel exhaust decreased a measure of
arterial stiffness (the augmentation index) in both
the HF and control groups with no significant
alteration in response observed with filtration. The
6-min walk distance decreased by a mean of 22.5 m
with exhaust exposure (compared with clean air in
HF patients), and this was not attenuated with the
filter. Of a large panel of biomarkers, only B-type
natriuretic peptide (BNP) significantly increased in
HF patients with air pollution exposure, and this
effect was mitigated with the intervention. Based
on these results, the authors conclude that a mask
filter can reduce endothelial dysfunction and BNP
rise in HF patients exposed to traffic-derived air
pollution.

This is an interesting pilot study that explored
underlying mechanisms for the adverse effects of air
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pollution in HFIEF patients and demonstrated the
potential utility of a mask-filter to reduce these
detrimental effects. Notably, the filter attenuated the
effects of air pollution on endothelial dysfunction
and BNP but not on 6-min walk distance. The
strengths of the study include the double-blind
design, controlled air pollution exposure, compre-
hensive assessment of biomarkers and functional
status, and use of a control group.

These data should be interpreted in the context of
several methodological considerations. The primary
endpoint was the effect on endothelial dysfunction
as characterized by the RHi quantified with the
EndoPAT system (Itamar Medical Ltd., Caesarea,
Israel). The semiautomated device offers advantages
over the operator dependence seen with flow-
mediated brachial artery dilation via the conven-
tional technique of high-resolution ultrasound (13).
However, previous studies questioned the utility of
the EndoPAT device in early-phase clinical studies.
Moerland et al. (14) showed that the device did not
distinguish baseline differences in endothelial func-
tion between healthy volunteers and those with renal
impairment or diabetes mellitus and did not detect
changes with glucose loading or smoking. This pre-
vious analysis also showed substantial intra-
individual variability in the augmentation index
(coefficient of variation, 37%). These diagnostic test
characteristics may explain, in part, the unexpected
observations in the current study of a reduction in
the augmentation index with air pollution exposure
and a nominally greater reduction when combined
with the filter. Thus, although the study results
support the primary hypothesis that a filter could
reduce endothelial dysfunction due to air pollution,
these observations require validation in a larger
population and potentially also with conventional
diagnostic techniques in combination with assess-
ment of clinical outcomes.

Furthermore, the statistical approach involved
multiple comparisons, which increase the likelihood
of a type I error. In the Methods section, the au-
thors reference a Bonferroni test, but a corrected
statistical significance level (z) is not presented.
Given the stated « level of 0.05, the standard Bon-
ferroni correction is calculated as 0.05/m, where m
is equal to the number of hypotheses tested. Even
with a conservative estimate of 10 hypotheses
tested, the corrected threshold for statistical sig-
nificance is p = 0.005, far below the p value of
0.019 reported for the “significant” effect of filtered
pollution versus air pollution on the RHi. Caution

JACC: HEART FAILURE VOL. 4, NO. 1, 2016
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should be exerted when making conclusions based
on a single p-value in the context of dozens of
other comparisons that do not reach pre-specified
thresholds.

The implications of the BNP ohservations should
also not be overextended. Specifically, the in-
vestigators found that in the HF group, BNP
increased from a median of 47.0 pg/ml to 66.5 pg/ml
with diesel exhaust exposure. The authors highlight
the 41.5% increase in BNP, yet the absolute magni-
tude of the change is modest (<20 pg/ml). Moreover,
BNP was the only serum biomarker of the 13 evalu-
ated that demonstrated a statistically significant in-
crease with exhaust exposure. On the one hand, BNP
is consistently associated with clinical outcomes in
HF (15,16). Alternatively, these observations may
be due to statistical chance, and the clinical signifi-
cance of this modest short-term change in BNP is
uncertain.

