Dispositivos

Eletronicos para
Fumar - Toxicidade

ATUALIZACAO 0OS 01/2022 GGTAB (PARTE 2)
ATUALIZACAO OS 01/2022 GGTAB

Prof. Wanderley Bernardo INOVA-HC-FMUSP




Dispositivos Eletrénicos para Fumar — Toxicidade

0S 01/2022 GGTAB - Parte 2
Atualizagdo OS 01/2020

iNDICE

TOPICO PAGINA
INTRODUGAO 02 a 04
OBJETIVO 04
METODO 05a 08
RESULTADOS 08
RESULTADOS POR QUESTAO PROBLEMA 08
QUESTAO 1 09a19
QUESTAO 2 19 a 98
QUESTAO 3 98 a 105
QUESTAO 4 105 a 109
QUESTAO 5 109 a 160
QUESTAO 6 160 a 191
SINTESE DA EVIDENCIA 191 a 193
REFERENCIAS 193 a 218

Prof. Wanderley Bernardo INOVA-HC-FMUSP



Dispositivos Eletronicos para Fumar — Toxicidade 0OS 01/2022 GGTAB - Parte 2
Atualizagdo OS 01/2020

| INTRODUGAO

Desde o surgimento e aumento drastico nas vendas de produtos de DEFs (E-
cigarro) no mercado, as preocupagdes com a seguranga levaram a investigacao
dos efeitos diretos induzidos por E-liquidos que s&o evaporados e inalados pelo
usuario. Percebeu-se que, além do E-liquido ser relacionado a toxicidade final
induzida pelo uso do cigarro eletrénico, o processo de vaporizagao pode
desempenhar um papel crucial para a toxicidade devido a alguns téxicos gerados
durante o aquecimento. Enquanto isso, os pesquisadores vém tentando
desenvolver métodos para simular a exposi¢gao real experimentada pelos
usuarios. Portanto, além da exposigao direta a E-liquidos, varios outros métodos
de exposicao foram estabelecidos para imitar as condicbes reais como a

exposicao ao extrato de aerossol de cigarro eletrénico (DEFs) (.

Nos ultimos anos, as pesquisas sobre as potenciais toxicidades in vivo dos
cigarros eletronicos tém recebido atengdo crescente. Ratos, camundongos,
peixe-zebra, Xenopus laevis e Caenorhabditis elegans tém sido usados como
organismos modelo. Semelhante aos estudos in vitro, varios métodos de
exposicao de E-cigarettes (e-liquidos, extrato (ECE) e aerossois de E-cigarros)
sdo aplicados para discutir as potenciais toxicidades. Os efeitos dos cigarros
eletrébnicos no sistema cardiovascular e o sistema nervoso central, bem como

em outros orgéos (figado e rim), tem sido publicado ().

Os sistemas eletronicos com nicotina (ENDS) consistem em uma bateria, um
elemento de aquecimento (geralmente consistindo em uma bobina e pavio) e
liquido (“e-liquido”). A serpentina aquecida aerossoliza o e-liquido que consiste
em propilenoglicol (PG), glicerina vegetal (VG), nicotina e agentes
aromatizantes. Os ENDS foram introduzidos comercialmente na China em 2003
e nos Estados Unidos e na Europa entre 2006 e 2007. Os ENDS foram propostos
como uma estratégia para parar de fumar, ou para a redugao do tabagismo, mas
também existem preocupacdes de que ENDS podem servir como uma “porta de
entrada” para produtos de tabaco convencionais entre adolescentes. Foi relatado
que os aerossois produzidos pelo ENDS contém substancias potencialmente

téxicas que o usuario inala. Uma revisdo mais ampla avaliou carbonilas,
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compostos organicos volateis (VOCs), metais, hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (PAHs) e nitrosaminas especificas do tabaco (TSNAs) em aerossais,
bem como sabores e solventes em solu¢des de recarga e cartuchos. Nenhuma
revisdo resumiu a literatura relacionada ao impacto dos dispositivos (DEFs) em
todos os toxicos de aerossol identificados. Potenciais toxicos se originam de
componentes e-liquido, degradacdo de materiais ENDS e reacgbes entre o
dispositivo e e-liquido, entregando produtos quimicos, como VOCs,
oligoelementos e carbonilas, como formaldeido, acroleina e acetaldeido. As
diferengas no processo de engenharia, modificagées individuais e caracteristicas
do dispositivo afetam a composicdo do aerossol, sendo que as caracteristicas
de design de DEFs associadas a producdo ou liberagdo de substancias
potencialmente nocivas em aerossois inalados podem modificar os riscos

potenciais associados ao seu uso @.

Em geral, os dispositivos eletrénicos para fumar (DEFs) ou cigarros eletrénicos
costumam conter ingredientes como propileno glicol (PG) e glicerol, misturados
com sabores concentrados e, opcionalmente, uma porcentagem variavel de
nicotina. Estudos quantitativos e qualitativos identificaram uma grande variedade
de componentes quimicos nos cartuchos, solugdes de recarga e aerossois de e-
cigarros. Em mais de um estudo foi detectado cerca de 60 a 70 compostos (ndo
identificados e identificados) em cada liquido testado, variando apenas por varios
constituintes em todo o liquido, como também 113 produtos quimicos em 50
marcas de liquidos. Ainda mais compostos sao observados no aerossol sobre
sua respectiva solugao porque alguns produtos quimicos sao gerados durante o
processo de vaporizagdo. Um aerossol gerado a partir de um unico produto

testado mostrou 18 compostos adicionais observados na solugéo ©).

As substancias identificadas em liquidos e aerossoéis de cigarros eletronicos
incluem nicotina, transportadores de solvente (PG e glicerol), nitrosaminas
especificas do tabaco (TSNAs), aldeidos, metais, compostos organicos volateis
(VOCs), compostos fendlicos, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHSs),
aromatizantes, alcaldides do tabaco e drogas. Varias substancias quimicas e
particulas ultrafinas conhecidas por serem toxicas, cancerigenas e / ou

causadoras de doencas respiratérias e cardiacas foram identificadas em
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aerossois de cigarros eletrénicos, cartuchos, liquidos de recarga e emissdes
ambientais. Alguns dos TSNAs identificados, aldeidos, metais, VOCs,
compostos fendlicos, PAHs e alcaldides do tabaco s&o constituintes nocivos ou
potencialmente nocivos e 0s seus riscos gerais para a saude serdo descritos a

seguir @),

OBJETIVO

Este produto (OS 01/2022— GGTAB — Parte 2 — Atualizagdo da OS 002/2020) foi
dividido em duas partes, sendo que esta segunda parte tem como objetivo
atualizar a resposta fornecida pela OS 002/2020 a 6 questdes problema
descritas a seguir, incorporando a evidéncia cientifica gerada e publicada

posteriormente (periodo de 2020 a 2022).

1. Qual a toxicidade das substancias contidas nos refis liquidos e de tabaco

aquecido, utilizados nos Dispositivos Eletrénicos para Fumar (DEF)?

2. Qual a toxicidade das substancias emitidas por estes diversos refis?

3. Qual a toxicidade da nicotina, especialmente das novas formas (sais de

nicotina), utilizadas nos DEFs?

4. Qual a toxicidade das substancias ou plantas ilicitas, que podem ser

utilizadas por meio dos DEF?

5. E possivel afirmar que o consumo destes produtos é seguro do ponto de

vista toxicoldgico?
6. Estes produtos, a luz do conhecimento atual, poderiam substituir os produtos

de tabaco convencionais, sem oferecer riscos adicionais, do ponto de vista

toxicolégico, aos usuarios de tabaco?
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METODO

A metodologia utilizada é baseada na revisao sistematica (aberta e com critérios
previamente definidos) da literatura publicada e n&o publicada nacional e
mundial sobre o uso de dispositivos eletrdnicos de fumar nas diferentes

populagdes.

Critérios de elegibilidade dos estudos selecionados
Os critérios de elegibilidade para este produto (OS 01/2022— GGTAB — Parte 2
— Atualizagao da OS 002/2020) foram:

e Pacientes (criangas, adolescentes, jovens, jovens adultos, adultos,
gestantes) expostos ou em uso de dispositivos de fumar (DEFs);

e As intervengdes de “heat-not-burn” apesar de incluidas nos DEFs nao
serdo avaliadas com profundidade e totalidade, devendo sé-lo em outra
avaliacao especifica e dedicada ao tema;

e Desenhos de estudo: revisdes sistematicas e/ou narrativas; estudos
observacionais (coorte e/ou transversais); estudos experimentais
[ensaios clinicos (randomizados ou n&o)]; séries de casos; relato de
casos; estudos experimentais em animais, in vivo ou in vitro; legislagoes,
normas ou regulamentacgoes;

e Idioma: portugués, espanhol, inglés, italiano;

e Sem limite de periodo consultado;

e Texto completo e/ou resumo com dados de interesse.

Bases de informagao consultadas

Foram acessadas as seguintes bases de informacao cientifica publicada virtual:
Medline via Pubmed, Embase, Lilacs e Central Cochrane. Executou-se ainda
busca manual nas referéncias das referéncias selecionadas, e busca da
informacgéo cientifica ndo publicada (cinzenta) no Google Scholar e em algumas
das agéncias reguladoras de saude internacionais [U.S. Food & Drug
Administration (FDA)*, Centers for Disease Control and Prevention (CDC)?,
World Health Organization (WHQ)®, European Medicine Agency (EMEA)’, Public
Health Agency of Canada (Canada.ca)?, Australian Government Departament of
Health®, Public Health England'®, National Health System (NHS)'"]
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Estratégias de busca utilizadas (por fontes de informagao acessadas)

Medline

((Smoking Devices OR Smoking Device) OR (Electronic Nicotine Delivery Systems OR
(Electronic Cigarettes OR Electronic Cigarette OR E-Cigarettes OR E Cigarettes OR E-Cigarette
OR E Cigarette OR E Cig OR E-Cigs OR E Cigs OR E-Cig) OR (Vaping OR Vape OR Vapes))

Embase

(Electronic Cigarettes OR Electronic Cigarette OR E-Cigarettes OR E Cigarettes OR E-Cigarette
OR E Cigarette OR E Cig OR E-Cigs OR E Cigs OR E-Cig)

Lilacs, Central Cochrane e Busca cinzenta

(Electronic Cigarettes OR Electronic Cigarette)

Método de selec¢ao da informacgao recuperada nas buscas
A informacéo cientifica recuperada por cada base consultada foi acessada em
um primeiro processo de selecao pelo seu titulo para eliminar a evidéncia néo

relacionada com o tema alvo de dispositivos eletronicos para fumar.

Sequencialmente os estudos selecionados nesse primeiro processo tiveram
seus resumos e/ou textos completos acessados para, em atencéo aos critérios
de elegibilidade, serem inseridos em planilha informatizada apropriada
(csv/excel), sendo diferenciados em incluidos (classificados pelo desenho do
estudo e/ou tipo do aspecto abordado) ou em excluidos (apontando-se os

motivos).

Os estudos ou informagao cientifica incluidos tiveram seus textos completos
obtidos, e a selecao final da evidéncia para sustentar a resposta as questdes
abordadas neste produto obedeceu aos seguintes principios:
e Customizar os critérios de elegibilidade, sobretudo os componentes do
P.1.C.O. e o desenho de estudo, na dependéncia da categoria da pergunta
a ser respondida;
e Utilizar a hierarquia da evidéncia segundo o desenho do estudo para
sustentar primariamente a resposta, a saber, iniciando pela revisao

sistematica (revisao das revisdes), e se necessario utilizando os estudos
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primarios em humanos (observacionais, experimentais, séries ou relatos
de casos), ou mesmo os estudos experimentais animais, in vivo ou in vitro,
e revisdes narrativas;

e Utilizar a revisdo ou revisdbes mais recentes, complementando-as (se
necessario) com os estudos primarios novos posteriores relevantes e ndo
incluidos nessas revisoes;

e Disponibilizar (referendar nas tabelas e referéncias) o acesso a todos os
estudos incluidos e ndo necessariamente utilizados na confecgao das
respostas as questdes problemas (por ja fazerem parte das revisdes
utilizadas ou por trazerem informacao redundante ou repetitiva);

e As intervengdes de “heat-not-burn® apesar de recuperadas nas
estratégias de busca utilizadas para os DEFs, ndo serdo incluidas e
avaliadas com profundidade e totalidade neste produto, devendo sé-lo em

outra avaliagao e produto especificos e dedicados ao tema.

Risco de vieses da evidéncia incluida

O risco de vieses na dependéncia do desenho incluido foi estimado utilizando os
seguintes principios:

1. Foram classificados em muito alto, alto, moderado ou baixo;

2. Quando a informagéo utilizada for advinda de relatos de casos, estudos
experimentais animais, in vivo ou in vitro e revisdes narrativas, esta sera
naturalmente considerada com risco de vieses muito alto;

3. Evidéncia decorrente de revisdes sistematicas seguirdo o risco atribuivel aos
estudos incluidos por essas revisdes, que sera avaliada pelo AMSTAR (12);

4. O risco de ensaios clinicos, de estudos coortes e de séries de casos sera
avaliado quando utilizados serdo avaliados respectivamente pelo Robins-I e [1(13)

e Joanna Briggs (), respectivamente.

Extracao e expressao dos resultados dos estudos incluidos
Os resultados serdo extraidos preferencialmente dos textos completos e
excepcionalmente de resumos desde que os dados de interesse estejam

disponiveis.
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A expressado dos resultados dependera da categoria da questdo problema,
podendo ser descritiva ou analitica (qualitativa ou quantitativa). Uma vez
utilizando-se dados numéricos como forma de expressar os resultados, estes
deverdo conter o tamanho do efeito e sua variagcdo por meio de variaveis
categdricas (numeros absolutos, porcentagens, riscos, diferengas de risco com
intervalos de confianga) ou de variaveis continuas (médias ou diferencas de
meédias com desvio padrdo). O nivel de confianga adotado € de 95%. Nao sera

realizada meta-analise nesta revisao sistematica.

Qualidade da evidéncia

Apesar de idealmente dever-se utilizar o instrumento GRADE (*9 para avaliagdo
da qualidade da evidéncia, sabe-se que também idealmente este deve ser
utilizado em revisdes sistematicas cuja expressao dos resultados é feita por meio
da meta-analise. Entretanto, o instrumento GRADE sera utilizado para classificar
a qualidade da evidéncia em alta, moderada, baixa ou muito baixa, extrapolando-

se a qualidade da evidéncia a partir da estimativa do risco de vieses.

Sintese da evidéncia

Apods a expressao do texto referente a cada questdo problema sera expressa a
sintese da evidéncia acompanhada de sua respectiva qualidade. Caso nao haja
evidéncia nesta atualizagao, modificando a sintese ou sua qualidade ja expresso

na OS 002/2020, esta sera mantida com a observagao “Inalterada”.

RESULTADOS

Foram recuperados nas bases de informacdo cientifica virtuais um total de
32.523, sendo na base Medline 28.179 publicagdes, na Embase 3.325, na Lilacs
39, na Central Cochrane 570 e no Google Scholar 410. Apds avaliagao inicial
pelo titulo foram selecionados 6.283 trabalhos. Destes e nas buscas manual e
cinzenta foram incluidos para sustentar esta avaliagao (OS 01/2022— GGTAB —
Parte 2 (Toxicidade) — Atualizagdo da OS 002/2020) 148 trabalhos'-3 16-161
sendo 140 na atualizacado. Os estudos recuperados, selecionados, incluidos e
excluidos (com motivos) no processo de atualizagao estao dispostos na Tabela
1/0S 01/2022 — Parte 2 (atualizagao OS 02/2020). O processo de recuperagao,
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selegao, inclusao e exclusao estd ilustrado no diagrama de fluxo (Figura 1/ OS
01/2022 — Parte 2 (atualizagao OS 02/2020)). Os motivos de exclusao da OS
02/2020 foram explicitados em tabelas previamente enviadas junto ao

documento original.

RESULTADOS POR QUESTAO PROBLEMA

Para sustentar estes resultados foram incluidos 148; estudos!-3 16161 gvaliando
a toxicidade de dispositivos eletrénicos para fumar. A evidéncia incluida na
atualizacado (140), relativa as 6 questdes clinicas foi distribuida da seguinte
forma: questao 1 (n: 4 trabalhos); questao 2 (n: 59); questao 3 (n: 2); questao 4
(n: 7); questao 5 (n: 47); questao 6 (n: 29).

Questio 1

Qual a toxicidade das substancias contidas nos refis liquidos e de tabaco

aquecido, utilizados nos Dispositivos Eletronicos para Fumar (DEF)?

Umectantes (Solventes) ()

Dispositivos eletrbnicos para fumar (DEFs) usam umectantes como
transportadores de solventes em e-liquidos para produzir aerossoéis que simulam
fumaca de cigarro de tabaco combustivel, e em adigdo a esses umectantes, a
agua é um ingrediente comum dos e-liquidos. Propilenoglicol (PG) e glicerol
(comumente referido como "glicerina vegetal" em formulagées liquidas) sdo os
solventes de vaporizagdo mais comuns usados em cigarros eletrénicos. Tanto o
PG quanto o glicerol também sdo comumente usados como ingredientes
umectantes em cigarros manufaturados para controlar e manter o teor de
umidade do enchimento de tabaco cortado. Usuérios de cigarros eletrénicos
frequentemente relatam que PG produz melhor "impacto na garganta" e carrega
sabor melhor do que glicerol enquanto o glicerol € muito mais suave do que PG.

O PG ¢ fisicamente muito mais fino que o glicerol ©).

A analise de varios tipos de umectantes em 54 liquidos disponiveis
comercialmente para uso, incluindo dihidroxi (didis, glicéis) e polihidroxi alcoois,
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revelou que o PG e glicerol sdo detectados em todas as amostras em
concentragbes variando de 0,4 a 98g/100g, e de 0,3 a 95g/100g,
respectivamente. Niveis mais baixos de outro solvente, etileno glicol (média 10g
/ 100 g), foram detectados. Extrapolando-se a concentragdo pulmonar de PG e
glicerol emitido de cigarros eletrénicos as concentragdes pulmonares estimadas
foram 160 e 220 mg / m3 para PG e glicerol, respectivamente. O sintoma mais
comum relatado por usuarios de cigarros eletronicos € boca e garganta secas,
devido a propriedade de absorgdo de agua do PG e glicerol ®). Ambos os
compostos podem pirolisar, levando a formagcdo de compostos carbonilicos
(aldeidos), que contribuem a potenciais riscos a saude em usuarios de cigarros

eletrénicos ©),

Propilenoglicol (PG) @

O PG é bem absorvido por via oral e também pode ser absorvido pela pele ou
membranas mucosas de preparagoes topicas. Apds a absorcéo, os rins eliminam
45% do PG, e o figado metaboliza o restante para acido lactico, acido piruvico
ou acetona. Assim, os pacientes com insuficiéncia hepatica e / ou renal sao
geralmente considerados com maior risco de desenvolver toxicidade apoés altas
doses orais ou administracao intravenosa de PG. A meia-vida de eliminagao do
PG é dependente da dose; com doses de 3 ou 4,5g/m? (mais de 4 horas), a meia-
vida terminal é de aproximadamente 1,8h. No entanto, a uma dose de 7,5g/m?
ao longo de 4 horas, a meia-vida aumentou para aproximadamente 3,1h,
sugerindo saturag&o na eliminagdo em doses acima de 5g/m?. A exposi¢gao mais
longa, por 120 minutos, altera as células caliciformes e induz a alteragbes
visiveis nas células epiteliais ciliadas. Resultados da exposicao de caes por 15
minutos de inalagdo de aerossol com PG (10 ou 20%) demonstram associagao
dose resposta de efeitos hemodinamicos e de hemodlise. Uma dose de 5g/kg/dia
foi associada com aumento da producgao urinaria e diminuicdo do consumo de

agua, sugestivo de efeitos adversos na fungao renal ©.

Para a questao dos efeitos potenciais do PG para a saude no contexto do uso
de cigarro eletrénico sao as concentragdes e doses reais inaladas durante uma
tragada. As exposi¢des para PG em uma aspiragéao (Puff) de 50 a 70 mL seria

de 430 a 603 mg/m3, observando que as concentragdes de exposigdo foram
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maiores do que os pontos de partida para irritacdo das vias aéreas com base em
um estudo em humanos (propilenoglicol, concentragdo média de 309 mg/m?3),
nos quais apesar da auséncia de efeitos na fungéao pulmonar, foram observados

irritagdo nos olhos e garganta ©).

Glicerol

Glicerol (também conhecido como glicerina) € um liquido oleoso e higroscopico
com um gosto quente e doce. Embora o glicerol possa ser derivado naturalmente
de gorduras e Oleos ("glicerina vegetal"), o glicerol sintético é produzido de
produtos petroquimicos. O glicerol € usado em produtos alimenticios,
suplementos nutricionais, produtos farmacéuticos, produtos de higiene pessoal
e produtos de higiene bucal. A maioria dos liquidos usados em DEFs (e-cigarros)
contém uma mistura de PG e glicerol. Normalmente, as misturas estdo em algum
lugar na faixa de 30-50 por cento de glicerol, com o equilibrio com o PG. Entre a
comunidade vaporizadora ha uma percepgao que € sustentada por estudos de
toxicologia aguda, que PG é mais irritante para vias respiratérias do que o
glicerol.- A ingesta do glicerol em cada refeicao a uma dose de 1,3 a 2,2g/kg/dia
por 50 dias ndo evidéncia toxicidade ou efeitos adversos no sangue ou urina, o
que definiu um nivel de efeito adverso para o glicerol maior ou igual a 2,2
g/kg/dia. Apds a administragdo oral em doses nao especificadas pode haver
eventos adversos como dor de cabecga leve, tontura, nausea, vomito, sede e

diarreia ¥,

O glicerol exégeno é rapidamente absorvido pelo estdbmago e intestino, com
distribuicao ocorrendo em todo o espacgo extracelular. O caminho principal de
biotransformacao € via fosforilagdo mediada por glicerol quinase para a-
glicerofosfato no figado (80 a 90 por cento) e rins (10 a 20 por cento). O a-
glicerofosfato € entdo transformado para formar glicose (gliconeogénese) e
glicogénio por meio de vias metabdlicas intermediarias. A maior parte da dose
de glicerol administrado por via oral € metabolizada em cerca de 2,5h, com 7 a
14% eliminado inalterado na urina. No figado, o glicerol administrado
exogenamente pode sofrer lipogénese (combinando com &cidos graxos livres
para formar triglicerideos), e as gorduras podem ser distribuidas para os tecidos

adiposos ).
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Em relacédo a toxicidade aguda, os valores de dose letal 50% (DL50) oral de
glicerol variaram de 2,53 a 58,4g/kg em ratos. A dose mais alta usada em um
estudo foi de 24 g/kg, e mortes n&o foram relatadas. Os valores de DL50 oral
relatados para o glicerol foram de 4,1 a superior a 38 g/kg em camundongos,
27g/kg em coelhos e 77,5g/kg em suinos (CIR, 2015). O valor dérmico LD50 de
glicerol em ratos foi relatado ser maior que 21,9g/kg, e em coelhos, maior que
18,7g/kg. O valor aproximado para o tempo de morte de 50% dos ratos (LT50)
foi de 423 minutos para a exposi¢cao a aerossois de glicerol a 11,0 mg/L. Os
valores de LD50 intraperitoneal relatados de glicerol foram 4,42-10,1g/kg em
ratos e 8,6-9,5g/kg em camundongos. Valores de LD50 de glicerol via

subcutanea foi de 100mg/kg em ratos e 91-100mg/kg em camundongo ),

Estudos de toxicidade de dose repetida, pois o glicerol tem sido usado
extensivamente como um veiculo para a entrega de drogas em muitos estudos
de toxicologia de drogas, quatro laboratorios estudaram o uso de glicerol e outros
veiculos para experimentos in vivo. Foi encontrado a mais alta dose na qual ndo
ha eventos adversos ou toxicidade (NOAEL) de 500 mg/kg para cobaias e 15g/kg
para ratos durante 30 a 90 dias de administragao oral. O glicerol administrado
na dieta de ratos por 2 anos a 5% e 10% da dieta ndo verificou efeitos
toxicologicos ou patolégicos, embora o consumo de alimentos tenha aumentado
em homens. O glicerol nao diluido causa uma variedade de efeitos relacionados
a irritantes, incluindo hemorragia petequial e erosdes no intestino delgado
dependentes da dose. Em varios experimentos de alimentagdo de curto prazo,
glicerol a 20% administrado na dieta por 4 semanas nao produziu efeitos
adversos, embora houve aumento no peso dos rins e aumento das enzimas
hepaticas em mais da metade dos animais. Em outro estudo de curto prazo, a
calcificagéo nos tubulos renais entre o cértex e medula foi observada em ratos
administrados com 3,3g/kg/dia de glicerol na agua potavel por 6 meses. A
dosagem oral de 3 dias de glicerol em caes de raga mista estabeleceu um
NOAEL de 950 mg/kg/dia. Na dose mais alta de 3,8g/kg/dia, a mucosa do
estdmago estava severamente hiperémica com hemorragias petequeais. Outro
estudo de alimentagéo de longo prazo em caes usando 35% de glicerol na dieta

encontrou perda de peso apos 36 semanas. A perda de peso continuou apos a
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reducao do glicerol em 50 a 80% para o restante de um estudo de cinquenta

semanas ©),

A inalagdo em animais de glicerol foi estudada expondo ratos por 6 horas por
dia, 5 dias por semana durante 2 semanas para concentragdes de 0, 1.000,
1.930 e 3.910 mg/m? de glicerol aerossolizado, sendo observada metaplasia
escamosa da epiglote em volumes variando de 0, 33, 167 e 662 mg/L, e
determinado um menor nivel de valor de efeito adverso de irritagao local no trato

respiratdrio superior a 1.000 mg/m?.

O NOAEL para toxicidade materna e teratogenicidade pode variar de 1.180 a
1.310 mg/kg/dia. Ja na fertilidade masculina quando o glicerol é injetado nos
testiculos de ratos (50-200 uL e 862 mg/kg de peso corporal) e macacos (119

mg/kg de peso corporal) a espermatogénese é suprimida ).

Um bioensaio crénico em ratos, com glicerol administrado em concentragdes em
até 20% por 1 ano ou até 10 g/kg por 2 anos, falhou em aumentar a incidéncia
de tumor. Assim, ha evidéncias substanciais indicando que o glicerol em si nao
€ mutagénico. Porém, quando queimado, o glicerol pode formar produtos de

decomposigdo térmica, que também devem ter sua genotoxicidade avaliada ©.

E-liquidos

Até o momento, a maioria dos estudos in vitro tem se concentrado na
investigacao da toxicidade respiratoria e na avaliagdo de quais componentes em
e-cigarros influenciam os efeitos toxicos. O teste de 36 amostras de E-liquido
contendo varios aromas e nicotina em concentracdes de diferentes marcas em
células-tronco de embrides humanos, células-tronco neurais de camundongo e
em fibroblastos de pulmdo humano demonstrou que nem todas as amostras
tinham efeitos deletérios sobre os trés tipos de células, e a nicotina ndo contribui
para a citotoxicidade. O aroma de canela ceildo foi o Unico E-liquido que produziu
forte efeitos citotdxicos em todos os trés tipos de células. Para verificar se a
canela aromatizante tem quaisquer efeitos adversos, foram separados 10 e-
liquidos com sabor de canela de varias marcas concluindo de fato que os aromas

de canela estao ligados a citotoxicidade. Dois tipos de monécitos humanos foram
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usados para estudar a imunotoxicidade e efeitos de produtos quimicos
aromatizantes (diacetil, cinamaldeido, acetoina, pentanodiona, o-vanilina, maltol
e cumarina) em E-liquidos com sabor sem nicotina, concluindo que a maioria dos
produtos quimicos aromatizantes testados aumentaram significativamente a
liberacdo de citocinas proé-inflamatérias pelos mondcitos. Entre aqueles
detectados, cinamaldeido, vanilina e pentanodiona foram os mais toxicos. Eles
também verificaram que misturar varios sabores de e-liquido causou a maior
citotoxicidade. A exposicao de células primarias do epitélio traqueobrénquico
humano para e-liquido com sabor de tabaco, com ou sem nicotina, descobriu
que os e-liquidos sem nicotina promoveram niveis pré-inflamatérios, enquanto o
e-liquido com nicotina amplifica os efeitos. Eles ndo diferenciaram os efeitos do
aromatizante e da nicotina, por isso nao esta claro se o aromatizante também
estava envolvido na inducdo desse resultado adverso. Outro grupo de
investigadores usou uma mistura de laboratorio de e-liquido, propilenoglicol puro
e glicerol com ou sem 2% de nicotina misturada com dois aromas diferentes para
especificar quais componentes tém efeitos adversos nas células epiteliais
brénquicas humanas normais, sendo observado que a nicotina sozinha nao
poderia induzir citotoxicidade, e que a citotoxicidade s6 ocorreu na presenca dos
aromas. Foram testados os efeitos de 13 diferentes e-liquidos com sabor em
célula epitelial do pulm&o humano usando uma faixa de dosagem biologicamente
relativa, e observou-se uma diminuicdo dependente da dose da viabilidade
celular. Além disso, identificou-se que alguns aromas (pudim de banana, cola,
doces quentes de canela, e mentol tabaco) provocaram efeitos mais prejudiciais
do que outros aromas. Posteriormente, outro estudo do mesmo grupo relatou
que a concentracdo de cinamaldeido e vanilina, mas ndo a ftriacetina, foi
correlacionada com a toxicidade. Além disso, na concentracao de 10% v/v o e-
liquido (PG/VG sozinho) também pode causar citotoxicidade. Um estudo recente
expds células epiteliais brénquicas humanas (BEAS-2B) a diferentes
concentragcbes de 8 aromatizantes e-liquido (Cool Mint, Creme Brulee, Manga,
Frutas Medley, Virginia Tobacco, Cool Pepino, Mentol Classico e Tabaco
Classico), encontrando que as curvas de concentragao-resposta para e-liquidos
foram notavelmente semelhante entre os 8 aromas e todos eram citotdxicos em
uma diluigdo de 1:10 (10%). O mesmo grupo também fez outro estudo para

detectar citotoxicidade de 20 E-liquidos populares, encontrando que a
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concentracao total de aromatizante foi maior do que a concentracao de nicotina
em 19 testados e-liquidos. A uma concentracédo de 1% v/v, 16 e-liquidos
induziram citotoxicidade em células-tronco neurais de camundongo (mMNSC).
Embora muitos estudos existentes sugerem que os E-liquidos causam
citotoxicidade, correlagdes entre qual dos ingredientes (nicotina, aromatizantes
e solventes) em e-liquidos foi responsavel pelo efeito adverso precisam ser
consistentes. Claramente, a toxicidade causada por e-liquidos depende de
muitos fatores, incluindo a doses expostas, duragado da exposi¢ao, os tipos de

células expostas ou a composigdo de E-liquidos ().

Em figados de ratos adultos e rins apds injecao intraperitoneal com E-liquidos
diariamente por 4 semanas; tanto o figado quanto o rim apresentaram lesdes
por estresse de oxidacédo, infiltracdo de células inflamatdrias, morte celular
hepatica, e a maioria das células com reducdo nuclear estava localizada nos
dutos coletores renais. Também foi detectado efeitos em testiculos de ratos
por via intraperitoneal durante a administragao de 4 semanas, mostrando que
o e-liquido induziu mudangas histopatoldgicas e disturbios moleculares na

esteroidogénese (),

Ratos tratados com ovalbumina (OVA) para induzir hiperresponsividade das
vias aéreas (AHR), tiveram administragdo intra-traqueal de E-liquidos duas
vezes por semana durante 10 semanas, que resultou no aumento da
infiltracao de células inflamatérias como eosindfilos nas vias aéreas, assim
agravando ainda mais a inflamagao asmatica das vias aéreas (Al) causada
pela OVA, e estimulando a produgao de citocinas inflamatdrias. Isso sugere

que os e-liquidos podem exacerbar o sintoma de asma induzida por alergia‘".

A avaliacao de toxicidade in vitro pode ser estruturada em trés etapas, em que a
primeira etapa é executar a triagem de toxicidade de alto rendimento de e-
liquidos aplicando células primarias fisiologicamente relevantes usando
condi¢des tradicionais de cultura, principalmente para detectar a viabilidade
celular. A segunda etapa é avaliar os mecanismos relacionados a toxicidade de

e-liquidos toéxicos selecionados, principalmente para detectar os mecanismos
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fisiopatoldgicos associados a exposi¢cao ao e-liquido, também usando o sistema
de cultura de células submersas. A terceira etapa é usar o sistema de cultura de
células, que permite que as células sejam expostas ao aerossol de cigarro
eletrénico que imita as condigdes reais de “vaporizagao”. Foi testado a mistura
de propilenoglicol e glicerol com ou sem nicotina, bem como duas misturas de
sabores diferentes para ilustrar a adequacéao da estrutura para avaliar e-liquidos
e seus aerossois. As duas primeiras etapas da estrutura foram aplicadas usando
células epiteliais brébnquicas humanas normais que foram incubadas
diretamente com meio de cultura contendo varias concentracdes das misturas
testadas. A citotoxicidade foi observada quando as misturas de teste estavam
em concentragbes superiores a 2% na avaliagdo da primeira etapa, entao
ensaios adicionais de toxicidade envolvendo distribuicdo do ciclo celular, saude
mitocondrial, ativagédo transcricional e estresse oxidativo foram detectados na
avaliacdo da segunda etapa. Seus dados sugeriram que a morte celular
dependente de apoptose ocorreu em células epiteliais brébnquicas humanas
normais (NHBE) apés incubagao com 4% da mistura de propilenoglicol e glicerol
com nicotina, e a ocorréncia de apoptose foi associada aos indicadores
mencionados. A terceira etapa foi conduzida usando um sistema de cultura
epitelial brbnquica organotipica humana 3D exposto diretamente a todos os
aerossois das misturas testadas, sugerindo que a toxicidade poderia estar
associada ao propilenoglicol e a mistura de glicerol com ou sem exposi¢ao ao

aerossol de nicotina (.

Dados precisos e de alta qualidade sobre o conteudo liquido e as emissodes de
aerossois de sistemas de entrega eletrénica de nicotina (ENDS, por exemplo, e-
cigarros) sao cruciais para abordar potenciais problemas de saude, pois estes
dispositivos evoluem e amadurecem. Os metais sdo uma classe importante de
constituintes de ENDS que merecem atencao pois tém varias implicacdes para
a saude. Amostragem, manuseio e captura de aerossois adequados materiais
sao essenciais para gerar dados de metal quantitativos precisos e para reduzir
a probabilidade de resultados imprecisos provenientes de recipientes de coleta
inadequados e materiais que contribuem a altos niveis de fundo. Métodos
publicados que atendem a esses critérios foram aplicados as analises de cromo,

niquel, cobre, zinco, cadmio, estanho e chumbo em liquido e aerossol de
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menta/mentol e sabores de tabaco de dispositivos baseados em capsulas
atualmente populares de trés fabricantes. Concentragdes de metais de pods que
nao foram usados para gerar aerossol variou abaixo do menor nivel reportavel
para 0,164 ug/g para Cr, 61,3 pg/g para Ni, 927 ug/g para Cu, 14,9 ug/g para Zn,
58,2 ug/g par Sn e 2,56 ug/g para Pb. O cadmio foi incluido em nosso painel de
analito e ndo estava presente acima de limites de detecgdo em liquido ou
aerossol. As concentragdes de metal em aerossol (usando um sopro de 55 mL)
variaram abaixo do nivel reportavel mais baixo para 29,9 ng/10 puffs para Cr,
373 ng/10 puffs para Ni, 209 ng/10 puffs para Cu, 4.580 ng/10 puffs para Zn, 127
ng/10 puffs para Sn e 463 ng/10 puffs para Pb. Nossos resultados mostraram
alguma entrega de metal de todos os produtos examinados e niveis de metal

altamente variaveis entre fabricante, marca e embalagem(6),

O liquido aerossolizado (e-liquido) de cigarros eletrénicos pode ser toxico. Além
do solvente (propileno glicol, glicerina vegetal) e nicotina, pouco se sabe sobre
a composicao liquida Formaldeido, um carcinégeno e fonte de dermatite de
contato, foi relatado no vaporizado e-liquido, mas nenhum estudo avaliou o e-
liquido real. O objetivo do estudo foi avaliar os produtos e-liquidos quanto a
presenca de formaldeido. Dezesseis produtos e-liquidos foram adquiridos e
analisados quanto a liberacdo de formaldeido usando o método de detecgao de
acido cromotrépico. Dos 16 e-liquidos adquiridos, 4 (25%) foram positivos para
a presenca de formaldeido; 2 eram aromatizados e 2 ndo aromatizados. Todos
os e-liquidos positivos estavam em capsulas ou eletrbnicos descartaveis
dispositivos de cigarro e 2 foram comprados em lojas locais de vape. O teor
médio de nicotina nos e-liquidos positivos foi de 3,85% contra 4,03% nos e-
liquidos negativos. Os produtos e-liquidos contém produtos quimicos téxicos nao
declarados nos rétulos dos produtos, sendo mostrado neste estudo com 25,0%
de e-liquidos contendo formaldeido. Todos os e-liquidos positivos foram dentro

de capsulas ou dispositivos descartaveis!'?).

Neste estudo, as 60 substancias aromatizantes identificadas em 129 E-liquidos
disponiveis no mercado belga foram avaliados quanto ao seu potencial
genotéxico. Identificamos 5 substancias aromatizantes de preocupagao

genotéxica (ou seja, estragol, safrol, 2,5-dimetil-4-hidroxil- 3(2H)-furanona,
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furilmetilcetona e trans-hexenal). Por outro lado, uma preocupagéao genotdxica
para 33 dos 60 compostos aromatizantes sinalizados com um alerta genotoxico
poderiam ser excluidos. No entanto, para as outras 22 substancias
aromatizantes, ndo ha dados in vitro nem in vivo que estavam disponiveis para
o endpoint genotdxico. Para 4 das ultimas substancias i.e. 2,3-butanodiona, 2,3-
pentanodiona, isoledeno e B-felandreno, os testes in vitro realizados indicam
mutagenicidade e/ou inducdo de danos cromossémicos. No geral, esses
resultados claramente aumentam a preocupagdo com o uso de cigarros
eletrénicos e defendem mais pesquisas para avaliar a seguranga dos
ingredientes aromatizantes para os quais atualmente faltam dados de
genotoxicidade. Enquanto isso, a partir da perspectiva do principio da
precaucao, esses compostos devem ser restritos até que mais informacgdes

estejam disponiveis(18).

Sistemas eletrbnicos de entrega de nicotina (ENDS), em virtude de sua
construgdo altamente projetada (plasticos, vidro, e-liquidos), pode conter uma
série de produtos quimicos emergentes de preocupacao (ECCs), incluindo
ftalatos, compostos fendlicos compostos e retardadores de chama.
Conhecimento atual sobre a seguranca de ENDS pode subestimar os riscos de
saude de ECCs. Neste estudo, examinamos os tipos e niveis desses trés grupos
de produtos quimicos nos componentes e partes de dispositivos ENDS, incluindo
liguidos de recarga, tanques/cartuchos, atomizadores, gotejamento
pontas/bocais e materiais de vedacédo. Nossos resultados sugerem que 0s
ftalatos foram os produtos quimicos mais prevalentes em todas as amostras
testadas, seguido por parabenos e retardadores de chama organofosforados
(OPFRs). Particularmente, todos os produtos quimicos medidos tiveram taxas
de deteccao significativamente mais altas em cartuchos/tanques, pontas de
gotejamento/bocais e materiais de vedagcdo em contraste com e-liquidos e
amostras de bobina. Entre todos esses trés tipos de componentes ENDS, os
ftalatos geralmente tinham as maiores concentragdes (0,279-3790 ng/unidade)
nas amostras de ponta de gotejamento/bocal, seguido pelos materiais de
vedacéao (0,380-508,8 ng/unidade) e amostras do tanque/cartucho vazio (até
761,7 ng/unidade). Para parabenos, as maiores concentracbes foram

observadas em amostras de ponta de gotejamento/bocal (1,152-130,1
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ng/unidade), seguido pelos materiais de vedagéao (0,220-30,08 ng/unidade) e as
amostras do tanque/cartucho (1,794-34,24 ng/unidade). Para OPFR, tris(1,3-
dicloro-2-propil) fosfato apresentou as maiores concentra¢des (39,40-774,1
ng/unidade) em todas as amostras de componentes. Altas concentragdes
(20,25-260,4 ng/unidade) também foram observadas para varios OPFRs em

materiais de vedagado e amostras de ponta de gotejamento/bocal(®),

Questao 2

Qual a toxicidade das substancias emitidas por estes diversos refis?

Método de se estudar a exposigéo ao extrato de aerossol de cigarro eletrénico
(ECE) é semelhante a exposigao ao extrato da fumacga do cigarro (CSE), que
€ se extrair o aerossol ou fumaca para um meio de cultura ou outras solugoes,

expondo as células ou animais a essas solugées (.

Avaliou-se a exposicao de fibroblastos murinos a 21 e-liquidos usando o
mesmo dispositivo de e-cigarro para produgao de aerossol, e a conclusao foi
que apenas ECE com aroma de café apresentaram efeitos citotoxicos. A
comparacgao direta com CSE sugeriu que os cigarros eletrdbnicos podem ser
menos prejudiciais do que os cigarros de tabaco. Posteriormente, neutréfilos
humanos foram expostos a varias concentracdes de ECE ou CSE sugerindo
que diferentes marcas de cigarros eletrébnicos com e sem liberacdo de
metaloproteinase-9 de matriz induzida por nicotina (MMP-9) e ligante 8 de
liberacdo de quimiocina C-X-C (CXCL8) desencadeiam efeitos proé-
inflamatorios. Quando comparado com cigarros de tabaco, descobriu-se que
a liberagcdo de MMP-9 e CXCL8 causada por diferentes marcas de cigarros
eletrénicos eram frequentemente semelhantes ou além da resposta do CSE.
O tratamento de células do miocardio com ECE gerado a partir de 20
diferentes amostras de E-liquidos com varios niveis de nicotina mostrou que
4 de 20 ECEs eram citotoxicos, e enquanto a sobrevivéncia celular nao foi
associada aos niveis de nicotina do E-liquido, estava associada a

substancias usadas nos aromatizantes. Da mesma forma, outros autores
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também relataram que os aromas nos cigarros eletronicos tém mais efeitos
adversos do que a nicotina incluida, como por exemplo na investigagdo de
linhagens celulares de vias aéreas para investigar quais componentes nos
cigarros eletrénicos induzem citotoxicidade comparando ECE e CSE, onde
foi descoberto que ECE induziu citotoxicidade perceptivel ndo correlacionada
com o teor de nicotina ou solventes, ao invés varios aromas (sabor morango,
sabor cereja e sabor de tabaco) apresentaram citotoxicidade com variagdes
entre diferentes marcas e linhas de células. A propria nicotina em E-cigarettes
quase nao teve influéncia na viabilidade celular, pré-inflamatéria de liberacéo
de citocinas, e na integridade de barreira sanguinea alveolar, mas sim os
aromas emitidos nos cigarros eletrénicos. Embora as publicagées discutidas
sugerem que os aromas em E-liquidos podem estar fortemente relacionados
a toxicidade, os produtos quimicos aromatizantes muitas vezes nao sao

rotulados nos produtos E-liquidos ().

A identificacado e quantificagao de produtos quimicos aromatizantes em 39 e-
liquidos comerciais registrou a transformacédo de e-liquidos em aerossois
gerados em 3V e 5V, e os resultados indicaram que 12 produtos quimicos
aromatizantes dominantes, a saber cinamaldeido, mentol, alcool benzilico,
vanilina, eugenol, p-anisaldeido, etil cinamato, maltol, etil maltol, triacetina,
benzaldeido e mentona foram detectados em concentragbes de 1mg/ml.
Além disso, células A549 e fibroblastos humanos pulmonares foram expostos
a 3V e 5V com a geracgao de extratos de aerossol de E-liquidos contendo um
produto aromatizante dominante em sua concentragcdo mais alta, identificada
em 80% de propilenoglicol e 20% de agua. Os resultados demonstraram que
enquanto o controle de propilenoglicol foi citotoxico para ambos os tipos de
células em 5V, os produtos de sabor dominante eram mais citotoxicos ainda,
sendo que as amostras de 5V eram geralmente mais potentes do que as

amostras de 3V para ambas as células (.

Modelo in vitro do epitélio das vias aéreas comparando as respostas de estresse

induzidas por CSE e ECE concluiu que enquanto ECE nao induziu respostas de
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estresse celular, CSE levou a respostas dependentes da concentragao
indicativas de estresse oxidativo. Alguns pesquisadores relataram que certos
produtos quimicos toxicos que ndo estavam presentes em e-liquidos foram
encontrados em e-cigarro aerossol, e a exposicdo de células A549 com duas
abordagens (E-liquido e aerossol) mostraram resultados muito semelhantes.
Estudos de toxicidade padrao investigando o efeito do aerossol do cigarro
eletrdbnico na fungdo do surfactante pulmonar para refletir a toxicidade
respiratoria conclui que, enquanto a dose e os sabores do E-liquidos causam
pequenas alteragdes na estrutura lateral do surfactante, os aerossois do E-
cigarro ndao afetam as propriedades interfaciais do surfactante. Em contraste, a
fumagca do cigarro do tabaco interrompeu propriedades interfaciais do
surfactante com um dependente da dose efeito. Tomados em conjunto, 70% dos
estudos relata que os aerossdis dos DEFs podem induzir a toxicidade

significativa (),

A maioria dos estudos expds células diretamente ao aerossol de cigarro
eletrénico usando o sistema de interface ar-liquido (ALI), excetuando-se
quando células epiteliais sdo expostas pelo método de cultura submersa. Os
resultados demonstram que tanto o aroma quanto a nicotina nos cigarros
eletrénicos podem induzir citotoxicidade, enquanto os solventes por si s6 nao
exibem nenhum efeito téxico. Também sugerem que o aerossol do cigarro
eletrénico € menos téxico do que a exposigao a fumacga do cigarro. Ha
observacao de que o uso do E-cigarette leva a aumento da secregao de IL-6,
dependente da dose, em células epiteliais das vias aéreas brdnquicas
humanas, 0 que sugere que a exposicdo ao cigarro eletrbnico pode
desencadear uma resposta inflamatéria. Outros estudos que realizaram uma
analise de toxicidade em e-cigarros expondo células epiteliais brénquicas
humanas normais (NHBE) ou células epiteliais brénquicas humanas (BEAS-
2B) a aerossol de cigarro eletronico relataram resultados semelhantes, onde
apesar de nao haver citotoxicidade significativa, ha inducdo e aumento da
secregao de alguns mediadores pro-inflamatorios. No entanto, a comparagéao
entre a exposi¢cao ao extrato de aerossol de cigarro eletronico (ECE) e a

exposicao direta ao aerossol do cigarro eletrénico definiu que ambos os
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métodos de exposi¢cao podem induzir a morte celular significativa em células
epiteliais humanas. Além disso, o tratamento da célula epitelial brénquica
humana (H292) com aerossol de cigarro eletrénico observou que, embora a
exposicao ao cigarro eletrénico ndo afetasse a viabilidade celular ou os
indicadores pro-inflamatoérios, este diminui significativamente a atividade
metabdlica em comparagdo com o controle de ar. Foi descoberto que o
aerossol do cigarro eletronico, o propilenoglicol puro e o glicerol resultaram
em efeitos tdxicos, enquanto a nicotina real no cigarro eletrénico n&o afetou
a viabilidade celular das NHBE. Da mesma forma, relatou-se que o aerossol
de E-cigarette com e sem nicotina era citotoxico para as linhas de células
epiteliais e poderia induzir a quebra da fita de DNA. Apesar de haver
informacéao disponivel de que a citotoxicidade, estresse oxidativo, niveis de
indicadores pro-inflamatorios e modificacdes transcriptémicas induzidas pelo
aerossol do cigarro eletrénico podem ser menores do que os efeitos induzidos
pelos cigarros de tabaco, 90% dos estudos relatam que o aerossol de E-

cigarette pode induzir a efeitos adversos toxicos (V).

Estudo “in vivo” expbs camundongos a aerossois de cigarros eletrénicos via
inalacao de corpo inteiro por 5h/dia por 3 dias, verificando que os e-cigarros
de fato induziram o aumento de citocinas pré-inflamatérias no fluido de
lavagem broncoalveolar (BALF) e niveis reduzidos de glutationa no pulmao,
que séo criticos para manter o equilibrio redox celular. Camundongos adultos
foram expostos ao aerossol de cigarro eletronico via inalagéo de corpo inteiro
por 1,5 h cada vez, duas vezes / dia por 2 semanas, e apos a exposic¢ao final,
foram infectados por 1 h com S. pneumoniae, o que levou a significativo
prejuizo a atividade de depuracéo bacteriana pulmonar em comparagao com

ratos de controle expostos ao ar ().

Firmando o conceito de acao pré inflamatéria dos aerosséis de DEFs, ha
evidéncia de que em ratos expostos a aerossol de cigarro eletrénico via
inalagao pelo nariz por 1 h / dia por 4 semanas ha aumento nas vias aéreas

e sistémica de marcadores inflamatorios. Estudo usando ratos neonatais para
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investigar os efeitos da exposicao a aerossois de cigarros eletrénicos no inicio
da vida, em que filhotes de camundongos foram mantidos com suas maes
durante exposi¢cdo a aerossol por inalagédo de corpo inteiro, cujo resultado
apontou que nos primeiros 10 dias de exposicao os filhotes pesavam menos
e tiveram crescimento pulmonar moderadamente prejudicado em

comparagdo com controles que foram expostos ao ar ambiente (V.

Além da toxicidade em seu local primario de exposi¢cdo os aerossois de
cigarros eletrébnicos também podem induzir toxicidade em outros sistemas
como em ratas gravidas expostas a aerossol de cigarro eletrénico 3 h / dia, 5
dias / semana por quase todo o periodo gestacional e durante a lactagao para
examinar os efeitos dos cigarros eletrénicos no desenvolvimento do sistema
nervoso central. O resultado revelou que os e-cigarros induzem mudangas na
expressdo do gene associado com efeitos adversos neurobioldgicos e
resultados neurocomportamentais semelhantes aos associados a exposigao
precoce a cigarros de tabaco. Consistente com esses resultados, outro
estudo também demonstrou que a exposicado aos aerossois de cigarros
eletrbnicos com e sem nicotina foram um risco potencial para o
desenvolvimento do sistema nervoso central. Outro grupo de pesquisa usou
0 modelo de peixe-zebra para investigar o desenvolvimento cardiaco durante
exposicao ao cigarro eletrénico, entdo, embrides de peixe-zebra foram
continuamente expostos por 3 dias em agua contendo doses variaveis de
ECE ou CSE em concentracbes de nicotina comparaveis, levando a efeitos
de desenvolvimento dependentes da dose com grave malformagao cardiaca,
edema pericardico e reducao da funcao cardiaca. Outro estudo interessante
foi realizado usando um modelo de Xenopus laevis in vivo para investigar os
efeitos da exposicédo ao cigarro eletrénico no desenvolvimento de embrides,
descobrindo que a exposi¢cao de embrides a ECE resultou em fissuras faciais

medianas e hipoplasia da face média (.

Estudos in vivo abordaram a questao de qual componentes especificos foram

os principais responsaveis pela toxicidade: solventes, nicotina ou
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aromatizantes. Um estudo tratou ratos adolescentes por 90 dias com 4
variagdes de constituintes (propilenoglicol e glicerol sozinho, propilenoglicol
e glicerol com 2% de nicotina, propilenoglicol e glicerol com 2% de nicotina e
aromatizante, ou um cigarro eletrénico comercial contendo 2% de nicotina por
via nasal apenas por inalagdo). Seus resultados mostraram uma resposta
inflamatoria pulmonar positiva em todos os grupos de tratamento em altas
doses, sendo que o0s grupos expostos a propilenoglicol e glicerol
isoladamente tiveram os maiores efeitos pulmonares, e menor atenuagéo nos
pesos corporais, enquanto diminuicdes maiores foram observadas nos outros
grupos, o que mostra que os solventes usados em E-liquidos tem um impacto
deletério quando inalado. Outro estudo usou um modelo de nematéide para
detectar efeitos fisiologicos dos aerossois originais E-liquido e E-cigarro,
usando varios aromas com e sem nicotina e propilenoglicol, concluindo que
o aromatizante ndo afeta significativamente os resultados e que tanto a
nicotina quanto o solvente propilenoglicol foram os principais elementos
causadores dos efeitos adversos. No entanto, ha relatos de que a nicotina
ndo é a principal fator na indugcédo de defeitos craniofaciais, mas pode
exacerbar os efeitos estimulados por outros componentes inalados do E-

liquido (.

Outros aspectos que influenciam a toxicidade dos aerossois produzidos pelos
DEFs envolvem as substancias geradas [aldeidos, hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (PAHs), metais, nitrosaminas especificas do tabaco
(TSNAs) e compostos organicos volateis (VOCs)], o pH, o tamanho das
particulas, espécies que reagem ao oxigénio (ROS), dano ao DNA e alteragdes

epigenéticas:

A fumacga do tabaco € um aerossol complexo que inclui goticulas de liquido
condensado (as particulas fragdo ou alcatrdo) suspenso em uma mistura de
compostos volateis e semivolateis e gases em combustao (fragcao de gas). A
fase gasosa da fumaca do cigarro inclui nitrogénio (N2), oxigénio (0O2),

dioxido de carbono (COy), CO, acetaldeido, metano, cianeto de hidrogénio
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(HCN), acido nitrico, acetona, acroleina, amoénia, metanol, sulfeto de
hidrogénio (H2S), hidrocarbonetos, nitrosaminas em fase gasosa e
compostos carbonilicos. Os constituintes na fase particulada incluem acidos
carboxilicos, fendis, agua, nicotina, terpendides, nitrosaminas especificas do
tabaco (TSNAs), hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs), e catecdis.
Estudos demonstram que o aerossol gerado a partir de cigarros eletrénicos
também contém muitos desses mesmos compostos toxicos e distribuicao
variavel do tamanho de particulas (PM) ndo muito diferente do cigarro
convencional, apesar de estarem presentes provavelmente em quantidades

menores 20,

Além disso, sabe-se que o pH do aerossol resultante ira determinar a fracéo
da nicotina total que esta biologicamente disponivel na forma n&o protonada.
O pH dos aerossobis do cigarro eletronico varia de 4,85 a 9,6, enquanto o pH
da fumaca de tabacos curados em chamas encontrados na maioria dos
cigarros é acido (pH 5,5 a 6,0). Aerossois de cigarro eletronico que sao mais
alcalinos (pH 6,5 ou superior) resultam na nicotina existindo principalmente
na forma de base livre (ndo protonada) que atravessa a membrana celular
para uma absor¢ao mais rapida. Entdo, o efeito de longo prazo da exposi¢ao
a aerossois de cigarros eletrébnicos com pH alto sugere que os usuarios
obterdo sua ingestao diaria de nicotina mais rapida do que fumantes de
tabaco, levando assim a reducao da frequéncia de vaporizagcao e exposi¢cao

a aerossois (0,

As particulas (PM) podem ser classificadas de acordo com seu tamanho:
PM10: particulas grossas com menos de 10 min de didmetro; PM2.5:
particulas finas com menos de 2,5 m; e PM0.1: particulas ultrafinas (UFPs)
menores que 100 nm. Destas particulas, as PM0.1 tem o potencial de causar
danos significativos, pois as particulas deste tamanho podem escapar da
agao bronco-mucociliar e eliminagdo por macrofagos alveolares. Essas
particulas também penetram profundamente no trato respiratério (ou seja, o

alvéolo) onde podem ser absorvidas pela corrente sanguinea. Fumar um
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cigarro expde o trato respiratério humano entre 10.000 e 40.000 pg PM (102
particulas por cigarro) com um didmetro médio <1 um. Alguns estudos
afirmam que esses aerossois contém altos niveis de UFP, atingindo valores
de mais de 2x10° particulas/cm®. A maioria dos aerossois de cigarros
eletrénicos € composta de material volatil, provavelmente PG e/ou VG, sendo
que o tamanho e o nivel de particulas nos vapores do cigarro eletrénico tém
uma distribuicdo de tamanho de particulas UFPs e de particulas
submicrénicas (96-175 nm), com poténcia e resisténcia da bobina afetando
muito a contagem e a distribuicdo de massa das particulas. Isso difere em
comparagado com o de um cigarro de combustio tipico, pois a geragao de
particulas em aerossois de cigarros eletrbnicos € menor do que aquelas
encontradas na fumacga de cigarros combustiveis. Isso pode ser preocupante,
pois as UFPs podem depositar profundamente no pulmao e a exposigcao a
longo prazo a UFPs esta associada a doengas inflamatérias cronicas, como
DPOC. Um estudo de dosimetria estimou que uma média de 6,25x10"°
particulas sdo depositadas na arvore pulmonar apdés uma unica tragada de
um cigarro eletrénico, com as maiores densidades de deposi¢cédo encontradas
nos brénquios lobares. Os efeitos das particulas encontradas nos aerossois
do cigarro eletrbnico na fungdo pulmonar permanecem desconhecidos
embora PM e UFP ja estejam associadas a cancer, doenga cardiovascular,
doencas respiratérias e modificagdes epigenéticas, incluindo alteracbes na
expressdo de RNAs, que podem levar a desregulagdo na expressdo de

genes@),

Formaldeido, acetaldeido e acroleina sao trés aldeidos toxicos de baixo peso
molecular presentes na fumaca do cigarro (700-800 g/cigarro na fumaca
convencional), bem como aerosséis de cigarro eletrénico (8,2 a 40,4 ug /10
puffs). Enquanto a concentracdo de aldeidos em aerossbéis de cigarros
eletrénicos depende da tensdo da bateria e a temperatura da bobina de
aquecimento, a quantidade destas é variavel entre dispositivos. No entanto,
estudos sugerem que o nivel de aldeidos em aerossois de cigarros

eletrbnicos pode se aproximar daqueles de cigarros tradicionais se o
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dispositivo de cigarro eletrénico for usado em configuragcdes de poténcia mais
altas (ou seja, 5,0 V e mais) ou durante condi¢des secas de puff, nas quais
puff ocorre quando o atomizador aquece, mas nao tem e-liquido suficiente
para vaporizar. Neste caso, os niveis de aldeidos podem aumentar até
344,6ug para formaldeido e 206,3 ng para acetaldeido. Além disso, ha
producédo de carbonilas da decomposicédo térmica do polietileno glicol 400
(PEG 400) e de triglicérides de cadeia média (MCT). Também quando
aquecido a 230°C, PEG 400 produziram formaldeido e acetaldeido, dois
compostos cancerigenos, em niveis que ultrapassaram aqueles produzidos
pelo PG. PEG 400 e PG produziram até 1,12% do limite de exposi¢ao diario/
inalagcédo, quase a mesma exposi¢cao que fumar um cigarro, sendo com MCT
e VG também foi produzido niveis baixos de aldeidos (aproximadamente 33

vezes menos que o PEG 400) @9,

Foi observado que ao aumentar a voltagem aplicada a um dispositivo de bobina
unica de 3,3 V para 4,8 V triplica-se as taxas de emissao de aldeido total de 53
para 165 ug / puff, e ao reutilizar o dispositivo varias vezes aumenta-se os
aldeidos em mais de 60%. A hidroxiacetona foi identificada em aerosséis DEFs
em concentragdes que variam de ~ 100 a ~ 10.000 ypg/ mL a 5V, mas ndo a 3
V. A medida que a voltagem aumenta de 2,2 para 5,7 V, o benzeno aumenta 11
vezes e o tolueno dobra nas emissdes de DEFs. As condi¢cbes de inalagao a
seco aumentaram as concentracdes de formaldeido, acetaldeido e acroleina no
aerossol de DEFs em 30 a 250 vezes, niveis potencialmente mais altos do que
um cigarro convencional. A evidéncia disponivel parece sugerir que a
manutengdo de condicbes de operacado ideais (por exemplo, saturagao
adequada do pavio e evitar o aquecimento excessivo da bobina) esta associada
a niveis mais baixos de carbonilas. A localizagdo, orientacédo e resisténcia da

bobina também podem afetar a producéo de carbonil 2.

Numerosos estudos avaliaram a relagdo entre a energia fornecida ao elemento
de aquecimento do atomizador e as concentragdes de carbonil do aerossol. Ha
relatos de niveis de carbonil de 1,20 ug/mg de E-liquido consumidos quando um
DEF foi operado a uma poténcia de 10 watts (W) e 4,43 ug/mg de E-liquido com

Prof. Wanderley Bernardo INOVA-HC-FMUSP 27



Dispositivos Eletronicos para Fumar — Toxicidade 0OS 01/2022 GGTAB - Parte 2
Atualizagdo OS 01/2020

a poténcia de 15 W; ou que as concentragdes de carbonil no aerossol foram
maiores quando o DEF foi operado a 30 W do que a 18 W. O propionaldeido,
acetaldeido, acroleina, glicoaldeido e hidroxiacetona estavam abaixo dos limites
de deteccaoem 11, 13 e 17 W, mas todas as carbonilas estavam acima do limite
de quantificacdo em 24 W. Em DEF especifico recomendado para uso em 15—
60 W, detectou-se carbonilas em niveis elevados em 50 W (4400 ug/15 puffs) e
ainda mais alto em 60 W (6200 ug / 15 puffs). Mesmo em poténcias baixas a
simples variagcado de 4W para 6W permite identificar aumentos de carbonilas e
VOCs no aerossol de DEFs, cujos componentes o distingue do componente do
E-liquido. Outro estudo observou que o aumento da poténcia de DEFs de 11,7W
para 16,6W aumentou muito as concentragcdes de aerossol de acetaldeido,
acroleina, formaldeido, propionaldeido e butiraldeido. As concentragdes de
carbonil em aerossois de DEFs estao correlacionadas com ambas as poténcias
aplicadas por area de superficie da bobina e liquido consumido, por exemplo na
observacao de que a acroleina e o acetaldeido permaneceram abaixo do limite
de detecg¢ao quando a poténcia aumentou de 55 W para 65 W em uma bobina
de aquecimento sub-ohm (resisténcia <1 ohm), mas que esses toxicos
aumentaram quando a poténcia aumentou de 9 W para 11 W em uma bobina de
aquecimento supra-ohm (resisténcia> 1 ohm). Também se descobriu que a
temperatura do dispositivo aumenta com o aumento da poténcia e corresponde
diretamente a producdo de diidroxiacetona (DHA) e as concentragbes de
benzeno no aerossol. No geral, as descobertas sugerem que o aumento da

poténcia esta associado ao aumento da producéo de carbonil @,

Os PAHs sdo compostos organicos compostos por varios anéis aromaticos que
contém principalmente carbono e hidrogénio. Os PAHs sdo produzidos a partir
da combustao incompleta de compostos organicos e, portanto, estao presentes
na fumaca de incéndios florestais, madeira e cigarros. A exposicdo aos PAHs
ativa o receptor aril hidrocarboneto (AhR) que induz a expressao de enzimas de
metabolizagdo xenobidtica (XMEs), os quais como o citocromo P4501A1 e 1B1
(CYP1A1 e CYP1B1, respectivamente) sdo importantes no metabolismo e
depuracado da maioria dos PAHs. Muitos PAHs sao toxicos e/ou cancerigenos.

Por exemplo, o naftaleno é um dos PAHs mais abundantes (a taxa média de

ingestao por inalagdo € 19 ug/dia) e € um toxico respiratdrio, bem como um
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possivel carcinégeno humano. Na fumaga do cigarro, mais de 500 PAHs sao
gerados, e as descobertas em modelos animais indicam que efeitos deletérios a
saude sdo mediados pelo AhR. Benzo [a] pireno (B [a] P) € outro PAH presente
na fumacga do cigarro (<10 ng / cigarro) e é também um carcindégeno. O tipo e a
quantidade de PAHs no aerossol do cigarro eletrénico € menor do que na fumaca
do tabaco. Em um estudo, examinando a presenca de 16 PAHs em diferentes
aerossois de cigarros eletronicos, incluindo o benzo [a, e] pireno, naftaleno e
criseno, verificou-se que os niveis desses PAHs foram 99,7% mais baixos no
aerossol do cigarro eletrdnico em comparagdo com a fumacga de cigarros. No
geral, isso sugere que os cigarros eletrénicos podem representar menor risco do
que o tabaco em relagao a exposicao aos PAHs, mas, apesar disso, a presenca
de alguns desses PAHs em aerossois de cigarros eletrdbnicos também pode
significar que a vaporizagdo nao é totalmente isenta de riscos. Detectou-se
sistematicamente naftaleno e acenaftiieno no aerossol de DEFs em baixas
concentracdes, e em aerossois criados a partir de E-liquidos de baunilha, canela
e manga, o cadaleno foi identificado no sabor da manga. As evidéncias
disponiveis sugerem que as concentragbes de PAH sido baixas, o que €
consistente com o conhecimento de que os PAHs sao principalmente produtos
da combustéo e quando os DEFs operam a temperaturas mais baixas do que os
produtos de tabaco queimados tendem a produzir menos PAHs nos

aerossois(2(20),

Os E-liquidos podem conter vestigios de muitos elementos inorganicos e metais
téxicos, como sdédio, bromo, ouro, escandio, ferro e cobalto, mas as
concentragdes sdo muito menores do que no cigarro convencional e, portanto, o
risco associado as exposi¢cdes poderia ser muito baixo. Mas, como em cigarros
eletrébnicos, as bobinas de aquecimento sao geralmente feitas de nicrémio
[combinagédo de niquel (Ni) e cromo (Cr)] e ago inoxidavel, metais toxicos de
bobinas aquecidas podem ser encaminhados em aerossois de vaporizacao, e
esta é a razdo pela qual Ni e Cr estdo presentes em aerossois de cigarros
eletrénicos, mas nao nos E-liquidos. Isso sugere que as emissdes de Cr e Ni séo
em maiores concentragdes do que na fumacga do tabaco cigarros. A analise da
fumacga do cigarro mostrou que os niveis de emissao ndo eram quantificaveis.

Contudo, os niveis de Cr e Ni no aerossol do cigarro eletrénico foram de 50 ng
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nos primeiros 100 puffs. Ni e Cr sao toxicos para humanos e classificado como
carcindogeno do grupo 1 pela Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancer
(IARC); a inalagé&o desses metais esta associada a bronquite crénica e reducao
da fung¢ao pulmonar. Além de Ni e Cr, o cobre e o zinco também s&o detectados
em aerossois de cigarro eletrénico (0,2 g gerado de 100 puffs). O cadmio (Cd),
um metal presente no tabaco, e associado ao aumento do risco de cancer de
pulméo, também é encontrado em aerosséis, mas ndo em E-liquidos. A analise
de quatro cigarros eletronicos diferentes mostrou que a concentragao de Cd no
aerossol do cigarro eletrénico € menor do que na fumaga do tabaco (0,002 g /

15 puffs vs 0,056 g/ 15 puffs, respectivamente) 20)

Relagbes importantes foram observadas entre oligoelementos em aerossois
DEFs e variagcbes de poténcia, dispositivo, fluxo de ar, material da bobina e E-
liquido. Observando-se que quando a poténcia € aumentada em um dispositivo
de sistema aberto de 20 W para 40 W, arsénio médio (As), cromo (Cr), Cu, ferro
(Fe), manganés (Mn), niquel (Ni), Pb, antiménio (Sb), estanho (Sn) e
concentragcdes de Zn aumentam 14, 54, 17, 30, 41, 96, 14, 81, 631 e 7 vezes,
respectivamente. DEFs de sistema aberto com Kanthal (Fe, Cr e liga de aluminio
[Al]) e bobinas de ago inoxidavel apresentam niveis de Fe e Ni consistentemente
mais altos. Foi identificado Cd, Ni e Pb em todos os vapores gerados a partir de
12 modelos de DEFs de primeira geracao diferentes e no aerossol do sistema
de 2 tanques de DEFs. Cerca de 5% das combinagbées de DEFs e E-liquido
testados emitiram Cr em niveis que excederam os limites de exposi¢ao diarios
permitidos. Em DEFs descartaveis os aerossois gerados em taxas de fluxo de ar
altas e baixas produziram o mesmo padrdo de elementos, embora a
concentracao total do elemento diminuisse na taxa de fluxo de ar mais alta.
Neste estudo, pelo menos 35 oligoelementos foram identificados no aerossol dos
DEFs descartaveis, sendo o Si era o elemento dominante, mas outros elementos
como calcio (Ca), sédio (Na), Cu, magnésio (Mg), Sn, Pb, Zn, boro (B), selénio
(Se), Al, Fe, germanio ( Ge), Sb, Ni e estréncio (Sr) estavam presentes na
maioria dos aerossodis, com concentragdes relativas variando pelo modelo de
dispositivo. As concentragcbes dos metais podem variar com a presenca ou

auséncia de aromatizantes e nicotina, por exemplo quando os niveis de As, Cr,
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Ni, Cu, Sb, Sn e Zn no aerossol de DEFs variam amplamente entre os sabores

contendo nicotina e ndo contendo nicotina (29),

Aerossois gerados a partir de cigarros eletrdbnicos também contém nitrosaminas
especificas do tabaco (TSNAs) e compostos orgéanicos volateis (VOCs). Entre
os VOCs encontrados em aerossois de cigarros eletronicos, o benzeno é o
principal, sendo classificado como um conhecido carcinbgeno humano. A
fumacga do cigarro também é uma importante fonte de benzeno. Um estudo
comparativo avaliou a emissao de benzeno em aerossois de cigarros eletronicos.
Neste estudo, o benzeno nao foi detectado em JUUL. No entanto, em dois
sistemas de tanque de recarga, o benzeno foi formado a partir de solventes (PG
e glicerol) e aditivos (acido benzdico e benzaldeido). Os niveis de benzeno
variaram entre 1,8 pug/m® e 5000 ug/m3, dependendo das configuragées de
poténcia e aditivos. Apesar de ser muito inferior ao observado nos cigarros
tradicionais (200.000 ug/m3), as concentragbes de benzeno encontradas no
aerossol do cigarro eletrbnico ainda sdo preocupantes, especialmente
considerando que a exposi¢ao cronica e repetida ao benzeno dos aerossois do
cigarro eletrénico pode nao ser de risco insignificante. Os TSNAs também estao
presentes em pequenas quantidades em aerossois de cigarros eletrénicos. Os
TSNAs estédo entre os carcindgenos mais importantes na fumaga do cigarro e
sao formados durante o processo de queima da nicotina e outros alcaldides do
tabaco. Os niveis totais de TSNAs variam normalmente de 200 a 1600 ng /
cigarro. Entre os sete presentes na fumacga do tabaco, a nitrosamina cetona
derivada da nicotina (NNK) e a N-nitrosonornicotina (NNN) sdo consideradas as
mais cancerigenas. Outros TSNAs incluem NO-nitrosoanatabina (NAT) e N-
nitrosoanabasina (NAB). Varios estudos relataram que determinados TSNA
foram detectados em aerossois de cigarros eletrénicos, mas 0s niveis sao
consideravelmente mais baixos do que em cigarros de tabaco [0,8 ng a 28,3
ng/aerossodis de cigarro eletrénico (150 tragadas)]. Por esse motivo, o FDA
anunciou recentemente sua intencdo de regular os TSNAs nos cigarros
eletrénicos. Com o aumento da vaporizagdo como alternativa ao fumo, é
importante monitorar os niveis de TSNAs no corpo como resultado do uso de

cigarros eletrénicos (29),
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Como sabemos a toxicidade causada por e-liquidos e o aerossol resultante
que é gerado pode ser o resultado de varios fatores, incluindo a composigéo
do e-liquido, a temperatura, a dose, a duragao e o tipo de célula estudada.
Ha evidéncias de que os cigarros eletronicos diminuem a integridade celular
e induzem inflamacao, dois efeitos que podem ser independentes do tipo de
dispositivo de vaporizagao, tipo de célula, bem como da presenca de sabores

e outros componentes de e-liquidos (por exemplo, solventes e nicotina) %,

Os efeitos do tabaco que promovem a inflamacéo pela inalacdo de fumaca
sao indiscutiveis, e as evidéncias indicam que os aerossodis de cigarro
eletrénico também promovem inflamagao no sistema respiratério, embora em
niveis mais baixos. Por exemplo, ratos expostos a aerossodis de cigarro
eletrénico com sabor de tabaco contendo nicotina tiveram um aumento na
citocina pré-inflamatéria e secrecdo de quimiocinas, bem como aumento da
infiltracdo de neutrdéfilos e macrofagos. Semelhante a fumaga do cigarro, apos
uma exposicao de 3 dias aos aerossois do cigarro eletrénico, havia niveis
mais elevados de uma mucina formadora de gel que é induzida durante a
alergia (Mucbac), e que também aumenta nas vias respiratérias de fumantes
e usuarios de cigarros eletrénicos. Além disso, os niveis de neutrofilos
extracelulares (NETs) e as enzimas neutrofilicas elastase e
metaloproteinase-9 da matriz (MMP-9) que s&o associados ao
desenvolvimento de DPOC, sao significativamente elevados em usuarios de

cigarros eletronicos ),

Uma variavel que pode impactar os potenciais efeitos adversos dos E-
cigarros sao as configuragdes do dispositivo. Os usuarios tendem a aumentar
os parametros do elemento de aquecimento regulando a tenséo da bateria e
a resisténcia elétrica da bobina. Na verdade, um estudo de pesquisa com 522
adultos mostrou que, em média, o usuario define o poder de seus dispositivos
para 28,3 + 24,2 W. Essas variaveis, bem como a topografia do puff (por

exemplo, duragcao do Puff, intervalo inter-puff € nimero de puffs) afetam a
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geracao de aerossol e a oferta de nicotina e, portanto, podem impactar os
efeitos potenciais dos cigarros eletrénicos sobre a saude, incluindo o nivel de
inflamacédo. Por exemplo, aerossois de PG e glicerol gerados por um
dispositivo de cigarro eletrdbnico operando a mais de 40 W (considerado de
alta poténcia) induz a liberagao de IL-6 e IL-8 pelo epitélio brénquico humano.
Em estudo comparativo foram usados dois dispositivos idénticos contendo o
mesmo e-liquido (PG / VG proporgéo, concentragdo de nicotina e sabores),
mas equipado com duas bobinas diferentes (1,5 e 0,25 ohm) para obter
poténcias totais de 8 + 2 W e 40 £ 5 W, respectivamente. Aerossois gerados
em poténcia mais alta induzem a uma resposta inflamatéria muito mais
robusta em ratos em comparagéo com aerossois gerados em poténcia baixa,
sugerindo que as caracteristicas do dispositivo sao fatores-chave que afetam
a inflamacgao induzida por aerossois de cigarro eletrénico. Assim, numerosos
estudos demonstram que a vaporizagdao causa uma inflamacado que é
semelhante a causada pela inalacdo da fumaca do cigarro, mas

provavelmente em menor extensdo 9,

A localizacao, orientacao e resisténcia da bobina também podem afetar a
producdo de carbonil. Atomizadores de bobina superior produzem mais
carbonilas em tensdes mais altas do que em tensdes mais baixas, e os
atomizadores de bobina inferior produzem niveis extremamente baixos de
carbonilas em tensdes altas e baixas. As concentragdes de benzeno eram
amplamente indetectaveis em um DEFs com uma unica bobina vertical com
uma mecha de algoddo, mas eram mais facilmente detectadas com uma
unica bobina horizontal com uma mecha de silica. As concentracées de DHA
no aerossol sao diretamente proporcionais a massa de VG: PG
aerossolizado, mas uma bobina vertical produz menos DHA do que uma
bobina horizontal. De forma semelhante mais carbonilas com uma bobina
superior do que com uma bobina inferior; a saturacao insuficiente da mecha
foi associada ao acumulo da bobina e maior producdo de carbonil em
comparagao com uma bobina de algodao organico de ago inoxidavel que

fornece ampla saturacdo da mecha com depdsitos minimos da bobina e
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menos carbonilas. Os atomizadores horizontais da bobina superior tém o
potencial de gerar mais carbonilas em comparagdo com a bobina inferior
atomizadores horizontais, enquanto as bobinas verticais produzem menos

carbonilas do que as bobinas horizontais.

Carbonilas estdo presentes no aerossol associado aos principais grupos de
aromatizantes, mas nao no E-liquido ndo aerossolizado. Também o
acetaldeido e a acroleina existem no aerossol de DEFs, mas ndo em
solugdes E-liquidos. Demonstrou-se que o VG gera niveis mais elevados de
formaldeido e acroleina e o PG gera niveis mais elevados de acetaldeido. Ha
concentragdes médias de formaldeido de 626 ug / m® em aerossol produzido
com 24 sabores E-liquidos, sendo que em concentracdes de formaldeido e
acetaldeido préximos a 1 ng / mL de emissédo ndo ha diferengas substanciais
entre os aromas, com exce¢ao das concentragcoées de acroleina do aerossol
produzido com e-liquido com sabor de “tabaco”. Também se observou que a
acroleina estava presente em maiores concentragdes no sabor a tabaco do
que no e-liquido com sabor de frutas, ou mesmo que o sabor mentol gera
330% mais benzeno e 120% mais tolueno do que no sabor tabaco. Os fatores
de emissao dos compostos de carbonila aumentaram linearmente de 1,0 a
92 vezes quando o conteudo de sabor do e-liquido aumentou de 5% para
50% e concluiram que a maioria dos carbonilas em e-liquidos eram de
aromatizantes, com exemplos de detecg¢ao de diacetil em 39 aerossois de 51
E-liquidos. Houve deteccédo de benzaldeido em 108 de 145 E-liquidos com
sabor, observando-se niveis mais altos (5,1-141,2 pg / 30 puffs) em produtos

com sabor de cereja @.

Os efeitos pro-inflamatoérios dos aerossoéis de E-liquido dos DEFs podem ser
mediados, pelo menos parcialmente, pela geracdo de espécies que reagem ao
oxigénio (ROS), uma vez que contém um radical oxigénio, como o anion
superoxido, hipoclorito, peroxinitrito e hidroxila ou um outro radical como o
peréxido de hidrogénio. Na célula, as ROS sao geradas durante a oxidagao no
metabolismo mitocondrial, e servem como moléculas sinalizadoras importantes

na proliferacdo e sobrevivéncia celular. ROS sao também produzidas pelas
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células em resposta a xenobidticos, danos e infecgcbes (principalmente por
neutréfilos e macrofagos) como um mecanismo de defesa. Niveis excessivos de
ROS levam ao estresse oxidativo, que é definido como um desequilibrio entre a
producdo de ROS e sua eliminagdo por enzimas antioxidantes (por exemplo,
superéxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPX)). Na fumacga do
cigarro, ROS séao produzidos durante o processo de combustao (120-150 nmol
de ROS). A caracterizacdo das ROS em aerossois de cigarros eletrénicos € mais
limitada, mas por exemplo, um recente estudo relatou que os niveis de ROS
variam entre 1,2 a 8,9 nmol/puff, e que a quantidade de ROS depende da marca,
sabor, produto, e regime do cigarro eletrénico. Além disso, a produgao de ROS
aumentou oito vezes conforme a tensdo aumentou de 3,7 V para 5,7 V. Também
a fumaca do cigarro e os aerossois do cigarro eletrénico induzem a produgéo de
ROS pelo préprias células, onde diferentes e-cigarros e sabores de capsula
JUUL geraram quantidades significativas celulares de ROS e producdo de
superoxido mitocondrial em células epiteliais bronquicas e mondcitos, resultando
em aumento de mediadores inflamatoérios, como IL-6, IL-8 e prostaglandina E2
(PGEZ2). Além disso, a ROS induzida por aerossol de cigarro eletrénico é capaz
de desencadear apoptose e necrose programada que reduz a viabilidade celular
geral. Outros mecanismos de morte celular sofrem interferéncia de aerosséis de
cigarros eletrénicos incluindo autofagia, um processo pelo qual proteinas e
outros componentes celulares séo reciclados a fim de manter a homeostase
celular. A autofagia é induzida em resposta ao estresse celular, como a privagao
de nutrientes, estresse oxidativo, dano ao DNA, agregados de proteinas,
organelas danificadas ou patégenos, em que funciona como uma resposta
citoprotetora. Exposi¢céo ao cigarro eletrénico, semelhante ao cigarro fumaga,
induz a autofagia em células epiteliais brénquicas humanas e pulmdes murinos.
A inalagao de nicotina também foi associada a redugao da viabilidade celular via
inducdo de apoptose / senescéncia celular por meio da autofagia mediada por
ROS. Os aldeidos também causam liberacdo de citocinas pro-inflamatodrias,
proteases e ROS em células pulmonares e endoteliais. Essas descobertas sao
de importancia potencial, como no enfisema, o componente da DPOC
caracterizado por perda alveolar, que € mecanicamente atribuido a ativacao
aberrante dessas varias vias de morte celular. Em conclusdo, a vaporizagao

pode induzir respostas celulares semelhantes as causadas pelo fumo (por
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exemplo, estresse oxidativo e morte celular), que sdo mecanicamente ligadas ao

enfisema (20),

Foi relatado que a concentragcéo de radicais livres no aerossol varia de acordo
com a poténcia e a temperatura da bobina associada. Ha aumentos nos radicais
livres com aumentos na temperatura da bobina de 100 a 300 'C e poténcia de
10W a 50 W. O fluxo de ROS aumentou 3 vezes quando a poténcia aumentou
de 5W para 11W em um dispositivo de bobina unica, e aumentou
aproximadamente 7 vezes quando a poténcia aumentou de 100 W para 200 W
em um dispositivo de bobina &ctuplo. Um dispositivo forma mais radicais
hidroxila em 31,3 W do que em 6,4 W. Foi demonstrado que os radicais livres
aumentam com o aumento da poténcia. Os efeitos do tipo de dispositivo sobre
os radicais livres foram examinados, observando-se que os radicais livres séo
produzidos por DEFs em sistema fechado nao recarregaveis, inclusive a
concentracdo de radicais livres de dois DEFs de sistema fechado foi
significativamente menor do que nos cigarros de tabaco convencionais, mas a
poténcia oxidativa dos radicais livres originados nos DEFs & muito maior. O
volume e a frequéncia dos puffs também aumentam a emissao de radicais livres,
e especificamente, puffs de 90 e 170 mL (3,8 s cada) geram 4,1 e 10,3 vezes
mais radicais hidroxila do que um puff de 35 mL (também 3,8 s). E, finalmente a
proporgao entre VG: PG também pode alterar a emissao de radicais livres, como
por exemplo no aerossol da JUUL em que se observou radicais livres de 2,95 +
0,81 nmol / g para o sabor do tabaco na propor¢édo VG: PG de 70:30, e a
concentragéo maior (3,01 £ 0,28 nmol / g) quando a composi¢éo do e-liquido era
70:30 VG: PG sem aromatizante. A significancia adicional foi alcangada quando
o e-liquido foi 40:60 VG: PG sem aromatizante (4,68 + 0,58 nmol / g), e aumentou
ainda mais para 4,78 =+ 0,73 nmol / g quando o citral foi adicionado ao 40:60 VG:
PG. Foram gerados aerosséis de 3 diferentes E-liquidos produzidos por um
sistema de tanque, estimando-se a produgao de radicais livres em 10.3, 4.0 e
2.5 X 1013 radicais por puff de mentol, citrico e sabores de tabaco,
respectivamente. Os radicais livres gerados a partir de 49 e-liquidos
comercialmente disponiveis demonstram que 43% dos sabores resultam em
aumentos significativos na produgao de radicais em comparagédo com a mistura

de base VG: PG (40:60), mas a quantidade variou muito entre os sabores; os
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aromas dipenteno, etilmaltol, citral, linalol e piperonal promoveram a formacao
de radicais de forma dependente da concentragdao. No geral, ROS e radicais

livres no aerossol de DEFs variam de acordo com a composic¢édo do E-liquido @)

Varios estudos sugerem que a exposigao a cigarros eletronicos também induz
dano ao DNA, possivelmente devido ao aumento do estresse oxidativo. E-
Liquidos - assim como a nicotina sozinha - podem inibir os mecanismos de
reparo do DNA, e existem evidéncias atuais de que os aerossois de cigarro
eletrénico também prejudicam o reparo do DNA. A metilagdo do DNA também
esta associada a vaporizagdo, com a exposigao de cigarro eletrénico no utero
de camundongos levando a anormalidades na metilagdo do DNA que foi
associada a uma maior anormalidade inflamatéria no pulmao. Existe agora
evidéncias de que a exposigao ao cigarro eletrénico altera também a expressao
do RNA nas células do epitélio pulmonar humano, embora o significado funcional
desses RNAs e sua contribuicdo na citotoxicidade de e-cigarros pode ter
significado pouco importante. Assim, € possivel que os cigarros eletrénicos
regulem a expressao de varios genes, parcialmente por meio de mecanismos

epigenéticos (20),

Semelhante ao caso do fumo passivo, o aerossol de cigarro eletrénico é uma
mistura inerentemente dinamica sujeita a possivel mudangas ao longo do tempo
em termos de constituintes e concentragdes. Para os VOCs em aerossol de
cigarro eletrénico, como formaldeido, acroleina e acetaldeido, a poténcia da
fonte e a taxa de ventilacido determinam amplamente sua concentracdo no ar
interno. Semi-VOCs, como nicotina e TSNAs, também sao amplamente afetados
por sor¢ao e subsequente dessor¢cao das superficies e poeira em uma sala. A
extensao deste tipo de contaminagdo secundaria de cigarros eletrébnicos em
configuragcbes do mundo real ndo foi estabelecida, mas seria de particular
preocupagao para criangas que moram em casas de usuarios de cigarros
eletrénicos, pois eles passam mais tempo em ambientes fechados, estédo
proximos e se envolvem em maior atividade em areas onde a poeira se acumula
e pode ser ressuspensa (por exemplo, tapetes no chéo), e inserir itens nao

alimentares em suas bocas com mais frequéncia ),
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Foram observados pequenos aumentos de particulas finas e ultrafinas e alguns
VOCs, incluindo PG, substancias aromatizantes e nicotina, indicando inalacao
passiva de aerossois de cigarro eletrbnico por ndo usuarios na presenga de
usuarios de cigarros eletronicos. A distribuigdo nos tamanhos das particulas do
componente do aerossol muda nos pulmdes e resulta na expiragao de particulas
menores, provavelmente causadas pela evaporagao de particulas liquidas nos
pulmdes e no meio ambiente apds exalagdo. Estudos encontraram maiores
quantidades de PG, VG, material particulado (PM), e nicotina em uma camara
de 45 m?3 durante o uso de cigarro eletrénico em sessdes com voluntarios em
comparagao com sessoes controladas. Também encontraram um aumento de
20% no nivel de policiclicos hidrocarbonetos aromaticos (PAHs) e um aumento
de 2,4 vezes nas concentragdes de aluminio. Também foi demonstrado
contaminagao por particulas de metal e silicato em E-liquido e seu aerossol, bem
como cigarros eletrdbnicos sem nicotina produziram niveis mais altos de

particulas do que os cigarros eletrénicos contendo nicotina (")

Os cigarros eletronicos descartaveis (e-cigarette) semelhantes a pod-mod com
sabor tornaram-se populares, principalmente entre jovens e adultos jovens. Até
0 momento, pouco se sabe sobre as caracteristicas do produto e os perfis de
emissao toxica desses dispositivos. Descobrimos que os descartaveis do tipo
pod-mod podem emitir altas doses de nicotina e compostos carbonilicos téxicos
em relacdo aos dispositivos de cigarro eletrbnico recarregaveis baseados em
capsulas, como o JUUL. Essa descoberta provavelmente se deve a baixa
qualidade da construgéo, falta de um sistema de regulagdo de temperatura e
rotulagem n&o confidvel. Por exemplo, um produto testado emitiu mais
formaldeido cancerigeno do que o tipico de um cigarro combustivel. Também
descobrimos que a concentracdo de nicotina rotulada de descartaveis do tipo
pod-mod costuma ser enganosa; a concentragédo de nicotina medida foi até 1,5

vezes maior do que o indicado no rotulo do produto(@2),

O presente estudo confirmou analiticamente a identidade de duroquinone (DQ)
e 2,6,10,14-tetramethyl-1-pentadecene (TMPD), como dois principais
degradantes térmicos de vitamina E acetato (VEA) em aerossol. Um terceiro

maior degradante foi detectado, com caracteristicas semelhantes ao DQ.
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Embora a modelagem tenha sugerido que esse composto pode ser etil-DQ, essa
hipétese ainda nao foi confirmada. O estudo teve algumas outras limitagdes.
Uma limitagao era que o procedimento usado para coletar as amostras poderia
resultar em conversdes quimicas. Como os compostos e seus degradantes
passam por varios processos antes da analise, as moléculas produzidas durante
a vaporizagao do VEA podem ser convertidas nos compostos aqui descritos
durante os processos de coleta e extracdo, e ndo como resultado direto da
vaporizagao do VEA. Por exemplo, observamos que o padréo analitico de DHQ
se converteu amplamente em DQ quando diluido em acetonitrila. Uma segunda
limitagdo é a auséncia de dados de toxicidade para os degradantes identificados
que os vinculariam ao EVALI. Até o momento, estudos empiricos em
camundongos e em células das vias aéreas humanas mostraram que o VEA
aerossolizado produz toxicidade pulmonar, mas o grau em que VEA e seus
degradantes especificamente e/ou outras (ainda) substancias nao identificadas
contribuem para a patologia pulmonar observada ou para sintomatologia EVALI
€ incerta. Pesquisas adicionais sao necessarias para caracterizar melhor as

sequelas pulmonares de EVALI®?3)

Usando um fumante linear Borgwaldt 5.1, um vaporizador eletrénico SVS250 e
dois tipos de sistemas de tanques, o VEA foi analisado para produtos de
degradagao produzidos por meio do método 81 do Centro de Cooperagao para
Pesquisa Cientifica Relativa ao Tabaco quando o filtro contendo VEA vaporizado
foi extraido usando acetonitrila. Dois dos principais produtos identificados foram
2,3,5,6-tetrametil-1,4-benzoquinona e 2,6,10,14-tetrametil-1-pentadeceno, que
foram confirmados usando andlise analitica padrdes e cromatografia gasosa—
espectrometria de massa de alta resolugdo (GC—HRMS). Sintese adicional de 4-
acetoxi-2,3,5,6-tetrametil-2,4-ciclohexadienona e subsequente caracterizagao
usando ressonancia magnética nuclear e GC-HRMS sugeriram que este néo é
um dos produtos produzidos. A identificacdo desses degradantes permitira que
estudos futuros quantifiquem e examinem os degradantes in vivo e in vitro como

biomarcadores para avaliagdo de exposigao e toxicidade(??).