These observations provide important exploratory
data to support further investigation into the mech-
anisms by which air pollution affects HF patients.
Future studies from other regions of the world are
needed to validate these findings and assess gener-
alizability, particularly given the likelihood of type I
error. The HFTEF population in the analysis tended
to be younger with more nonischemic etiologies
compared with U.S. HFrEF patients (1). Future
studies are also needed to assess the subpopulations
that are at greatest risk of air pollution exposure (17).
If the present findings are validated and extended,
patient-directed air pollution interventions may
represent a novel therapeutic strategy to improve
outcomes and quality of life. One could envision an
approach where HF patients at increased risk could
use filter interventions in home air systems and/or
mask filters in the community during high-risk
exposure periods. Importantly, the observed ad-
verse effects related to short-term air pollution
exposure may also provide broader insights into the
overall pathophysiological abnormalities in HF (e.g.,
acute alteration in endothelial function). Further
research investigating the effects of environmental
stressors on HF patients is warranted to improve
scientific understanding and promote population
health.

REPRINT REGUESTS AND CORRESPONDENCE: Dr.
Robert Mentz, Division of Cardiology, Duke Univer-
sity Medical Center, 2301 Erwin Road, DCRI, PO Box
17969, Durham, North Carolina 27715, E-mail: robert.
mentz@duke.edu,
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Filter Mask Might Lessen Diesel-Fume Cardiotoxicity in
Heart Failure, Says Pilot Study

Pam Hamson
January 04, 2016
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SAD PAULD, BRAZIL — Use of a simple filration mask could
attenuate the adverse endothelial effects and rises in natriuretic
peptides caused by some formes of air pollution in patients with
heart failure, suggests a small randomized controlled pilot
tiall

RELATED LINKS

Long-term Air Pollution
Ups Risk of CVD:
European Study

Alr Pollution and Heart Fallure The test of such a mask against the controlled delivery of diesel

exhaust, exposure to which is prevalent around the worlkd, point
to & possible important public-health role for filtration masks,
“espedially in this highly susceptible population,” write the
authors, led by Dr Jeflerson Vieira (University of S&io Paulo
Medical School, Brazil), Their report was published in the
January 2016 issue of JACC: Heart Failure.

Diesel fiters

My Alerts
- In their double-blind crossover study, called FILTERHF, 26
patients with heart failure and 15 subjects without heart failure
were all exposed to cdlean air from compressed cylinders;
unfiltered diesel exhaust diluted to a 3001119&113 concentration
of PM; 5 (particulate matter <2.5 pm in aerdynamic diameter);
and the same diesel exhaust that had passed through a
respiratory filter,

Add Heart Failure (HF)

RELATED DRUGS & DISEASES
Heart Failure

Pediatric Congestive Heart Failure

In the heart-failure patients, exposure fo diesel exhaust
worsened their reactive hyperemia index (RH), a measure of
endothelial function, by 21% compared with clean air e xposure
{P=0,002). Wearing the mask during exposure to diesal exhaust
in tum improved the RHi by 20% compared with being exposed to diesel exhaust without the mask
(P=0.019).

Diuretics and Heart Failure

In contrast, no significant assodiation was seen between exposure to diesel exhaust and changes in the
RHi values in non=heart-failure controls,

Exposure to diesel exhaust among the hean-failure patients also increased levels of B-type natriuretic
peptide (BNP) by 41,5% compared with exposure to dean air (P=0,004), The mask subsequently reduced
BNP by 33.8% during diesel-exhaust exposure,

Potential of "Widespread Use of Filters" in HF Patients

“To our knowledge, this trial is the first to show that a filter can reduce both endothelial dysfunction and
BNP increases in patients with heart failure during diesel-exhaust exposure,” state Vieira and colleagues.
“Given these potential benefits, the widespread use of filters in patients with heart failure exposed to
traffic-derived air pollution may have benefical public-health effects and reduce the burden of heart
failure,”

In an acoompanying editoriaf?), Drs Robert Mentz and Emily C'Brien (Duke Clinical Research Institue,
Durham, NC) say that the cument study provides important exploratory data to support further
investigation into the mechanisms by which air pollution affects heart-failure patients,

In an email to heartwire from Medscape, Mentz said the findings also "provide important preliminary
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insights into how air pollution may lead to adverse effects in hean-failure patients and suggest that a filter
intervention may potentially mitigate these negative effects ”

Most of the study's 26 patients with heart failure had nonischemic cardiomyopathy; their mean ejection
fraction was 30.3%. All were on optimal medical therapy. They and the 15 matched controls wene
exposed in random onder to the three dean and polluted air environments each for 15 minutes at rest plus
6 minutes while walking.