Os estudos aqui apresentados suportam evidéncias de que a exposicdo a

aerossois pré-natais de E-cig, especialmente aqueles que contém nicotina, pode
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ter um efeito deletério no desenvolvimento pulmonar fetal e neonatal e na saude
respiratoria. Utilizando uma abordagem em trés frentes, fomos capazes de
identificar alteragbes induzidas por aerossol e-cig no pulmdo em
desenvolvimento nos niveis molecular, anatbmico e funcional. Atingimos os
objetivos deste estudo examinando alteragdes gendmicas no transcriptoma do
pulméao fetal, medindo alteragdes morfolégicas no pulmao neonatal e avaliando
a mecanica pulmonar neonatal em descendentes expostos a vaping de aerossol
de e-cig gestacional com e sem nicotina. As altera¢des relatadas na presente
investigacao indicam que o consumo humano de e-cigs durante a gravidez pode
ter efeitos prejudiciais na saude respiratoria infantil que podem persistir na vida
adulta. Este estudo também exemplifica a necessidade de implementacao de
politicas de saude publica e regulamentacao de e-cigs no contexto da gravidez.
Mais pesquisas sao necessarias para delinear os mecanismos moleculares dos
déficits pulmonares induzidos por aerossois de e-cig e para identificar alvos
terapéuticos para ajudar individuos expostos a aerossoéis de e-cig durante a

gravidez(®4),

Varias patologias cardiopulmonares associadas ao vaping de cigarro eletrénico
(EC) foram relatadas. Este estudo investigou os efeitos adversos diferenciais dos
subprodutos associados ao aquecimento versus os componentes intactos do
aerossol EC nos pulmdes e coracdo de camundongos. Dissecamos ainda os
papeis do dominio de recrutamento de caspase contendo a resposta imune inata
associada a proteina 9 (CARD9) e o dominio de pirina da familia de receptores
semelhantes a NOD contendo o inflamassoma 3 (NLRP3) na lesdo
cardiopulmonar induzida pela exposicdo a EC. Camundongos C57BL/6 tipo
selvagem (WT), CARD9 e NLRP3 foram expostos a aerossol EC 3 h/dia, 5
dias/semana durante 6 meses com ou sem aquecimento do e-liquido com
exposi¢cao ao ar ambiente como controle. Em camundongos WT, a exposi¢ao a
EC com aquecimento (EwH) aumentou significativamente a espessura da
parede livre do ventriculo direito (RV) na sistole e na diastole. No entanto, a
exposigao ao CE sem aquecimento (EwoH) causou uma diminuigao significativa
na espessura da parede na sistole. A fragdo de encurtamento do VD também foi
marcadamente reduzida apés EwH em camundongos WT e NLRP3. Além disso,

EwH ativou a sinalizacao inflamatéria de NF - kB e p38 MAPK nos pulmdes, mas
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nao no VD, de maneira dependente de CARD9 e NLRP3. Os niveis de
mediadores inflamatdrios circulatérios também foram elevados apdés EwH,
indicando inflamagéo sistémica. Além disso, EwoH ativou a sinalizagdo de
fibrose TGF-B1/SMAD2/3/a-SMA nos pulmdes, mas n&o no RV de camundongos
WT. Em conclusédo, a exposi¢ao ao aerossol EC ap6s EwH ou EwoH induziu
remodelamento cardiopulmonar diferencial e resposta imune inata CARD9 e

inflamassoma NLRP3 contribuiram para os efeitos adversos(@®).

O estudo atual demonstrou que a exposigao cronica ao aerossol EC apés EwH
induziu inflamagao pulmonar e sistémica, alterou a sinalizagao de autofagia do
VD e causou remodelagao adversa do padrao de fluxo do VD, VE e PA. EwoH,
no entanto, induziu atrofia do VD e ativou resposta pro-fibrética nos pulmbes. A
resposta imune inata CARD9 e o inflamassoma NLRP3 contribuiram para esses
efeitos adversos. Portanto, potenciais intervengdes terapéuticas visando a
resposta imune inata CARD9 e o inflamassoma NLRP3 podem ser uteis para
reduzir os efeitos adversos a saude relacionados ao vaping de CE. Finalmente,
embora se acredite ser mais seguro do que fumar cigarros tradicionais, o CE
vaping, aquecido ou ndo, sejam os subprodutos associados ao aquecimento ou

os componentes intactos do aerossol, sdo prejudiciais a salide humana(@®),

Medimos a dilatacdo mediada pelo fluxo arterial (FMD) em ratos (n = 8/grupo)
expostos a uma unica sessao de 10 ciclos de exposicao pulsatil de 5 segundos
durante 5 minutos a aerossol de e-liquidos com e sem nicotina gerado a partir
de um USONICIG ultrassbénico dispositivo vaping, cigarros eletrénicos de
geragao anterior, capsulas JUUL de 5% de nicotina (Virginia Tobacco, Mango,
Menthol) e um produto de tabaco aquecido IQOS; com fumaca de cigarro
Marlboro Red e ar limpo como controles. Avaliamos a absorgéo de nicotina e os
niveis séricos de 6xido nitrico apés a exposicao, e os efeitos de diferentes
acidificantes da nicotina na agregacao plaquetaria. Aerossol/fumaca de todas as
condigcbes, exceto ar, prejudicou significativamente a febre aftosa. A nicotina
sérica variou amplamente, do mais alto no grupo IQOS ao mais baixo no
USONICIG e nos grupos de e-cig da geragao anterior. Os niveis de 6xido nitrico
nao foram afetados pela exposicédo. A exposi¢cao a JUUL e liquidos eletrénicos

de sal de nicotina acidificados de forma semelhante ndo afetou a taxa de
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agregacao plaquetaria. Apesar da falta de bobina de aquecimento, o USONICIG
sob condi¢des de fluxo de ar aqueceu o e-liquido a ~ 77°C. Uma ampla gama de
ENDS, incluindo varios tipos de cigarros eletrdbnicos com e sem nicotina, um
produto de tabaco aquecido e um dispositivo vaping ultrassdnico sem bobina de
aquecimento, prejudicam a FMD apds uma unica sessao de vaping de forma
comparavel aos cigarros queimados. Concluimos que uma vasta gama de
ENDS, incluindo varios tipos de e-cigarros com e sem nicotina, um aquecedor
produto de tabaco e um dispositivo de vaping ultrassénico sem bobina de
aquecimento, prejudicam a febre aftosa apés uma unica sessédo de vaping de

forma comparavel a cigarros queimados (26),

Primeiro desenvolvemos um modelo pré-clinico que imita os padrbes de uso
humano de cigarros eletrénicos usando regimes de exposicao de 1 tragada/min
ou 4 tragadas/min. Com base nos niveis de cotinina, essas exposi¢cdes foram
representativas de usuarios leves/ocasionais e moderados de JUUL. Em
seguida, expusemos camundongos C57BL/6 a aerossois de cigarro eletrénico
JUUL nos sabores manga, menta e tabaco virginia contendo 5% de nicotina por
3 dias e avaliamos a resposta inflamatdria e ao estresse oxidativo nos pulmdes
e no sangue. Em resposta ao regime de 1 sopro/min (usuario leve/ocasional),
houve alteragcdes minimas na composicao das células BAL ou na expressao do
MRNA do pulmao. No entanto, a 4 puffs/min (usuario moderado), JUUL com
sabor de menta aumentou significativamente os neutréfilos pulmonares,
enquanto JUUL com sabor de manga aumentou significativamente TNF a e 1113
MRNA nos pulmdes. Ambos os regimes de 1 e 4 puffs/min aumentaram
significativamente os marcadores de estresse oxidativo no sangue, indicando
efeitos sistémicos. Assim, os produtos JUUL nao sao inertes; mesmo a inalagao
de curto prazo de aerossbis de cigarro eletronico JUUL com sabor causa
diferencialmente modulagdo imunoldgica e respostas ao estresse oxidativo.
Mostramos que os aerossois JUUL ndo sdo inertes e provocam respostas
inflamatorias e oxidativas. Os aromas usados em produtos JUUL disponiveis
comercialmente afetam exclusivamente a regulacdo transcricional de
importantes genes inflamatorios e alteram as respostas ao estresse oxidativo
sistémico. Como os cigarros eletrénicos estdo ganhando aceitagdo rapidamente

como ferramentas para parar de fumar, também é usado entre os que nunca
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fumaram. Essas descobertas destacam a necessidade de mais estudos sobre

os efeitos do uso de cigarros eletrénicos@).

Recentemente, foi demonstrado que a inalagdo de aditivos vaping prejudica a
funcao respiratéria, levando ao uso de cigarros eletrénicos ou produtos vaping
associados a lesdes pulmonares. Este trabalho foi concebido para compreender
o impacto dos aditivos (vitamina E, acetato de vitamina E, tetrahidrocanabinol e
canabidiol) em surfactantes pulmonares. Monofilmes lipidicos na interface ar-
agua e microscopia de angulo de Brewster foram usados para avaliar o impacto
de aditivos vaping em filmes modelo de surfactante pulmonar. Esta gama de
efeitos prejudiciais pode afetar a fungdo pulmonar adequada. O uso crescente
de produtos vaping em adultos jovens e o surgimento de lesdes pulmonares
associadas resultaram em preocupagdes de saude significativas para
profissionais de saude e para o publico em geral. Esses efeitos prejudiciais foram
associados a aditivos como vitamina E e canabindides. O pulm&o profundo é
composto de muitos compartimentos pequenos, onde o oxigénio € absorvido
pelo corpo. A barreira final entre a fase gasosa externa e as células pulmonares
€ uma camada composta principalmente de lipidios e algumas proteinas, o
surfactante pulmonar. Os autores apresentam dados para modelos de
surfactante pulmonar com base na composicdo do surfactante pulmonar
humano. Os componentes selecionados refletem as principais fungbes do
surfactante pulmonar, estabilidade na expiragao e rapida disseminagao apos a
inalacdo. Recentemente, foi demonstrado que os aditivos prejudicam a fungao
respiratoria, levando a lesbdes pulmonares associadas ao uso de cigarros
eletrénicos ou produtos vaping. Este trabalho foi concebido para compreender o
impacto dos aditivos (vitamina E, acetato de vitamina E, tetrahidrocanabinol e
canabidiol) em surfactantes pulmonares. Todos os aditivos testados, e mais
ainda suas misturas, afetaram claramente o modelo de surfactante pulmonar em
termos de estabilidade e elasticidade, o que prejudica sua capacidade de
desempenhar as fungdes mencionadas. Monofilmes lipidicos na interface ar-
agua e microscopia de angulo de Brewster foram usados para avaliar o impacto
de aditivos vaping em filmes de surfactante pulmonar. A adicédo de 5 mol% de
aditivos vaping, e ainda mais misturas de vitaminas e canabindides, impacta

negativamente o empacotamento lipidico e a estabilidade do filme, induz a perda
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de material durante o ciclo e reduz significativamente os dominios lipidicos
funcionalmente relevantes. Esta gama de efeitos prejudiciais pode afetar a

fungdo pulmonar adequada(@®).

Camundongos fémeas C57BL/6 com seis a oito semanas de idade foram
adquiridos da Envigo. Apds 2 dias para permitir que os camundongos se
equilibrassem com seu ambiente, todos os camundongos foram colocados em
um compartimento grande para permitir a mistura do microbioma por uma hora.
Camundongos foram colocados trés por gaiola e cada gaiola foi aleatoriamente
designada para o tipo de exposicdo (= 2 gaiolas por exposi¢cdo). Os
camundongos foram colocados em seg¢des individuais de uma camara de
exposicao de corpo inteiro (Scireq) por 20 minutos, trés vezes ao dia, em um
total de 60 minutos por dia, durante 4 a 12 semanas. Os camundongos foram
expostos a um aerossol de cigarro eletrénico criado a partir de capsulas Mango
JUUL ou capsulas Mint JUUL contendo 5% de sais nicotinicos (59 mg/ml) usando
o sistema InExpose (Scireq). Camundongos de controle de ar foram colocados
em uma camara idéntica pela mesma quantidade de tempo, mas inalaram
apenas o ar ambiente. Um adaptador impresso em 3-D foi criado para produzir
um ajuste perfeito para o dispositivo JUUL. Uma presséo negativa de 2 L/s foi
usada para ativar o cigarro eletrénico por 4 s seguido de 16 s de ar ambiente a

2 L/s. A exposicéo final foi feita 30 minutos antes da colheita(®®).

Embora os efeitos do tabaco convencional na saude sejam bem definidos, os
dados sobre dispositivos vaping, incluindo um dos cigarros eletrbnicos mais
populares que possuem altos niveis de nicotina, sdo menos estabelecidos.
Estudos anteriores de cigarros eletrénicos agudos demonstraram alteragdes
inflamatoérias e da fisiologia cardiopulmonar, enquanto estudos cronicos
demonstraram efeitos  extrapulmonares, incluindo  alteragbes de
neurotransmissores nas vias de recompensa. Neste estudo, investigamos o
impacto da inalagado de aerossois produzidos a partir de aerossois de cigarros
eletrénicos com sabor (JUUL) trés vezes ao dia durante 3 meses em marcadores
inflamatdrios no cérebro, pulmao, coragdo e colon. A exposicdo ao aerossol
JUUL induziu a regulacdo positiva da expressdo génica de citocinas e

quimiocinas e aumentou HMGB1 e RAGE no nucleo accumbens no sistema
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nervoso central. A expressao génica inflamatéria aumentou no célon, enquanto
a expressao génica foi mais amplamente alterada pela inalagdo de aerossol de
cigarro eletrénico no pulméo. As respostas inflamatérias cardiopulmonares a
lesdo pulmonar aguda com lipopolissacarideo foram exacerbadas no coragéo.
Descobertas especificas de sabor foram detectadas nesses estudos. Nossos
achados sugerem que o uso diario de cigarro eletrdbnico pode causar
neuroinflamacido, o que pode contribuir para mudangas comportamentais e
transtornos de humor. Além disso, o uso de cigarros eletrénicos pode causar
inflamacéo intestinal, que tem sido associada a problemas de saude sistémica,

e inflamagao cardiaca, que leva a doengas cardiovasculares 29,

Os ovarios de ratas com 21 e 35 dias de idade foram divididos em trés grupos:
controle (sem intervengao), 0,05 mg e 0,5 mg (e-liquidos contendo 0,5 mg e 5
mg de nicotina/kg). As taxas foram cultivadas por trés horas in vitro. Ao final da
cultura, foi realizada a coloragédo HE para observar a morfologia do foliculo e
calcular a porcentagem de foliculos normais, e a expressdao da proteina
associada ao Yes (YAP, fatores-alvo da via de sinalizagdo Hippo) e CYP19
(aromatase, uma enzima chave na sintese de estrogénio) foram observados por
imuno-histoquimica. Western blotting foi realizado para detectar os niveis de
expressao de CYP19, YAP, YAP fosforilado (PYAP), grande supressor de tumor
2 (LATS2, fatores a montante de YAP na via de sinalizacdo Hippo) e LATS2
fosforilado (PLATS2). As concentragbes de estrogénio foram determinadas
usando ELISA. A coloragdo HE mostrou que a porcentagem de foliculos normais
diminuiu e a imuno-histoquimica mostrou que a expressdo de CYP19 e YAP
diminuiu significativamente apds a intervengado com e-liquido. O ELISA mostrou
que a concentragao de estrogénio nos ovarios diminuiu apos a intervengao com
e-liquido. Os resultados do Western blot indicaram que a expressao de CYP19,
LATS2 e YAP diminuiu apés a intervengao com e-liquido, mas a expressao de
PLATS2 e PYAP aumentou(©0),

Observacgdes morfologicas por coloracdo de hematoxilina e eosina mostraram
que a morfologia dos foliculos em ovarios de ratos com 21 e 35 dias de idade
mudou significativamente apds a intervengdo com e-liquido, e a porcentagem de

foliculos normais diminuiu, enquanto a picnose nuclear do GC aumentou. Os
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resultados indicam que os e-liquidos podem interromper o desenvolvimento
normal dos foliculos em ovarios de ratos com 21 e 35 dias de idade, induzindo
picnose nuclear em GCs. Estudos anteriores também descobriram que a
nicotina, um dos constituintes do e-liquido, pode causar dano ovariano e
apoptose das células da granulosa, e que o e-liquido pode causar dano oxidativo
e citotoxicidade. Os resultados da imuno-histoquimica mostraram que o YAP nos
ovarios de ratos com 21 e 35 dias de idade, predominantemente em GCs
foliculares, pareceu diminuir apds a intervengao com e-liquido. YAP, um fator
importante na via de sinalizagcdo Hippo, funciona principalmente entrando no
nucleo para se ligar ao TEAD, ativando a fungao transcricional e promovendo o
crescimento celular e tecidual. Assim, os e-liquidos inibiram significativamente o
YAP em GCs foliculares de ratos, indicando um efeito regulador negativo dos e-

liquidos no crescimento folicular?),

As células NHBE primarias foram fornecidas pelo Nationwide Children's Hospital,
Columbus OH. As células foram isoladas dos tecidos doadores dados ao Nucleo
de Células Epiteliais. Os doadores foram trés nao fumantes e um com status de
fumante desconhecido. Resumidamente, as células NHBE primarias da
passagem 1 foram semeadas em colageno tipo IV (0,3 mg/mL; Sigma Aldrich,
Saint Louis MO) Corning™ Transwells revestidos (Fisher Scientific) cultivados
na interface ar-liquido (ALlI) com meio PneumaCult ™ ALI (StemCell
Technologies Inc., Tukwila WA). O meio foi trocado trés vezes por semana e as
células foram mantidas a 37°C com 5% de CO2. As células foram utilizadas apds
4 semanas no ALI, uma vez totalmente diferenciadas com a presenga de células

ciliadas, conforme publicado anteriormente(®?),

Observamos uma forte regulacdo diferencial da expressao génica de uma
exposi¢cao aguda a preparagdes de cigarro (WS-CM), mas nao a preparagoes de
ENDS (ACM), sugerindo uma resposta diferencial e mecanismos de defesa em
relacdo a varios produtos de tabaco. Varias vias foram reguladas por WS-CM,
incluindo via geral do céncer, estresse oxidativo, metabolismo xenobiotico e
fungdo mucociliar. Varias alteragcbes de expressdo génica relacionadas a
depuragado mucociliar apoiaram fortemente alteragoes fisioldgicas (diminuigao da

atividade dos canais ibnicos CFTR e ENaC por WS-CM) que haviamos
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observado anteriormente em outra investigacdo. O uso de células NHBE
primarias totalmente diferenciadas para medir as mudangas na expressao
génica tem muitas vantagens, pois podemos usar varios doadores (quatro
doadores) e obter um modelo fisiolégico relevante para estudar os efeitos dos

produtos do tabaco®",

Aproximadamente 7% das mulheres gravidas nos Estados Unidos usam
dispositivos de cigarro eletronico (e-cig) durante a gravidez. Nao ha, no entanto,
nenhuma evidéncia cientifica para apoiar o uso de e-cig como sendo 'seguro'
durante a gravidez. Pouco se sabe sobre os efeitos da exposicao fetal a
aerossois de e-cig na alveologénese pulmonar. No presente estudo, testamos a
hipétese de que a exposicdo in utero ao aerossol de e-cig prejudica a
alveologénese pulmonar e a fungao pulmonar em neonatos. Ratas gravidas
BALB/c foram expostas 2 ha por dia durante 20 dias consecutivos durante a
gestacédo a ar filtrado ou aerossol de e-cig com sabor de canela (36 mg/mL de
nicotina). O tecido pulmonar foi coletado na prole durante a alveologénese
pulmonar no dia pés-natal (PND) 5 e PND11. A fungéo pulmonar foi medida em
PND11. A exposicdo ao aerossol de e-cig in utero levou a uma diminuigao
significativa nos pesos corporais ao nascer, que foi mantida até o PND5. No
PND5, as exposi¢bes in utero de e-cig desregularam genes relacionados a
sinalizacdo WNT e modificagdes epigenéticas em mulheres (~ 120 genes) e
homens (40 genes). Essas alteragbes foram acompanhadas por reducédo do
conteudo de colageno fibrilar pulmonar no PNDS5 - um ponto no tempo em que o
conteudo de colageno esta proximo de seu pico para suportar a formagéao de
alvéolos. A exposicdo in utero ao aerossol de e-cig também aumentou a
resisténcia newtoniana da prole em PND11, sugerindo um estreitamento das
vias aéreas condutoras. No PND11, em mulheres, a desregulagao
transcriptdbmica associada a alteragbes epigenéticas foi mantida (17 genes),
enquanto a desregulagdo da sinalizagcdo WNT foi amplamente resolvida (10
genes). Nos machos, no PND11, a expressao de apenas 4 genes associados a
epigenética foi desregulada, enquanto 16 genes WNT relacionados foram
alterados. Esses dados demonstram que as exposi¢des in utero a aerossois de
e-cig com sabor de canela alteram a estrutura e a fungéo pulmonar e induzem

assinaturas moleculares especificas do sexo durante a alveologénese pulmonar
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em camundongos recém-nascidos. Isso pode refletir a programacgao epigenética

que afeta o desenvolvimento da doenga pulmonar mais tarde na vida(®?).

Esses dados experimentais sugerem fortemente que o uso materno de e-cig
afeta negativamente o feto e, portanto, impede a maturagao dos recém-nascidos,
especificamente por retardar e/ou prejudicar o desenvolvimento pds-natal do
sistema respiratério. As assinaturas moleculares e a fungao pulmonar alterada
induzidas por exposigdes in utero de e-cig ao aerossol podem servir como
marcadores potenciais de desenvolvimento pulmonar prejudicado em
descendentes expostos. Investigar os padrdes epigenéticos nos pulmodes
modificados por exposi¢des in utero de e-cig pode ajudar a entender melhor o
potencial desenvolvimento de doencas pulmonares associadas e medidas
preventivas relacionadas. Além disso, o presente estudo indica que os cigarros
eletrébnicos ndo devem ser vistos como uma “alternativa segura” ao tabagismo,
especialmente para populag¢des de alto risco, como gestantes e seus fetos. Mais
pesquisas sd0 necessarias para revelar efeitos de saude a longo prazo e
possivel aumento da suscetibilidade a doengas causadas por exposi¢des in

utero a cigarros eletronicos(®2).

Recentemente, relatamos um modelo de camundongo com patologia
cardiovascular induzida por exposi¢ao crénica ao cigarro eletrénico (e-cig), em
que a exposicao a longo prazo ao e-cig vape (ECV) induz anormalidades
cardiacas, comprometimento da funcao endotelial e hipertensao sistémica. Aqui,
delineamos os mecanismos subjacentes da disfuncdo endotelial vascular (VED)
induzida por ECV, um gatilho central da doenga cardiovascular. Camundongos
machos C57/BL6 foram expostos a ECV gerado a partir de liquido e-cig contendo
0, 6 ou 24 mg/mL de nicotina por 16 e 60 semanas. Elevacdo dependente do
tempo na presséao arterial e resisténcia vascular sistémica foram observadas,
juntamente com um comprometimento do relaxamento aértico induzido pela
acetilcolina em camundongos expostos ao ECV, em comparagéo com o controle
exposto ao ar. Foram observados niveis diminuidos de 6xido nitrico (NO)
intravascular e aumento da geragédo de superdoxido com niveis elevados de 3-
nitrotirosina na aorta de camundongos expostos a ECV, indicando que o

superdxido induzido por ECV reage com NO para gerar peroxinitrito citotoxico®3).
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A exposicdo aumentou a expressdo da NADPH oxidase, apoiando seu papel na
geragao de superoxido induzida por ECV. A regulagao negativa da expressao da
sintase do 6xido nitrico endotelial (eNOS) e da fosforilagdo da eNOS dependente
de AKT ocorreu na aorta de camundongos expostos ao ECV, indicando que a
exposicao inibiu a sintese de NO de novo. Apds a exposig¢ao ao ECV, o cofator
critico da NOS tetrahidrobiopterina diminuiu, com perda concomitante de sua
enzima de resgate, diidrofolato redutase. Os inibidores de NADPH oxidase e
NOS anularam a geragdo de superoxido induzida por ECV na aorta de
camundongos expostos a ECV. Juntos, nossos dados demonstram que a
exposicao ao ECV ativa a NADPH oxidase e desacopla a eNOS, causando um
ciclo vicioso de geragdo de superdxido e estresse oxidante vascular que
desencadeia VED e hipertensdo com predisposicdo a outras doengas
cardiovasculares. Os mecanismos subjacentes da disfungcédo endotelial vascular
induzida por e-cig sao delineados. A exposi¢cao ao e-cig ativa e aumenta a
expressao da NADPH oxidase e interrompe a ativagdo e o acoplamento da
eNOS, levando a um ciclo vicioso de geragao de superoxido e formagao de
peroxinitrito, com deplegao de tetrahidrobiopterina, causando perda de NO que
desencadeia disfuncdo endotelial vascular. Esse processo € progressivo,
aumentando com a duragéo da exposi¢ao ao cigarro eletrénico e é mais grave

na presencga de nicotina, mas observado mesmo com vaping sem nicotina®3).

Os aditivos de sabor de éster etilico sdo usados em e-liquidos para produzir um
sabor citrico. Embora esses compostos sejam considerados seguros como
aditivos de sabor, isso se aplica apenas ao consumo oral e nao as operacoes de
vaporizacdo, onde podem se decompor em compostos potencialmente
prejudiciais, incluindo acidos carboxilicos. Espera-se que a decomposi¢ao
posterior desses acidos carboxilicos produza ceteno, que é um forte veneno
respiratorio que pode causar danos pulmonares fatais em baixas concentracoes.
Este estudo desenvolve um modelo cinético da decomposicdo térmica de
aditivos de sabor éster etilico e simula a decomposicdo desses compostos sob
condi¢gbes de vaping. Esses resultados mostram que, em condigdes normais de
operagao, € improvavel que qualquer composto nocivo esteja presente no
pulmdo. No entanto, em temperaturas operacionais mais altas, existe a

possibilidade de acido acético e butandico estarem presentes nos pulmdes em
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concentracdes que causam irritacdo e onde a exposicao repetida pode levar a
bronquite. Em condigbes operacionais mais extremas, é possivel que niveis
nocivos de ceteno sejam produzidos de modo que possam causar efeitos fatais
ou severamente prejudiciais apos exposigao repetida. Essas altas temperaturas
podem ser alcangadas em condigdes de operagdo “secas” que surgem como
resultado de uso improéprio, particularmente em cigarros eletrénicos modificados

pelo usuario®4).

Este estudo revelou que os aditivos de éster etilico devem se decompor em
concentracbes nocivas de produtos em temperaturas operacionais de
vaporizagao de mais de 600 °C. No entanto, essas temperaturas ndo séo vistas
rotineiramente em condicdes normais de operacdo. E provavel que os usuarios
operem predominantemente seus cigarros eletrdbnicos em condi¢cdes “Umidas
através do pavio”, onde ha e-liquido suficiente no tanque de armazenamento
para saturar o pavio com e-liquido. Nessas condi¢cbes, espera-se que as
temperaturas de operagao do vaping atinjam cerca de 145 a 334°C, o que néo é
suficiente para que o acetato de etila e o butirato de etila comecem a se
decompor. E provavel que o usudrio apenas inale vapor de éster etilico em
condi¢cbes normais de operagao. No entanto, é possivel que as temperaturas de
operagao do vaping atinjam temperaturas adequadas para sua decomposi¢céo
em condi¢cdes “secas”. Nessas condigdes, resta uma quantidade minima de e-
liquido no tanque de armazenamento com o pavio quase seco. Verificou-se que
as temperaturas operacionais de vaporizagédo atingem mais de 1000 ° C nessas
condicbes, o que é suficiente para a producdo de ceteno. No entanto, isso
representa um cenario extremo e é provavel que ocorra apenas devido ao uso
incorreto ou inexperiéncia. Além disso, é relativamente comum que os usuarios
facam modificagcbes em seus cigarros eletrbnicos, o que pode afetar as
temperaturas de operacdo. Essas modificagdes envolvem alteragdes nos
componentes do cigarro eletrbnico, como sensores, baterias € mecanismos
geradores de aerossois para alterar a experiéncia do vaping. Pode ser possivel
que algumas dessas modificacbes permitam que o usuario alcance essas
temperaturas de decomposicdo do sabor do éster etilico, fazendo com que

produtos nocivos entrem em seus pulmdes®4).
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Vinte e quatro ratos machos adultos foram treinados na tarefa de desconto de
atraso para escolher entre pequenas recompensas alimentares imediatas e
grandes recompensas alimentares atrasadas. Apds 24 dias de treinamento na
tarefa, os ratos foram expostos a vapor contendo 0, 12 ou 24 mg/mL de nicotina
por 10 dias. Para validar a inalagdo de vapor de nicotina, os niveis séricos de
cotinina foram analisados nos dias de exposi¢céo 1, 5 e 10 usando ensaio de
imunoabsorgdo enzimatica. Apds a exposicdo ao vapor, os ratos foram
retreinados na tarefa de desconto até que os ratos apresentassem uma resposta
estavel e os efeitos do vapor de nicotina na preferéncia de escolha fossem

avaliados(®%),

Ratos expostos a 12 e 24 mg/mL de vapor de nicotina exibiram niveis séricos de
cotinina mais altos do que ratos de controle expostos a 0 mg/mL de vapor. Nao
houve diferengas na escolha impulsiva entre quaisquer grupos de exposi¢cao ao
vapor quando testados 15 dias apds a exposig¢ao, em 6 dias de resposta estavel,
sugerindo que o vapor de nicotina ndo tem efeitos duradouros na escolha
impulsiva. Curiosamente, um desafio de vapor de nicotina subsequente revelou
aumentos de curto prazo na escolha impulsiva imediatamente ap6s uma unica
exposicao a 24 mg/mL de vapor de nicotina, em relagao a preferéncia de escolha

imediatamente apos a exposi¢do a 0 mg/mL de vapor(39),

Esses resultados sugerem que a exposicdo ao vapor de nicotina causa
aumentos imediatos e de curto prazo na escolha impulsiva. O uso de cigarros
eletrébnicos estd aumentando em um ritmo alarmante, principalmente entre
adolescentes e adultos jovens. Isso € preocupante, dada a falta de pesquisas
sobre os efeitos da exposicdo ao vapor de nicotina no cérebro e no
comportamento. O presente estudo descreve um modelo de roedor viavel de uso
de cigarro eletrénico humano e sugere que a exposigdo ao vapor de nicotina

produz aumentos de curto prazo na escolha impulsiva®).

O e-cig foi inicialmente desenvolvido como uma alternativa ao cigarro
convencional, embora ndo haja dados suficientes para avaliar sua seguranga a
longo prazo para a saude humana. Neste contexto, o nosso estudo foi

implementado com o objetivo de comparar o potencial genotdxico e mutagénico
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in vivo de dois e-cigs de baixa e alta poténcia e do cigarro tradicional, apos
subaguda (4 dias), subcrénica (3 meses) e crbnica (6 meses) exposicao. Para
estar o mais proximo possivel das condi¢cdes de exposicdo humana, os animais
foram expostos a doses realistas de e-cig e emissdes de cigarro (ou seja, perfil
de sopro intenso da Health Canada) por via pulmonar (somente nariz). Nestas
condi¢cdes experimentais, o principal resultado do nosso estudo é que tanto o
3R4F quanto o Mb30W induzem dano oxidativo ao DNA no pulmé&o e no figado,
demonstrando que o e-cig de alta poténcia deve ser considerado um “material
perigoso” como o cigarro tradicional, enquanto o e-cig na configuragao de baixa
poténcia parece ser desprovida de efeito genotdxico in vivo. Essas diferencas
nos resultados entre Mb18W e Mb30W sao provavelmente atribuidas a menores
concentragbes de substancias toxicas (principalmente compostos carbonilicos)
em aerossois de e-cig de baixa poténcia, conforme descrito anteriormente. Além
disso, micronucleos e mutacdo do gene Pig-a ndo foram detectados em
reticuldcitos. Isso sugere que nossas condigdes experimentais, embora realistas,
podem ndo ser suficientes para atingir um nivel de exposigdo na medula éssea
€ No sangue para induzir uma resposta positiva. Isso também levanta a questao
da sensibilidade desses dois testes em outros 6rgaos além do 6rgao-alvo (aqui
o pulmdo). E importante sublinhar a originalidade do nosso trabalho que se
baseia num estudo completo do potencial genotdxico/mutagénico in vivo do e-
cig. Finalmente, nosso trabalho poderia ser concluido avaliando as mutagdes
genéticas nos orgaos-alvo (ou seja, figado e pulmao) usando o ensaio de
mutagédo de roedores transgénicos. Também seria interessante estudar outros
endpoints ndo genotdxicos envolvidos na potencial carcinogénese do e-cig,
como alteragdes epigenéticas. Todos esses dados podem levar a uma melhor

regulamentagdo dessas novas alternativas aos cigarros convencionais(36),

Usando os métodos GC/EI-MS e LC/ESI-QTOFMS, este estudo caracterizou 14
carbonilas e niveis de sete carbonilas-alvo em emissdes de vaping de e-liquidos
com e sem sabor. Os carbonilos identificados sao formaldeido, acetaldeido,
acetona, propionaldeido, acroleina, butiraldeido, glioxal, metilglioxal,
dimetilglioxal, n- butanal, 3 -metil-2-butenal, trans-2-metil-2-butenal, 2-metil-2-
pentenal, trans-2-hexenal e benzaldeido. Este estudo demonstrou a formagao

de carbonilas téxicas comumente relatadas (por exemplo, formaldeido,
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acetaldeido, acetona, propionaldeido e glioxal) e carbonilas unicas associadas a
transformacdo de produtos quimicos aromatizantes durante o vaping (por
exemplo, trans-2-hexenal e benzaldeido). Adutos de formaldeido-GSH e trans-
2-hexenal-GSH formados por meio de reag¢des de adicéo 1,2- additon e/ou 1,4-
conjugada entre carbonilas e GSH destacaram as espécies de carbonilas
reativas associadas ao vaping como uma fonte externa de toxicidade. Os indices
globais de eletrofilicidade mostram benzaldeido, acroleina e trans-2-hexenal
como 0s mais reativos entre as carbonilas selecionadas, enquanto o parémetro
de reatividade local suporta que Ccarbonila de carbonilas simples e Ccarbonila
e carbonilas insaturadas sao mais favoraveis para nucleofilicas. ataques. Uma
grande variedade de compostos carbonilicos foi detectada nas emissdes de
vaping, mas apenas alguns foram relatados. Esses carbonilos emitidos podem
representar riscos potenciais a saude apds a inalacdo, dependendo de sua
abundancia nas emissdes de vaping, bem como sua reatividade quimica. Mais
estudos sdo necessarios para tragar um perfil abrangente dos produtos de
emissdo de produtos quimicos aromatizantes para obter uma melhor

compreensao dos possiveis efeitos a salide associados ao vaping®”).

E-cigarette aerosol mixtures (Ecig-AMs) foram preparados borbulhando aerossol
através de phosphate buffered saline (PBS). mesenchymal stem cells (MSCs) de
origem humana ou macréfagos derivados de murino foram semeados em
superficies de Titanio (Ti) lisas, asperas-hidrofébicas ou asperas-hidrofilas em
meios suplementados com Ecig - AM. Nos macréfagos, a expressao de
marcadores inflamatorios foi medida por PCR e o imunofendtipo macréfago
caracterizado por citometria de fluxo apds 24 horas de exposi¢cao. Nas MSCs, a
expressao de marcadores osteogénicos e citocinas inflamatérias foi medida por
PCR e ELISA, enquanto a atividade da fosfatase alcalina (ALP) foi determinada
por ensaio colorimétrico. Ecig -AM polarizou macréfagos primarios em um estado
pré-inflamatério com maior efeito sobre ecig -AM com aromatizantes e nicotina.
A atividade metabdlica das MSCs diminuiu de forma dependente da
concentragédo e foi mais forte em Ecig - AM contendo nicotina. As MSCs
reduziram a expressao de marcadores osteogénicos em resposta ao Ecig - AM,
mas aumentaram a secrecdo de RANKL, particularmente nas concentracdes

mais altas de Ecig -AM. O efeito da exposi¢ao ao Ecig -AM foi diminuido quando
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macrofagos ou MSCs foram cultivados em substratos hidrofilicos asperos. Ecig
-AM ativou macréfagos em um fendtipo pré-inflamatério e dificultou a
diferenciacdo de MSC para osteoblastos em resposta as superficies de
implantes de Titanio (Ti). Esses efeitos foram potencializados por aromatizantes
e nicotina, sugerindo que o uso de cigarro eletrbnico pode comprometer a

osseointegragdo dos implantes dentarios©8).

O tabagismo aumenta o risco de disturbios metabdlicos devido a combinagéo de
substancias quimicas nocivas, enquanto a nicotina pura pode melhorar a
tolerancia a glicose. O vapor do cigarro eletrénico contém nicotina e alguns dos
produtos quimicos nocivos encontrados na fumaga do cigarro em niveis mais
baixos. Para investigar como o e - vapor afeta os perfis metabdlicos,
camundongos machos Balb /c foram expostos a uma dieta rica em gordura (HFD,
43% de gordura, 20 kJ/g) por 16 semanas e e- vapor nas ultimas 6 semanas. A
high-fat diet (HFD) sozinha dobrou a massa gorda e causou dislipidemia e
intolerancia a glicose. O E-vapor reduziu a massa gorda em camundongos
alimentados com HFD; apenas o e- vapor contendo nicotina melhorou a
tolerancia a glicose. Em camundongos alimentados com ragdo, o e- vapor
aumentou o teor de lipidios no sangue e no figado. Alteragdes nos marcadores
metabdlicos hepaticos podem ser respostas adaptativas e ndo causais. Estudos
futuros podem investigar como o e- vapor afeta diferencialmente os perfis
metabdlicos com diferentes dietas. Neste estudo, a exposi¢cdo ao e- vapor
reduziu a massa gorda em camundongos alimentados com ragéo e HFD, mas
mostrou um efeito diferencial no perfil lipidico com diferentes dietas. Em
camundongos alimentados com uma dieta balanceada, tende a aumentar os
niveis de lipidios no sangue e no figado. No entanto, em camundongos
alimentados com uma dieta rica em lipidios e carboidratos simples, ela tende a
reduzir os triglicerideos, mas aumenta os niveis de non-esterified fatty acids
(NEFA) no sangue. Além disso, a inalacéo de nicotina em baixas doses parece
beneficiar a tolerancia a glicose em camundongos alimentados com HFD; no
entanto, isso nao deve ser traduzido para humanos que tém mais fatores de

confus&o no estilo de vida do que animais de laboratorio®®).
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Efeito do aerossol de cigarros eletronicos durante a lactagao no volume e
composicgio do leite®0)

No leite, a exposi¢ao ao aerossol do cigarro eletronico durante a lactagédo reduziu
significativamente o teor de gordura do leite (- 11%, P < 0,0001). O teor de
proteina e o volume do leite apresentaram aumentos substanciais (16% e 19%,
respectivamente), mas nenhum aumento foi estatisticamente significativo. O teor
de lactose do leite ndo foi afetado pela exposi¢gdo ao aerossol dos cigarros

eletrénicos“0),

Efeito da exposicao ao aerossol de cigarros eletronicos durante a lactagao
sobre os hormdnios“?)

Os niveis de glicose e insulina nas maes nao foram afetados pela exposi¢ao ao
aerossol de cigarros eletrénicos. No entanto, filhotes cujas maes foram expostas
ao aerossol de cigarros eletronicos durante a lactagdo apresentaram aumento
do nivel de glicose (+15%, P < 0,01) e redugéo do nivel de insulina (- 29%, P <
0,01) em comparacao aos filhotes controle. As maes, mas nao os filhotes, que
foram expostos ao aerossol de cigarros eletrénicos durante a lactacéo
mostraram um nivel significativamente menor de leptina (- 72%, P < 0,005) em
comparagao com as maes controle. Filhotes de maes que foram expostos ao
aerossol de cigarros eletrénicos mostraram um nivel significativamente mais alto
de T4 (+20%, P < 0,02) em comparagao com filhotes de controle. Outros
marcadores medidos como corticosterona, adiponectina e T3 nao foram

alterados pela exposigdo ao aerossol dos cigarros eletronicos“?).

Este estudo tem como objetivo investigar o impacto da exposi¢cao ao aerossol de
cigarros eletrdbnicos em maes lactantes e filhotes, cujas maes foram expostas.
As maes lactantes receberam ar fresco (controle) ou aerossol de cigarros
eletrénicos durante a lactagao (dia 4-21). A exposi¢gao materna ao aerossol de
cigarros eletronicos durante a lactagdo induziu uma reducéo significativa (P <
0,0001) no teor de gordura do leite e no nivel sérico de leptina (P < 0,005) em
comparagao com maes controle. Além disso, filhotes cujas maes foram expostas
a cigarros eletrénicos durante a lactacao apresentaram aumento do nivel de
glicose, tiroxina e diminuicdo do nivel de insulina. A exposi¢cao ao aerossol de

cigarros eletrdnicos durante a lactac&o alterou a composicéo do leite, bem como
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o perfil hormonal e bioquimico em maes e filhotes. Este resultado, se observado
em mulheres usuarias de e-cigarros, sugere que o uso de e-cigarros durante a
lactagdo pode ter consequéncias na producado de leite e perfil hormonal e

bioquimico em maes que amamentam e lactentes®0),

Cr, Cu, Fe, Mn e Pb acumularam-se no SNC em niveis comparaveis aqueles
previamente associados a efeitos neurotoxicos que vao desde déficits cognitivos
e/ou motores a insultos patolégicos. Estas acumulagbes de metal sdo de
significado neurotdxico individualmente. O acumulo de Cu, Fe, Mn e Pb em
niveis neurotdéxicos no estriado de camundongos expostos ao aerossol de
cigarro eletrénico é preocupante para a saude cerebral de usuarios de cigarro
eletrénico e espectadores porque (1) as doses que usamos nesses experimentos
com animais sdo baseadas em niveis de aerossol de cigarro eletrénico e (2)
tanto no cérebro do camundongo quanto no humano, o sistema olfativo é
altamente conectado ao corpo estriado ventral e dorsal. Além de estar implicado
em doengas neurodegenerativas de inicio tardio, como doenga de Parkinson,
doenca de Huntington, deméncia frontotemporal e semantica, disfuncbes e
danos ao estriado estdo envolvidos em uma miriade de disturbios neuroldgicos,
incluindo dependéncia, transtornos bipolares, depressao, transtornos obsessivo-
compulsivos e transtornos do espectro do autismo. Aumentos simultaneos de
metais podem exacerbar as consequéncias neurotoxicas devido a interagdes
metal-metal. Os niveis de As, Se e Zn nos animais expostos estavam bem abaixo
dos limites neurotéxicos atualmente conhecidos. No entanto, é possivel que
exposi¢cées mais prolongadas ou niveis de exposi¢ao mais altos possam resultar

na ultrapassagem desses limites“?).

O acumulo de metal também foi acompanhado pela deplecdo de metais
essenciais no SNC. Notavelmente, dependendo da area do SNC investigada,
observamos os mesmos metais sendo aumentado (ambos bioacumulados +50-
100 vezes no cértex frontal anterior) ou diminuidos (ambos -26-27% no bulbo
olfatério). Para cada metal essencial, a deplegdo maxima foi observada no bulbo
olfatério para Se e Zn, cortex frontal anterior para Mn, mesencéfalo ventral para

Zn e medula espinhal para Cu. Entre essas deple¢cdes de metais essenciais,
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nenhuma atingiu niveis previamente descritos como neurotoxicos, embora

quase para Se e Cu“"),

Em conclusdo, o principal risco neurotoxico do uso de cigarro eletrénico
identificado neste estudo experimental com animais refere-se ao acumulo de
metal no estriado, no cortex frontal (cortex frontal anterior e cértex
motorsomatosensorial) e no mesencéfalo ventral. Essas areas do SNC
conhecidas por serem vulneraveis ao excesso de metal estdo envolvidas em
disturbios neuroldgicos graves (por exemplo, transtorno bipolar e depressao) e
doencas neurodegenerativas (por exemplo, Alzheimer, Parkinson e doencas de

Huntington) previamente ligadas a dishomeostase de metais®").

Vaping é sugerido como um fator de risco para a ma cicatrizagao de feridas,
semelhante ao tabagismo. No entanto, os mecanismos moleculares e
histolégicos subjacentes a esta postulagédo permanecem desconhecidos. Nosso
estudo procurou comparar as alteragdes moleculares e histolégicas no retalho
cutaneo e no tecido sem retalho entre vaporizadores, fumantes e coortes de
controle. O estudo animal de 15 ratos machos Sprague-Dawley foi randomizado
para trés coortes: controle negativo (n = 5), cigarro eletrénico (n = 5) e cigarro (n
= 5) e expostos a seus respectivos tratamentos com monitoramento de cotinina
sérica. Apos 30 dias, os retalhos de padrao aleatério foram levantados e
cicatrizados por 2 semanas, apds o que foram coletadas bidpsias de pele dos
tecidos dos retalhos e nao retalhos para reacao em cadeia da polimerase com
transcricdo reversa quantitativa de trés genes de cicatrizagdo de feridas
selecionados (fator de crescimento transformador B [TGF-B ], fator de
crescimento endotelial vascular [VEGF], matriz metaloproteinase-1 [MMP-1));
em seguida, foi realizada imuno-histoquimica para expressao de CD68, a-actina
de musculo liso observando a densidade de microvasos (MVD) e hibridizac¢ao in
situ para localizar a produgcdo de VEGF. No tecido do retalho, vaping (média
[SEM]) (0,61[0,07]) e tabagismo (0,70 [0,04]) foram associados a diminui¢cao da
alteragéo da expressao de VEGF em comparagao com os controles (0,91[0,03])
(p <0,05, p < 0,05, respectivamente). No tecido sem retalho, apenas o vaping foi
associado a diminuigdo da expressao de VEGF (média [SEM]) (0,81 [0,07]), em

comparagao com os controles (1,17 [0,10]) (p < 0,05) com expressao localizada
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principalmente nos queratinécitos basais e na derme (capilares). A imuno-
histoquimica mostrou diminuicdo da MVD em retalho de tecido de fumantes
(0,27[0,06]) e vaping (0,26[0,04]) em comparagdo com controles pareados
(0,65[0,14]) (p < 0,05, p < 0,05, respectivamente) e diminuicdo das areas de
fibrose em comparacdo com controles na histologia macroscépica. Vaping e
tabagismo foram associados de forma semelhante a diminuicdo da expresséao
de VEGF, MVD e alteragdes fibréticas no tecido do retalho. Os resultados
sugerem angiogénese atenuada por meio da diminuigdo da expressao de VEGF
como um mecanismo para ma cicatrizacdo de feridas em ratos expostos ao

vaping“2).

Nosso estudo demonstra que tanto o vaping quanto o tabagismo impactam
negativamente a expressao de VEGF, MMP-1 e MVD na cicatrizacao de feridas,
sugerindo que a angiogénese prejudicada diminuiu as alteragdes fibréticas e a
desregulagdo da ECM na fase proliferativa como causa dos resultados ruins de
cicatrizacado de feridas observados em fumantes e teorizado para ocorrer em
pessoas que vaporizam. Vaping nao deve ser visto como uma alternativa mais
segura ao uso de cigarros no contexto da cicatrizacdo de feridas e os pacientes
devem ser educados sobre os riscos perioperatorios de cicatrizagao de feridas
do vaping como equivalentes aos usuarios de cigarros. Os cirurgides devem
estar atentos ao perguntar aos pacientes sobre 0 uso de vaping, pois pode nao
ser mencionado com frequéncia e pode ter implicacbes em resultados de

cicatrizagdo de feridas piores“2).

Os cigarros eletrénicos, que fornecem nicotina vaporizada, aumentaram
drasticamente em popularidade nos ultimos anos, apesar de muitas perguntas
nao respondidas sobre segurancga, eficacia na redugdao da dependéncia e
impacto geral na saude publica. Outros fatores, como o sexo, também
desempenham um papel importante na determinagdo das respostas
comportamentais e neuroquimicas as drogas de abuso. Nesses estudos,
buscamos desenvolver um protocolo para autoadministragdo de nicotina em
cigarro eletrénico vaporizado em ratos, como base para entender melhor os
diferentes efeitos das vias de exposicdo a nicotina no comportamento e na

fungao fisiolégica. Relatamos um novo método que provoca auto-administragao
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robusta de vapor de nicotina em ratos machos e fémeas. Nossas descobertas
indicam que a solugao vape de nicotina de 5 mg/ml fornece um alto nivel de
consisténcia no comportamento de pressionar a alavanca para machos e
fémeas. Além disso, em ratos machos, descobrimos que o vapor de nicotina do
cigarro eletrénico induz niveis sanguineos semelhantes do principal metabdlito
da nicotina, a cotinina, aos encontrados com a autoadministracdo intravenosa
de nicotina. Portanto, o padrao respiratério durante a exposi¢ao ao vapor em
machos leva a niveis semelhantes de ingestao titulada de nicotina com a
autoadministracao intravenosa de nicotina. Curiosamente, um efeito diferencial
foi encontrado nas fémeas, nas quais as mesmas condi¢cbes de exposi¢cao ao
vapor levaram a diminuicdo dos niveis de cotinina com vapor em comparag¢ao
com a autoadministracéo intravenosa. Finalmente, as diferencas na locomoc¢ao
mediada pela nicotina fornecem suporte adicional aos efeitos fisioldgicos da
inalagao do vapor do cigarro eletrénico. Tomados em conjunto, nossos achados
revelam diferengas importantes entre os sexos na ingestao de nicotina com base
na via de exposicdo e estabelecemos ainda um protocolo para a

autoadministragdo de vapor de nicotina em ratos®3).

Em conclusdo, desenvolvemos um método robusto e confiavel de
autoadministracdo de nicotina por vapor que tem alta relevancia translacional
para a ingestdo humana de cigarros eletrénicos e tabaco. O protocolo de
exposig¢ao ao vapor demonstrou resultar em niveis sanguineos comparaveis do
metabdlito da nicotina, cotinina, em comparagdo com a autoadministracao
intravenosa de nicotina. Também encontramos diferengas intrigantes dentro de
cada sexo com base na via de ingestdo de nicotina, e essas diferengas serao
importantes para investigar em estudos futuros para assegurar uma melhor
compreensao dos mecanismos subjacentes para a fungcdo pulmonar e/ou
cerebral. Além disso, sera importante em estudos futuros empregar o protocolo
de vapor sob condi¢gbes de exposigao de longo prazo e com cartuchos vape
sélidos que contenham uma dose mais alta de nicotina para melhor elucidar as
mudangas comportamentais e metabdlicas que ocorrem com a inalagao de
nicotina vaporizada. Como a exposicdo ao vapor nao requer manipulacdes
cirurgicas, este método de entrega também sera ideal para examinar uma

variedade de idades (por exemplo, jovem, adolescente, adulto jovem, adulto e
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idoso) e efeitos interativos com modelos de doencgas (por exemplo, doenga de
Alzheimer e COVID-19). Por meio desses esforgos, as descobertas cientificas
verificadas podem informar melhor a ciéncia reguladora do tabaco/nicotina para
politicas de controle eficazes e também podem levar a intervencgdes terapéuticas

mais eficazes para a dependéncia de nicotina®3).

A fumacga do cigarro foi identificada como um importante fator de risco para o
desenvolvimento da degeneragc&o macular relacionada a idade (DMRI). Como
alternativa aos cigarros convencionais (C-cigarette), os cigarros eletrénicos (E-
cigarette) tém sido promovidos globalmente e sdo amplamente utilizados
atualmente. O uso crescente de cigarros eletronicos levanta preocupag¢des com
relacdo as consequéncias de curto (2 semanas), médio (3 meses) e longo (8
meses) relacionadas ao tecido retiniano. Neste relatério, um estudo controlado
em modelos de camundongos foi conduzido para sondar os efeitos abrangentes
do vapor do cigarro eletrénico na retina, no epitélio pigmentado da retina (EPR)
e nos tecidos da coroide (1) comparando os efeitos da fumaga do cigarro
eletrénico e do cigarro eletrénico vapor de cigarro na retina separadamente e (2)
determinar os efeitos do vapor de cigarro eletrébnico no EPR e analisar as
alteragcdes em relagdo aos mediadores inflamatoérios (IL-1B8, TNFa, iNOS) e
angiogénicos (VEGF, PEDF) na retina/RPE/coroide por ensaios ELISA. Os
dados mostraram que a exposi¢ao a fumaca do cigarro C promoveu uma reagao
inflamatdria na retina in vivo. Camundongos expostos ao vapor de cigarro
eletrénico (sem nicotina) desenvolveram reacgdes inflamatorias e angiogénicas
mais pronunciadas no EPR e cordide em comparagcdo com o tecido da retina,
enquanto o vapor de cigarro eletrébnico contendo nicotina causou uma reagao
ainda mais grave. Ambas as reacgdes inflamatérias e pro-angiogénicas
aumentaram com a extensdo do tempo de exposicdo. Esses resultados
demonstram que a exposi¢ao a fumaga do cigarro C é prejudicial a retina. Da
mesma forma, a exposi¢ao ao vapor do cigarro eletrénico (com ou sem nicotina)
aumenta a ocorréncia e progressao de estimulos inflamatérios e angiogénicos
na retina, o que também pode estar relacionado ao aparecimento de DMRI

umida em humanos®4),
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Avaliar os efeitos biomecéanicos e histoldégicos no reparo do tenddo de Aquiles
de tabaco queimado inalado versus exposig¢ao a nicotina via cigarro eletrénico
versus um grupo controle em um modelo animal pequeno (rato Sprague-
Dawley). Cinquenta e quatro ratos Sprague-Dawley foram randomizados em 3
grupos: tabaco queimado, cigarros eletrénicos ou controle. Ratos experimentais
foram expostos a cigarros de pesquisa ou vapor de cigarro eletrénico em uma
camara de fumar por 4 semanas. A transecgao cirurgica e o reparo do tendao de
Aquiles foram entdo concluidos, seguidos por 2 semanas adicionais de
exposicao. Os tendbes de Aquiles foram colhidos e o teste de tragao
biomecanica foi realizado. A avaliacdo histolégica foi concluida, incluindo
coloragdo de hematoxilina-eosina, coloracdo tricrdbmica e analise imuno-
histoquimica para colageno tipo | e tipo Ill. O grupo controle apresentou a maior
média de carga de tracao até a falha, em 41,0 +/- 10,4 (intervalo, 18,3-55,1); a
coorte de cigarro teve a segunda maior média, em 37,3 +/- 11,1 (intervalo, 14,0-
54,7); e, finalmente, o grupo vaping teve a média mais baixa, em 32,3 +/- 8,4
(intervalo, 17,8-45,1). A andlise de variéncia unidirecional mostrou uma diferenca
significativa na carga até a falha ao comparar o grupo controle com o grupo do
cigarro eletrénico (P = 0,026). Nenhuma diferenca estatistica foi detectada entre
0 grupo controle e o grupo do cigarro (P = 0,35) ou entre o grupo do cigarro
eletrénico e o grupo do cigarro (P = 0,23). Rigidez e analise histologica qualitativa
nao mostraram diferenca entre os grupos. Esta investigacdo mostra que, em um
modelo de rato, a exposicdo a nicotina via cigarro eletrébnico impede
significativamente as propriedades biomecanicas de cicatrizagdo do reparo
cirurgico do tendao de Aquiles. Os resultados indicam que, embora os cigarros
eletrénicos sejam frequentemente usados como uma alternativa “mais segura”

ao fumo, seu uso pode ter um efeito prejudicial na carga do tendéo até a falha“9.

Estudos demonstraram que os aerossois gerados a partir de cigarros eletrénicos
com sabor contém espécies reativas de oxigénio (ROS), promovendo danos
induzidos pelo estresse oxidativo nas ceélulas pulmonares. Nosso laboratério
investigou o conteudo de ROS do vapor do cigarro eletrénico gerado a partir de
cigarros eletrénicos descartaveis com sabor (barras vape) com e sem nicotina.
Especificamente, analisamos barras vape pertencentes a varias categorias de

sabor [Tabaco, Fruta Menta, Frutado, Menta/Frio (Gelado), Sobremesas e
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Bebidas/Bebidas] fabricadas por varios fornecedores e com diferentes
concentragcbes de nicotina (0-6,8%). Os aerossois dessas barras vape foram
gerados por meio de um unico gerador de aerossol; esses aerossois foram
borbulhados individualmente através de uma solugéo fluorogénica para sem
quantificar as ROS geradas por essas barras em equivalentes de H202.
Comparamos os niveis de ROS gerados por cada barra vape como um
determinante indireto de seu potencial para induzir o estresse oxidativo. Nossos
resultados mostraram que a concentragdo de ROS (M) nos aerossoéis produzidos
a partir dessas barras vape variou significativamente entre diferentes barras
vape com sabor e barras vape com sabor idéntico com concentragdes variadas
de nicotina. Além disso, nossos resultados sugerem que os produtos quimicos
aromatizantes e a nicotina desempenham um papel diferencial na geragao da
producdo de ROS em aerossois de barras vape. Nosso estudo fornece
informacgdes sobre os efeitos diferenciais na saude das barras vape com sabor,
em particular os sabores frios (gelados), e a necessidade de sua

regulamentagao“s).

Nossos resultados mostram que o acetoin (AC) adicionado aos e-liquidos é
transferido eficientemente (>90%) para o aerossol, enquanto as eficiéncias de
transferéncia de 2,3 pentanedione (AP) e diketones 2,4 butanedione (DA) dos e-
liqguidos sao menores (65%), indicando algumas perdas durante os processos
térmicos que levam a aerossolizagdo. Embora a degradagao térmica de glycerol
(VG) possa potencialmente contribuir para DA no aerossol, DA n&o foi detectada
em aerossdis gerados a menos de 16W no cigarro eletrénico usado.
Quantidades significativas sado produzidas apenas em temperaturas da bobina
que sao muito mais altas do que normalmente alcangadas durante o vaping.
Niveis quantificaveis de DA do propylene glycol (PG) s6 foram encontrados no
aerossol em temperaturas ainda mais altas da bobina, enquanto o 1,3
propanediol (1,3 PD) produziu muito pouco DA em qualquer uma das condigbes

estudadas®?).

Sacarose, glicose e frutose também geraram DA nos aerossois. Quantidades
quantificaveis de DA foram encontradas no aerossol gerado a 10W de e-liquidos

contendo sacarose em niveis de 0,05%, a menor concentracdo estudada. As
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emissdes de DA geralmente aumentaram com a concentragéo do agucar no e-
liquido e com a energia fornecida a bobina. Nossos experimentos indicaram que
a glicose e a frutose tém um potencial semelhante a sacarose na geragédo de DA
quando aquecidas. Essas observagdes sdo importantes, pois, além da adi¢cao
direta de agucar aos e-liquidos, eles podem estar presentes nos e-liquidos se os
fabricantes incorporarem extratos naturais de frutas e plantas. Experimentos de
pirdlise demonstraram que compostos contendo anéis de furanose de cinco
membros podem facilmente gerar AP e DA quando aquecidos. Nossas
descobertas devem ser consideradas pelos fabricantes que selecionam
compostos de sabor para uso em e-liquidos, a fim de minimizar a exposicéo a

dicetona entre usuarios de cigarros eletrénicos“”).

As transferéncias de AC, AP e DA de e-liquidos para aerossois de cigarros
eletrénicos foram quantificadas comparando as concentragcdes de aerossodis com
as concentracdes de e-liquidos. A geracgéo térmica de e-liquidos VG, PG ou 1,3
PD foi investigada medindo as emissées de AC, AP e DA em funcdo da
temperatura em um cigarro eletronico. A geracao térmica de AC, AP e DA a partir
de agucares foi examinada pela aerossolizagao de liquidos eletronicos contendo
sacarose, frutose ou glicose em um cigarro eletrénico. A formacgao pirolitica de
AP e DA a partir de uma variedade de sabores comuns foi avaliada usando
técnicas de pirdlise flash. A eficiéncia de transferéncia AC foi > 90%, enquanto
AP e DA foram transferidos com menos eficiéncia (65%) indicando perdas
durante a aerossolizagao. Niveis quantificaveis de DA foram gerados a partir de
VG e PG e, em menor grau, 1,3 PD em temperaturas de bobina >300°C. Acima
de 350°C AP foi gerado a partir de VG e 1,3 PD, mas ndo PG. AC nao foi gerado
a partir de constituintes principais, embora baixos niveis tenham sido gerados
pela redugao térmica de DA. Aerossois de e-liquidos contendo sacarose
continham niveis quantificaveis (>6 ng/puff) de DA em todas as concentragbes
de sacarose testadas, com emissdes de DA aumentando com o aumento da
poténcia e concentragao do dispositivo. 1% de glicose, frutose ou sacarose e-
liquidos deram emissdes de DA comparaveis. Os compostos do anel furanose

também geram DA e AP quando aquecidos a 250°C“7).
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A nicotina € uma substancia viciante historicamente consumida pelo fumo e,
mais recentemente, pelo uso de dispositivos eletrénicos de vapor. A crescente
prevaléncia e popularidade do vaping leva a necessidade de modelos pré-
clinicos de roedores de exposicdo ao vapor de nicotina e uma melhor
compreensao do impacto do vaping em regides especificas do cérebro, fungdes
corporais e comportamentos. Usamos um modelo de roedor de exposigao
eletrdbnica ao vapor de nicotina para examinar as consequéncias celulares e
comportamentais da exposigdo aguda e repetida ao vapor. Camundongos
machos adultos C57BL/6J foram expostos a uma unica sessao de 3 horas
(exposicdo aguda) ou cinco sessdes diarias (exposi¢cao repetida) de vapes
intermitentes de 120 mg/ml de nicotina em propileno glicol: glicerol vegetal
(PG/VG) ou PG/VG ao controle. A exposigdo aguda e repetida ao vapor de
nicotina nao alterou o peso corporal, e ambos os paradigmas de exposicao
produziram niveis séricos de nicotina e cotinina farmacologicamente
significativos no grupo de 120 mg/ml de nicotina em comparagdo com o0s
controles PG/VG. A exposi¢ao aguda ao vapor de nicotina eletrébnica aumentou
a atividade da amigdala central (CeA), no disparo neuronal individual e na
expressdo do marcador de atividade molecular (cFos). As alteracbes na
atividade neuronal apds exposi¢ao aguda ndo foram observadas apos exposi¢cao
repetida. A exposicdo aguda e repetida ao vapor de nicotina diminuiu a
temperatura corporal central, no entanto, a exposicdo aguda diminuiu a
locomogdo, enquanto a exposigcdo repetida aumentou a locomogao.
Coletivamente, esses estudos fornecem a validagdo de um modelo de
camundongo de exposi¢cdo ao vapor de nicotina e evidéncias importantes de
como a exposicao ao vapor eletrénico de nicotina produz efeitos diferenciais na
atividade neuronal CeA e em fungdes e comportamentos especificos do corpo,

como termorregulagdo e locomogéo“d).

Este estudo teve como objetivo analisar os estagios do dano tecidual pulmonar
causado pela exposigao a fumacga do cigarro eletrénico (e-cigarette). Os efeitos
negativos dos cigarros eletrénicos para a saude permanecem discutiveis. Varios
estudos mostraram os efeitos adversos, mas outros opinam que o0s cigarros
eletrénicos sdo mais seguros de usar do que seus equivalentes de tabaco.

Existe, no entanto, a possibilidade de que os efeitos de longo prazo sobre a
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saude, como o comprometimento respiratério e até mesmo da fungao renal, nao
sejam oObvios no momento. As quantidades aumentadas de radicais livres e
citocinas pro-inflamatérias dos cigarros eletrénicos resultam em varios disturbios
fisiologicos, que desencadeiam danos celulares e até a morte celular no corpo.
Um estudo experimental foi realizado entre margo e setembro de 2019 na
Universidade de Airlangga utilizando um grupo controle e um grupo experimental
de ratos Wistar machos para avaliar os niveis de malondialdeido, interleucina
(IL)-8, IL-10, metaloproteina-8 da matriz e colageno tipo 2. Os resultados foram
obtidos por métodos de coloragdo imuno-histoquimica em macréfagos

alveolares através da coloragdo de Hematoxilina-Eosina9).

A exposicao a fumaca do cigarro eletrdbnico aumenta os radicais livres nas vias
aéreas através do aumento do malondialdeido. Isso causa modificagdes nas
citocinas proé-inflamatérias encontradas no tecido pulmonar, como IL-6 e IL-8,
resultando em alteragbes na matriz da metaloproteina-8 e iniciando a
degradagao do colageno tipo 2. Assim, este estudo mostrou uma via molecular
através de seu impacto negativo de curto prazo causado pela fumaga do cigarro
eletrénico que modifica o processo inflamatério no tecido pulmonar e

desencadeia o aparecimento de danos ao tecido pulmonar“9).

Embora alguns estudos mostrem que o uso de sistemas eletrénicos de
administracdo de nicotina (ENDS) pode melhorar os resultados objetivos e
subjetivos em fumantes com DPOC que mudaram para cigarros eletrénicos, nao
estd claro se a exposicdo ao cigarro eletronico altera as caracteristicas
patolégicas pulmonares e a resposta inflamatéria na DPOC. Aqui, empregamos
camundongos com superexpressao de BENaC com anormalidade pulmonar
semelhante a DPOC e os expusemos a ENDS. Descobrimos que a exposi¢ao a
ENDS agravou o alargamento do espago aéreo e a produgdo de muco em
camundongos expressando 3 ENaCover, o que foi associado ao aumento de
MMP12 e Mucbhac, respectivamente. A exposicdo de ENDS a camundongos
aumentou significativamente o numero de macréfagos, particularmente em
macrofagos M2 no fluido de lavagem broncoalveolar (BAL), apesar de ENDS nao
induzirem a polarizagdo de macrofagos M2 em uma linhagem de células de

macrofagos murinos cultivadas (RAW264.7). Nao houve alteragdes nos
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neutroéfilos no fluido BAL pela exposicdo ao ENDS. As produgdes multiplas de
citocinas foram aumentadas, incluindo M-CSF, IL-1ra, IL-10 e TGF-1, no fluido
BAL de camundongos quando expostos a ENDS. A coloragéo de Sirius Red e o
ensaio de hidroxiprolina mostraram que camundongos expostos a ENDS
exibiram fendétipos fibroticos aumentados em comparagao com camundongos de
controle. Em conclusédo, a exposicdo ao ENDS aumenta o alargamento do
espago aéreo, a secregdo de muco e a fibrogénese em camundongos com
DPOC. Isso esta associado ao aumento de MMP12, respostas inflamatérias e
fendtipo de macréofago M2. Este estudo fornece dados pré-clinicos que implicam
que a exposicao ao cigarro eletrénico ndo é segura em pacientes com DPOC

que desejam substituir os cigarros tradicionais por ENDS®9).

Além disso, um fendmeno notavel em nosso estudo é que o ENDS enriqueceu
notavelmente a populagdo de miofibroblastos, sugerindo que o ENDS pode
induzir a ativacdo de miofibroblastos. O mio fibroblasto € o tipo celular
predominante responsavel pela deposi¢ao de matriz extracelular e é considerado
um marco nas doencas fibréticas. E observamos que a fibrose pulmonar
aumentou em camundongos que receberam exposicdo ao ENDS. Seria
interessante entender se 0 ENDS pode estimular a diferenciagao de fibroblastos
em miofibroblastos. Isso pode revelar outro risco potencial de ENDS, pois pode
promover o desenvolvimento de fibrose pulmonar por meio da indugao da
diferenciacao de miofibroblastos. Em conclusdo, nosso estudo elucida que a
exposicao ao ENDS eleva as caracteristicas da DPOC e causa alteracao da
resposta inflamatéria com aumento do numero de macrofagos M2. As alteracdes
na resposta inflamatdria resultantes do ENDS levam ainda a um aumento da
fibrose pulmonar. Nosso estudo nos fornece uma compreensao mais profunda
do mecanismo como o ENDS afeta a DPOC. Por fim, embora camundongos
superexpressando BENaC sirvam como uma boa espécie exposta a ENDS para
inducdo de modelo animal de DPOC, o efeito de ENDS em camundongos

selvagens ainda requer mais investigagdes(®?).

Esses dados destacam alguns pontos-chave que podem auxiliar no desenho de
pesquisas futuras, bem como no desenvolvimento de politicas de tabaco. Eles

também fornecem informagdes sobre o impacto molecular desses dispositivos
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populares de administracdo de nicotina. Descobrimos que cada tipo de
exposicao ao cigarro eletrbnico levou a perfis de metabdlitos unicos na
circulagdo de camundongos expostos. Perfis exclusivos podem revelar
assinaturas metabolémicas especificas associadas a riscos de doencas; essas
assinaturas foram associadas a doencgas cardiovasculares e servem como

preditores de doenga renal cronica®?).

Especificamente, os camundongos JUUL mango e vape pen tinham diferentes
niveis plasmaticos de eicosandides, moléculas biolégicas que atuam como
ativadores e supressores da inflamagdo. Os eicosandides proé e anti-
inflamatorios tém sido associados a doengas reumatoldgicas. Mais
recentemente, descobriu-se que as tempestades de eicosandides
potencialmente desempenham um papel no COVID-19 grave. Embora ainda
sejam necessarias extensas pesquisas, o envolvimento dos eicosandides nos
processos fisioldgicos inflamatérios € preocupante, pois o sistema imunologico
se equilibra constantemente entre um estado inflamatério e anti-inflamatoério;
qualquer interrupgao desse equilibrio, em qualquer diregao, € conhecida por

levar a patologia e, portanto, a doenga®"),

A inalagdo cronica de aerossbéis de cigarro eletrbnico induziu assinaturas
metabolémicas especificas na circulacdo, dependendo do dispositivo eletrénico
usado, conteudo de nicotina, aromas, sexo e duragdo da exposi¢ao.
Notavelmente, o espacamento das exposi¢des nido teve impacto na assinatura
quimica produzida, enquanto o sexo desempenhou um papel importante, com
perfis de metabdlitos sistémicos dispares em homens versus mulheres expostos
a aerossois de cigarros eletrdnicos. A inalagao diaria de aerossois JUUL levou a
inUmeras alteragdes de metabdlitos ocorrendo de maneira especifica do sabor
quando camundongos foram desafiados com LPS inalado como modelo de
pneumonia Gram-negativa, demonstrando que o uso desses dispositivos
populares leva a imunomodulacdo. Finalmente, a composicdo de cada
dispositivo de e-cigarro e e-liquido, bem como a temperatura e a poténcia
aplicada ao e-liquido no processo de vaporizagdo e aerossolizagao,
desempenhou um papel no perfil quimico produzido, que por sua vez impactou

o perfil metabolémico do anfitrido®"),
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Assim, esses dados demonstram que o tipo de dispositivo eletrbnico, os
componentes quimicos, a duragao da exposicao e o sexo desempenham papéis
criticos na alteracido dos perfis metabolémicos. Isso € preocupante, pois perfis
unicos podem revelar assinaturas metabolémicas especificas associadas a
riscos de doencas; essas assinaturas foram associadas a doencgas
cardiovasculares e servem como preditores de doenca renal cronica. Trabalhos
futuros sdo necessarios para entender completamente os efeitos fisiologicos e
fisiopatoldgicos dessas alteragbes metaboldbmicas relacionadas a exposigao ao

aerossol de cigarro eletronico em humanos®").

No final de 2019, centenas de usuarios de produtos eletronicos que aerossolizam
um liquido para inalagcdo foram hospitalizados com diversos sintomas
respiratorios e gastrointestinais. Embora algumas investigagbes tenham
atribuido a doenca a presenca de acetato de vitamina E em liquidos que também
continham tetraidrocanabinol, algumas evidéncias sugerem que a inalagao
cronica de dois compostos comuns solventes utilizados em sistemas eletronicos
de entrega de nicotina (ENDS), propilenoglicol (PG) e glicerina vegetal (VG),
podem interferir nos componentes lipidicos do surfactante pulmonar e causar ou
agravar a lesdo pulmonar. A interagdo entre PG, VG e surfactante pulmonar
ainda nao € compreendida. Este estudo apresenta um exame das interagdes
moleculares de PG e VG com surfactante pulmonar mimetizado por 1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC). A interacdo de DPPC e PG-VG é
estudada por espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier de
reflectancia total atenuada. Os resultados mostraram que PG e VG alteraram o
alinhamento molecular do surfactante DPPC. A orientacdo do surfactante na
superficie do pulmao afeta a tensdo superficial na interface ar-agua,
influenciando assim a respiragao. Esses achados sugerem que a aerossolizagao
cronica dos solventes primarios na ENDS pode alterar a fungao do surfactante

pulmonar(®2).

Os animais foram aclimatados por 12 dias antes de iniciar o experimento. Os
ratos foram divididos aleatoriamente em seis grupos que receberam aerossol
ECIG por 1 semana (ECIG-1s, n=12), 4 semanas (ECIG-4s, n=12) ou 12
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semanas (ECIG-12s, n=12). Os grupos ECIG foram expostos pelo sistema de
exposicao de corpo inteiro por 1h/dia, por 7 dias/semana pelo periodo
especificado para cada grupo. Os grupos de controle eram trés grupos
separados expostos ao ar fresco, n=12 para cada grupo, correspondendo a cada

grupo de exposigcdo ao aerossol ECIG (Cont-1w, Cont-4w e Cont-12w)(®3),

Durante a fase de aquisi¢ao (12 tentativas; 6 tentativas seguidas de 5 minutos
de descanso e as 6 tentativas restantes), todos os ratos apresentaram um alto
numero de erros. Com o tempo, o numero de erros diminuiu, indicando
aprendizado. Nao houve diferenga significativa no niumero de erros cometidos
pelo grupo ECIG-1w e ECIG-4w na tentativa de aprendizado, enquanto houve
diferencga significativa no numero de erros no grupo ECIG-12w em comparagéo
ao grupo controle, indicando que a capacidade de aprendizagem foi afetada
negativamente neste grupo. Apés 30 min da 122 tentativa, foi realizado o teste
de memoria de curto prazo. Ratos em todos os grupos de ECIG apresentaram
alto numero de erros. Os grupos ECIG-4w e ECIG-12w apresentaram numeros
significativamente maiores de erros do que o grupo controle (p<0,05). Apds 5 e
24 horas da 122 tentativa, os testes de memaria de longo prazo foram realizados.
Os animais dos grupos ECIG-4w e ECIG-12w apresentaram numeros
significativamente maiores de erros em comparagdo com os grupos de controle

correspondentes (p<0,05) (43),

Para fornecer informagdes sobre a causa da lesdo pulmonar associada ao
cigarro eletronico (Ecig), examinamos os efeitos do propilenoglicol (PG) e do
glicerol (G), dois veiculos solventes comuns usados para fornecer
nicotina/aroma, em marcadores de estresse oxidativo e inflamagcdo em
camundongos fémeas B6C3F1 que foram usados com sucesso na
carcinogénese pulmonar induzida pela fumaga do tabaco (TS). Camundongos
expostos ao ar e TS foram usados como controles negativos e positivos,
respectivamente. Usando LC-MS/MS, mostramos que PG/G sozinho, na
auséncia de nicotina, aumentou significativamente os niveis de 8-hidroxi-2'-
desoxiguanosina (8-OHdG ou seu tautdmero 8-oxodG), um biomarcador de dano
oxidativo ao DNA, em pulmao e plasma de camundongos; além disso, a adi¢ao

de nicotina (12 e 24 mg/mL) no liquido do e-cig parece suprimir os niveis de 8-
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oxodG. A exposicdo a aerossois de e-cig ou aumentos nao significativos
induzidos por TS da proteina C reativa plasmatica (CRP), um biomarcador de
inflamacé&o; no entanto, os niveis de fibronectina (FN), um biomarcador de lesao
tecidual, foram significativamente aumentados por aerossodis e-cig ou TS.
Embora preliminares, nossos dados mostraram que a exposi¢ao a aerossois de
e-cig induziu uma pontuacdo mais alta de lesdo pulmonar do que a exposig¢ao
ao ar ou ao TS. Nossos resultados indicam que o modelo de camundongo
B6C3F1 pode ser adequado para um exame aprofundado do impacto do e-cig
na lesdo pulmonar associada ao estresse oxidativo e inflamagao e este estudo
aumenta a evidéncia crescente de que o uso de e-cig pode levar a danos

pulmonares(®4).

As medi¢des de espectroscopia de NMR H e C Magic-angle spinning (MAS) in
situ foram realizadas em um espectrdmetro de NMR Varian-Agilent Inova de
diametro amplo de 300 MHz usando uma sonda MAS tipo lapis de ceramica
comercial de 7,5 mm, operando em frequéncias H e C Larmor de 299,969 MHz
e 75,430, respectivamente. As amostras foram giradas no angulo magico,
girando a ~ 3,5 kHz, o que permitiu uma resolugao aprimorada nesses sistemas
principalmente liquidos. Sequéncias H (C) de pulso unico consistindo em uma
largura de pulso 1/4 de 2,25 ps (3,5 ps), tempo de aquisi¢ao de 999 ms (400 ms)
e atraso de reciclo de 5 s (4 s). Normalmente, 2.048 (32.000) repeticoes foram
usadas para coletar os espectros. Todos os espectros foram referenciados
externamente para adamantano em 1,82 ppm e 38,48 ppm para H e C,
respectivamente. A temperatura experimental foi calibrada com um termémetro
externo de etilenoglicol e as mudangas quimicas dependentes da temperatura
foram avaliadas conforme explorado anteriormente. Dado que as temperaturas
experimentais empregadas estdo proximas dos pontos de ebulicdo dos
constituintes primarios, as pressdes de vapor foram plotadas para referéncia do
leitor, onde as constantes de Antoine foram extraidas do Perry's Handbook.
Dadas as dimensbes do rotor, espera-se que apenas uma minoria das especies
de alcool seja vaporizada durante os experimentos. A natureza vedada do
sistema determina que, em temperaturas elevadas, a pressdao aumentara.
Amostras solidas de ZrO2 e Cr203 (Sigma) foram preparadas pré-tratando os

pos solidos sob vacuo a 350 °C por 4 h. As amostras solidas foram
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subsequentemente carregadas em rotores NMR selaveis em uma caixa de luvas

cheia de N2 seca®d).

O po6 de aco inoxidavel também foi considerado, mas mesmo a variedade nao
magnética exibiu propriedades magnéticas quando posicionada proximo ao
espectrometro de NMR, impedindo seu uso no instrumento. Proplieno glicol
(Sigma, 99,5%), glicerol (Sigma, 99,9%), 20% 13C-formaldeido (Sigma, agua),
acetaldeido (Sigma, 99%), acroleina (Thomas) e O2 (Oxarc) foram empregados
para estudar. As formulagdes de liquido de cigarro eletrénico simuladas
desejadas foram injetadas no rotor por meio de uma microsseringa antes que a
célula de amostra fosse selada. O rotor foi subseqlentemente transferido para
uma camara de carregamento especialmente projetada onde o gas N2 ou O2 foi
adicionado nas pressodes especificadas. Quantidades de liquidos ENDS foram
selecionadas para imitar a quantidade de vapor liberada em uma tragada média
(~ 10-50 mg). Deve-se notar que foram empregadas pressdées maximas de
oxigénio de 76 psig (~ 1 ml STP), o que é drasticamente menor do que a
quantidade de oxigénio que passaria pelo dispositivo ENDS (a capacidade tipica
do pulmao humano é de 4—6 L. A 20 % O2 no ar, equivale a 800 ml de oxigénio).
Como mostrado aqui, a disponibilidade de oxigénio esta fortemente
correlacionada a reatividade, sugerindo que uma maior disponibilidade de
oxigénio na condigao real pode mitigar uma parte das disparidades no tempo de

aquecimento que sdo mais longas nos experimentos aqui apresentados®9).