Dwring controlled pollution exposune to diesel exhaust, the mean PM; 5 conoentration was 325 ug.l'rna'.
During exposure to the same polluted air through a filklration mask, the PM2 5 concentration was
significantly reduced to 25 pg/m? {P<0.001).

Compared with clean air, diesel exposure decreased the 6-minute walk distance in both the heart-failure
and the controd group; but filtration of the exhaust air did not improve §-minute walking distances in either
group.

"Patient-Directed Air Pollution Interventions™
The current findings, said Mentz, Slay the foundation for future work to assess the value of filter
interventions to improve clinical outcomes in heart-failure patients exposed to air pollution.”

Mentz and O'Brien also point out that future studies are needed to assess subpopulations that are at the
greatest risk from exposure to air pollution, However, "If the present findings are validated and extended,
patient-directed air-pollution inte rventions may represent a novel therapeutic strategy to improve
outcomes and quality of life.”

The authors had no relevant financial mlationships. Mentz discloses recemng research support from the
Mational Institutes of Health; O'Brien reports no relevant financial relationships.
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APENDICE F — Reportagem publicada na pagina da FAPESP

Agkncia FAFESP | Mdscara respiratéria reduz os efeitos da poluigio ne coraglio

Mascara respiratdria
reduz os efeitos da

poluigao no coragao
26 de fevereiro de 2076

Elton Alisson | Agéncia FAPESP
— As mascaras com filtro
respiratorio — corriqueiramente
usadas em paises como China e
Jap&o — podem também auxiliar
pessoas com insuficiéncia cardiaca
a minimizar os impactos da poluicio
no coragio quando circulam em horarios de pico de transito em cidades como S&o Paulo.

No caso de pessoas saudaveis, o uso da mascara de prote¢&o pode contribuir para reduzir os
riscos de desenvolverem doengas cardiovasculares.

As constatagdes sdo de um estudo realizado por pesquisadores do Mucleo de Insuficiéncia
Cardiaca do Instituto do Coragéo (Incor) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (FMUSP).

Resultado de uma pesquisa realizada com apoio da FAPESP, as descobertas foram descritas em
um artigo publicado na edi¢do de janeiro da revista JAAC: Heart Failure e destacadas no editorial
da publicagio, da American College of Cardiclogy (ACC).

“O estudo mostra, pela primeira vez, a possibilidade de intervir de forma simples, barata e
eficiente em uma situagao de risco para pacientes com insufici&éncia cardiaca pela exposigéo a
poluigdo do ar pelo trafego de veiculos nas cidades”, disse Edimar Alcides Bocchi, diretor do
MNucleo de Insuficiéncia Cardiaca do Incor e coordenador do projeto, 4 Agéncia FAPESP.

“Essa medida de intervengéo pode ter efeitos benéficos na salde publica e reduzir a mortalidade
causada por doengas cardiovasculares”, estimou o pesquisador, que também & professor do
Departamento de Cardiopneumologia da FMUSP.

De acordo com Bocchi, a poluigéo atmosférica gerada pelo trafego de automdéveis passou a ser

considerada recentemente como um fator de risco para o desenvolvimento de doengas coronarias
e eventos cardiovasculares adversos, como isquemia e infarto agudo do miocardio, pela
capacidade do material particulado fino téxico expelido pelos veiculos penetrar nas vias aéreas.