Aqui, examinamos a degradagao térmica de baixa temperatura de propilenoglicol
e glicerol, os principais constituintes dos liquidos ENDS. O monitoramento da via
de degradacéao de baixa temperatura durante um periodo prolongado de tempo
permitiu a deteccao de espécies quimicas convertidas por abundancia natural C
NMR e H NMR, que podem representar os tipos de espécies presentes em
vapores e aerossois de ENDS nessas temperaturas. Os resultados demonstram
que a degradacdao dos liquidos ENDS ¢ fortemente dependente da
disponibilidade de oxigénio, tanto na presenga quanto na auséncia de uma
superficie catalitica, evidenciado pelo forte efeito da razdo gas /C. Quando o
oxigénio esta disponivel, os liquidos ENDS se decompbdem a temperaturas

abaixo de 200 °C e formam numerosas espécies quimicas por meio de um
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mecanismo mediado por radicais iniciado pelo oxigénio molecular. Dentre as
espécies formadas, sao gerados os acidos formico e acrilico que representam
riscos a saude quando inalados. Além disso, a formagédo de acetais hemi- e
formais é abundante, significando a geragédo de formaldeido e acetaldeido em
aerossois ENDS. Os perigos do formaldeido em produtos de nicotina aquecidos
foram bem estabelecidos, embora a discussao subsequente tenha sugerido que
tais perigos nos cigarros eletronicos sdo exagerados. Estes novos resultados
mostram claramente a presencga de tais aldeidos em liquidos ENDS degradados
termicamente a baixas temperaturas. Curiosamente, as superficies simuladas da
bobina ENDS nao atuam como catalisadores no regime de baixa temperatura
indicativo de uma bobina saturada de liquido, evidenciado pela falta de aumento
aparente na taxa de decomposi¢ao, potencialmente devido a forte ligagdo da
superficie que impede a conversdo. O mecanismo mediado por radicais € a
explicacdo mais provavel para a auséncia de qualquer conversao (incluindo
desidratagédo) quando o oxigénio ndo esta presente. A observacao de espécies
intermediarias para confirmar esta via pode se manifestar a partir da
espectroscopia de ressonancia paramagnética eletronica (EPR) para observar
diretamente os radicais ENDS a medida que se formam ou por meio da
marcagao isotopica de C nos alcoois originais para aumentar a sensibilidade
espectral e, portanto, a resolucédo temporal. Aumentar a sensibilidade em ~ 90
vezes, por exemplo, permitiria potencialmente a observacdo de espécies
intermediarias nao radicais de vida relativamente curta que se convertem muito
rapidamente nas condi¢des atuais, solidificando as etapas ativas na via. Os
resultados descritos aqui destacam a conversdo de ENDS em baixas
temperaturas para formar compostos toxicos que podem ser potencialmente
inalados em quantidades significativas durante o uso prolongado de dispositivos

ENDS de baixa temperatura(®®),

A extrapolacéo in vitro para in vivo (IVIVE) aproveita as atividades biolégicas in
vitro para prever as exposigcdes in vivo correspondentes, reduzindo
potencialmente a necessidade de testes de seguranca em animais que sao
tradicionalmente realizados para apoiar a avaliagdo de perigos e riscos. A
interpretacédo das previsdes IVIVE é afetada por varios fatores, incluindo o tipo

de modelo, via de exposi¢cao e suposi¢des cinéticas para o artigo de teste e
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escolha do(s) ensaio(s) in vitro que sao relevantes para os resultados clinicos.
Os cenarios de exposi¢cao sao ainda mais complicados para misturas em que a
atividade in vitro pode resultar de um ou mais componentes da mistura. Neste
estudo, usamos aerossois de cigarro eletronico (CE), uma mistura complexa,
para explorar os impactos desses fatores no uso de IVIVE na identificagdo de
perigos, usando modelos farmacocinéticos de codigo aberto de complexidade
variada e dados disponiveis publicamente. Os resultados sugerem que a selegéo
do ensaio in vitro tem um impacto maior nas estimativas de exposi¢ao do que as
abordagens de modelagem. Usando ensaios de citotoxicidade, seriam
necessarias estimativas de alta exposi¢cao (> 1.000 cartuchos EC (capsulas) ou
> 700 mL de liquido EC por dia) para obter os niveis plasmaticos in vivo
correspondentes aos dados do ensaio in vitro, sugerindo que a toxicidade aguda
seria improvavel em cenarios tipicos de uso. Quando os ensaios mecanisticos
(Tox21) foram usados, as estimativas de exposicao foram muito mais baixas
para o limite inferior, mas a faixa de estimativa de exposi¢ao tornou-se mais
ampla nas abordagens de modelagem. Esses resultados de prova de conceito

destacam os desafios e complexidades do IVIVE para misturas(©6).

Nosso estudo de caso explorou o uso de IVIVE na identificacdo de perigos e
avaliagao de risco para misturas como aerossois EC para os quais dados in vivo
limitados estdo disponiveis. Trés aspectos foram investigados: abordagem de
modelagem Farmacocinética (PK), manipulacdo de misturas quimicas para
modelagem IVIVE e selecdo de ensaios in vitro. Compreender como esses
aspectos afetam as previsdes da exposicdo necessaria para exercer um efeito
in vivo e as avaliagdes subsequentes sobre se um efeito adverso é esperado sob
condigdes tipicas os cenarios de exposigao podem ajudar a orientar a selegao e
aplicagéo de IVIVE. A andlise comparativa realizada neste estudo identificou
possiveis variaveis de alto impacto nas estimativas de EAD, como o ensaio in
vitro e aquelas de menor impacto relativo, como a via de administragcao na
modelagem toxicocinética (TK). Existem varias limitagdes na generalizagéo dos
resultados, por exemplo, o modelo de inalagdo foi um modelo de gas, ndo um
aerossol. Isso afeta muito a entrega da mistura quimica e pode fornecer uma
estimativa enganosa da quantidade de produto quimico que entra no sistema.

Além disso, os cenarios de dosagem descritos podem nao representar padroes
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de uso tipicos. Padrées de uso foram escolhidos para simular dois cenarios
extremos (uso pesado e leve); assim, a EAD prevista em cenarios de uso mais
tipicos pode variar daquelas simuladas. Uma utilidade chave da realizagdo de
IVIVE como neste estudo é traduzir o “risco” representado pelo ensaio in vitro no
contexto apropriado de risco a saude humana (exposi¢ao). A conversdao de
unidades de ensaio in vitro para uma dose humana menos abstrata (por
exemplo, numero de pods EC por dia) muda drasticamente a narrativa dos
resultados de citotoxicidade. A relevancia para o risco a saude humana foi ainda
mais reforgada considerando os resultados dos ensaios in vitro que tém alvos
mecanisticos (subtéxicos) mais diversos e especificos do que os ensaios de
citotoxicidade que produziram resultados tanto nas misturas quanto nos
aromatizantes quimicos individuais. Por exemplo, a atividade quimica em
ensaios in vitro que medem o metabolismo xenobiodtico pode apontar para uma
eliminagao rapida, enquanto a presenga de produtos quimicos que mostram
bioatividade para ensaios enddcrinos podem ser candidatos a testes de
acompanhamento ou substituicdo por produtos quimicos menos bioativos.
Portanto, a identificacdo de painéis de ensaio in vitro que podem fornecer
informacgdes sobre uma diversidade de resultados biolégicos sera fundamental
para alavancar o IVIVE para caracterizar o perigo potencial e a subsequente

avaliagéo de risco(®),

A principal descoberta que relatamos neste trabalho € que a exposi¢ao crbnica
repetitiva, mas nédo aguda, a aerossois de cigarro eletrbnico rompe a barreira
epitelial intestinal, aumenta a suscetibilidade do revestimento intestinal a
infeccbes bacterianas e desencadeia inflamacgao intestinal. Também mostramos
os componentes do e-liquido como os principais culpados. Nés estabelecemos
a causalidade usando modelos quase fisiolégicos ex vivo de murinos € humanos;
a natureza minimalista do sistema de monocamada enteroide polarizada e nossa
capacidade de manipula-lo de maneira fisiologicamente relevante nos permitiu
identificar a célula-alvo para lesao induzida por e-cig como a célula epitelial do
intestino. E possivel que a lesdo disruptiva da barreira seja uma consequéncia
direta dos componentes quimicos decompostos pelo calor no vapor do e-cig ou
seja causada indiretamente por meio de metabdlitos secundarios ou citocinas

geradas a partir de enteroid-derived monolayers (EDMs). Ao usar E. coli invasiva
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em estudos de co-cultura com EDMs, também determinamos que o manuseio
de micrébios pelo epitélio intestinal foi fundamentalmente prejudicado apdés a
exposicao cronica e repetitiva ao e-cig, resultando em maior infecciosidade e
inflamac&o. Esses achados estdo de acordo com estudos anteriores que
mostram maior infectividade e inflamacao no revestimento epitelial da mucosa

oral e do pulm&o®7),

Nossos estudos de RNA-seq mostraram trés grandes temas inter-relacionados
de programas transcricionais alterados. A primeira sao as vias relacionadas a
resposta celular ao estresse e estimulos que compreendem indugdes
proeminentes de genes que participam das vias de sinalizagdo PPAR e AMPK.
A segunda sdo as vias relacionadas a resposta da mucosa a infec¢do e
inflamacao, com indugdo proeminente de genes que codificam o peptideo
antimicrobiano b-defensinas e regulagdo negativa de multiplos genes que
modulam a biogénese lisossomal e Tecpr1, que € necessario e suficiente para a
eliminacao autofagica de microbios. A regulagéo positiva dos genes de resposta
ao estresse e 0 padrao muito especifico de regulagao positiva da b-isoforma das
defensinas ndo sao exclusivos do intestino; analises transcriptdmicas em epitélio
brénquico humano documentaram o mesmo anteriormente. O terceiro e ultimo
tema é o de uma regulagéao positiva equilibrada de genes que dao suporte a vias
e processos pro e anti-oncogénicos, sendo 0os mais proeminentes os genes
envolvidos na diferenciacado celular, ou seja, queratinas multiplas. Como uma
quantidade suficiente de queratina é necessaria para protecao eficiente contra o
estresse no epitélio coldénico e porque as queratinas desempenham um papel
essencial na manutengao da barreira epitelial e sua regulagéo negativa no tecido
intestinal foi correlacionada com a progressao da DIl, nossos achados sugerem
que os trés temas da expressao génica alterada podem ser consequéncias inter-
relacionadas da resposta ao estresse epitelial a estimulos crénicos (exposi¢cao

simultanea a e-cig e microbios) e inflamag&o®7).

Camundongos de oito semanas de idade (n = 5 ~ 10 por grupo) foram
submetidos a exposi¢cédo de corpo inteiro. Os camundongos de controle foram
expostos ao ar ambiente filtrado por HEPA. A fumacga do aerossol do E-cig foi

gerada a partir do E-liquido Platinum V2 RED (aroma classico de tabaco
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contendo 2,4% de nicotina) por uma maquina de fumar Teague (Modelo TE-2,
Teague Enterprises, Woodland, CA). O aerossol foi gerado pelo aquecimento de
2 mL de e-liquido. Camundongos receberam exposi¢ées de 2 horas por dia
durante 5 dias sucessivos por semana, durante um periodo de 16 semanas. Para
0 grupo de animais com bloqueio farmacoldgico de TLR9, os camundongos
receberam injegdes intraperitoneais do antagonista de TLR9 IRS86933 (5 mg/kg,
5-TCCTGGAGGGGTTGT-3') ou Ctrl-ODN (5'-TCCTGCAGGTTAAGT-3; IDT,
Coralville, 1A) duas vezes por semana e 1 h antes da exposi¢cdo ao ECV. Os
camundongos foram sacrificados com pentobarbital sédico (200 mg/kg) por
injecao intraperitoneal 24 h apds a ultima exposicdo. Sangue e tecidos foram

coletados e armazenados para ensaios posteriores(®).

No presente estudo, nossos resultados mostram que a exposi¢cao ao ECV induz
o desenvolvimento de aterosclerose, dano oxidativo ao DNA e ativagao de TLR9
em camundongos ApoE -/-, substanciado pelo aumento da expressédo de TLR9
em placas ateroscleréticas associadas ao fumo de e-cig da artéria femoral em
fumantes de e-cig. Recentemente, foi demonstrado que a sinalizagédo de TLR9
promove a ativacdo de macrofagos e a restauragcéo de TLR9 na BM estimula a
aterogénese em camundongos TIr9-/- Apoe —/-, sugerindo que as células
hematopoiéticas contribuem principalmente para o desenvolvimento da
aterosclerose mediada pela ativacdo de TLR9. Descobrimos que os mondcitos
classicos periféricos exibiram aumento de TLR9 MFI e na placa aterosclerdtica
os macréfagos sédo um tipo principal de células que expressam TLR9. A
inativagdo farmacologica de TLR9 pode atenuar a ativacdo de TLR9

desencadeada por mtDNA em macrdfagos e aliviar a aterosclerose in vivo(8).

A exposigao a nicotina aumenta a liberagao de glutamato em parte por meio de
efeitos estimulatorios nos receptores nicotinicos de acetilcolina pré-sinapticos
(nAChRs). Para avaliar o impacto do uso cronico de (e) cigarro eletrénico (ECN)
nessas vias de dependéncia de drogas, expusemos camundongos C57BL/6 a
trés tipos de exposigao a inalantes por 3 meses; 1) aerossol de cigarro eletrénico
gerado a partir de liquidos contendo nicotina (ECN), 2) aerossol de cigarro
eletrénico gerado a partir de liquidos contendo produtos quimicos veiculares sem

nicotina (Veh) e 3) somente ar (AC). Nés investigamos os efeitos da exposi¢cao
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diaria ao cigarro eletrénico nos niveis proteicos de a7 nAChR e 04/2 nAChR,
expressao génica e niveis proteicos de transportadores astrogliais de glutamato,
incluindo o transportador de glutamato-1 (GLT-1) e o antiportador
cistina/glutamato (xCT), em cortex frontal (FC), corpo estriado (STR) e
hipocampo (HIP). Descobrimos que a inalagao crénica de ECN aumentou a4/32
NAChR em todas as regides do cérebro e aumentou a expressao de a7 nAChR
no FC e STR. O mRNA relativo total do GLT-1 e a express&o da proteina foram
diminuidos no STR. Além disso, as isoformas GLT-1 (GLT-1a e GLT-1b) foram
reguladas negativamente no STR no grupo ECN. No entanto, a inalagdo de
aerossol de cigarro eletronico reduziu a expressao de xXCT em STR e HIP em
comparagao com os grupos AC e Veh. O grupo ECN apresentou aumento do
fator neurotréfico derivado do cérebro no STR em comparagdo com os grupos
controle. Finalmente, a espectrometria de massa detectou altas concentracdes
do metabdlito da nicotina, cotinina, no FC e STR no grupo ECN. Este trabalho
demonstra que a inalagéo crénica de nicotina em aerossois de cigarro eletrénico
altera significativamente a expressdo de nAChRs e transportadores astrogliais
de glutamato em regides especificas do cérebro mesocorticolimbico. Nosso
trabalho revela que uma exposi¢ao clinica e fisiolégica a nicotina através da
exposicao ao aerossol do cigarro eletrénico induziu alteragdes na expressao de
receptores nicotinicos e transportadores astrogliais de glutamato no sistema
mesocorticolimbico. Essas alteragbes podem mediar o inicio e o
desenvolvimento da dependéncia da nicotina. Além disso, esses efeitos podem
levar a plasticidade neuronal e a neuroadaptacao sinaptica. Mais pesquisas séo
necessarias para estudar a correlagao entre as alteragdes nos receptores
nicotinicos e nos transportadores de glutamato com a homeostase
glutamato/dopamina nas regides de recompensa do cérebro mesocorticolimbico.
Mais investigagcbes sao necessarias para estudar as interagdes entre o sistema

glutamatérgico e os receptores nicotinicos em animais expostos a nicotina(®?.

As amostras foram preparadas coletando aerossois de cigarro eletrbnico
gerados a partir de diferentes liquidos eletrénicos, que consistem em propylene
glycol (PG), vegetable glycerin (VG) e nicotina. Por variagdo do numero de
tragadas e teor de nicotina, a toxicidade das amostras de cigarro eletronico foi

sistematicamente investigada in vitro e in vivo. Amostras de cigarro eletrénico
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geraram ROS, estresse oxidativo induzido, produgdo de citocinas pro-
inflamatorias e citotoxicidade em células THP-1 e células BEAS-2B. Além disso,
amostras de cigarros eletrénicos induziram estresse e expressao de NF- kB no
pulm&o de animais apds exposi¢cdo por aspiragdo orofaringea. Eles também
induziram inflamagado pulmonar aguda, incluindo infiltracdo de neutrdfilos,
producao de IL-1B e expressdo de um marcador de estresse oxidativo, a heme
oxigenase-1. A citotoxicidade induzida por PG e VG depende do numero de
puffs, e PG induziu maior citotoxicidade do que VG. Observou-se citotoxicidade
independente e dependente da concentragao para a nicotina, e efeitos protetores
da nicotina também foram observados. A toxicidade das amostras de cigarro
eletrénico foi, pelo menos em parte, devido a geracdo de ROS abidticos e
aldeidos, que foram gerados durante os processos de aerossolizagdo pelo
dispositivo de cigarro eletrénico. Esses resultados sugeriram que o estresse
oxidativo, a ativagao da via pro-inflamatéria (por exemplo, NF- kB, inflamassoma
NLRP3) e a morte celular estavam envolvidos na inflamagdo pulmonar aguda
induzida por cigarro eletrbnico, o que forneceu informagdes valiosas para

entender a causa da EVALI®9),

O uso de cigarro eletrénico (e-cigarette) tem sido associado a casos recentes de
lesdes pulmonares agudas em mais de 2.000 pacientes e dezenas de mortes
nos Estados Unidos, no entanto, o mecanismo que leva a lesdo pulmonar néo é
certo, embora particulas ultrafinas, metais pesados, volateis compostos
organicos e outros ingredientes nocivos foram implicados. Para avaliar
sistematicamente a toxicidade do cigarro eletrbnico, geramos aerossois de
cigarro eletrénico variando o numero de tragadas (20 a 480), o conteudo de
nicotina (0 a 24 mg/mL) e coletamos amostras de cigarro eletrénico por meio de
um sistema impinger para ensaios bioldgicos. A concentragdo calculada das
amostras variou de 1,96 a 47,06 mg/ mL. Macrofagos diferenciados com
mondcitos THP 1, células epiteliais bronquicas BEAS-2B, camundongos
C57BL/6 de tipo selvagem e camundongos transgénicos NF - kB - luc foram
usados para testar os efeitos dessas amostras. Amostras de cigarro eletrénico
mostraram citotoxicidade para células THP-1 e BEAS-2B in vitro, levando ao
aumento do estresse oxidativo, producao de citocinas inflamatérias com ou sem

nicotina e morte celular. Além disso, o aerossol gerado a partir do PG é mais
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téxico do que o VG. A toxicidade das amostras de cigarro eletrénico €, pelo
menos parcialmente, devido as espécies reativas de oxigénio e aldeidos, que
sdo gerados durante os processos de aerossolizag&o pelo dispositivo de cigarro
eletrénico. Apos camundongos NF - kB - luc expostos a amostras de cigarros
eletrénicos por aspiragao orofaringea, expressées de NF- kB foram observadas
de forma dose-resposta com ou sem nicotina. Além disso, as amostras de cigarro
eletrénico induziram infiltragdo de neutrofilos, producao de IL-1[3, expresséo do
marcador de estresse oxidativo heme oxigenase-1 em camundongos C57BL/6
de tipo selvagem. Esses resultados sugerem que o estresse oxidativo, a ativacao
pré-inflamatéria da via NF- kB e a morte celular estdo envolvidos na inflamagao

pulmonar aguda induzida por aerossol de cigarro eletrénico(®).

Sabe-se que uma histdria de tabagismo crénico aumenta o risco de sindrome do
desconforto respiratério agudo (SDRA), mas os riscos correspondentes
associados ao uso crénico de cigarros eletrbnicos sdo amplamente
desconhecidos. O gene do sitio cromossdémico fragil, WWOX, €& altamente
suscetivel ao estresse genotoxico de exposi¢gdes ambientais e, portanto, um
gene candidato interessante para o estudo de doengas pulmonares relacionadas
a exposicado. Pulmbes colhidos de ex-fumantes/nunca fumantes exibiram uma
diminuicao de 47% nos niveis de mRNA de WWOX. A exposi¢ao ao vapor de
cigarro eletrénico contendo nicotina resultou em uma diminuigcdo média de 57%
nos niveis de mRNA de WWOX em relagao aos controles tratados com veiculo.
Em estudos separados, camundongos WWOX knockout (KO) especificos para
endotélio (EC) versus controle WWOX flox foram examinados sob condi¢des de
producdo de SDRA. Camundongos EC WWOX KO exibiram niveis
significativamente maiores de vazamento vascular e lesdo pulmonar histolégica.
ECs foram isolados de pulmdes digeridos de camundongos EC WWOXKO néo
tratados usando classificacao por citometria de fluxo para células CD311 CD452.
Estes foram cultivados em cultura, confirmadas como deficientes em WWOX por
RT-PCR e Western blotting, e analisadas por detecgcédo de impedancia de células
elétricas, bem como um ensaio FITC dextran transwell para suas propriedades
de barreira durante exposicdo a Staphylococcus aureus ou LPS resistente a
meticilina. Os ECs WWOX KO demonstraram declinios significativamente

maiores na funcao de barreira em relacédo as células dos controles WWOX flox
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durante o tratamento com S. aureus ou LPS resistente a meticilina, conforme
medido pela detecgao de impedancia elétrica da célula e pelo ensaio transwell.
O aumento do risco de SDRA observado em fumantes crénicos pode estar
mecanicamente ligado, pelo menos em parte, a baixa regulacdo pulmonar de
WWOX, e esse fendmeno também pode se manifestar em um futuro préximo em

usuarios crénicos de cigarros eletrénicos®).

Os elementos nos aerossdis EC vém de fluidos eletronicos e unidades de
atomizacao. Geralmente, os elementos sao transferidos de forma mais eficiente
para aerossois feitos com ECs de segunda/terceira geragcéo, embora o silicio e
o estanho também sejam transferidos bem em produtos cartomizadores. Nos
produtos de segundal/terceira geragao, a transferéncia tornou-se mais eficiente
a medida que a poténcia aumentava. O arsénico e o selénio foram os mais
potentes dos oito produtos quimicos testados no ensaio MTT, e o tetracloreto de
selénio 10 nM induziu estresse oxidativo e nucleolar em concentracdes
nanomolares em células BEAS-2B, mas ndo em hPFs. As concentracdes de
selénio que induzem o estresse oxidativo in vitro estdo dentro da faixa
encontrada em aerossois EC; no entanto, a toxicidade in vivo sera afetada por
fatores ndo avaliados neste estudo, incluindo: especiacao, toxicidade da mistura,
exposicao da interface ar-liquido e topografia do usuario. A exposi¢édo humana a
elementos EC pode ser reduzida regulando (diminuindo) a poténcia EC para
minimizar a transferéncia de elementos para aerossois e melhorando a pureza
de PG e G62),

A identificacdo e quantificagdo de elementos em propilenoglicol (PG), glicerina
(G), fluidos de recarga antes e apds o0 uso e aerossois foram feitas usando
espectrometria de emissao Optica de plasma acoplado indutivamente. A
citotoxicidade e o estresse oxidativo foram avaliados por meio de ensaios in vitro.
Sete elementos estavam presentes em PG, G e fluidos de recarga populares e
foram transferidos para aerossois feitos com ECs. O selénio estava em todos os
produtos (0,125-0,292 mg/L), enquanto o arsénico, o aluminio e o estanho
estavam frequentemente nas amostras de solvente e fluido de refil em
concentragbes mais baixas. Ferro, cromo, cobre, niquel, zinco e chumbo so6

foram detectados no fluido apés o uso do CE, indicando que vieram de
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atomizadores aquecidos. Elementos transferidos de forma mais eficiente para
aerossois feitos com ECs de segundalterceira geragao. Dos elementos no fluido,
selénio e arsénico foram os mais citotéxicos para células epiteliais bronquicas
humanas (BEAS-2B) e fibroblastos pulmonares no ensaio de brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazélio. O selénio aumentou a produgdo de
superoxido nas mitocondrias e nucléolos e elevou a selenoproteina H nos
nucléolos de células BEAS-2B nas concentragdes encontradas em aerossois EC
(10 nM ou 0,002 mg/L). Os elementos nos aerossois EC vieram tanto de e-fluidos
quanto de unidades de atomizag¢ao. Nos produtos de segunda/terceira geragao,
a transferéncia tornou-se mais eficiente a medida que a poténcia aumentava.
Respostas in vitro ocorreram em concentragdes de selénio encontradas em
alguns aerossois EC. A exposigdo humana a elementos quimicos em CEs pode
ser reduzida regulando (diminuindo) a poténcia permitida do CE e melhorando a
pureza de PG e G(62),

PG, G, fluidos de recarga e fluidos eletrébnicos continham elementos quimicos
potencialmente téxicos que se transferiam para aerosséis. A transferéncia foi
mais eficiente em produtos EC de segunda e terceira geracdo e aumentou a
medida que a poténcia aumentou. O selénio e o arsénio foram os mais
citotoxicos dos elementos testados no ensaio do brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazélio. Estresse oxidativo induzido por tetracloreto
de selénio em células BEAS-2B, mas nao em fibroblastos pulmonares humanos.
Todos os fluidos continham selénio acima da concentracdo que induziu o
estresse oxidativo nas células epiteliais bronquicas humanas. O selénio
aumentou o superoxido nas mitocondrias e nucléolos e aumentou a
selenoproteina H, uma proteina de ligacdo ao DNA responsiva a redox que €&
regulada positivamente pelo superdxido e um indicador de estresse nucleolar.
Usuarios de CE estao expostos a elementos em aerossois, que podem, com a

exposicdo cronica, contribuir para doengas associadas ao estresse oxidativo(©2).

Cigarros eletrdnicos (e-cigarros) e produtos de aquecimento de tabaco (THPs)
reduziram o teor de substancias toxicas e surgiram recentemente como uma
alternativa potencialmente mais segura aos cigarros combustiveis. Para

entender se a exposi¢cao reduzida a toxicos esta associada a redugdes nas
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respostas bioldgicas, ha necessidade de estudos in vitro pré-clinicos de alta
qualidade. Aqui, investigamos a resposta citotoxica de células endoteliais da veia
umbilical humana a extratos aquosos de aerossol (AgE) de cigarro convencional
e AgEs altamente concentrados de cigarros eletronicos (duas geragdes de
atomizadores) e THPs (duas variantes). Todas as amostras AqE foram geradas
por uma metodologia padronizada e caracterizada por nicotina, propileno glicol

e glicerol vegetal(©3),

O cigarro AgE causou uma redugdo maxima de 100 + 0,00 % na viabilidade
celular na dose de 35 % (2,80 baforadas) em oposigéo a 96,63 + 2,73 % em 50
% (20 baforadas) e 99,85 + 0,23 % em 75 % (30 baforadas) para as duas
variantes de THP (glo Bright Tobacco, glo Rich Tobacco) e 99,07 + 1,61% no
cigarro eletrénico puro ePen2.0 (200 tragadas). A AgE dos cigarros eletrénicos
restantes resultou em uma resposta a dose incompleta ou nao provocou
nenhuma resposta. Os métodos utilizados foram adequadamente sensiveis nao
apenas para diferenciar entre aerossois de cigarro, THP e cigarro eletrénico, mas

também para distinguir entre produtos dentro de cada categoria de produto®3).

A area de avaliagao toxicoldgica da proxima geragédo de produtos de tabaco e
nicotina, em particular cigarros eletrénicos e THPs, ainda precisa de estudos e
evidéncias mais consistentes e abrangentes para informar decisdes regulatérias
sobre o status de cigarros eletrénicos e THP como um potencial alternativa mais
segura ao fumo convencional. Neste processo continuo, reconhecemos a
necessidade e compartilhamos nossa abordagem para padronizagdo de
metodologias de geragcdo de AQE e caracterizagdo quimica das amostras de
teste de AgE usadas para testes in vitro. Em ultima analise, isso n&o apenas
facilitara a comparagcao de dados gerados por diferentes laboratérios, mas
também aumentara nossa confianga nos dados toxicoldgicos in vitro associados
como um todo e melhorara quaisquer estratégias de teste futuras no campo da

ciéncia do cigarro eletronico e do aerossol THP®3),

Recentemente, foi demonstrado que cerca de 39% das mulheres gravidas (em
cerca de 1.000) usam cigarros eletrénicos durante a gravidez. De acordo com

um relatério do CDC, cerca de 7% das mulheres em certas regiées dos EUA
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relataram que usaram cigarros eletrbnicos antes, durante ou apds a gravidez.
Este estudo translacional revela que a exposicdo materna durante a gravidez a
aerossois de e-cig, com ou sem nicotina, induz miogénese com remodelamento
desregulado da MEC de maneira dependente do sexo que pode surgir de
desregulacao induzida por e-cig da expressao de PAI-1/MMP-9, que por sua vez
pode resultar em uma predisposicdo aumentada para fibrose pulmonar/doencas
pulmonares intestinais em filhos adultos. Esses achados contribuem
substancialmente para o corpo emergente da literatura que conclui que o e-cig
vaping durante a gravidez ndao € uma alternativa segura ao cigarro/tabaco e

aumenta a propensé&o para complicagdes pulmonares mais tarde na vida®4),

O vaping de cigarro eletrénico (e-cig) € uma preocupacgao séria, ja que muitas
mulheres gravidas que usam vape o consideram seguro. No entanto, pouco se
sabe sobre os efeitos nocivos da exposicao pré-natal ao e-cig na prole adulta,
especialmente na deposicao de matriz extracelular (ECM) e na miogénese nos
pulmdes da prole. Avaliamos as implicagbes bioquimicas e moleculares da
exposi¢cao materna durante a gravidez a aerossois de e-cig na prole adulta de
ambos os sexos, com foco particular em remodelagao e miogénese da MEC
pulmonar. Camundongos CD-1 gravidas foram expostos a aerossois de e-cig
com ou sem nicotina, durante toda a gestacéo, e os pulmdes foram coletados de
descendentes machos e fémeas adultos. Em comparacdo com o grupo de
controle exposto ao ar, camundongos fémeas expostos a aerossois de e-cig,
com ou sem nicotina, demonstraram maior abundancia de proteina pulmonar de
LEF-1 (fator de ligacédo ao intensificador linféide 1), fibronectina e E-caderina,
enquanto alteracéo dos niveis de E-caderina e PPARg (receptor g ativado por
proliferador de peroxissoma) foram observados apenas em machos expostos a
aerossois de cigarro eletrénico com nicotina. Além disso, os mRNAs lipogénicos
e miogénicos foram desregulados na prole adulta de maneira dependente do
sexo. O PAI-1 (inibidor do ativador do plasminogénio-1), um dos reguladores da
ECM, aumentou significativamente em fémeas expostas pré-natalmente a
aerossois de e-cig com nicotina e em machos expostos a aerossois de e-cig em
comparagdo com animais de controle expostos ao ar. MMP 9 (matrix
metaloproteinase 9), um alvo a jusante do PAI-1, foi regulado negativamente em

ambos 0s sexos expostos a aerossois de e-cig com nicotina. Nao foram
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observadas diferengas na histologia pulmonar entre nenhum dos grupos de
tratamento. No geral, camundongos adultos expostos pré-natalmente a
aerossois de e-cig podem estar predispostos a desenvolver doenga pulmonar
mais tarde na vida. Assim, esses achados sugerem que o vaping durante a
gravidez € inseguro e aumenta a propensao para doengas pulmonares

intersticiais na vida adulta®¥,

Balb /c foram distribuidos aleatoriamente; grupo controle (recebeu ar fresco,
sensibilizagdo com ovalbumina (Ova) e desafio salino), grupo E-Cig (recebeu
aerossol E-Cig, sensibilizagao Ova e desafio salino), grupo Ova S/C (recebeu ar
fresco, sensibilizacdo Ova e Ova desafio) e grupo E-Cig + Ova S/C. Liquido de
lavagem broncoalveolar (BALF) e tecido pulmonar foram avaliados para células
inflamatorias e mediadores inflamatorios, respectivamente. A exposicao ao
aerossol E-Cig aumentou significativamente o niumero de todos os tipos de
células inflamatdrias no LBA (p < 0,05). Além disso, o aerossol E-Cig reduziu os
niveis de fator de crescimento transformador (TGF)-1 e metaloproteinase de
matriz (MMP)-2 no homogenato de tecido pulmonar (p < 0,05). A combinacao de
aerossol E-Cig e Ova S/C aumentou o recrutamento de células inflamatérias das
vias aéreas, especialmente neutrofilos, eosindfilos e linfocitos (p < 0,05),
aumentou o nivel de interleucina (IL)-13 e reduziu o nivel de TGF-B1 (p < 0,05).
A exposicdo ao aerossol E-Cig induziu inflamacdo das vias aéreas em
camundongos de controle e modelo murino de asma acionado por alérgenos. A
resposta inflamatdria induzida pelo E-Cig foi ligeiramente maior no modelo

murino de asma induzida por alérgenos do que em animais saudaveis(©).

JUUL, um sistema eletrénico de entrega de nicotina (ENDS), que apareceu pela
primeira vez no mercado dos EUA em 2015, controlou mais de 75% das vendas
de ENDS nos EUA em 2018. Os dispositivos do tipo JUUL sao atualmente a
forma mais comum de ENDS entre os jovens em os EUA. Em contraste com a
nicotina de base livre contida nos cigarros e outros ENDS, o JUUL contém altos
niveis de sal de nicotina (35 ou 59 mg/mL), cujos efeitos celulares e moleculares
nas células pulmonares sdo amplamente desconhecidos. No presente estudo,
avaliamos a toxicidade in vitro dos aerossois com sabor de créme brilée JUUL

em 2 tipos de linhagens de células epiteliais bronquicas humanas (BEAS-2B,
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H292) e uma linha celular de macrofagos murinos (RAW 264.7). Células
epiteliais pulmonares humanas e macrofagos murinos foram expostos a
aerossois com sabor de creme brdlée JUUL na interface ar-liquido (ALI) por 1 h,
seguido por um periodo de recuperagao de 24 h. Integridade da membrana,
citotoxicidade, liberagdo extracelular de espécies de nitrogénio e espécies
reativas de oxigénio, morfologia celular e expressao génica foram avaliadas. O
aerossol com sabor de creme brilée continha concentragdes elevadas de acido
benzoico (86,9 ug /puff), um irritante respiratério bem estabelecido. Em células
BEAS-2B, o aerossol sabor créme brllée diminuiu a viabilidade celular (= 50%)
e aumentou a produgao de 6xido nitrico (NO) (= 30%), bem como a expressao
do gene iINOS. O aerossol com sabor de creme brilée ndo afetou a viabilidade
das células H292 ou macrofagos RAW, mas aumentou a produgéo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) em = 20% em ambos os tipos de células. Enquanto
0 aerossol com sabor de créme brdlée ndo alterou os niveis de NO nas células
H292, os macréfagos RAW expostos ao aerossol com sabor de creme brilée
apresentaram diminuicdo de NO (= 50%) e regulacdo negativa do gene iNOS,
possivelmente devido ao aumento de ROS. Além disso, o aerossol com sabor
de créme brdlée desregulou a expressao de varios genes relacionados a
biotransformacdo, inflamacdao e remodelagdo das vias aéreas, incluindo
CYP1A1, IL-6 e MMP12 em todas as 3 linhagens celulares. Nossos resultados
indicam que o aerossol com sabor de creme brilée causa toxicidade celular
especifica para as células pulmonares. Este estudo contribui para fornecer
evidéncias cientificas para a regulamentacdo de produtos a base de sal de

nicotina(©®),

Descobrimos que, para um protocolo fixo de tragadas, € improvavel que a forma
de nicotina influencie o rendimento em qualquer cenario pratico atual (ou seja,
niveis reais de energia do usuario). No entanto, embora a forma n&o afete o
rendimento, pode afetar a entrega de nicotina ao sangue. Até o momento, a
pesquisa disponivel sobre o efeito da forma de nicotina na liberagao de nicotina
mostra resultados contraditérios, possivelmente devido aos diferentes métodos
usados. Além disso, na medida em que a forma da nicotina modifica a
experiéncia sensorial, ela também pode influenciar o comportamento de tragar e

inalar e, portanto, a exposicédo. Por exemplo, estudos anteriores mostraram que
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os usuarios modificaram seu comportamento de tragar (ou seja, menor duragao
e volume da tragada) ao usar PG em vez de liquidos a base de VG,
provavelmente devido a experiéncia sensorial. Especulamos que a forma de
nicotina pode desempenhar um papel semelhante; por exemplo, os usuarios
podem diminuir a intensidade da tragada ao usar nicotina de base livre e, assim,
obter menos nicotina. Estudos clinicos controlados sobre o impacto da forma no

comportamento de fumar e na exposigdo podem abordar essas questbes®?).

Neste estudo, examinamos sistematicamente o efeito da forma de nicotina no
rendimento de nicotina para varios poderes e veiculos liquidos. Um ECIG foi
usado para gerar aerossois em poténcias variadas (5—45 W) a partir de solugdes
liquidas que continham nicotina de base livre ou protonada em concentragéo de
15 mg/g, com um veiculo liquido consistindo de propilenoglicol (PG) ou glicerina
vegetal (VG), resultando em quatro solugdes diferentes (base livre/PG, base
livre/VG, protonado/PG e protonado/VG). O rendimento de nicotina foi
quantificado usando cromatografia gasosa-espectrometria de massa. Os
rendimentos de nicotina ndo foram influenciados pela forma de nicotina em
nenhuma condi¢ao investigada. Em cada nivel de poténcia, os liquidos a base
de PG resultaram em aproximadamente o dobro do rendimento de nicotina dos
liquidos a base de VG. As concentragbes de nicotina nos aerossois
corresponderam as dos liquidos originais para as condi¢des PG e VG. O
aumento da poténcia levou a um maior rendimento de nicotina em todas as
condigdes. A quantidade de nicotina emitida por um ECIG é independente se a
nicotina € de base livre ou protonada, no entanto, o veiculo liquido tem um forte
efeito no rendimento. Os regulamentos destinados a limitar as emissdes de
nicotina devem considerar ndo apenas a concentragao de nicotina, mas também

o veiculo liquido e a poténcia do dispositivo®?),

Apesar do uso generalizado de cigarros eletrénicos, também conhecidos como
e-cigarros, e dos efeitos cardiacos adversos propostos pela nicotina, os efeitos
prejudiciais dos cigarros eletrdnicos no coracdo ndo sao bem conhecidos. Este
estudo examina os efeitos prejudiciais dos cigarros eletronicos com nicotina em
doses que produzem nicotina e cotinina circulantes em niveis semelhantes aos

encontrados em fumantes habituais e uma dieta rica em gordura (HFD) na
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estrutura e fungdo cardiaca em um modelo comumente usado de obesidade
induzida por dieta (DIO). Camundongos C57BL/6J em um HFD foram expostos
a cigarro eletrénico na presenca (2,4% de nicotina) ou auséncia (0% de nicotina)
de nicotina e aerossol salino por 12 semanas. Os dados ecocardiograficos
demonstraram uma diminuicdo na fragdo de encurtamento do ventriculo
esquerdo (LV), fracdo de ejecao do VE e velocidade de encurtamento da fibra
circunferencial (VCF) em camundongos tratados com cigarro eletrénico (2,4% de
nicotina) em comparagdo com cigarro eletrébnico (0% de nicotina) ou
camundongos expostos a solugdo salina. Cardiomiécitos (CMs) de
camundongos tratados com Ecigarro (2,4% de nicotina) exibiram anormalidades
do VE, incluindo acumulo de lipidios (esteatose ventricular), desarranjo e
destruicdo miofibrilar e hipertrofia mitocondrial, conforme revelado por
microscopia eletrébnica de transmissdo. Os efeitos prejudiciais dos cigarros
eletronicos (2,4% de nicotina) na estrutura e fungdo cardiaca foram
acompanhados por aumento do estresse oxidativo, niveis plasmaticos de acidos
graxos livres, apoptose CM e inativagédo da proteina quinase ativada por AMP e
ativacdo de seu alvo a jusante, acetil- CoA-carboxilase. Nossos resultados
indicam efeitos adversos profundos dos cigarros eletrdnicos (2,4% de nicotina)
no coragado de camundongos obesos e levantam questdes sobre a seguranga do

uso de cigarros eletrénicos com nicotina®8).

A maioria dos usuarios de cigarro eletronico (e-cigarette) também fuma cigarros
de tabaco. Devido a relativa novidade desse habito, muito pouco se sabe sobre
o0 impacto do vaping na saude pulmonar, menos ainda sobre as possiveis
interagbes do uso duplo de cigarro eletrénico e cigarro de tabaco. Portanto,
usamos modelos de camundongos bem estabelecidos para investigar o impacto
da exposigao dupla aos vapores do cigarro eletrénico e a fumaca do cigarro na
homeostase pulmonar. Grupos de camundongos BALB/c fémeas foram expostos
ao ar ambiente, somente fumaga de tabaco, apenas vapores de cigarro
eletrébnico sem sabor e sem nicotina ou fumaca de tabaco e vapores de cigarro
eletrébnico. Além disso, como a fumaca do tabaco e os vapores do cigarro
eletrbnico afetam os processos circadianos nos pulmdes, grupos de
camundongos foram sacrificados em dois momentos diferentes durante o dia.

Descobrimos que camundongos duplamente expostos tinham expressao
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alterada do gene circadiano do pulmdo em comparagdo com camundongos
expostos apenas a fumaca do tabaco. Camundongos duplamente expostos
também apresentaram frequéncias diferentes de células dendriticas,
macrofagos e neutréfilos no tecido pulmonar em comparagao com camundongos
expostos apenas a fumaca do tabaco, observacgao valida também para linfécitos
B e linfocitos T CD4+ e CD8+. A exposi¢cao aos vapores do cigarro eletrénico
também afetou os niveis de imunoglobulinas no lavado broncoalveolar e no soro.
Finalmente, o cigarro eletrbnico e as exposi¢des duplas aumentaram a
resisténcia das vias aéreas em comparagdo com camundongos expostos
apenas ao ar ambiente ou a fumaca do tabaco, respectivamente. Tomados em
conjunto, esses dados sugerem que os vapores do cigarro eletrébnico, mesmo
sem nicotina ou sabores, podem afetar a forma como os pulmdes reagem a
exposicao a fumaca do cigarro em usuarios duplos, alterando potencialmente o
curso patoloégico desencadeado pelo tabagismo. Este estudo mostra claramente
que os pulmdes de camundongos expostos a fumaga do tabaco e aos vapores
do cigarro eletrbnico tém caracteristicas diferentes dos pulmdes de
camundongos expostos apenas a fumaca do tabaco. Embora os mecanismos
biolégicos que levam a esse fendmeno ainda ndo tenham sido identificados,
nossas descobertas, juntamente com outras, sustentam que o veiculo contido
nos cigarros eletronicos, glicerol e propilenoglicol, n&o € inerte e pode ter efeitos

modificadores da doenga em usuarios duplos que sao fumar e vaporizar(®®),

Cigarros eletrénicos (ECIGs) sempre foram promovidos como alternativas mais
seguras aos cigarros combustiveis. No entanto, uma quantidade crescente de
literatura mostra que, embora os ECIGs ndo envolvam substancias tdxicas
derivadas da combustédo, a degradacdo térmica dos principais constituintes do
liqguido ECIG produz substancias tdxicas como carbonilas. Neste estudo,
relatamos a detecgdo de compostos fendlicos em aerossoéis ECIG usando um
novo método analitico. O método introduzido baseia-se na extracao liquido-
liquido para separar os fendis dos principais constituintes do aerossol ECIG:
propileno glicol (PG) e glicerol vegetal (VG). As emissbes de fenol dos ECIGs
foram testadas em diferentes poténcias, duracdes de sopro, propor¢des PG/VG,
concentragdes de benzoato de nicotina e taxas de fluxo para avaliar a influéncia

desses parametros operacionais na formacdo de fenol. As métricas de
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desempenho mostraram que o método analitico possui alta especificidade e
confiabilidade para separar e quantificar compostos fendlicos em aerossois
ECIG. Aumentar a poténcia e a duragdo do sopro aumentou significativamente
todas as emissdes de fendis, enquanto a taxa de fluxo nao teve efeitos
significativos. O perfil de fenol no aerossol ECIG foi dominado pelo fenol néo
substituido que atingiu niveis comparaveis aos do IQOS, cigarros de combustao
e narguilé. Em contraste, baixos niveis de compostos fenolicos mais toxicos,
como catecol e hidroxiquinona, foram quantificados em aerossois ECIG. A
emissédo de toxicos é apresentada, pela primeira vez neste estudo, como o
rendimento por unidade de tempo, ou fluxo (ug/s), que € mais adequado para
comparacgao interestudos e interprodutos. Este trabalho demonstra um método
analitico robusto para isolar e quantificar as emissdes de fendis em aerossois
ECIG. Usando este método, o estudo mostra que os fendis, que nao estéo
presentes na solugao simples de benzoato de nicotina dissolvido em misturas de
PG/VG, sédo formados ao vaporizar. As emissdes de fenol sdo independentes da
concentragdo de benzoato de nicotina, mas significativamente correlacionadas
com a razao PG/VG. As emissdes aumentaram com a poténcia e a duragcao do
sopro, de acordo com as condi¢des que levam a uma temperatura mais alta e a

uma maior degradagéo térmica(9).

O objetivo deste trabalho foi elucidar a geracdo de carbonilas em relagédo ao
ajuste indevido de energia da bateria. As emissdes de carbonila foram geradas
por dois cigarros eletrébnicos modulares equipados com dois atomizadores
contendo bobinas de diferentes resisténcias seguindo o método SO
20768:2018. A poténcia da bateria foi aumentada do nivel de poténcia mais baixo
para acima da faixa de poténcia recomendada pelo produtor. As carbonilas foram
capturadas por uma solugao de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) e analisadas por
LC-MS/MS. A quantidade de emissdes de carbonila aumentou com o aumento
do ajuste de poténcia. Uma inclinagéo exponencial foi observada quando o nivel
de poténcia aplicada excedeu a faixa de poténcia recomendada. Exceder a faixa
de poténcia recomendada em apenas 5 watts resultou em até vinte vezes a
quantidade de carbonilas emitidas no nivel de poténcia superior recomendado.
A geracdo de acetaldeido e acroleina ao lado de outros carbonilos foi

proeminente em saidas de alta poténcia. Os cigarros eletrdbnicos com
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configuracdo de energia personalizavel podem gerar grandes quantidades de
carbonilas se a saida de energia da bateria for definida pelo consumidor para
niveis acima da faixa recomendada. Isso representa um alto risco de exposi¢ao
a carbonilas e, portanto, deve ser evitado integrando recursos de seguranga em
dispositivos de cigarro eletrénico para limitar as possiveis configuragdes de

energia ao intervalo especificado pelo fabricante("").

O estudo demonstrou que a configuragao de poténcia do cigarro eletrénico tem
um impacto significativo nas emissées de carbonila, que podem aumentar
exponencialmente quando o dispositivo € operado acima da faixa de poténcia
especificada pelo fabricante. Ambos os dispositivos testados sdo compativeis
com varios atomizadores com diferentes configuracbes de poténcia
recomendadas. Nao é improvavel que os usuarios confundam as configuracoes
de energia para diferentes atomizadores ou as alterem acidentalmente. Portanto,
a integragao de recursos de segurancga deve ser considerada para dispositivos
de cigarro eletrbnico com configuragdes de energia personalizaveis, a fim de
evitar a ultrapassagem da faixa de energia recomendada do atomizador

instalado("),

Nossas descobertas demonstram que na faixa mais alta de temperaturas
operacionais do cigarro eletrénico, a decomposicao do acetato de vitamina E
ocorrera na fase gasosa, produzindo niveis nocivos de ceteno. No entanto, sob
a operagao normal do cigarro eletrénico, a decomposi¢cédo da fase gasosa é
insignificante. N&do podemos, no entanto, descartar que a decomposigao
catalitica do VEA possa produzir ceteno nessas temperaturas. A catalise da
decomposicao do VEA pelo elemento de aquecimento e por outros compostos
no vapor, entretanto, requer uma investigacdo mais aprofundada. Os resultados
apresentados aqui nos levam a propor que o EVALI esta associado tanto a
contaminagao por acetato de vitamina E quanto as altas temperaturas de
operacao do cigarro eletrénico. Essas temperaturas sdo encontradas em baixos
niveis de liquido em dispositivos vaping mal controlados que ndo ajustam o
fornecimento de aquecimento para taxas de entrega de liquido mais baixas. Nos
casos mais extremos, os e-liquidos podem ser vaporizados a temperaturas muito

altas (> 1000°C), o que os usuarios chamam de golpes secos. Ja foi
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demonstrado anteriormente que golpes secos resultam na decomposi¢ao de e-
liquidos em aldeidos e, coloquialmente, sdo conhecidos por fornecer um pulso
de gases queimados desagradaveis. Mesmo fora dessas condigbes extremas, a
operacao incorreta, o controle automatico inadequado ou um dispositivo
defeituoso também podem ser responsaveis pela vaporizagao do e-liquido bem

acima da temperatura operacional desejada(’?).

As informacgdes clinicas e epidemiolégicas sobre EVALI estdo se acumulando
rapidamente. Felizmente, os casos relatados desta doenga estdo diminuindo,
provavelmente devido em parte as agdes para remover o VEA dos e-liquidos.
Nao temos conhecimento, no entanto, de quaisquer dados sobre a correlagao
de EVALI com condi¢cbes de vaping. Este trabalho destaca a necessidade de
rastrear a associagcdo de EVALI com condicbes de vaping (como o tipo de
dispositivo e o nivel de enchimento do liquido), a fim de atribuir corretamente as
causas dessa doencga e garantir que ela ndo reapareca. Estudos experimentais
sobre a cinética da pirdlise do VEA também s&o necessarios, tanto na fase
gasosa quanto em superficies potencialmente cataliticas, como elementos de
aquecimento. Por fim, este trabalho fornece uma estrutura para simular a
formacgao de produtos nocivos do uso de cigarros eletrénicos e identifica o efeito
substancial que a temperatura operacional pode ter na formacgao de produtos de

pirdlise nocivos(?).

O acetato de vitamina E (VEA) esta fortemente ligado ao surto de lesao pulmonar
associada ao uso de cigarro eletrénico ou produto vaping (EVALI). Foi proposto
que a decomposicdo do VEA em ceteno — um veneno respiratorio que danifica
os pulmdes em niveis baixos de ppm — pode desempenhar um papel na EVALI.
No entanto, ndo ha informagdes disponiveis sobre a temperatura na qual o VEA
se decompde e como iSso se correlaciona com o processo de vaping. Estudamos
a cinética dependente da temperatura da decomposicado do VEA usando quimica
quantica e técnicas de modelagem mecanica estatistica, desenvolvendo um
modelo cinético quimico do processo de vaping. Este modelo prevé que, em
condigbes tipicas de vaping, € improvavel que o uso de produtos de cigarro
eletrdnico contaminados com VEA produza ceteno em niveis prejudiciais. No

entanto, nas altas temperaturas encontradas em niveis baixos de produtos de
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cigarro eletrénico, que produzem 'golpes secos', prevé-se que as concentragdes
de ceteno atinjam niveis altamente toxicos nos pulmdes (até 30 ppm). Portanto,
levantamos a hipétese de que o vaping seco de produtos de cigarro eletrénico
contendo VEA contribui para EVALI("2).

Nossas descobertas demonstram que na faixa mais alta de temperaturas
operacionais do cigarro eletrénico, a decomposi¢cdo do acetato de vitamina E
ocorrera na fase gasosa, produzindo niveis nocivos de ceteno. No entanto, sob
a operagao normal do cigarro eletrénico, a decomposi¢cao da fase gasosa €
insignificante. Nao podemos, no entanto, descartar que a decomposi¢cao
catalitica do VEA possa produzir ceteno nessas temperaturas. A catalise da
decomposicdo do VEA pelo elemento de aquecimento e por outros compostos
no vapor, entretanto, requer uma investigacdo mais aprofundada. Os resultados
apresentados aqui nos levam a propor que o EVALI esta associado tanto a
contaminagao por acetato de vitamina E quanto as altas temperaturas de
operagao do cigarro eletrénico. Essas temperaturas sdo encontradas em baixos
niveis de liquido em dispositivos vaping mal controlados que nao ajustam o
fornecimento de aquecimento para taxas de entrega de liquido mais baixas. Nos
casos mais extremos, os e-liquidos podem ser vaporizados a temperaturas muito
altas (> 1000°C), o que os usuarios chamam de golpes secos. Ja foi
demonstrado anteriormente que golpes secos resultam na decomposi¢ao de e-
liquidos em aldeidos e, coloquialmente, sdo conhecidos por fornecer um pulso
de gases queimados desagradaveis. Mesmo fora dessas condi¢des extremas, a
operacao incorreta, o controle automatico inadequado ou um dispositivo
defeituoso também podem ser responsaveis pela vaporizacdo do e-liquido bem

acima da temperatura operacional desejada(’?.

As informacgdes clinicas e epidemiolégicas sobre EVALI estdo se acumulando
rapidamente. Felizmente, os casos relatados desta doencga estdo diminuindo,
provavelmente devido em parte as agdes para remover o VEA dos e-liquidos.
Nao temos conhecimento, no entanto, de quaisquer dados sobre a correlagéo
de EVALI com condi¢cdes de vaping. Este trabalho destaca a necessidade de
rastrear a associagdo de EVALI com condigbes de vaping (como o tipo de

dispositivo e o nivel de enchimento do liquido), a fim de atribuir corretamente as
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causas dessa doenga e garantir que ela nao reaparecga. Estudos experimentais
sobre a cinética da pirdlise do VEA também sao necessarios, tanto na fase
gasosa quanto em superficies potencialmente cataliticas, como elementos de
aquecimento. Por fim, este trabalho fornece uma estrutura para simular a
formacgao de produtos nocivos do uso de cigarros eletrénicos e identifica o efeito
substancial que a temperatura operacional pode ter na formagao de produtos de

pirélise nocivos(3).

O acetato de vitamina E (VEA) esta fortemente ligado ao surto de lesao pulmonar
associada ao uso de cigarro eletrbnico ou produto vaping (EVALI). Foi proposto
que a decomposicdo do VEA em ceteno — um veneno respiratorio que danifica
os pulmdes em niveis baixos de ppm — pode desempenhar um papel na EVALI.
No entanto, ndo ha informacgdes disponiveis sobre a temperatura na qual o VEA
se decompde e como isso se correlaciona com o processo de vaping. Estudamos
a cinética dependente da temperatura da decomposicdo do VEA usando quimica
quéntica e técnicas de modelagem mecanica estatistica, desenvolvendo um
modelo cinético quimico do processo de vaping. Este modelo prevé que, em
condig¢des tipicas de vaping, é improvavel que o uso de produtos de cigarro
eletrdnico contaminados com VEA produza ceteno em niveis prejudiciais. No
entanto, nas altas temperaturas encontradas em niveis baixos de produtos de
cigarro eletrénico, que produzem 'golpes secos', prevé-se que as concentragcdes
de ceteno atinjam niveis altamente toxicos nos pulmdes (até 30 ppm). Portanto,
levantamos a hipétese de que o vaping seco de produtos de cigarro eletrénico
contendo VEA contribui para EVALI"3).

Aproximadamente 15% das mulheres gravidas vaporizam cigarros eletrénicos
(e-cigarros), expondo o feto a uma variedade de compostos toxicos, incluindo
nicotina e subprodutos da pirdlise do liquido (e-liquido) do cigarro eletronico.
Devido ao recente surgimento desses produtos, a pesquisa se concentra
principalmente nos usuarios imediatos e ndo na exposig¢ao in utero. Portanto,
este estudo teve como objetivo compreender o impacto da exposi¢ao intrauterina
ao vapor do cigarro eletrénico (e-vapor), com e sem nicotina, nos marcadores
metabdlicos hepaticos na prole masculina. O vapor eletronico foi gerado usando

um cigarro eletrénico preenchido com e-liquido com sabor de tabaco (18 ou
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Omg/mL de nicotina). Camundongos Balb/c fémeas foram expostos ao e-vapor
por 6 semanas antes do acasalamento, durante a gestacédo e lactagdao, sem
exposicao direta a prole. Figados e plasma de mées e filhotes machos (13
semanas de idade) foram examinados. A exposigédo ao e-vapor livre de nicotina
promoveu alteragdes metabdlicas e danos hepaticos tanto nas maes quanto em
seus descendentes. Além disso, a exposi¢cdo ao e-vapor contendo nicotina nao
causou dano hepatico, mas induziu a esteatose hepatica na prole adulta.
Portanto, o vaping materno é prejudicial tanto para as maes quanto para seus
filhos, com a nicotina proporcionando um potencial efeito protetor. A exposicao
direta e in utero ao e-vapor pode levar a disturbios hepaticos e metabdlicos. Além
disso, as potenciais propriedades anti-inflamatérias da nicotina podem ter um
efeito protetor sobre esses resultados adversos. No entanto, a dose de nicotina
usada neste estudo foi baixa (equivalente a fumantes leves), e estudos futuros
podem examinar doses mais altas de e-vapor ou nicotina para representar
fumantes pesados. De maneira mais geral, nossos resultados sdo consistentes
com a recomendacgao de que mulheres gravidas devem evitar o uso de cigarros
eletronicos, independentemente da concentragdo de nicotina, para reduzir o

possivel risco de disturbios hepaticos e metabdlicos(4).

O uso de sistemas eletrbnicos de entrega de nicotina (ENDS), também
conhecidos como cigarros eletrbnicos (e-cigs), levantou sérias preocupagdes de
saude publica, especialmente a luz do surto de 2019 de lesdo pulmonar aguda
associada ao uso de e-cig ou produto vaping (EVALI). Embora esses casos
tenham sido em sua maioria vinculado a ENDS que contém acetato de vitamina
E, ha pesquisas limitadas que se concentraram nos efeitos pulmonares cronicos
dos veiculos de entrega (ou seja, sem nicotina e aromatizante). Assim,
investigamos a fungao pulmonar e as respostas imunes em um modelo de
camundongo apds a exposi¢ao aos quase onipresentes veiculos de entrega de
e-cig, glicerina vegetal (VG) e propilenoglicol (PG), usados com uma proporgao
especifica de 70%/30%, com ou sem aroma de baunilha. Nossa hipotese é que
camundongos expostos de forma subaguda a esses aerossois de e-cig exibiriam
inflamacédo pulmonar e fungdo pulmonar alterada. Camundongos C57BL/6
fémeas adultas (n = 11-12 por grupo) foram expostos a ar filtrado, 70%/30%
VG/PG ou 70%/30% VG/PG com aroma de baunilha francesa por 2 ha por dia
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durante 6 semanas. Antes do sacrificio, a funcdo pulmonar foi avaliada. No
sacrificio, o liquido da lavagem broncoalveolar e o tecido pulmonar foram
coletados para analise de mediadores lipidicos, citometria de fluxo,
histopatologia e analises de expressao génica. Exposi¢cdes a VG/PG + aerossol
de e-cig de baunilha aumentaram os volumes corrente e minuto do pulmao e o
amortecimento dos tecidos. A imunofenotipagem das células imunes do pulméo
revelou um numero aumentado de células dendriticas, células T CD4+ e células
B CD19+ no grupo exposto a VG/PG em comparagdo com o ar,
independentemente da presenca de aromatizante de baunilha. A quantificagao
de lipidios pulmonares bioativos demonstrou um aumento >3 vezes de 2-
araquidonoilglicerol (2-AG), um mediador anti-inflamatério, e um aumento de 2
vezes de acido 12-hidroxieicosatetraendico (12-HETE), outro mediador
inflamatorio, apds Exposicdo VG/PG, com ou sem aroma de baunilha. Isso
sugere que os veiculos de aerossol e-cig podem ser moléculas
imunorreguladoras ECT. Também descobrimos que os dois aerossois de e-cig
desregulavam a expresséo de genes pulmonares. A Ingenuity Pathway Analysis
revelou que as redes de genes desreguladas pelo aerossol VG/PG e-cig estao
associadas ao metabolismo de proteinas e lipidios celulares. No geral, nossos
achados demonstram que VG e PG, os principais constituintes das formulagdes
de e-liquidos, quando aerossolizados por meio de um dispositivo de e-cig, néo

s3o inofensivos para os pulmdes, pois perturbam a homeostase imunolégica(™).

Nitrosaminas e outros produtos quimicos cancerigenos na fumaga do cigarro e
no vapor do cigarro eletrénico podem desempenhar um papel fundamental em
canceres relacionados, que se tornaram uma das principais causas de morte e
doenca. Os resultados descritos acima mostram que na presenca de Cu2+ e
NADPH os metabdlitos das nitrosaminas NNK e NNN s&o capazes de gerar
niveis significativos de oxidagédo do DNA, em taxas 4 vezes maiores em nossos
ensaios do que as do 4-aminobifenil genotdxico. As enzimas microssomais
pulmonares deram as maiores taxas de oxidacdo do DNA aqui; o pulmao é a
principal via de exposi¢cao para produtos de fumar e vaping, e o tecido pulmonar
contém uma quantidade significativa de cobre. Relevante para a atual crise de
saude envolvendo usuarios de cigarros eletronicos, o vapor dos cigarros

eletrébnicos contém niveis 6 vezes mais altos de Cu do que aqueles de fumaca
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de cigarro,59 o que poderia aumentar as taxas de dano ao DNA. Os metabdlitos
NNK e NNN facilitam a produgédo de 102, OHe e H202 com Cu2+ e NADPH
presentes, representando a primeira evidéncia quimica de que a producao de
ROS e a oxidagdo do DNA podem ser facilitadas por eles. Possiveis vias
metabdlicas dos metabdlitos NNK e NNN para produg¢ao de ROS e oxidagéo do

DNA sao sugeridas aqui pela primeira vez("9),

Os metabdlitos de nitrosamina resultantes do tabagismo e do cigarro eletrénico
(E-cig) vaping causam danos ao DNA que podem levar a genotoxicidade.
Embora os adutos de DNA de metabdlitos de nitrosaminas 4-(metilnitrosamino)-
1-(3-piridil)-1-butanona (NNK) e N- nitrosonornicotina (NNN) sejam
biomarcadores de cancer relacionados ao tabaco bem conhecidos, apenas
alguns estudos implicam NNN e NNK na oxidagao do DNA em humanos. NNK e
NNN foram encontrados na urina de usuarios de cigarros eletrénicos que nunca
fumaram cigarros. Este artigo propde as primeiras vias quimicas de oxidagéo do
DNA conduzidas pelos metabolitos NNK e NNN em reag¢des redox com Cu2+ e
NADPH levando a espécies reativas de oxigénio (ROS). Uma matriz
microfluidica com filmes finos de DNA e enzimas metabdlicas que produzem
metabdlitos de NNN e NNK na presenca de Cu2+ e NADPH foi usada para
estimar as taxas relativas de oxidacdo do DNA. A detecgcdo por
eletroquimioluminescéncia (ECL) empregou um novo corante ECL [Os ( tpy -
benz -COOH)2]2+ que é seletivo e sensivel ao produto primario da oxidagao do
DNA 8-oxo-7,8-dihidro-2-desoxiguanosina (8-oxodG) no DNA. Filmes de
enzima-DNA em esferas magnéticas foram usados para produzir metabdlitos de
nitrosamina que entram em ciclos redox formadores de ROS com Cu2+ e
NADPH, e cromatografia liquida-espectrometria de massa (LC-MS) foi usada
para quantificar 8-oxodG e identificar metabdlitos. ROS foram detectados por
sensores opticos. Metabdlitos de NNK e NNN + Cu2+ + NADPH geraram taxas
relativamente altas de oxidacdo do DNA. O pulméo é a rota de exposi¢ao ao
fumar e vaporizar, o tecido pulmonar humano contém Cu2+ e NADPH, e as
enzimas microssomais pulmonares apresentaram as maiores taxas de oxidagao
do DNA neste estudo. Além disso, o vapor do cigarro eletrénico contém 6 vezes
mais cobre do que a fumacga do cigarro, o que pode exacerbar a oxidacédo do
DNA(8),
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A fumacga do tabaco induziu um aumento significativo e substancial na
citotoxicidade, mutagenicidade e genotoxicidade em todas as células testadas.
Para aerossois de EVP, houve citotoxicidade reduzida em comparagado com a
exposicao a fumaga de cigarro, mas nenhuma resposta mutagénica ou
genotdxica foi observada quando os aerossoéis de EVP ou e-liquidos foram
testados. Os dados apresentados contribuem para o crescente corpo de
evidéncias cientificas que apdiam o papel potencial desses EVPs de alta

qualidade como ferramentas de redugao de danos para fumantes adultos(?).

O uso de produtos eletrénicos vaping (EVPs) continua a aumentar em todo o
mundo entre os fumantes adultos, paralelamente ao acumulo de informacgdes
sobre sua potencial toxicidade e seguranca relativa em comparagdo com a
fumaca do tabaco. Neste momento, as avaliagbes in vitro de muitos EVPs
amplamente disponiveis sdo limitadas. Neste estudo, uma bateria in vitro de
ensaios estabelecidos foi usada para examinar as respostas citotoxicas
(absorcao de vermelho neutro), genotdxicas (micronucleo in vitro) e mutagénicas
(mutacao bacteriana reversa) de duas EVPs comerciais quando comparadas a
fumaca de um cigarro de referéncia (3R4F). No total, 12 produtos comerciais
foram testados como e-liquidos e aerossois. Além disso, dois liquidos de base
experimentais contendo 1,2% e 2,4% de nicotina também foram avaliados para
determinar o efeito do sabor e da nicotina em todos os trés ensaios. Nos ensaios
de mutagdo reversa bacteriana (Ames) e micronucleo in vitro (IVM), as
exposicdes a e-liquidos e aerossdis EVP, com e sem nicotina e em uma
variedade de aromas, ndo mostraram efeitos mutagénicos ou genotoxicos em
comparagao com a fumacga do tabaco. O ensaio de captacao de vermelho neutro
(NRU) mostrou citotoxicidade significativamente reduzida (P < 0,05) para
aerossois inteiros nao diluidos de EVP em comparacédo com a fumaca do tabaco,
que, por outro lado, foi marcadamente citotéxica mesmo quando diluida. As
respostas toxicoldgicas in vitro reduzidas dos EVPs aumentam o crescente corpo
de evidéncias cientificas que apdiam o papel dos EVPs de alta qualidade como

uma ferramenta de redugéo de danos para fumantes adultos(?).
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O uso de cigarro eletrénico (e-cigarette) cresceu substancialmente desde o
inicio, principalmente entre adolescentes e usuarios de tabaco combustivel.
Varios constituintes da fumaga do cigarro com efeito neurovascular conhecido
estdo presentes nos liquidos dos cigarros eletrénicos ou sdo formados durante
a geracgao de vapor. O presente estudo estabelece modelos inalados de uso de
cigarros e cigarros eletrdbnicos com entrega normalizada de nicotina e, em
seguida, caracteriza o impacto na fungdo da barreira hematoencefalica. O
sequenciamento do RNA de microvasos apos a exposigao revelou a regulagao
negativa de varios genes com papéis criticos na funcdo blood-brain barrier
(BBB). A expressao proteica reduzida de Occludin e Glut1 também é observada
na jungédo apertada em todos os grupos apds a exposi¢ao. Alteragbes pro-
inflamatérias na interagcdo leucdcitos-células endoteliais também sao
observadas, e camundongos expostos a cigarros eletrénicos sem nicotina
prejudicaram o desempenho de reconhecimento de novos objetos. Com base
nisso, conclui-se que o uso prolongado de cigarros eletrbnicos pode afetar
adversamente a saude neurovascular. Os efeitos observados sao parcialmente
independentes do conteudo de nicotina e a nicotina pode até servir para moderar

os efeitos de componentes nao nicotinicos na barreira hematoencefalica(’®).

Questio 3

Qual a toxicidade da nicotina, especialmente das novas formas (sais de

nicotina), utilizadas nos DEFs?

A nicotina é o alcaléide do tabaco mais abundante, compondo cerca de 95% do
teor de alcaldides dos cigarros de tabaco combustivel e 1,5% em peso no tabaco
de cigarro. O conteudo de nicotina de E-liquidos comercialmente disponiveis
varia de baixo a alto (geralmente 0,3 a 5% em volume). Na ativagao do DEF, a
nicotina € liberada do E-liquido em particulas de aerossol ou volatilizadas em
nicotina em fase gasosa, que sao entdo inaladas. A nicotina ligada a particulas
pode ser depositada nos pulmdes, onde se espera que seja rapidamente
absorvida pela circulacdo venosa pulmonar, ou evapore em particulas no
impacto na boca e parte superior das vias aéreas sendo absorvida na circulagao,

mas de forma mais lenta do que nos pulmdes ©).
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A quantidade de nicotina administrada e a forma como € administrada influencia
a dependéncia de um produto do tabaco, e seu abuso aumenta quanto maior for
a oferta, a velocidade de absorgdo e maiores concentragbes de nicotina no
sangue, quando altos niveis de nicotina atingem o cérebro em cerca de 15

segundos apds uma tragada em um cigarro de tabaco combustivel ),

A nicotina é fornecida a partir de cigarros eletrénicos através da via pulmonar de
uma maneira muito semelhante a dos cigarros de tabaco combustivel; cigarros
eletrénicos podem fornecer niveis de nicotina comparaveis aos cigarros de
tabaco combustiveis; e o perfil de nicotina plasmatica pode ser semelhante a de

fumantes de cigarro de tabaco combustivel ©.

A acdo da nicotina leva a liberagdo de dopamina que € associada ao prazer e
supressdo do apetite, também na recompensa induzida por drogas. Outros
efeitos comportamentais induzidos pela nicotina sdo mediados por uma
variedade de neurotransmissores que sao também liberados, incluindo a
norepinefrina (excitagcdo, supressao do apetite), a acetilcolina (excitagao,
melhoria cognitiva), a serotonina (modulagdo do humor, supressao do apetite),
0 acido g-aminobutirico (reducdo da ansiedade e tensdo), glutamato
(aprendizagem, aumento da memoaria) e endorfinas (reducdo da ansiedade e
tensdo). Uma caracteristica importante da dependéncia de nicotina é o
surgimento de sintomas de abstinéncia na cessagao de sua administragéo e a
tolerancia a nicotina se desenvolve para alguns em repetida exposicao.
Sintomas de intoxicagdo por nicotina incluem nauseas e vOmitos, diarreia,
aumento da salivacdo e secrecgdes respiratdrias, bradicardia, convulsdes e
depressao respiratéria. O desenvolvimento de tolerdncia a nicotina com

administragdes repetidas diminui o risco de toxicidade aguda ©).

Um dos principais ingredientes dos E-liquidos dos DEFs é a nicotina. A
nicotina € uma base fraca e em seu estado ionizado, como em ambientes
acidos, a nicotina ndo atravessa rapidamente as membranas. O pH da

fumaca curada pela combustao do tabaco encontrado na maioria dos cigarros
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€ acido (pH 5,5-6,0). Quando a fumacga do tabaco atinge as pequenas vias
aéreas e alvéolos do pulm&o, a nicotina é rapidamente absorvida,
provavelmente porque a dissolugédo da nicotina ocorre no fluido (pH 7,4) no
pulmao humano, o que facilita a transferéncia através das membranas. A
nicotina se liga aos receptores nicotinicos de acetilcolina (hnAChRs) presentes
no sistema nervoso central e periférico, bem como a varios outros 6rgaos. Os
NAChRs sdo canais de ions controlados por ligante que acionam a liberagao
de neurotransmissores, incluindo dopamina, que induz um comportamento
recompensador. Esses receptores também sio expressos por células
endoteliais, epiteliais pulmonares, imunolégicas e musculares. Um cigarro
tradicional contém 10-14 mg de nicotina e fornece aproximadamente 2 mg de
nicotina para o usuario. O conteudo de nicotina varia em E-liquidos, em
concentragdes entre 16 e 24 mg/mL. Em 2015, um dispositivo de cigarro
eletrénico ultra portatil chamado JUUL foi langado. Um pod JUUL contém a
mesma quantidade de nicotina que até dois magos de cigarros. Alguns
desses cigarros eletrbnicos mais recentes contém uma base de nicotina e um
acido organico fraco (por exemplo, acido benzéico) que forma um sal de
nicotina, uma vez que o dispositivo é ativado. Sais de nicotina sdao mais
toleraveis para os pulmdes quando inalado, levando ao fornecimento de
concentragcdes mais altas de nicotina. E possivel entdo que os usuarios
desses produtos obtenham ainda mais nicotina do que o tabaco tradicional
de um cigarro. Por esta razdo, bem como seu design compacto e pequeno,
houve um aumento dramatico na utilizacdo do JUUL, principalmente pelos
jovens, desde a sua introducdo no mercado. Atualmente, JUUL €& a marca
mais popular de e-cigarros na América do Norte, responsavel por mais de

70% do E-cigarro do mercado nos EUA 9,

Os cigarros eletronicos sédo projetados para fornecer nicotina em aerossol
para o usuario. Porque a dependéncia no tabaco é produzida principalmente
através dos efeitos farmacologicos da nicotina, a compreensao farmacolégica
da nicotina, concentragao de nicotina em liquidos e aerossois de E-cigarros

comerciais, exposi¢cao sistémica a nicotina entre os usuarios e fatores que
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podem afetar a exposi¢cdo a nicotina, sdo essenciais para compreender o

potencial de dependéncia de E-cigarros, e seu impacto a saude ©@.

Embora alguns E-cigarros/E-liquidos ndo contenham nicotina, a maioria
contém, e seu conteudo nos DEFs é variavel, mas a concentragao de nicotina
nos E-liquidos pode ser um determinante da exposi¢cao sistémica a nicotina.
A forma como a concentracéo da nicotina é relatada nos rétulos dos produtos
ou nos estudos pode ser qualitativa (por exemplo, zero, baixo, meédio, alto,
super alto) ou quantitativa [como quantidade por cartucho (mg), porcentagem
por volume (por exemplo, 2,4 por cento de nicotina), concentragdo (mg/ml),
ou quantidade de nicotina por quantidade de e-liquido (ug /mg ou mg/ g)]. Os
niveis de nicotina em E-liquidos podem variar com um intervalo de 0 a
150mg/ml, e a concentracdo medida pode atingir 107% do conteudo do E-

liquido ©).

A concentracdo de nicotina nas emissdes do cigarro eletrébnico é um
determinante importante da exposi¢ao sistémica a nicotina, e caracteristicas
dos DEFs que permitem alterar a concentracdo de nicotina disponivel no
aerossol também afetam a atitude abusiva frente aos cigarros eletronicos.
Avaliar os dados de estudos que relatam as quantidades de nicotina no
aerossol de DEFs nos obriga a entender que a unidade de medida de nicotina
no aerossol varia entre os estudos, podendo incluir a quantidade em um certo
numero de puffs (por exemplo, 100 ou 150 puffs) ou a quantidade por volume
de ar (por exemplo, emissdo em mg/100 ml ou mg/m?3), lembrando que a
distribuicdo de nicotina ndo é consistente em todos os produtos. Por exemplo:
estudo avaliando a nicotina em DEFs (Polbnia, Reino Unido e EUA)
identificou que a concentragdo nos cartuchos variava de 0,3 a 19 mg, no
aerossol de 0,5 a 15,4 mg por série de 300 tragadas, e de 21% a 85% no
aerossol da nicotina presente no cartucho. Além disso ha variagdo na
comparacgao da oferta de nicotina entre varios DEFs e cigarros convencionais,
sob padronizagao de concentracao de nicotina, por exemplo de 18 mg/ml sob

desempenho dos DEFs em 4,0 V (5,7 W), que permite identificar que a
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nicotina meédia por tragada do cigarro de tabaco combustivel varia de 0,171
mg a 0,193 mg, e do E-cigarro de 0,049 mg a 0,053 mg. Entédo, apesar da
oferta de nicotina por DEFs com poténcia de 5,7W ser menor da de cigarros
convencionais a partir de concentragdes semelhantes de nicotina, sabe-se
que essa oferta pelos DEFs pode ser muito maior a medida que se aumente
a poténcia utilizada pelo dispositivo, ou a duragcdo ou velocidade do puff
(comportamento do usuario). Estudo avaliando a influéncia da duracado e
velocidade do puff, bem como poténcia do dispositivo e a concentracao da
nicotina nas emissdes derivadas da maquina de vaporizagao de cigarros
eletrénicos descobriu que o rendimento de nicotina varia em mais de 50 vezes
entre as diferentes condigbes, de 0,11 mg a 4,70 mg de nicotina em 15
tragadas. Este estudo mostrou que a concentragao de nicotina em aerossois
de cigarros eletrbnicos é determinada pelas caracteristicas do cigarro

eletrénico e pelo comportamento do usuario ©.

A nicotina € uma base fraca (pH: 8,5), e sua absorcéo e excrecdo depende
do pH. Em ambientes acidos, a nicotina esta em seu estado protonado e nao
cruza membranas rapidamente. Por exemplo, a fumacga de cigarros curados
(a forma mais comum) tem pH variando de 5,5 a 6,0, resultando em nicotina
na forma protonada. O pH de E-liquidos e suas implicacdes para a absorcéo
de nicotina e os efeitos farmacoldgicos dos cigarros eletrénicos também
podem depender do pH no aerossol, e a avaliagao de pods (cartuchos) de E-
liquidos de recarga demonstrou variacdo de 5,1 a 9,9. A nicotina nao
protonada foi considerada responsavel por 18 a 95% da nicotina total,
dependendo do produto em questdo e do pH. O sabor de aditivos em E-
liquidos provavelmente afetam o pH dos DEFs, e em estudo se encontrou
taxas elevadas de absorcéo de nicotina e concentracdo maxima de nicotina
no plasma quando os participantes usaram um e-liquido de morango (18
mg/ml de nicotina, 50/50 glicerol/PG, pH 8,29) em comparagdo com um e-
liquido de tabaco (18 mg/ml nicotina, glicerol / PG 50/50, pH 9,10). Ap6s 15
tragadas (inter puff de 30 segundos) com o mesmo E-cigarro em dias

separados, as areas sob a curva de concentracdao de nicotina no plasma-
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tempo (AUC) foram 17 a 23% maiores e a concentragao plasmatica maxima
de nicotina foi 22% maior com o E-liquido de morango menos basico em

comparagédo com o tabaco ©.

Quase todos os e-cigarros usam solventes como PG e glicerol como
compostos transportadores no aerossol. No entanto, novos cigarros
eletrénicos estdo sendo desenvolvido que ndo contém glicerol ou PG, mas
contém base de nicotina e um acido organico fraco que forma um sal de
nicotina. Um exemplo € o JUUL, no E-liquido (pods pré-carregados) do qual
se encontram acido benzdico e nicotina em uma razao de concentracédo de
44,8 +0,6 e 61,6 £ 1,5 mg/ml, respectivamente. Outro DEF novo denominado
de P3L equipado com pods contendo base de nicotina e acido lactico em
cavidades separadas, e na ativacdo e aquecimento controlado, o sal de
nicotina (lactato de nicotina) é liberado como um aerossol. Em um estudo
clinico, as concentragdes de nicotina plasmatica maxima do uso de trés
formulacdes de P3L, a saber, 50, 80 e 150 ug/puff, foram 9.7; 11.2 € 9.8ng/ml,
respectivamente. Ha evidéncias de que o uso de cigarro eletrénico resulta em
sintomas de dependéncia, e que a nicotina desempenha papel importante

nessa dependéncia .

Os cigarros eletronicos JUUL tém uma fracdo muito baixa de nicotina livre na
capsula do E-liquido e no aerossol em comparagao com outros tipos de E-
cigarros (cerca de 5% -6% de nicotina livre em comparacdo com 13% -95%,
respectivamente), mas um alto teor de nicotina total na forma de sal de
benzoato, cuja formulagédo garante a entrega de altas doses de nicotina em
uma forma de pH baixo, que é menos agressiva em comparagao com a
nicotina de pH mais alto encontrada na maioria das outras marcas de cigarros
eletrébnicos, apoiando assim uma inalacdo mais profunda pelos
consumidores. O nivel de exposi¢cao a nicotina em 38 adolescentes (medido
por cotinina urinaria) usando cigarros de base foi maior (245 pg / L [para
converter em nanomoles por litro, multiplicar por 5,675]) do que os niveis

detectados em adolescentes fumantes regulares de cigarro (155 pg / mL).
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Adolescentes que usam cigarros eletrénicos baseados em capsulas eram
mais provaveis do que outros usuarios de cigarros eletrénicos, vaporizam
diariamente e mostram maiores sintomas de dependéncia de nicotina. Por
exemplo, uma pesquisa com 517 usuarios de cigarros eletronicos com idades
entre 12 e 21 anos descobriu que mais usuarios de cigarros eletronicos
baseados em capsulas foram categorizados como usuarios diarios em
comparagdo com outros usuarios de cigarros eletrbnicos, com 76% dos
usuarios de cigarros eletrénicos baseados em capsulas relatando o uso no
dia anterior (vs 30% entre outros usuarios de cigarros eletrénicos). Estudo
observacional realizado entre usuarios de cigarros eletrénicos de 13 a 18
anos (N = 173) descobriram que a propor¢ao de usuarios de cigarros
eletrdnicos que relataram JUUL como seu dispositivo mais comum aumentou
de 22% em linha de base para 48% em um periodo de 12 meses. Uma analise
das emissdes de aerossol descobriu que, em comparag¢ao com outros formas
de e-cigarros e cigarros, JUUL tinha niveis mais baixos de certos constituintes
nocivos, como benzeno, compostos organicos volateis, radicais livres,
carbonilas, formaldeido e total aldeidos. No entanto, 1 estudo descobriu que
os E-liquidos JUUL tinham uma associacao citotoxica com células epiteliais

de pulm&o humano examinadas em vitro 9.

Estudamos os efeitos do vapor do cigarro eletrénico na mucina (MUC5AC e
MUCS5B) e a mudanga de MUC5AC e MUCSB do liquido do cigarro eletrénico
com ou sem nicotina nas células epiteliais respiratérias. Os efeitos do vapor do
cigarro eletrébnico com ou sem nicotina na mucina, juntamente com as vias de
sinalizagdo envolvidas, foram investigados usando reacdao em cadeia da
polimerase com transcriptase reversa (PCR), PCR em tempo real, imunoensaios
enzimaticos e analise de immunoblot com varios inibidores especificos e
pequeno RNA interferente. Vapor de cigarro eletrbnico com ou sem expressao
de MUC5AC estimulada por nicotina, mas ndo MUC5B, em células epiteliais
respiratorias. Além disso, mostramos que o vapor do cigarro eletrébnico com e
sem nicotina induziu a expressdo de MUCS5AC via ativacao da proteina quinase
ativada por mitégeno (MAPK; quinase regulada por sinal extracelular [ERK] 1/2

e p38) e fator nuclear kappa-luz- intensificador de cadeia de vias de sinalizacao
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de células B ativadas (NF-kB) em células epiteliais das vias aéreas humanas.
Vapor de cigarro eletrénico com e com nicotina aumentou significativamente a

expressdo de MUC5AC em células epiteliais das vias aéreas humanas(@).

Questio 4

Qual a toxicidade das substidncias ou plantas ilicitas, que podem ser

utilizadas por meio dos DEF?

A Cannabis sativa € uma planta com flor nativa da Asia oriental, mas agora é
cultivada em todo o mundo devido ao seu uso industrial generalizado. O
canhamo ou canhamo industrial, € uma das cepas da planta Cannabis sativa,
que tem uma baixa concentracdo de Tetraidrocanabinol (THC) e alta
concentracdo de Canabidiol (CBD), e a maconha é outra cepa de Cannabis
sativa, mas que tem uma concentracdo maior de THC e uma concentragao mais
baixa de CBD. O CBD é um canabindide nao psicotropico e o THC é o
canabindide psicoativo. Os canabinoides estdo sendo consumidos em
formulagdes variadas, e vaporizar € um método de oferta que tem sido cada vez
mais usado nos ultimos tempos. Vaping é definido como o processo de inalar o
vapor produzido por DEF (E-cigarro ou dispositivo similar). Cigarros eletronicos
ou dispositivos de vaporizagdo sdo usados para fumar nicotina, canabinoides
(CBD/THC), agentes aromatizantes, produtos quimicos e outras substancias de

interesse dos consumidores.