A maior parte dos estudos realizados até entdo, contudo, foi voltado a avaliar os efeitos da
poluigéo do ar em pacientes que sofreram infarto do miocardio, diabetes e sindrome metabdlica.

Ainda ndo tinham sido realizados estudos com pacientes em outras condigdes cardiovasculares,
como os com insufici&ncia cardiaca — caracterizada pela incapacidade do corag&o de bombear
sangue em volumes adequados para atender as necessidades de oxigénio e nutrientes do
organismo.

A fim de avaliar os efeitos da poluic&o em pacientes nessa condigdo, que representa 10,8% das
causas de mortes no Brasil @ o principal fator de internag&o por doengas cardiorrespiratorias no
Sistema Unico de Saude (SUS), os pesquisadores fizeram um estudo em que expuseram &
poluigéo controlada 26 pacientes com insufici@ncia cardiaca atendidos pelo Macleo de
Insufici&ncia Cardiaca do Incor e 15 woluntarios sem doengas cardiovasculares.

Os participantes do estudo, realizado em colaborag&o com o Laboratério de Poluig&o
Experimental da FMUSPF, foram expostos a trés niveis diferentes de qualidade do ar em repouso
(durante 15 minutos) e caminhando socbre uma esteira durante seis minutos a uma velocidade
facil. mas moderadamente cansativa.

hetp:fagencia fapesp briprirt/mascara_respiratoria_reduwr_os_efeitos_da_poluica o_no_coracao]22743)
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Em um primeiro experimento, eles receberam diretamente por meio de um bocal ar puro obtido a
partir de cilindros de ar comprimido.

Ja no segundo experimento foram expostos a ar poluido n&o filtrado, obtido a partir de uma
mistura de ar puro com gases do escapamento de um motor a diesel com concentragio de
material particulado de 300 microgramas por metro clibico — equivalente a metade da
concentragdo de material particulado no ar em S&o Paulo durante a maior parte do ano, conforme
medigdes feitas pela Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo (Cetesb).

No terceiro experimento os participantes inalaram ar poluido, mas protegidos por uma mascara
com filtro respiratdrio, como as usadas por profissionais da area da salde e comercializadas em
farmacias.

Durante os trés experimentos os pesquisadores avaliaram a fungdo endotelial — a dilatagéo dos
vasos sanguineos mediada por uma camada de células (o endotélio) que reveste a parte intema
dos vasos e responsavel pelo equilibrio vascular e a coagulagéo sanguinea —, a variabilidade da
frequéncia cardiaca e marcadores biocldgicos, como o BNP (sigla em inglés de Peptideo

MNatriurético tipo-B), dos participantes.

Os resultados das andlises dos trés experimentos indicaram que a exposig8o ao ar poluido
provocou um aumento do BNP — que & um homénio produzido no miocardio (masculo cardiaco)
dos atrios e ventriculos que auxilia o coragdo a bombear melhor o sangue e um indicador de
insuficiéncia cardiaca — e piorou a fungao endotelial dos participantes do estudo.

Em contrapartida, o uso da mascara com filtro respiratdrio ao inalar ar poluido causou uma
diminuigéo da dosagem de BNP e melhora na fungio endotelial.

“A descoberta de que o uso da mascara com filtro ao ser exposto ao ar poluido diminuiu a
concentragio de BNP nos pacientes em um curto periodo de duragdo dos experimentos nos
surpreendeu”, afirmou Jefferson Luis Vieira, autor do estudo realizado durante sua pesquisa de
doutorado orientada por Boccehi.

“A concentracio de BNP dos pacientes subiu significativamente durante os 21 minutos de
exposigdo ao ar poluido e caiu para a mesma faixa basal [sem inalagdo do ar poluido] quando foi
usada a mascara com filtro", afirmou Vieira, que & o primeiro autor do artigo.

Solugdo barata

De acordo com os pesquisadores, os resultados do estudo sugerem que o uso da mascara com
filtro pode ser especialmente benéfico para pessoas com insuficiéncia cardiaca expostas de forma
recorrente & poluicio do ar por automéveis, como motoristas de &nibus, taxistas, agentes de
transito, policiais e frentistas.