O dispositivo de vaporizacdo consiste em um cartucho de vapor contendo o
material desejado na forma liquida (nicotina ou canabindides) junto com um
bocal, bateria e um aquecedor componente que converte o liquido no cartucho
a uma forma de vapor facilitando a inalagdo. Ha varios tipos de cartuchos de
vaporizagao de Cannabis em uma combinagdo de CBD e THC em diferentes
defini¢gdes individuais, e junto com o Terpeno. Os Terpenos séo hidrocarbonetos
compostos encontrados naturalmente na esséncia das plantas e que auxiliam na
melhor absor¢ao do CBD e do THC causando um efeito somatério, inclusive de
realce do sabor. No entanto, os Terpenos no extrato de Cannabis quando

aquecidos a altas temperaturas durante o processo de vaporizagcao se
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degradada em metacroleina e benzeno, que sdo conhecidos por causar leséo
pulmonar aguda e edema levando a insuficiéncia respiratdria. O 6leo do
CBD/THC usado nos cartuchos de vaporizacdo também combinados, e na
dependéncia do tipo de solvente de extragdo usado (butano, propano, etanol, e
dioxido de carbono), podem produzir substancias prejudiciais. A Cannabis
extraida com 6leo de butano é chamada de 6leo de hash de butano (BHO),
contém uma concentragao muito alta de THC em 80% em comparagao com
apenas 10% a 25% com outros métodos de extracdo. No entanto, fumar BHO
contendo 6leo de butano foi associado a insuficiéncia respiratéria aguda
requerendo assisténcia ventilatéria. Ha outros casos relatados como de
pneumonite e insuficiéncia respiratoria secundaria ao uso de Cannabis
processado de BHO. O acetato de vitamina E (outro aditivo adicionado
comumente a cigarros a base de THC ou produtos de vaporizagdo), embora
benigno a ingestdo oral, quando inalado em aerossobis de acetato foram
associados a um aumento nos marcadores de lesdo pulmonar analisando o
fluido de lavado broncoalveolar. A presencga de vitamina E no fluido de lavagem
alveolar em 94% das amostras em paciente com diagnéstico de lesdo pulmonar
associada a Vaping (VALI) fortalece ainda mais seu papel etiolégico. O
aquecimento da vitamina E a altas temperaturas durante o processo de
vaporizagdo também libera gas ceteno téxico, diretamente toxico para os
pulmdes. Além disso, produtos quimicos liberados da vaporizagao da Cannabis
também podem danificar o epitélio bronquico e interromper o surfactante
alveolar, interferindo assim com troca gasosa levando a insuficiéncia respiratoria.
Com o uso crescente de produtos a base de Cannabis e dispositivos de
vaporizagao, a vaporizagao de Cannabis surge como uma das principais vias de
consumo da maconha, sendo disponivel em cartuchos descartaveis e finos
tanques de cigarros eletronicos cheios de liquido de Cannabis. Nao foi dada
atencdo a quaisquer eventos adversos associados ao uso de Cannabis até
recentemente, quando houve um aumento no numero de casos de vaporizagao
de Cannabis associada a lesdo pulmonar aguda levando a insuficiéncia
respiratoria. Além da angustia respiratoria os casos também podem apresentar
sintomas semelhantes aos da gripe, fadiga, febres e gastrointestinais como

nauseas, vomitos e colicas abdominais ) (81) (82)
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A exposigao pré-natal a nicotina e/ou THC por meio de um modelo de cigarro
eletrénico leva a déficits no desenvolvimento motor, e a combinacdo de
exposicado a nicotina e ao THC produz deficiéncias mais graves. Esses
resultados sugerem que o co-consumo de nicotina e cannabis por meio de
cigarros eletrbnicos pode nao ser tdo seguro quanto se supde e pode levar a
alteracbes duradouras nos dominios relacionados ao motor entre os
descendentes. Esses dados tém implicagdes importantes para mulheres
gravidas, saude publica e decisdes de politicas publicas em relagdo ao uso pré-

natal de cigarros eletrénicos®3).

Nos EUA, a nicotina e a maconha séo as drogas licitas e ilicitas mais utilizadas
entre as gestantes. E importante ressaltar que a nicotina e a cannabis agora
estdo sendo combinadas para consumo por meio de cigarros eletrénicos, um
dispositivo de entrega cada vez mais popular. Tanto a nicotina quanto o
tetrahidrocanabinol (THC), o principal componente psicoativo da cannabis,
atravessam a barreira placentaria. No entanto, as consequéncias do uso pré-
natal de cannabis ndo sdao bem compreendidas, e menos se sabe sobre os
possiveis efeitos combinados quando consumidos com nicotina, especialmente
por meio de cigarros eletrénicos. O presente estudo usou um modelo de roedor
para examinar como a exposi¢ao pré-natal do cigarro eletronico a nicotina, THC
e a combinagao afeta o desenvolvimento motor entre os filhos. Ratas Sprague-
Dawley gravidas foram expostas a nicotina (36 mg/mL), THC (100 mg/mL), a
combinagdo ou veiculo via inalagdo de cigarro eletronico desde os dias
gestacionais (DG) 5-20. Um par sexual por ninhada foi testado em uma tarefa
de desenvolvimento sensdrio-motor precoce (dias pos-natal [DP] 12—-20) e uma
tarefa de coordenacao motora de barra paralela (DP 30-32). A exposicao pré-
natal combinada a nicotina e ao THC atrasou o desenvolvimento sensoério-motor,
embora nenhuma das drogas produzisse prejuizos por conta propria. Em
contraste, a exposigao pré-natal a nicotina ou ao THC prejudicou a coordenagéo
motora, enquanto a exposicdo combinada exacerbou esses efeitos,
principalmente entre as mulheres. Esses dados ilustram que a exposi¢cao pré-
natal a nicotina ou ao THC pode alterar o desenvolvimento motor e que a

combinagao pode produzir efeitos mais graves. Esses achados tém implicagdes
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importantes para mulheres gravidas, pois entendemos melhor os efeitos

teratogénicos dessas drogas consumidas por meio de cigarros eletrénicos®©3).

A nicotina e a cannabis s&o duas das drogas licitas e ilicitas mais comumente
consumidas durante a gravidez, muitas vezes consumidas juntas por meio de
cigarros eletrénicos. Vaping € considerado uma alternativa mais segura do que
as rotas tradicionais de consumo, mas as possiveis consequéncias da exposi¢cao
pré-natal ao cigarro eletrébnico sdo amplamente desconhecidas, principalmente
quando essas duas drogas s&o consumidas em conjunto. Em um novo modelo
de co-exposicado, ratas Sprague-Dawley gravidas receberam nicotina (36
mg/mL), tetrahidrocanabinol (THC) (100 mg/mL), a combinagao ou o veiculo por
meio de cigarros eletrénicos diariamente dos dias 5 a 20 de gestagao, imitando
o primeiro e segundo trimestres humanos. Amostras de sangue materno foram
coletadas durante a gravidez para medir os niveis de drogas e metabdlitos, e as
temperaturas corporais antes e depois da exposi¢cdo também foram medidas.
Maes gravidas expostas a combinacao de nicotina e THC apresentaram niveis
plasmaticos de nicotina e cotinina mais baixos do que aquelas expostas apenas
a nicotina; da mesma forma, o grupo de exposicdo combinada também
apresentou niveis plasmaticos mais baixos de THC e metabdlitos de THC (THC-
OH e THC-COOH) do que aqueles expostos apenas ao THC. A exposi¢ao pré-
natal a nicotina diminuiu gradualmente as temperaturas iniciais do corpo a cada
dia, com exposicao crbnica, enquanto a exposicdo ao THC diminuiu as
temperaturas durante as sessdes individuais. Apesar desses efeitos fisioldgicos,
nenhuma mudanca foi observada na ingestdo de comida ou agua, ganho de
peso ou resultados basicos da ninhada. O uso desse modelo pode ajudar a
elucidar os efeitos da co-exposigdo ao THC e a nicotina por meio de cigarros
eletrénicos em usuarios e seus filhos. Compreender os efeitos do co uso durante
a gravidez é fundamental para melhorar a educacao das gestantes sobre o uso
pré-natal de cigarros eletrénicos e tem implicagdes importantes para as politicas

publicas®4).
A incidéncia de e-cigarro, ou vaping, lesdo pulmonar associada ao uso do

produto (EVALI) foi associada ao vaping de produtos de tetrahidrocanabinol

(THC) aos quais o acetato de vitamina E (VEA) foi adicionado. Neste trabalho,
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vaporizamos misturas de THC/VEA em niveis elevados de poténcia usando uma
variedade de cartuchos vaping de bobina de ceramica e um dispositivo vaping
disponivel comercialmente, enquanto medimos simultaneamente a temperatura
e coletamos o condensado vaporizado. O condensado de vapor coletado foi
analisado quanto a evidéncia de decomposi¢cao de VEA por GC/MS, GC/FT-
IRIMS e LC-APCI-HRMS/MS. A temperatura média maxima para todos os
cartuchos examinados na poténcia selecionada excedeu 430°C, com uma faixa
de 375-569°C, bem além do necessario para a decomposi¢ao térmica do VEA.
A recuperacao percentual de VEA e A9-THC da mistura vaporizada em seis
cartuchos variou de 71,5 a 101% e de 56,4 a 88,0%, respectivamente. A analise
do material vaporizado condensado identificou os produtos de decomposicao
VEA duroquinona (DQ), 1-pristene e monoacetato de durohidroquinona
(DHQMA); um composto consistente com 4-acetoxi-2,3,5-trimetil-6-metileno-2,4-
ciclohexadienona (ATMMC) também foi detectado. A concentracdo de DQ
produzida a partir da vaporizacdo da mistura de THC/VEA em um cartucho foi

de 4,16 + 0,07 ug por mg de condensado de vapor(®d),

Questio 5

E possivel afirmar que o consumo destes produtos é seguro do ponto de

vista toxicolégico?

Ha evidéncias da presenca de toxicidade (in vitro, in vivo, em animais e em
humanos) com o uso de DEFs, seja identificando elementos toxicos em sua
composi¢ao, ou na emissao do aerossol, como carbonilas, compostos organicos
volateis (VOCs), metais, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHSs),

nitrosaminas especificas do tabaco (TSNAs), sabores, solventes, e outros.
E a presenca dessas diversas substancias, sabidamente toxicas a saude, em

um conteudo aspirado ou em seus constituintes, por si s6 caracterizariam a

auséncia de segurancga desses dispositivos.

Prof. Wanderley Bernardo INOVA-HC-FMUSP 109



Dispositivos Eletronicos para Fumar — Toxicidade 0OS 01/2022 GGTAB - Parte 2
Atualizagdo OS 01/2020

Entretanto, soma-se a essa constatagao, evidéncias experimentais da presenca
de dano celular, tecidual e organico resultante diretamente de seus constituintes

e de suas emissdes gasosas e/ou de vaporizagao.

Lembrando ainda, da possibilidade de variagao do grau de injuria produzido na
dependéncia das variagbes do modo de uso dos DEFs (principalmente abertos)

e do comportamento de seus usuarios.

E-liquidos com conteudo e sabores variados de nicotina foram aerossolizados
através de meio de crescimento e expostos a linha celular epitelial brénquica
humana (BEAS-2B) e a linha celular humana de monécitos-macrofagos (THP-1)
in vitro. A citotoxicidade em resposta a aerossois de cigarro eletronico foi medida
pelo ensaio MTT em células BEAS-2B e a resposta inflamatoria foi medida por
TNF-a, IL-6, IL-8 e MCP-1 liberados de células THP-1. Além disso, o marcador
de estresse oxidativo, REDD1, e o impacto na fagocitose, foram avaliados apés
a exposicao de macréfagos derivados de BEAS-2B e THP-1, respectivamente.
Extrato de fumacga de cigarro foi usado como controle positivo com conhecida
citotoxicidade e comprometimento da resposta inflamatoria. Aerossois de cigarro
eletrénico induziram toxicidade celular moderada em células epiteliais
brénquicas. Nossos dados também mostram que baixos niveis de nicotina sédo
menos prejudiciais para as células epiteliais bronquicas, e sabores em e-liquidos
influenciam os marcadores combinados de resposta inflamatéria, fagocitose e
REDD1 quando examinados in vitro. Nossos bioensaios in vitro podem ser
utilizados para medir efetivamente os efeitos induzidos pelo sabor e pela nicotina
dos cigarros eletrénicos na resposta inflamatéria combinada e na citotoxicidade
em macrofagos humanos e células epiteliais brénquicas humanas,

respectivamente (@),

No presente estudo, investigamos, pela primeira vez, se os cigarros eletrénicos
com sabor e contendo nicotina induzem a disfuncao endotelial para resultar em
angiogénese prejudicada e cicatrizagdo de feridas, particularmente em
condigbes diabéticas. Cigarros eletrbnicos contendo nicotina com varios
conteudos de nicotina (0, 1,2%, 2,4%), e cigarros eletrdbnicos com sabor de
tabaco classico, menta, mentol e baunilha ou frutas de BLU (nicotina 2,4%) ou
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JUUL (nicotina 3%) foram usados para tratar células endoteliais in vitro e
camundongos diabéticos induzidos por estreptozotocina in vivo. A producao de
superoéxido de células endoteliais, determinada por imagem fluorescente de di-
hidroetidio (DHE) e ressonancia de spin eletrénico (ESR), foi acentuadamente
aumentada pela exposi¢ao ao extrato de cigarro eletrénico (e-CSE) de maneira
dependente do conteudo de nicotina, enquanto o 6xido nitrico (NO) a
biodisponibilidade detectada pela imagem fluorescente DAF-FM diminuiu
substancialmente. Todos os diferentes cigarros eletrbnicos com sabor
examinados também mostraram efeitos significativos no aumento da produgao
de superoxido, ao mesmo tempo em que diminuiram a biodisponibilidade de NO.
A apoptose das células endoteliais avaliada pela atividade da caspase 3 foi
acentuadamente aumentada pela exposi¢cao ao e-CSE preparado a partir de
cigarros eletrbnicos com sabor e contendo nicotina. Ensaios de feridas de
monocamada endotelial revelaram que cigarros eletrébnicos com sabor e
contendo nicotina induziram reparo angiogénico prejudicado de feridas de
monocamadas de células endoteliais. Além disso, a cicatrizacao de feridas
estimulada pelo fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) em
camundongos diabéticos foi prejudicada pela exposicao a e-CSEs preparados a
partir de cigarros eletrdbnicos com sabor e contendo nicotina. Tomados em
conjunto, nossos dados demonstram pela primeira vez que cigarros eletrénicos
com sabor e contendo nicotina induzem disfuncdo endotelial por meio da
producao excessiva de ROS, resultando em diminuigdo da biodisponibilidade de
NO, aumento na apoptose de células endoteliais e comprometimento da
angiogénese e cicatrizagao de feridas, especialmente em condi¢cdes diabéticas.
Essas respostas de disfungcdo endotelial provavelmente estdo por tras dos
efeitos nocivos dos cigarros eletrébnicos em 6rgaos ricos em endotélio, como
coracao e pulmodes. Esses dados também indicam que uma regulamentacio
rigorosa sobre o uso de cigarros eletronicos deve ser aplicada em pacientes
diabéticos e/ou cirurgicos para evitar consequéncias graves do

comprometimento da angiogénese/cicatrizagéo de feridas(®”).

O objetivo do presente estudo foi avaliar a presenca de contaminantes derivados
de metal e plastico em quatro diferentes e-liquidos comerciais com alta

concentracao de nicotina e seu efeito citotoxico em células epiteliais brénquicas
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humanas normais por uma série de ensaios in vitro, em comparacido com o
cigarro de referéncia 1R6F, usando um sistema de exposi¢cao de interface ar-
liquido (ALI). Além disso, avaliamos o efeito da exposicdo ao aerossol no
estresse oxidativo, medindo a produgdo de espécies reativas de oxigénio e o
potencial mitocondrial. Nossos resultados ndo mostraram contaminantes em
todos os e-liquidos e um efeito citotdxico significativamente reduzido do aerossol
de e-liquido em comparacdo com a fumaga do cigarro, bem como uma
integridade mitocondrial mantida. Além disso, nenhuma produgéo de espécies

reativas de oxigénio foi detectada com o aerossol de cigarro eletrénico(®?),

Vaping de cigarro eletrénico (e-cigarette), contendo nicotina e/ou A 8 A°ou A °
ou A °tetraidrocanabinol (An -THC), esta associado a um surto de e-cigarette,
ou vaping, lesdao pulmonar associada ao uso do produto (EVALI). Apesar de
milhares serem hospitalizados com EVALI, muito permanece desconhecido
sobre diagnéstico, tratamento e patogénese da doenga. Biomarcadores de
inflamacao, estresse oxidativo e mediadores lipidicos podem ajudar a identificar
usuarios de cigarro eletrénico com EVALI. Coletamos plasma e urina junto com
dados demograficos e relacionados ao vaping de individuos EVALI (idade de 18
a 35 anos) e ndo usuarios pareados por sexo e idade em um estudo piloto. Os
biomarcadores foram avaliados por ELISA/EIA e ensaios baseados em Luminex.
Niveis elevados de metabdlito THC (11-nor-9-carboxi-A9-THC) foram
encontrados no plasma de individuos EVALI em comparagao com nao usuarios.
Os niveis de 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OHdG), um biomarcador de dano
oxidativo ao DNA, e 8-isoprostano, um marcador de estresse oxidativo, foram
ligeiramente aumentados em amostras de urina de individuos EVALI em
comparagdo com nao usuarios. Por outro lado, os niveis plasmaticos de
mediadores lipidicos, incluindo resolvin D1 (RvD1) e prostaglandina E2 (PGE2),
foram significativamente menores em individuos EVALI em comparagédo com
nao usuarios. Ambos os biomarcadores pro-inflamatdérios, como fator de necrose
tumoral -a, proteina inflamatéria de macréfagos-18, RANTES (regulado na
ativagdo, células T normais expressas e secretadas) e fator estimulante de
colénias de granuldcitos-macréfagos, bem como biomarcadores anti-
inflamatdrios, como interleucina-9 e CC10/16, foram diminuidos no plasma de

individuos EVALI em comparagdo com n&o-usuarios, apoiando uma possivel
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resposta inflamatéria desregulada em individuos EVALI. Elevagdes significativas
nos biomarcadores de estresse oxidativo na urina e no plasma, bem como
reducdes nos mediadores lipidicos, foram mostradas em individuos EVALI.
Esses biomarcadores nao invasivos (8-OHdG, 8-isoprostano, RvD1 e CC10/16),
individual ou coletivamente, podem servir como ferramentas no diagnéstico de
futuros sujeitos do EVALI®),

Este estudo foi um estudo exploratério em duas partes. A Parte A foi projetada
para elucidar a absorgao e deposigao de nicotina marcada com 11C inalada na
cavidade oral, vias respiratérias, pulmdes e sangue. A Parte B iluminou a
captacao e deposicado no cérebro e no sangue. Duas formulag¢des diferentes de
nicotina (freebase e nicotina lactato) foram aerossolizadas e inaladas usando o
cigarro eletronico mybluTM. Cada sujeito do estudo inalou uma das formulagées.
Doravante, o e-cigarro mybluTM é referido como o e-cigarro. Na parte A, os
participantes do estudo realizaram dois exames PET/CT de [11C] nicotina de 40
minutos, um sobre os pulmdes e outro sobre a boca e as vias respiratorias
superiores. O tempo entre as sessdes de PET/CT foi de pelo menos trés horas
para permitir a deterioracdo e eliminagcdo da [11C]nicotina. Na parte B, os
individuos tiveram uma PET/CT de [11C]nicotina de 30 minutos sobre o cérebro.
[11C] A nicotina foi administrada como 1-2 tragadas, inaladas como aspiragcdes
profundas do cigarro eletrénico. Os individuos da parte B do estudo foram
submetidos a uma sequéncia de volume cerebral 3D ponderada em T1 (T1w)
para referéncia anatémica no mesmo dia da PET/TC. Na parte A, a tomografia
computadorizada de dose ultrabaixa (ULDCT) para corregcdo de atenuagao
iniciada antes da tomografia PET também foi usada para informacdes

anatdémicas©9).

Quinze individuos adultos saudaveis (3 homens e 12 mulheres), de 51 a 65 anos
(58 +/- 4,4 anos) com peso corporal entre 51 e 85 kg (média de 71 kg), foram
incluidos neste estudo. Os principais critérios de inclusao foram boa saude geral,
fumante diario de cigarros combustiveis, com idade entre 50 e 65 anos, e
auséncia de doencas ou disturbios clinicamente significativos (conforme julgado
pela avaliagdo do investigador de seu histérico médico). Medidas de pressao

arterial e frequéncia de pulso, eletrocardiograma de 12 derivagdes (ECG) e
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exames laboratoriais clinicos foram realizados. Todos os individuos estavam
livres de doengas clinicamente significativas que afetavam o trato respiratério ou
qualquer condicdo que pudesse influenciar os resultados do estudo ou a
capacidade do individuo de participar. Além disso, eles n&o tinham histérico de
alcoolismo ou abuso de substancias. As mulheres do estudo nado tinham
potencial para engravidar, ou seja, pés-menopausa, esterilizadas ou verificadas
por medi¢des de horménio foliculo-estimulante e estradiol no sangue. Para a
parte B, foram excluidos os individuos com condicdes que contraindicam a

ressonancia magnética (MRI)©®0),

Quinze fumantes adultos saudaveis participaram do estudo de duas partes para
avaliar a distribuicdo e o acumulo de [11 C] nicotina nas vias respiratérias e no
cérebro. Dados de atividade de tempo para as vias respiratorias, pulmoes,
es6fago e cérebro foram obtidos. 31-36% de ambas as formulagdes tragadoras
inaladas acumularam-se no pulmao em 15-35 s. [11 C] Nicotinefreebase exibiu
maior captacdo e deposicdo nas vias respiratorias superiores. Para [11 C]
nicotinalactato, a deposigao cerebral atingiu um pico de 4-5%, com um pico
anterior e um declinio mais acentuado. Um perfil cinético diferente foi obtido para
[11 C] nicotinalactato com menor captacdo e acumulo de tracador nas vias
respiratorias superiores e um pico mais precoce e um declinio mais acentuado
no pulmao e no cérebro. O uso de formulagdes de lactato de nicotina em cigarros
eletrénicos pode, portanto, contribuir para uma maior aceitacéo e satisfacdo do
fumante adulto em comparag¢ao com as formulacdes de base livre, auxiliando
potencialmente na transigcdo dos cigarros combustiveis e na aceleragdo das

iniciativas de reducdo de danos do tabaco(®?),

Nossos dados sugerem que o tipo de sal de nicotina usado em e-liquids e vape-
bars, derivados de tabaco ou sintéticos, desempenha um papel na modulacao
da geragao de ROS apods a aerossolizagao de componentes de e-liquidos. Para
explicar melhor, foram observadas diferencgas significativas na geragao de ROS
entre TFN e produtos vape contendo nicotina derivados do tabaco contendo
bebida e aromatizante de menta/gelo. No entanto, diferengas néo significativas
na geragao de ROS foram observadas entre TFN e produtos vape contendo
nicotina derivados do tabaco com aroma de frutas e tabaco. Nossos dados
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sugerem que o0s agentes aromatizantes usados em cigarros eletrénicos
contendo nicotina sintética desempenham um papel na modulagéo dos niveis de
ROS nos aerossois gerados. Nossos dados também indicam que os agentes
aromatizantes usados em e-liquidos afetam a geracdo de ROS acelular de
cigarros eletrénicos contendo nicotina sintética e cigarros eletrénicos contendo

nicotina derivada do tabaco de sabores comparaveis de maneira diferente®?).

Da mesma forma, os resultados de nosso estudo parecem concordar com nosso
estudo anterior, cujos dados sugeriram que os agentes aromatizantes usados
em vapebars contendo nicotina derivados do tabaco desempenham um papel na
modulagado da geragao de ROS apds a aerossolizagdo do componente e-liquido.
Em relagdo aos efeitos do conteudo de nicotina na geracado de ROS e estresse
oxidativo, um estudo descobriu que a nicotina aumenta o estresse oxidativo em
células mesencefalicas de ratos de maneira dose-dependente. Outro estudo
descobriu que os aerossois de cigarros eletrbnicos e liquidos com sabor
promoveram o estresse oxidativo nas células epiteliais do pulmao H292, bem
como nos pulmdes de camundongos. Além disso, um estudo descobriu que as
ROS geradas a partir de cigarros eletrdnicos eram altamente dependentes do
sabor do liquido eletrénico usado (frutado e tabaco). No entanto, faltam estudos
que examinem as diferengas na geragdo de ROS em sistemas celulares e
acelulares devido ao uso de produtos vape contendo nicotina derivados do
tabaco e TFN. Embora estudos anteriores tenham mostrado que a voltagem, o
sabor e a concentracao de nicotina tém um papel na modulagao dos niveis de
ROS gerados por cigarros eletronicos, os resultados de nosso estudo mostram
que o tipo de sal de nicotina usado (sintético ou derivado do tabaco) também.
Curiosamente, notamos que entre os produtos vape com sabor de
menta/resfriado analisados (Spearmint e Banana Ice), o nivel de ROS gerado
pelo produto vape de nicotina sintética foi significativamente menor do que o
gerado por seu sabor especifico derivado do tabaco nicotina- contendo
contrapartida. Além disso, entre os produtos vape com sabor de bebida/bebida
analisados, o produto vape sintético contendo nicotina gerou significativamente
menos ROS do que sua contraparte contendo nicotina derivada do tabaco. A
nicotina sintética carece das impurezas contidas na nicotina derivada do tabaco.

Os produtos vape que usam nicotina sintética ndo possuem nitrosaminas
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especificas do tabaco (TSNAs), um carcinégeno encontrado no tabaco e na
nicotina derivada do tabaco. Em nosso estudo, as diferengas em ROS exdgenas
entre aerossois gerados por TFN e produtos vape contendo nicotina derivados
de tabaco com sabor de limonada rosa, hortela e banana-gelo podem ser devido
as diferengcas de impurezas dentro de cada tipo de sal de nicotina (tabaco -
derivado ou sintético) usado. No entanto, para determinar se os resultados
observados para os ENDS com sabor de Pink Punch Lemonade, Spearmint e
Banana Ice sé&o devidos a diferengas no nivel de impurezas na nicotina salgada
usada, a triagem de cigarro eletrénico por meio de espectrometria de massa de

plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) é preciso®").

Para avaliar o efeito de exposicoes repetidas de ENDS, células epiteliais
brénquicas humanas normais primarias (NHBE) cultivadas na interface ar-liquido
(ALI) foram expostas a preparagdes de cigarro e ENDS diariamente por 10 dias.
As preparagdes de fumaga de cigarro alteraram significativamente a expresséo
génica de maneira dose-dependente em comparagao com o controle do veiculo,
incluindo genes ligados ao estresse oxidativo, metabolismo xenobidtico, vias de
cancer, transicdo epitelial-mesenquimal, metabolismo de &cidos graxos,
degradagdo de coldgeno e matriz extracelular, glicosilacdo, e
quimiocinas/citocinas, que sao vias conhecidas por serem alteradas em
fumantes. Por outro lado, as preparagées de ENDS tiveram efeito minimo nas
vias de transcricdo. Usando um modelo primario de cultura de vias aéreas NHBE,
observamos varias alteragdes na via transcricional apds exposicoes repetidas a
preparacdes de cigarro e ENDS. Varios genes diferenciados associados a
exposicoes a preparagdes de cigarros foram observados de maneira semelhante
em fumantes humanos. Muito poucas vias foram reguladas pelas preparacdes
de ENDS neste estudo, particularmente em altas doses, e mudanga de dobra
menos pronunciada quando comparada as preparagbes de cigarro. As
alteragdes transcricionais induzidas por preparagdes de cigarro refletem
algumas das alteracgdes fisiologicas recentemente relatadas por nosso grupo
apos uma exposicao de 10 dias em culturas primarias de NHBE. Por outro lado,
as preparagdes de ENDS parecem regular muito menos vias em comparagao
com as preparagdes de cigarro, refletindo as alteracdes fisiolégicas minimas

relatadas anteriormente. Este estudo também demonstra o uso de culturas
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primarias de NHBE em ALI como um modelo in vitro adequado para avaliacao
de produtos de tabaco, o que reflete respostas semelhantes as observadas em
humanos. Uma vez que as preparacbes de ENDS induzem alteragdes
transcricionais unicas, embora menos respostas de via, recomendam-se mais

investigagdes sobre esses genes(®?),

O extrato de vapor E-cig (EVE) e o extrato de fumaca de cigarro (CSE) foram
criados borbulhando vapor e fumaga, respectivamente, no meio de cultura
celular. Human vocal fold fibroblasts (hVFFs) foram expostos a EVE sem ou com
nicotina ou CSE por 24 horas. Células n&o tratadas foram usadas como grupo
controle. As células foram coletadas e a citotoxicidade, a matriz extracelular e a
expressao de genes inflamatdrios e os danos ao DNA foram avaliados. EVE nao
diluido sem e com nicotina reduziu a viabilidade dos hVFFs a um nivel citotoxico.
CSE reduziu a viabilidade de hVFFs em maior extensdo do que EVE e induziu
danos ao DNA medidos por quebras de fita dupla de DNA. Nenhuma alteracao
na expressao génica foi observada apds a exposi¢cdo a EVE ou CSE. Ainda ha
muito a ser elucidado sobre os efeitos dos cigarros eletrbnicos na saude,
especialmente no que diz respeito as pregas vocais. NOs investigamos os efeitos
de EV e CS em hVFFs cultivados. Descobrimos que o vapor do e-cig ndo € inerte
e induz citotoxicidade em hVFFs. Este efeito ndo foi dependente da nicotina.
Maiores redugdes na viabilidade celular e evidéncias de danos ao DNA foram
observadas apds a exposigdo ao CSE, sugerindo que os cigarros convencionais
podem induzir mais danos, pelo menos a curto prazo. Em resumo, este é o
primeiro estudo conhecido a avaliar os efeitos de EVE em hVFFs. Os resultados
formam a base para uma metodologia in vitro para estudos futuros. A longo
prazo, os resultados nos ajudardo a desenvolver investigacbes in vivo
destinadas a interpretar os mecanismos biolégicos alterados pelos e-cigs e

contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias de tratamento(%3),

Os macréfagos alveolares (AMs) sdo células imunes residentes no pulmao que
fagocitam particulas e patdgenos inalados e ajudam a coordenar a resposta
imune do pulméao a infeccdo. Pouco se sabe sobre o impacto do uso crbénico de
cigarro eletrénico (ou seja, vaping) nesse importante tipo de célula pulmonar.

Assim, determinamos o efeito do vaping no fenétipo AM e na expressao génica.
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Recrutamos nunca fumantes, fumantes e usuarios de cigarro eletrénico (vapers)
e realizamos broncoscopias de pesquisa para isolar AMs de amostras de fluido
de lavagem broncoalveolar e células epiteliais de escovagdes bronquicas. Em
seguida, realizamos analises morfologicas e usamos a plataforma Nanostring
para procurar mudangas na expressao génica. AMs obtidos de fumantes e
vapers foram fenotipicamente distintos daqueles obtidos de ndao fumantes e uns
dos outros. A imunocitoquimica revelou que os AMs vapers tinham uma
expressdo significativamente elevada da sintase induzivel de 6xido nitrico (M1)
€ uma expressao significativamente reduzida de CD301a (M2) em comparagéao
com ndo fumantes ou fumantes. Os AMs de Vapers e epitélios brénquicos
exibiram mudangas unicas na expressao génica em comparagdo com nao
fumantes ou fumantes. Além disso, os AMs dos vapers foram os mais afetados
de todos os grupos e tiveram 124 genes exclusivamente regulados
negativamente. A analise da ontologia genética revelou que vapers e fumantes
tiveram mudancgas opostas nos processos biolégicos. Esses dados indicam que
0 vaping causa alteragbes unicas nos AMs e no epitélio brénquico em
comparagao com nao fumantes e fumantes, o que pode afetar a defesa do
hospedeiro pulmonar. Esses dados indicam que vapers “saudaveis” normais tém
AMs alterados e podem estar em risco de desenvolver respostas imunes

anormais a estimulos inflamatdrios(®4).

Este estudo caracterizou produtos quimicos desenvolvidos quando 6leos
diluentes foram aquecidos a temperaturas que imitam produtos de cigarro
eletrénico ou vaping (EVPs) para investigar a producado de produtos quimicos
potencialmente toxicos que podem ter causado lesbes pulmonares. VEA,
vitamina E, coco e d6leo de triglicerideos de cadeia média (MCT) foram diluidos
com etanol e entdo testados quanto a constituintes e impurezas usando um
espectrémetro de massa de cromatografia gasosa (GC/MS). Oleos nZo diluidos
foram aquecidos a 25-C (controle), 150-C e 250-C em uma camara inerte para
imitar uma faixa de temperaturas indicativa de aerossolizagdo de EVPs. Os
produtos quimicos volatilizados foram coletados usando tubos de dessorcéo
térmica, analisados usando um GC/MS e identificados. A presenca de produtos
quimicos identificados foi confirmada usando tempo de retengcdo e
correspondéncia de espectros de ions com padrdes analiticos. A analise direta
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dos dleos, conforme recebidos, revelou que o VEA e a vitamina E eram os
principais constituintes de seus 6leos, e os 6leos de coco e MCT eram quase
idénticos, tendo dois constituintes principais: tricaprilato de glicerol e 2-(
decanoiloxi)propano-1,3-diil dioctanoato. Mais produtos quimicos foram medidos
e com intensidades maiores quando os 6leos diluentes foram aquecidos a 250-C
em comparagdo com 150-C e 25-C. A vitamina E e os 6leos de coco/MCT
produziram diferentes emissdes quimicas. A presenga de alguns produtos
quimicos identificados € uma consequéncia potencial para a saude porque
muitos sao irritantes respiratorios conhecidos e toxinas respiratérias agudas. A
exposi¢cao a uma mistura de produtos quimicos perigosos pode ser relevante
para o desenvolvimento ou exacerbagdo de EVALI, especialmente quando
associada a danos fisicos causados pela deposicdo pulmonar de aerossois

produzidos por 6leos diluentes em aerossol(®®),

Neste estudo, comparamos os efeitos dos cigarros de tabaco e dos cigarros
eletrénicos nos células endoteliais da veia umbilical humana (HUVECs). Embora
os cigarros eletronicos também induzam os niveis de moléculas de adesao e
citocinas pro-inflamatérias em HUVECS, os cigarros de tabaco mostraram dados
toxicolégicos muito mais graves, incluindo menor viabilidade celular, maior taxa
apoptética e niveis mais altos de inflamagao e ROS em HUVECs. Examinamos
os efeitos dos cigarros convencionais e dos cigarros eletrénicos na sobrevivéncia
das células endoteliais, resposta inflamatodria, expressdo de moléculas de
adesdo e nivel de ROS. Com base nesses dados, concluimos que, nesses
aspectos, os cigarros eletrénicos parecem ser menos toxicos do que fumar
cigarros. E os cigarros eletrénicos podem ser uma boa alternativa aos cigarros
de tabaco. No entanto, isso n&o significa que os cigarros eletrénicos ndo sejam
prejudiciais. De fato, estudos sobre os efeitos a longo prazo na saude humana

s30 necessarios(%),

Com o desenvolvimento dos tempos, os cigarros eletrénicos (e-cigarros) estao
sendo recebidos por mais e mais pessoas. Comparamos os diferentes efeitos
dos cigarros eletrdnicos e cigarros de tabaco nas células endoteliais da veia
umbilical humana (HUVECSs) tratadas com os tipicos extratos de aerossol de

cigarro eletronico (ECA) e extratos de fumacga de cigarro (CS) provenientes de
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lojas comerciais de varejo. As HUVECs foram tratadas com diferentes tipos de
ECA ou CS com diferentes concentragdes nicotinicas (0,03, 0,125, 0,5, 2, 8 ou
32 ug /mL). A viabilidade celular foi examinada pelo ensaio MTT. A apoptose
celular foi investigada por laranja de acridina (AO) e coloragdo Hoechst 33258.
Os ensaios de RT-PCR e western blot foram utilizados para analisar as
moléculas de adesao e as citocinas inflamatérias liberadas pelas HUVECs. Além
disso, as espécies reativas de oxigénio (ROS) intracelulares foram observadas
por microscopia de fluorescéncia. Nossos dados mostraram que o CS
(concentragao de nicotina a 0,125 ug /mL) pode diminuir a viabilidade das
HUVECs em 71%, mas n&o os quatro tipos de ECA. A taxa apoptética foi de
cerca de 32,5% no grupo CS. Independentemente dos niveis de adesao
moléculas, citocinas inflamatérias ou ROS, foram maiores nos grupos CS do que
nos grupos ECA. No geral, os quatro tipos de cigarros eletrbnicos induziram
significativamente menos citotoxicidade do que os cigarros de tabaco disponiveis
comercialmente em HUVECs. O CS mostrou o impacto mais grave nos HUVECs.
O ECA pode fornecer uma medida de reducao de danos, especialmente no risco
cardiovascular, depois que as pessoas mudam de cigarros de tabaco para

cigarros eletréonicos®6).

Nossos resultados suportam o potencial reduzido de e-cigs em relagdo aos
cigarros convencionais em um modelo in vitro de células epiteliais brénquicas,
mesmo sob condigbes de exposigcdo mais extremas (aerossol nao diluido) do
que aquelas de papéis replicados. Para estudos futuros, nossas descobertas
sugerem que a diluicdo do aerossol e a normalizagdo dos dados para refletir
melhor a funcionalidade celular em vez da viabilidade serdo importantes para
alcangar os resultados mais precisos. Além disso, estudos futuros sao agora
necessarios para demonstrar também in vitro os efeitos cronicos e o risco
reduzido de ENDS. De fato, mostrou que o vaping crénico exerce efeitos
biolégicos marcantes no pulmdo e que esses efeitos podem ser em parte
mediados pela base PG/VG. No entanto, deve-se notar que este estudo, como
também afirmado pelos autores, e muitos outros tém uma limitagdo importante
em relacéo ao fato de que os vapers incluidos nos estudos eram em sua maioria
ex-fumantes e, portanto, os resultados devem ser interpretados no contexto

deste fundo. Da mesma forma, em relagédo ao recente surto de lesdo pulmonar
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associada ao uso de produtos de cigarro eletrénico (EVALI), deve-se observar
que isso ainda € motivo de debate e, na maioria dos casos, estava relacionado

ao uso de drogas ndo aditivo comercial ou uso impréprio dos dispositivos(®?).

Os sistemas eletronicos de entrega de nicotina (ENDS) podem reduzir os riscos
a saude associados a exposicao cronica a fumaca e seus potenciais beneficios
tém sido objeto de intenso debate cientifico. Nosso objetivo foi replicar trés
estudos publicados sobre os efeitos citotdxicos e inflamatérios da fumaga do
cigarro e do aerossol ENDS em um estudo multicéntrico independente. Nosso
objetivo foi estabelecer a confiabilidade dos resultados e a robustez das
conclusdes, replicando os protocolos experimentais dos autores e validando-os
com diferentes técnicas. Células epiteliais brébnquicas humanas (NCI-H292)
foram expostas a fumaca total do cigarro e a fase de vapor e ao aerossol do
ENDS. Também avaliamos as citocinas inflamatérias interleucina-6 e
interleucina-8 e o mediador da remodelagcdo da matriz metaloproteinase-1.
Replicamos os resultados de viabilidade celular e confirmamos que quase 80%
dos efeitos citotoxicos sao devidos a compostos volateis na fase de vapor da
fumaca. Nossos achados comprovaram os efeitos citotoxicos reduzidos do
aerossol ENDS. No entanto, nossos dados sobre a atividade inflamatéria e
remodeladora desencadeada pela fumaga diferiram significativamente daqueles
nos relatorios originais. Tomados em conjunto, dados independentes de varios
laboratérios demonstraram claramente a toxicidade reduzida dos produtos

ENDS em comparag&o com os cigarros®”).

O uso de cigarro eletrdnico (e-cig), particularmente na populagao jovem, € uma
preocupagao crescente. Sabe-se que o e-cig causa disfungcao endotelial, fator
de risco para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares; no entanto, os
mecanismos envolvidos permanecem obscuros. Nossa hipotese € que longos
RNAs nao codificantes (IncRNAs) podem desempenhar um papel na disfungao
endotelial induzida por e-cig. Aqui, identificamos INCRNAs que sédo desregulados
em células endoteliais derivadas de células-tronco pluripotentes induzidas por
humanos (iPSC-ECs) apds 24 h de tratamento com extrato de aerossol e-cig por
meio de analise de microarray. Realizamos analises da via Gene Ontology and
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genome (KEGG) dos mRNAs desregulados

Prof. Wanderley Bernardo INOVA-HC-FMUSP 121



Dispositivos Eletronicos para Fumar — Toxicidade 0OS 01/2022 GGTAB - Parte 2
Atualizagdo OS 01/2020

apo6s a exposi¢ao ao e-cig e construimos redes de co-expressao dos 5 principais
IncRNAs regulados positivamente e os 5 principais IncRNAs regulados
negativamente, e os mRNAs que estdo correlacionados com eles. Além disso,
os efeitos funcionais de derrubar o transcrito 1 associado ao cancer de pulmao
do IncRNA (LUCAT1) nos fendétipos EC foram determinados, pois era um dos
IncRNAs significativamente regulados positivamente apds a exposi¢cao ao e-cig
com base em nosso perfil. 183 IncRNAs e 132 mRNAs foram regulados
positivamente, enquanto 297 IncRNAs e 413 mRNAs foram regulados
negativamente apds a exposigao ao e-cig. Também observamos que o e-cig
causou desregulacdo do metabolismo endotelial, resultando em aumento da
atividade da FAO, maior potencial de membrana mitocondrial e diminui¢do da
captacao de glicose e glicolise. Esses resultados sugerem que o e-cig altera o
metabolismo do CE aumentando a FAO para compensar a deficiéncia de energia
nos CEs. Finalmente, o knockdown de LUCAT1 preveniu a disfungdo de CE
induzida por e-cig, mantendo a barreira vascular, reduzindo o nivel de espécies
reativas de oxigénio e aumentando a capacidade de migragdo. Este estudo
identifica um perfil de expressdo de IncRNAs diferencialmente expressos e
varios potenciais reguladores e vias em ECs expostos a e-cig, que fornecem
informagdes sobre a regulagcdo de INcRNAs e mRNAs e o papel das redes de

IncRNA e mRNA na exposig¢éo de e-cig associada a ECs(®8).

Este estudo fornece evidéncias de que fluidos EC e residuos de aerossois
podem afetar adversamente a pele humana. A pele humana pode ser exposta a
fluidos de recarga devido a vazamentos ou derramamentos e/ou contato com
ECEAR em superficies internas. Para fluidos de recarga e exposi¢cdes ECEAR,
as concentragdes que produziram um efeito nos ensaios de queratindcitos e
EpiDerm ™ estavam dentro da faixa que os usuarios receberiam devido a
derramamentos ou contato com superficies contaminadas. Nosso estudo se
concentrou em dois fluidos de recarga populares, contendo principalmente
sabores doces com uma concentracdo de nicotina relativamente baixa,
disponiveis on-line e em lojas. Churrios foi mais citotoxico para queratinécitos do
que Dewberry Cream e ambos os fluidos aumentaram ROS extracelulares e
intracelulares. Nosso trabalho demonstrou um claro aumento na secrecdo de

marcadores inflamatoérios apos a exposicao ALI de tecidos 3D EpiDerm ™ a PG,
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que esta presente na maioria dos produtos de EC. Usuarios de EC e funcionarios
em lojas de vape devem estar cientes de que danos podem ser causados ao
manusear e/ou tocar em fluidos de recarga, ECs com vazamento ou ao tocar em
ECEAR. Nossos dados sugerem a necessidade de regulamentacgéo de solventes

em produtos EC e acimulo de ECEAR em ambientes internos©®).