Mas, além desse grupo, também pode beneficiar pessoas que ndo t&m insufici&éncia cardiaca pelo
fato de a mascara com filtro proteger contra a disfungéo endotelial, considerada um fator de risco
para o desenvolvimento de doengas coronarianas.

“A mascara com filtro pode ser uma solugdo muito barata para prevenir o desenvolvimento de
insuficiéncia cardiaca, que é uma doenga que esta se tornando cada vez mais cara para ser
tratada, uma vez que os pacientes sdo internados varias vezes, requerem terapias que permitem
uma sobrevida de, no maximo, oito anos e solugdes custosas, como transplantes ou dispositivos
de assisténcia cardiaca mecéanicos”, disse Bocchi.

O artigo “Respiratory filter reduces the cardiovascular effects associated with diesel exhaust
exposure — a randomized, prospective, double-blind, controlled study of heart failure: the filter-HF
tnial” (doi: 10.1016/j.jchf.2015.07.018), de Vieira e outros, pode ser lido por assinantes da revista
JAAC: Heart Failure em http://heartfailure.onlinejacc.org/article.aspx?articlelD=2479141.
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APENDICE G — Carta ao editor (aceita para publicacdo na proxima
edicdo do JACC: Heart Failure)

Basil M. RuDusky M.D.

15 Public Square Suite 208
Wilkes Barre, Pa 18701
(570)788-8825
Pmd3@epix.net

Sole/Author
No Conflict of Interest

Bad Air Revisited

The benefits of a respiratory filter researched by Vieira et al, (1) and
the constructive editorial by Mentz and O’Brien (2) enhance the attention

that has been given to the cardiovascular effects of air pollution.

In the eligibility criteria, patients with “uncontrolled arrhythmia or
hypertension” were excluded from the study. Does this mean the blood
pressure recorded during the initial pre-study evaluation and history?
Importantly, what were the cutoff points of systolic and diastolic pressures
considered to be uncontrolled? The medication utilized in the treatment of
hypertension and heart failure are often similar. Is it possible that specific
end-points and results could be influenced by the individual therapeutic
programs? This may have significance since the authors noted that diesel
exhaust had no effect on heart rate variability. This is in contrast to the
recent study by Lee et al, (3) which concluded that exposure to ambient fine
particulate matter produced remarkably sudden acute changes in nocturnal
heart rate variability in patients without known heart disease. A micron is a
unit of length equal to one-millionth (10 to the minus 6) of a meter. Coarse
particles are those considered to be greater than 2.5 microns and fine
particles are 2.5 microns or less. Micro filters can (presumably) remove

particulate matter from 5 to 2 microns in diameter. Initial studies
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(epidemiologic and clinical research) focused their attention on the
respiratory and pulmonary effects of particulate matter, gases and fumes.
These studies were unanimous as to the positive causation of lung cancer,
various inflammatory diseases of the entire respiratory system, and
additional consideration of less well-defined conditions such as leukemia,
birth defects, reproductive problems, hormonal dysfunction, alterations in
natural immune defense mechanisms, mutations in chromosomes and
damage to DNA. It became evident that air pollution contributed to
excesses of morbidity and subsequent mortality, and that toxic-induced
pathophysiologic cardiovascular effects were responsible for these
excesses. These include angina pectoris, cardiac arrhythmia, myocardial
infarction, progression of atherosclerosis, strokes, heart failure, and sudden
cardiac death (4). Ambient air also contains ozone, carbon monoxide,
sulfur oxide, nitrogen oxide, hydrocarbons, carbon dioxide, methane,
various dusts and pollens and numerous other chemical pollutants.
Unbridled diesel fumes are one of the most toxic substances on earth,
injurious to animal and plant life as well as all ecologic aspects of the
environment. Some manufacturers state that their present diesel engines
are “clean,” but confirmatory studies are sparse or non-existent. Over 15

years ago, the California Environmental Protection Agency noted that
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diesel exhaust (spent diesel fumes) contain over 40 toxic contaminants, all

significantly harmful, individually and more-so in combination.

A personal quest, which began three decades ago, eventually
resulted in the placement of recirculation air systems in automobiles and
the eventual addition of ventilation filters (5). Recirculation systems shut off
external air from entering the vehicle and filtration systems capture ambient
air particulates and to some extent, diminish incoming fumes and odors.
Both are necessary in order to decrease the harmful effects to the

occupants of motor vehicles. Presently both systems need improvement.

Automobile manufacturers should be required to state the type of
filter used in the vehicle as well as the performance of the filter in terms of

particle size and effectiveness in fume and odor removal.

What else can the public (whether healthy or afflicted with certain
diseases) do besides using personal respiratory filters? When applicable
the avoidance of outdoor jogging especially in known or expected areas of
excess air pollution, and utilization of indoor air “purification” systems.
Importantly, do not buy an automobile without a ventilation filter, sometimes

called in-cabin air filters. Preferably (cost-related) buy the car that has the
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filter utilizing activated charcoal, carbon, carbonite, grape seed, etc., which

add additional cleansing of the in-coming air.

Hopefully, these recommendations will provide additional personal
protection as afforded by the study of Vieira et al and commentary by

Mentz and O'Brien.
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Bad Air Revisited — Response Letter

We thank Dr. RuDusky for taking an interest in our work. Our study was
intended to address the role of a respiratory filter intervention during
controlled pollution exposure in patients with heart failure (HF). In 2007 HF
was associated with 39.4% of all hospitalizations due to cardiovascular
diseases in Brazil, and it may be responsible for 6.3% of all causes of deaths
in South America (1). Regarding hypertension, it is a leading risk factor for
cardiovascular disease and a significant cause of morbidity and mortality as
long as it remains uncontrolled (2). A large body of evidence indicates that
patients with hypertension are characterized by endothelial dysfunction (3).
We excluded volunteers with uncontrolled hypertension because it could play
an important role as a confounder and selection bias, especially in a small
sample of patients with HF. Blood pressure (BP) was recorded during the
initial pre-study evaluation and history and also at the beginning of each

session. Uncontrolled hypertension was defined as an average SBP 2140
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mmHg or an average DBP =290 mmHg, among those with diagnosed
hypertension and currently using BP—lowering medication. As outlined in the
manuscript, patients with HF were under optimal medical therapy and two

volunteers from the control group were under beta-blocker therapy.

Although our neutral findings on heart rate variability (HRV) could be
explained by the optimal beta-blocker therapy in the HF group, it is
noteworthy that DE also did not affect HRV in the control group. This
suggests that the use of cardiovascular therapies might not be the primary
explanation for the absence of an effect of air pollution on autonomic
function. There are several methodological differences between the recent
study by Lee et al (4) and ours that can explain these contradictory findings.
They assessed lagged nocturnal effects of PM2.5, while we conducted an
experimental short-term study with controlled DE-exposure that provided a
precisely defined PM2.5 concentration in a regulated environment. We can’t
state whether longer-term air pollution exposure could affect the HRV in
optimized treated HF patients. The epidemiologic association between air
pollution exposures and exacerbation of cardiovascular disease is well
established, yet the mechanisms underlying the increased risk of
cardiovascular events are incompletely understood. Increasing concern
relating to the health effects of air pollution has led many individuals to use
facemasks to reduce personal exposure (5). There is therefore a need to
consider approaches that can reduce ambient air pollution exposure on both
a societal and a personal level. Reduction of traffic emissions involves

economic and political difficulties. The pioneering demonstration that a
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simple filter intervention can reduce the adverse effects of pollution in
patients with HF could provide an inexpensive strategy for preventing HF
decompensation. Given the worldwide prevalence of exposure to traffic-
related air pollution, we could speculate that patients with uncontrolled

hypertension might benefit from the filter intervention as well.
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