Nosso objetivo foi avaliar os efeitos de fluidos de recarga de EC e residuo de
aerossol exalado de EC (ECEAR) em queratindcitos humanos cultivados e
MatTek EpiDerm ™, um modelo 3D de pele humana com interface ar-liquido. A
quantificacdo de produtos quimicos de sabor e nicotina em fluidos de recarga
Dewberry Cream e Churrios foi feita usando GC-MS. Os produtos quimicos de
sabor dominantes foram maltol, etil maltol, vanilina, etil vanilina, alcool benzilico
e furaneol. A citotoxicidade foi determinada com os ensaios de MTT e LDH, e os
marcadores inflamatérios foram quantificados com ELISAs. Churrios foi
citotdéxico para queratinocitos no ensaio MTT, e ambos os fluidos induziram a
producédo de ROS no meio (ROS- ROSGlo ™) e nas células (CellROX). A
exposicao de EpiDerm ™ a concentragbes relevantes de Dewberry Cream e
Churrios por 4 ou 24 horas causou secre¢cao de marcadores inflamatérios (IL-1q,
IL-6 e MMP-9), sem alterar a histologia de EpiDerm ™. Fluidos produzidos em
laboratério com propilenoglicol (PG) ou PG mais um produto quimico de sabor
nao produziram efeitos citotdxicos, mas aumentaram a secreg¢ao de IL-1a e
MMP-9, que foi atribuida ao PG. ECEAR derivado de Dewberry Cream e
Churrios nao produziu citotoxicidade com Epiderm ™, mas Churrios ECEAR
induziu a secrec¢ao de IL-1a. Esses dados suportam a conclusdo de que os
produtos quimicos EC podem causar dano oxidativo e inflamagao na pele

humana®9).

Os resultados deste estudo preliminar mostram que e-liquidos com sabores de
canela, mentol, morango, baunilha e banana s&o citotoxicos para células RPE
com maior toxicidade na presenca de nicotina, enquanto e-liquidos de uva,
chocolate, cola, tabaco, e os sabores de caramelo apresentaram pouca ou
nenhuma citotoxicidade. Nossos dados podem ajudar a informar os usuarios de
cigarro eletrbnico para identificar certos sabores em liquidos de recarga que
podem representar risco para o epitélio da retina. Nossos resultados fornecem
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indicagdes precoces de que a exposi¢cao ao liquido do cigarro eletrbnico é
deletéria para o epitélio da retina; no entanto, estudos mais aprofundados sao
necessarios para expandir nossas descobertas e avaliar se os aromas podem
afetar as varias fungdes das células RPE e podem contribuir para a AMD.
Estudos futuros para avaliar os efeitos de diferentes sabores de cigarros
eletrénicos em células EPR primarias que sao o modelo fisiolégico mais

relevante seriam necessarios(199),

O tabagismo € um fator etioldégico da degeneragdo macular relacionada a idade
(DMRI). Embora a fumaca do cigarro tenha sido extensivamente pesquisada
para a degeneracdo das células do epitélio pigmentar da retina (RPE), o
potencial de efeitos adversos no epitélio da retina apds a exposi¢cao ao liquido
de recarga de cigarro eletrénico com sabor nunca foi explorado. Neste estudo
preliminar, examinamos os efeitos de 20 e-liquidos (10 sem nicotina com sabor
diferente e 10 ricos em nicotina) usados em cigarros eletrbnicos na atividade
metabdlica, integridade da membrana e potencial de membrana mitocondrial do
EPR células. Nossos resultados mostraram que dos sabores estudados na faixa
de concentracao: 0,5, 1 e 2% v/v por um periodo de 48 h, canela foi 0 mais toxico
e mentol foi o segundo mais téxico, enquanto outros sabores apresentaram
menor ou nenhuma citotoxicidade. A presenca de nicotina aumentou a
citotoxicidade para canela, mentol, morango, baunilha e banana, enquanto para
outros sabores ndo houve sinergismo. Juntos, nossos resultados demonstram
que a exposicdo de EPR a liquidos aromatizados de recarga de cigarro
eletrénico causou citotoxicidade significativa e pode ser um fator de risco para o
desenvolvimento de patogénese retiniana, embora estudos mais aprofundados

sejam necessarios(100),

O presente estudo testou a hipotese de que a exposicao fetal ao e-cig induz um
perfil aberrante de metilagdo do DNA no cérebro em desenvolvimento, levando
a alteracao de sinalizacao de fluxo autofagico e programacao de um fenétipo
sensivel a encefalopatia hipdxico-isquémica neonatal (EHI). Ratas gravidas
foram expostas a aerossol de e-cig intermitente crénico. Os recém-nascidos
foram examinados com 9 dias de idade. A exposicao materna ao cigarro

eletrénico diminuiu o peso corporal e o peso do cérebro, mas aumentou a
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proporcdo de peso do cérebro para o corpo dos recém-nascidos. A exposicao
ao cigarro eletrbnico induziu um aumento dependente do género na lesao
cerebral induzida por isquemia hipoxica em recém-nascidos do sexo masculino,
associada ao aumento da atividade das espécies reativas de oxigénio (ROS).
Ele alterou diferencialmente a expressdao da metiltransferase do DNA e
aumentou os niveis globais de metilagdo do DNA e a metilagdo CpG especifica
no promotor do gene 5 (ATG5) relacionado a autofagia. Além disso, a exposi¢cao
materna ao e-cig causou downregulations de ATGS5, proteina associada a
microtubulos 1 cadeia leve 3b e expressao de sirtuina 1 em cérebros neonatais.
E importante ressaltar que o knockdown de ATG5 em filhotes neonatos exagerou
a EHI neonatal. Em conclusdo, o presente estudo revela que a exposicao
materna ao e-cig diminui a expressao génica relacionada a autofagia por meio
da hipermetilacdo do DNA, levando a programacao de um fendtipo sensivel a

hipoxia-isquémica no cérebro neonatal(0?).

Uma diminuicdo significativa na expressdo da proteina sirtuina (Sirt1) nos
cérebros neonatais foi observada no grupo exposto ao e-cig, o que sugere que
a repressao Sirt1 pode ser um mecanismo molecular chave que liga a exposi¢cao
materna ao e-cig aos seus resultados prejudiciais mediados no cérebro da prole.
E bem conhecido que Sirt1 é um importante regulador da epigenética, que ndo
apenas desacetila histonas para modular a fungdo da cromatina, mas também
pode desacetilar fatores de transcrigdo para regular a expressao de genes-alvo
positiva ou negativamente. Tem sido sugerido que Sirt1 esta fortemente ligada a
metilacdo do DNA via desacetilacdo de Dnmt. Especificamente, a ativacao de
Sirt1 pode desacetilar Dnmt, levando a aumentos em sua atividade de
metiltransferase e DNAmetilagdo, o que resulta em alteragdo da expressao do
gene alvo. Numerosos estudos sugerem que a autofagia e os genes associados
ao estresse oxidativo sdo os principais alvos da Sirt 1. Demonstrou-se que a
Sirt1 regula o estresse oxidativo por meio da regulagdo do gene NOX.
Curiosamente, a inibicao de Sirt1 com agentes farmacoldgicos ou siRNA leva a
uma elevacao dos niveis de ROS, sugerindo uma relagcado causal entre Sirt1 e
ROS. Nossos estudos recentes em um modelo de rato gravida com diabetes
mellitus gestacional também demonstraram que Sirt1 pode interagir com a

metilacdo do DNA, autofagia e sinalizagdo de ROS em que sua interagao
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contribui para o desenvolvimento aberrante do fendtipo sensivel a isquemia
cardiaca na prole. Tomados em conjunto, nossos achados atuais com estudos
anteriores sugerem que a expressao reduzida de Sirt1 pode ser um regulador
molecular epigenético chave e um linker de rede entre a exposi¢ao fetal ao e-cig
e a programacao do fenétipo sensivel a hipdxia-isquémica do cérebro na vida

pos-natal('0),

Os cigarros eletronicos utilizam uma ampla gama de produtos quimicos
aromatizantes com efeitos na saude respiratéria que ndo sado bem
compreendidos. Neste estudo, usamos linhagens de células pulmonares
associadas para avaliar os efeitos citotdxicos in vitro de 30 produtos quimicos
aromatizantes. Células epiteliais bronquicas humanas (BEAS-2B) e macrofagos
virgens e ativados (THP-1) foram tratados com 10, 100 e 1000 uM de produtos
quimicos aromatizantes e analisados quanto a alteracdes na viabilidade, danos
a membrana celular, espécies reativas de oxigénio (ROS) producéo e liberagcao
de citocinas inflamatdrias. A viabilidade n&o foi afetada para todos os produtos
quimicos nas concentracdes de 10 e 100 uM. A 1000 uM, as maiores redugdes
na viabilidade foram observadas com decanal, hexanal, nonanal, cinamaldeido,
eugenol, vanilina, alfa-pineno e limoneno. Altas quantidades de ROS foram
induzidas por vanilina, etil maltol e dicetonas (2,3-pentanodiona, 2,3-
heptanodiona e 2,3-hexanodiona) de ambas as linhagens celulares. Células
THP-1 virgens produziram niveis significativamente elevados de IL-1[3, IL-8 e
TNF-a quando expostas a etil maltol e hexanal. Células THP-1 ativadas
liberaram aumento de IL-1B e TNF-a quando expostas ao etil maltol, mas muitos
produtos quimicos aromatizantes tiveram um aparente efeito supressor nas
citocinas inflamatdrias liberadas por macrofagos ativados, alguns com graus
variados de citotoxicidade concomitante. As dicetonas, L-carvona e linalol
suprimiram a liberagcdo de citocinas na auséncia de citotoxicidade. Essas
descobertas fornecem informagdes sobre a citotoxicidade das células
pulmonares e a liberagcdo de citocinas inflamatérias em resposta a aromas

comumente usados em cigarros eletrénicos(192),

Nosso estudo de 30 produtos quimicos aromatizantes de cigarros eletronicos em

uma concentragdo de 1000 uM encontrou efeitos variaveis e complexos na
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citotoxicidade e na producdo de citocinas inflamatérias em células epiteliais
pulmonares humanas BEAS-2B e macréfagos pulmonares THP-1. Nao foi
observada citotoxicidade com nenhum produto quimico a 10 e 100 uM. Os
produtos quimicos mais citotoxicos em ambas as linhagens celulares foram: alfa-
pineno, decanal, eugenol, hexanal, nonanal e trans-2-hexen-1-al. As células
THP-1 também foram sensiveis a citotoxicidade do cinamaldeido, etil maltol e
limoneno. Efeitos pré e anti-inflamatorios foram observados, dependendo do
produto quimico, sendo o etil maltol o aromatizante mais pré-inflamatério,
induzindo IL - 18, IL-8 e TNF-a, além de causar citotoxicidade. Espécies reativas
de oxigénio foram significativamente induzidas por vanilina, etil maltol e a classe
das dicetonas, incluindo 2,3 - pentanodiona, 2,3-hexanodiona e 2,3-
heptanodiona, mas néo por 2,3-butanodiona. A modelagem sugeriu que SMILES
candnico € uma maneira util de agrupar e explorar considerag¢des de atividade
estrutural. Mais pesquisas devem abordar a dosimetria desses produtos
quimicos in vivo, os varios mecanismos de toxicidade e as consequéncias do
uso a longo prazo dessas misturas complexas. Essas descobertas fornecem
informacgdes sobre o potencial de citotoxicidade pulmonar, inflamacéao e estresse
oxidativo apresentado pelo uso de cigarros eletrénicos e fornecem uma base
para experimentos futuros com exposicoes a liquidos quimicos aromatizantes ou
aerossois. Coletivamente, nossas descobertas sugerem que os usuarios de
cigarros eletrénicos com sabor podem estar em risco de toxicidade por inalagao
em uma variedade de tipos de sabor e um estudo mais aprofundado do risco de
perturbacdo dos processos imunes e inflamatérios pulmonares normais é

necessario(192),

Neste estudo, investigamos os efeitos do condensado de fumaca de cigarro
(CSC) em dose toxicolégica em comparagdo com o condensado de fumaga de
cigarro eletrénico (ECSC) em nivel de nicotina equivalente. O conteudo de
nicotina de CSC e ECSC foi determinado por UPLC. Células epiteliais
pulmonares humanas (BEAS-2B) foram expostas a 0-32 ug /ml de CSC e ECSC
por 24 horas para determinar IC50 de viabilidade celular e avaliagdo morfoldgica.
Inflamagao, apoptose, analise do ciclo celular e andlise do transcriptoma de
RNA-Seq foram realizadas para caracterizar as diferencas entre CSC e ECSC.
Descobrimos que a exposi¢ao aguda de células BEAS-2B a CSC em IC50 levou
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a alteragao morfoldgica, producao de citocinas inflamatérias e apoptose celular,
enquanto ECSC nao exerceu tais efeitos celulares em nivel equivalente de
nicotina. A analise do transcriptoma mostrou que 0s genes expressos
diferencialmente em CSC eram muito mais do que em ECSC e enriquecidos
principalmente na categoria de ciclo celular, reparo de DNA, cancer e vias
metabdlicas relacionadas. Essa parada do ciclo celular foi confirmada
experimentalmente. Esses resultados sugerem que a dose toxicologica de ECSC
pode ser muito maior do que a de CSC. Com base no conteudo equivalente de
nicotina, uma exposi¢cao aguda a CSC teve impactos significativos nos efeitos
celulares e no perfil de expressao génica em comparagao com ECSC. Nossos
resultados forneceram uma referéncia para os estudos de seguranga do cigarro

convencional e do cigarro eletronico('%3).

Aqui relatamos alteracdes transcriptdmicas, incluindo diminuicdo da expressao
de muitos genes ribossomais, em células epiteliais das vias aéreas em resposta
a exposicao ao e-cig. Usando o RNA-seq, identificamos mais de 200 genes
expressos diferencialmente na interface ar-liquido cultivada em epitélio
brénquico humano normal primario (NHBE) exposto a solugédo de fumaca de e-
cig de cartuchos de e-cig comerciais. Em particular, a exposigao a solugao de
fumaca de e-cig inibe as vias biolégicas envolvendo ribossomos e biogénese de
proteinas nas células NHBE. Consistente com este efeito, a expressao das
proteinas ribossémicas correspondentes e a subsequente biogénese de
proteinas sdo reduzidas nas células expostas ao e-cig. A analise de
cromatografia gasosa/espectrometria de massa (GC/MS) identificou a presenca
de cinco produtos quimicos aromatizantes designados como 'alta prioridade' em
relacdo a saude respiratoria e metilglioxal na solucdo de fumaga de cigarro
eletrénico. Juntos, nossos achados revelam o potencial efeito prejudicial da
fumaga do cigarro eletrébnico nos ribossomos e a biogénese de proteinas
associada no epitélio das vias aéreas. Nosso estudo exige uma investigagao
mais aprofundada sobre como essas mudancas no epitélio das vias aéreas
contribuem para a atual epidemia de lesdes pulmonares em usuarios de e-

cig104),
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Nossas descobertas revelam que a solugéo de fumaca de e-cig afeta as vias
bioldgicas relacionadas as proteinas ribossémicas e a sintese de proteinas nas
células NHBE. Além disso, mostramos que a exposicao a solu¢cado de fumaca de
e-cig regulou negativamente a expressdo de genes que codificam proteinas
ribossomais e diminuiu a sintese de novas proteinas das células. Devido as
associagbes de crescente popularidade do uso de e-cig entre as pessoas e
associagdes de uso de e-cig e doengas respiratorias graves, mais estudos
mecanisticos sdo necessarios para avaliar os efeitos do e-cig no epitélio das vias

aéreas(104),

O tabaco € o principal agente etiolégico na piora do carcinoma espinocelular
(LUSC) do pulmao. Entretanto, tem sido demonstrado que agentes etiolégicos
alteram a expressao de RNAs intensificadores (eRNAs). Portanto, nosso objetivo
foi identificar os efeitos do uso de tabaco e cigarro eletrénico (e-cigarette) na
expressdo de eRNA em relagdo aos resultados de LUSC. Nés extraimos as
contagens de eRNA do sequenciamento de RNA dados do tumor/tecido normal
adjacente e antes/depois do tecido do cigarro eletrénico do The Cancer Genome
Atlas (TCGA) e Gene Expression Omnibus (GEO), respectivamente. Os eRNAs
de LUSC mediados por tabaco foram correlacionados com a sobrevida do
paciente, variaveis clinicas e elementos imunoassociados. A expressao de
eRNA também foi correlacionada com as taxas de mutagdo por meio do
algoritmo REVEALER (Repetited Evaluation of Variables Conditional Entropy
and Redundance) e sites metilados por meio de methylationArrayAnalysis. A
analise de expressao diferencial foi entdo concluida para os dados do cigarro
eletrébnico para comparar com os principais eRNAs mediados pelo tabaco.
Identificamos 684 eRNAs regulados negativamente e 819 eRNAs regulados
positivamente associados a LUSC mediadas pelo tabaco, especificamente, com
o estagio patolégico do cancer. Também observamos uma diminuigdo na
abundancia de células imunes em LUSC mediadas por tabaco. No entanto,
encontramos uma associacdo aumentada da expressdao de eRNA com
abundancia de células imunes em LUSC mediadas por tabaco. Identificamos 16
eRNAs chave com correlagdes significativas para 8 variaveis clinicas, implicando
esses eRNAs na malignidade LUSC. Além disso, observamos que esses 16
eRNAs foram altamente associados a alteragbes cromossémicas e reducao da
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metilagéo do sitio CpG. Finalmente, observamos uma grande regulagao positiva
da expressao de eRNA com o uso de cigarro eletrénico, que correspondeu a
regulagéo positiva dos 16 eRNAs chave. Nossas descobertas fornecem um novo
mecanismo pelo qual a fumaga do tabaco e do cigarro eletrénico influencia as
interacbes de eRNA para promover a patogénese de LUSC e fornecer

informagdes sobre a progressao da doenga em nivel molecular(19%),

Nosso estudo fornece informacdes importantes sobre eRNAs especificos e sua
influéncia no LUSC mediado pelo fumo. Identificamos e analisamos os efeitos
da fumaca do tabaco na expressédo do eRNA e a influéncia da desregulacédo do
eRNA mediada pelo fumo na patogénese das LUSC. Identificamos que, embora
0os eRNAs na coorte LUSC de n&o fumantes ndo se correlacionem com a
sobrevida do paciente, muitos eRNAs desregulados no LUSC do inicio do
tabagismo foram significativamente correlacionados com a sobrevida do
paciente, abundancia de células imunes e estagio patologico LUSC avangado.
Dos eRNAs desregulados no LUSC do inicio do tabagismo, continuamos a filtrar
e identificar 16 eRNAs que consideramos os contribuintes mais criticos e
preditores de um cenario imunoldgico alterado e fenétipo tumoral avangado no
LUSC. Um total de 14 dos 16 eRNAs foram destacados como oncogénicos, pois
foram correlacionados com a reducido da sobrevida do paciente, positivamente
associados ao estagio avangado do cancer e a metastase do tumor, e tiveram
uma expressao de mudanga de dobra de log maior que 1. Dos 16 eRNAs, dois
foram destacados como supressores de tumor, pois estavam correlacionados
com o aumento da sobrevida do paciente, negativamente associados ao estagio
avangado do cancer e a metastase do tumor, e tinham uma expressao de

alteragéo de dobra de log inferior a -1(195),

Também descobrimos que esses 16 eRNAs -chave criticos para a patogénese
LUSC foram associado a um alto grau de alteragbes cromossOmicas e uma
diminuigdo da extensao da metilagdo do DNA em locais-chave. Dada a forte
associacao desses 16 eRNAs com desfechos clinicos, eles poderiam servir
como marcadores prognosticos em LUSC com inicio do tabagismo. Além disso,
descobrimos que varios desses 16 eRNAs principais estavam desregulados na

presenca de fumacga de cigarro eletrbnico. Até onde sabemos, somos o0s
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primeiros a tracar o perfil de eRNAs significativamente desregulados associados
ao vapor do cigarro eletronico, fornecendo um novo mecanismo pelo qual o
vaping pode contribuir para a patogénese de LUSC. Pesquisas futuras usando
experimentos in vitro e in vivo sd0 necessarias para validar nossos achados

atuais sobre a influéncia de eRNAs na progressdo de LUSC(109),

Usamos um modelo vaping in vivo para demonstrar niveis aumentados de
quimiotaxia de macrofagos e citocinas inflamatérias apés um periodo de
exposig¢ao aguda. Além disso, agora implicamos um mecanismo dependente de
Ca 2* que leva a essa resposta pro-inflamatoéria e a ativagédo de células imunes.
Esse aumento na ativacdo de macrofagos provavelmente exacerbaria os
sintomas de pneumonia devido a infecgao microbiana pulmonar. Esses achados
indicam que o uso de E-cig tem efeitos potenciais na saude pulmonar e no

resultado da doenga(1%6),

Como o uso de cigarro eletrénico (E-cig), também conhecido como “vaping”,
aumentou rapidamente em popularidade, surgiram recentemente dados sobre
possiveis efeitos patologicos. Associagdes recentes entre vaping e patologia
pulmonar levaram a uma necessidade crescente de examinar os E-cigs quanto
a impactos adversos a saude. Nosso trabalho anterior (e outros) associou vaping
com citotoxicidade dependente de Ca 2* em células epiteliais das vias aéreas
humanas cultivadas. Aqui, desenvolvemos um modelo de camundongo de
exposi¢cao pulmonar e-liquido vaped para avaliar os efeitos vaping in vivo.
Usando este modelo, demonstramos a patologia pulmonar por meio do uso de
medidas pré-clinicas, ou seja, a propor¢ao de pulmao umido: seco e histologia
pulmonar/coloracdo de H&E. Além disso, demonstramos que o vaping agudo
aumenta a quimiotaxia de macrofagos, que foi verificada usando técnicas
baseadas em citometria de fluxo, e a producéo de citocinas inflamatdrias, via
analise Luminex, por meio de um mecanismo dependente de Ca 2*. Este
aumento na ativagcdo de macréfagos parece exacerbar a patologia pulmonar
resultante de infeccdo microbiana. E importante ressaltar que a modulacéo da
sinalizagéo de Ca 2* pode apresentar uma direcdo terapéutica para o tratamento

contra a inflamag&o pulmonar associada ao vaping('%).
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A formacao de carbonilas e epdxidos no aerossol do cigarro eletrénico (EC) é
possivel devido ao aquecimento dos constituintes liquidos. No entanto, altos
niveis de fundo desses compostos inibiram uma avaliacdo clara da exposicéo
durante o uso de ECs. Um CE contendo um e-liquido substituido por 10% de
propileno glicol marcado com '3 C e glicerol foi usado em um estudo clinico de
uso controlado com 20 usuarios de CE. Além disso, cinco fumantes fumaram
cigarros enriquecidos com o e-liquido descrito. Sete carbonilas (formaldeido,
acetaldeido, acroleina, acetona, crotonaldeido, metacroleina, propionaldeido)
foram medidas no aerossol e na fumacga principal. Os biomarcadores
correspondentes de exposi¢cao foram determinados nas amostras de urina do
usuario. Formaldeido, acetaldeido e acroleina marcados com 'C foram
encontrados no aerossol EC, enquanto todos os sete carbonilos marcados foram
detectados na fumaca. Os biomarcadores marcados de exposi¢cao a formaldeido
(acido '3C-tiazolidina carboxilico e '3CN-(1,3-tiazolidina-4- carbonil)glicina),
acroleina (acido '3Cs -3-hidroxipropilmercapturico) e glicidol ('*Cs - acido
diidroxipropilmercapturico) estavam presentes na urina de vapers, indicando
uma exposicao especifica do uso de CE a esses téxicos. No entanto, outras
fontes além do vaping contribuem em uma extensdao muito maior em varias
ordens de magnitude para a exposigao geral a esses toxicos. A comparagao dos
dados dos biomarcadores nativos (ndo rotulados) e rotulados (especificos da
exposicao) revelou o vaping como uma fonte menor de exposi¢ao do usuario a
esses toxicos, enquanto outros carbonilos e epdéxidos nao foram detectaveis no

aerossol EC(107),

Conseguimos determinar a exposi¢ao a varios carbonilos e epoxidos, resultantes
da degradacao térmica de propilenoglicol e glicerol sob condigbes de fumar e
vaporizar usando uma abordagem de marcacido de isoOtopos estaveis. A
formacao de varios toxicos, como crotonaldeido, metacroleina e acetona, foi
observada apenas durante a combust&ao de cigarros convencionais, enquanto o
propilenoglicol e o glicerol também podem ser decompostos em formaldeido,
acetaldeido, acroleina e glicidol sob condigdées comuns de vaping, em geral em
um grau muito menor em comparagdo com fumar. A avaliagdo dos
biomarcadores correspondentes de exposi¢cdo na urina confirmou os achados

dos dados de aerossol para formaldeido e acroleina, enquanto um biomarcador
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adequado para exposicao ao acetaldeido ainda precisa ser identificado. Este é
o primeiro estudo a provar a absorg¢ao especifica de glicidol pela EC devido a
degradagao do propilenoglicol e/ou glicerol durante o vaping. No entanto, o
vaping parece ser uma fonte menor em relacdo a exposicdo geral ao

formaldeido, acroleina e glicidol('%7),

Embora inicialmente comercializado como uma alternativa mais segura aos
cigarros combustiveis tradicionais, estudos mostraram os potenciais efeitos
nocivos dos e-Cigs. De fato, o diacetil, um aditivo quimico usado para aromatizar,
tem sido associado a lesées pulmonares em trabalhadores ocupacionais. Como
uma medida deterministica do risco nao cancerigeno (sistémico) para
exposicoes ao diacetil, todos os valores de HQ foram superiores a 1 (faixa
6,2875-297,1429), sugerindo um risco nao cancerigeno significativamente maior
de exposigdes ao diacetil entre adolescentes e adultos que usam e-Cigs. Como
existem relativamente poucos estudos especificamente relacionados a
exposicao ao e-Cig por via inalatéria, mais estudos precisam ser conduzidos
para abordar as incertezas discutidas acima, a fim de modelar quocientes de
perigo mais precisos para riscos nao relacionados ao cancer, bem como para
avaliar quaisquer riscos potenciais de cancer. O aumento do uso de e-Cig,
juntamente com as estimativas de risco significativamente mais altas, ressaltam
a necessidade de regular o uso de e-Cig entre adolescentes e adultos para
protegé-los da exposicdo ao diacetil e do risco de desenvolver bronquiolite

obliterante e outras lesbes pulmonares(18),

Diacetil (C 4H 6 O 2) € um toxico comumente encontrado em cigarros eletronicos
(e-Cigs) como componente aromatizante e intensificador de sucos eletrénicos. A
lesdao pulmonar em trabalhadores e ex-trabalhadores da fabricagcao de pipoca
sugere uma possivel associagdo com a exposigao a inalagao de diacetil. Embora
0 numero de usuarios de e-Cig continue a aumentar constantemente entre
adolescentes e adultos, o risco potencial de doenga pulmonar nao foi
caracterizado. Uma revisdo sistematica da literatura aberta identificou a
bronquiolite obliterante — uma inflamacao patolégica que resulta em fibrose dos
bronquiolos levando a uma limitacao irreversivel do fluxo de ar nos pulmbes —

como o resultado primario das exposi¢cdes ao diacetil. Seguindo a estrutura de
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avaliacdo de risco deterministica do Conselho Nacional de Pesquisa dos
Estados Unidos/Agéncia de Protegao Ambiental, que consiste em quatro etapas
principais: identificagdo de perigo, avaliacdo de dose-resposta, avaliagdo de
exposicao e caracterizagdo de risco, estimamos os riscos ndo cancerigenos
(sistémicos) usando um quociente de perigo (HQ) sobre a exposig¢do ao diacetil
entre adolescentes e adultos que usam e-Cigs. Com base na dose de referéncia
do NIOSH (BMD; 0,0175 mg/kg-dia) e nas doses diarias médias modeladas
(ADDs; intervalo de 0,11 a 5,2 mg/kg-dia), estimamos 12 valores diferentes de
HQ - uma medida de risco ndo cancerigeno para exposi¢cdes por inalagcao de
diacetil - todas maiores que 1 (intervalo 6,2875-297,1429), sugerindo um risco
ndo cancerigeno significativamente maior de exposicbes a diacetil entre os
adolescentes e adultos que usam e-Cigs. Esses resultados ressaltam a
necessidade de regulamentar os e-Cigs para proteger adolescentes e adultos da
exposi¢ao ao diacetil e do risco de desenvolver lesdes pulmonares, incluindo

bronquiolite obliterante(108),

Os cigarros eletrénicos ganharam popularidade global significativa e em todos
0s grupos demograficos ou etarios como uma alternativa ao tabaco combustivel.
Os cigarros eletrénicos estao sendo comercializados para serem particularmente
atraentes para menores, adolescentes e jovens adultos, em parte por meio de
publicidade envolvente e esforgcos de marketing cuidadosamente direcionados.
Embora frequentemente comercializados como uma ajuda segura para parar de
fumar, ndo ha evidéncias de que os cigarros eletrénicos ou outros dispositivos
ENDS sejam uma ferramenta eficaz para parar de fumar. As consequéncias dos
produtos de tabaco convencionais para a saude sao bem conhecidas, incluindo
0 aumento de consultas médicas e maior probabilidade de lesées em militares;
no entanto, os efeitos do ENDS na saude ainda estdo surgindo. Em muito pouco
tempo, e-cigs e ENDS se estabeleceram como dispositivos cada vez mais
populares entre adolescentes e jovens adultos e como uma alternativa ao fumo
convencional de produtos de tabaco combustivel. Embora muitas vezes
comercializados como uma ajuda para a cessagao do tabagismo, as evidéncias
de pesquisa nao demonstraram um impacto positivo na diminuicdo do consumo
ou abstinéncia do tabaco, ou estabeleceram os cigarros eletrébnicos como

seguros - atualmente ndo ha dados que apoiem ou demonstrem formalmente a
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segurancga do uso de cigarros eletrénicos. Embora os e-cigs sejam muitas vezes
declarados pelos anunciantes, e até mesmo na literatura revisada por pares,
como sendo relativamente "mais seguros” (mas certamente ndo seguros) do que
os cigarros de tabaco combustivel, o que "mais seguro" realmente significa no
contexto da saude humana, quando o dispositivo e seu conteudo sao claramente

inseguros?(109)

Embora as consequéncias dos produtos de tabaco convencionais para a saude
estejam bem estabelecidas, incluindo aumento das consultas médicas e maior
probabilidade de lesées em membros do servico, os efeitos potenciais do uso de
ENDS para a saude estdo apenas comegando a surgir e provavelmente
permanecerao amplamente desconhecidos por varios anos. Apesar de muitos
artigos cientificos publicados e revisados por pares, um esfor¢o destinado a
definir um 'perfil de risco baseado em evidéncias' para o uso de e-cig permanece,
na melhor das hipoteses, um desafio. Além disso, muitos dos estudos resumidos
neste relatorio foram derivados de autores e/ou instituicbes/entidades com claros
conflitos de interesse, alguns dos quais foram financiados principalmente pelas
grandes empresas de tabaco ou fabricantes de dispositivos e-cig. Além disso, a
estratégia de redugdo de danos do uso de e-cig € fundamentalmente falha.
Embora possa haver beneficios potenciais para os fumantes relutantes em parar
de fumar cigarros convencionais de tabaco combustivel, conclui-se que os ex-
fumantes e os que nunca fumaram sao populacdes suscetiveis que correm maior
risco caso optem por usar e-cigs, particularmente menores, adolescentes e

jovens adultos que s&o alvo de estratégias de publicidade e marketing(1%9),

No entanto, estamos cientes de que produtos quimicos perigosos sédo de fato
formados acidentalmente a partir do uso de dispositivos e-cig. Por exemplo, o
formaldeido é gerado pela oxidagdo dos umectantes glicerol/glicol quando o e-
liquido entra em contato com as bobinas de fio aquecidas do e-cig. Estudos de
exposicao sdo urgentemente garantidos porque muitos dos dispositivos ENDS
disponiveis no mercado sao heterogéneos em seu design e recursos,
capacitando o usuario final com a capacidade de personalizar a tensdo da
bateria aplicada e, portanto, o calor gerado, a taxa de sopro e a topografia, e o

tipo de e-liquido que é vaporizado. Essas variaveis podem afetar a duragao da
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exposicao, a concentracao e a dose efetiva de téxicos como o formaldeido, aos

quais o usuario final é exposto toda vez que sdo usados('%9),

Assim, os efeitos a longo prazo ou crénicos na saude do usuario prolongado e
repetitivo de e-cigs sao desconhecidos. A dose de nicotina fornecida por e-cigs
vaping e ENDS, e uma infinidade de outros componentes quimicos e
contaminantes aos quais os usuarios de e-cig serdo expostos, varia
acentuadamente entre os dispositivos. Consequentemente, n&o existe um e-cig
ou ENDS tipico ou padrdo. Reconhece-se que existem preocupacdes com
relacdo a seguranca geral dos cigarros eletrénicos e seus efeitos suspeitos na
saude e bem-estar humanos. Além disso, tem havido relatos crescentes de
envenenamento acidental ou intencional e tentativas de suicidio por ingestao de
solugdes liquidas contendo nicotina destinadas a recarga de cigarros eletrénicos
ndo descartaveis. E notavel que a fabricacdo e vendas e marketing agressivos
de um produto com efeitos croénicos ou de longo prazo desconhecidos na saude
sejam permitidos na auséncia de controle de qualidade padronizado, rotulagem
descritiva ou informativa e regulamentacdo adequada de saude publica. No
entanto, em relativamente desenvolvimentos recentes, a FDA ampliou sua
definigdo de produtos de tabaco para incluir ENDS, aplicando os regulamentos
de tabaco existentes a venda, distribuicdo, marketing e publicidade desses

produtos(199),

Estudos recentes dos componentes quimicos em e-cigs e outros dispositivos
ENDS encontraram combinacdes de compostos carbonilicos, formaldeido,
metais pesados e de transicdo, material particulado fino e ultrafino (ou
nanoparticulado) e compostos organicos volateis (VOCs), entre outros
componentes quimicos ou suplementagao personalizada do e-liquido. Embora o
principal problema de saude associado seja o fornecimento de niveis viciantes e
potencialmente téxicos de nicotina, os efeitos adversos a longo prazo

permanecem desconhecidos('%9),

Também existem preocupacdes sobre 0s riscos potenciais para a saude da
exposicao de segunda e terceira mao a aerossois exalados e sedimentagao de

particulas na poeira encontrada em moveis, carpetes, superficies planas e
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roupas pessoais e cabelos, potencialmente afetando negativamente a qualidade
do ar interno. Também existe um potencial claro para os usuarios abusarem de
dispositivos vaping para consumir cannabis e outras drogas psicoativas, e
potencialmente fazé-lo sem serem detectados. Outra preocupacao crescente &
que as estratégias de marketing atuais também visam especificamente os
membros do servigo, além das conhecidas estratégias de publicidade e
marketing que tornam os dispositivos e-cig e ENDS atraentes para menores e
adolescentes em virtude dos nomes e cores dos suplementos aromatizantes
presentes no formulagbes de e-liquido. Evidéncias emergentes indicam a
possibilidade de que os usuarios de e-cig possam desenvolver doengas
pulmonares adversas ap0s a exposi¢cao respiratdria a aromatizantes liquidos de

e-cig(1%9),

No contexto da preocupagao ambiental mais ampla com relagdo ao descarte e
lixo de cigarros eletrénicos, ha uma apreciagdo emergente de que metais e
outros componentes de cigarros eletrdbnicos podem vazar desses dispositivos
eletrénicos operados por bateria. Ao fazer isso, os dispositivos ENDS podem
colocar em risco o bem-estar de criangas que podem se engasgar com 0s
detritos ou capsulas de e-liquido derivadas desses dispositivos. Além disso,
Ecigs e capsulas recarregaveis de e-liquido sem cuidado também podem
representar um risco para muitas espeécies selvagens, incluindo passaros e
pequenos mamiferos que se alimentam de folhagens e areas gramadas de
parques, espagos abertos e bairros paisagisticos e, portanto, consomem
inadvertidamente componentes desses dispositivos com consequéncias

indesejaveis para a sua saude('%9),

Ajuda para parar de fumar e sdo comercializados como tal na auséncia de
quaisquer ensaios clinicos sistematicos em fases da eficacia e toxicidade
potencial de novos produtos, esta situacado prevalecente € um pouco contraria
ao convencional processo aplicado ao teste clinico, marketing e venda de uma
intervencgao terapéutica projetada para intervengao ou tratamento humano. Além
disso, existem preocupagbes genuinas de saude publica em relagdo a
seguranga e validade dos cigarros eletrénicos como dispositivos clinicamente

uteis ou recreacionalmente aceitaveis. Além disso, o uso de e-cig muitas vezes
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nao € empregado para ajudar os fumantes a parar de fumar cigarros de tabaco
convencionais, mas, em vez disso, é abusado em uma pratica comumente
chamada de 'vaping furtivo'. A pratica do vaping furtivo é evitar as proibicbes de
fumar associadas aos cigarros tradicionais e personalizar os dispositivos de

forma que o vaping possa ocorrer sem ser facilmente detectado(1%9),

Conclui-se que, dada a complexidade e as opg¢des personalizaveis do usuario
dos e-cigs, as comunidades reguladoras e cientificas precisam buscar estudos
detalhados e racionais para abordar trés preocupagdes principais com relagcéo
aos impactos atuais na saude publica do marketing e uso continuo de e-cig: 1)
em estudos cuidadosamente controlados, determinar o grau de toxicidade e
potencial de danos dos produtos quimicos e compostos encontrados na gama
de dispositivos e-cig; 2) determinar quao difundido é o uso de e-cig; e 3)
identificar as populagcbes em risco de efeitos na saude do e-cig, uma vez que

esses efeitos na saude tenham sido identificados(%9).

Este estudo piloto mostra evidéncias preliminares de que vaporizar 20 baforadas
de um cigarro eletrénico € suficiente para causar alteragdes significativas na
expressao do supressor de tumor TP53, além de outros genes relacionados ao
cancer (por exemplo, MPG) em humanos. Esses eventos moleculares iniciais
podem ser usados como biomarcadores de exposigdo a carcindgenos de
cigarros eletrénicos; no entanto, estudos maiores de acompanhamento (in vitro
e in vivo) sdo necessarios para entender como esses eventos moleculares
contribuem para o acumulo de lesdes nao reparadas. Este estudo também
mostrou expressao correlacionada de MPG e TP53 apds vaping, e que 0s
comportamentos de vaping afetam as mudangas na expressao génica em
tecidos-alvo relevantes. Esses resultados preliminares requerem confirmacéo; e
um estudo maior em humanos € necessario para entender melhor o impacto do
uso de e-cig nesses genes e vias, bem como como o comportamento do vaping

modifica a exposigdo e a toxicidade do e-cig(119).
Ha uma escassez de dados sobre como a expressdo génica permite a

identificacdo de individuos que correm o risco de exposicdo a agentes
cancerigenos do vaping de cigarro eletrbnico (e-cig); € como os comportamentos
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vaping humanos modificar essas exposi¢coes. Este estudo piloto teve como
objetivo identificar genes regulados pela exposi¢ao aguda para e-cig usando RT-
gPCR. Trés sujeitos (2M e 1F) fizeram trés visitas ao laboratério (nTOT = 9
visitas); amostras bucais e de sangue foram coletadas antes e imediatamente
ap6s vaporizar 20 baforadas (nTOT = 18 amostras); dados de topografia vaping
foram coletados em cada sessdo. Os individuos usaram seu proprio e-cig
contendo 50:50 propileno glicol (PG):vegetal glicerina (VG) +3-6 mg/mL de
nicotina. O supressor de tumor TP53 foi significativamente regulado
positivamente em amostras bucais. A expressdo de TP53 foi dependente do
volume de sopro e da taxa de fluxo em ambos os tecidos. No sangue, a
significativa redugdo da N-metilpurina DNA glicosilase (MPG), um gene de
reparo por excisdo de base, foi consistente em todos os individuos. Além da via
de reparo do DNA, as vias do ciclo celular e do cancer foram as vias mais
enriquecidas em amostras bucais e de sangue, respectivamente. Este estudo
piloto demonstra que vaporizar 20 baforadas altera significativamente a
expressdo de TP53 em tecidos humanos; o comportamento vaping é um
modificador importante dessa resposta. Um estudo maior € necessario para

confirmar essas relagées('19.

As hospitalizagbes e mortes relacionadas a cigarros eletrobnicos nos EUA
continuam a aumentar. Uma alta porcentagem de pacientes apresenta testes de
funcdo hepatica elevados, indicativos de toxicidade sistémica. Este estudo foi
projetado para determinar o efeito dos produtos quimicos do cigarro eletrénico
na toxicidade das células do figado. As células HepG2 foram expostas a
produtos quimicos aromatizantes (acetato de isoamila, vanilina, etil vanilina, etil
maltol, L-mentol e trans-cinamaldeido), propileno glicol e misturas de glicerina
vegetal, e a viabilidade celular foi medida. Os dados revelaram que a vanilina,
etil vanilina e etil maltol diminuiram a viabilidade das células HepG2; a exposi¢cao
repetida causou aumento da citotoxicidade em relagdo a exposi¢cao unica,
consistente com a hipotese de que o vaping frequente pode causar

hepatotoxicidade!'"".

No geral, esses estudos sugerem que os produtos quimicos aromatizantes e os

coquetéis diminuem a viabilidade de um modelo de célula hepatica comumente
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usado. Com base nos dados apresentados, os aromatizantes quimicos de
particular interesse para estudos futuros sao vanilina, etil vanilina, etil maltol e L-
mentol. Embora as combinag¢des de PG/VG sozinhas ndo paregam diminuir a
viabilidade das células HepG2, elas podem contribuir para a citotoxicidade
observada com os coquetéis e justificar um exame mais aprofundado. Esta bem
documentado que os cigarros eletronicos tém o potencial de causar toxicidade
sistémica, incluindo lesdo hepatica. Como os e-liquidos contendo produtos
quimicos aromatizantes tém crescido em popularidade, especialmente entre os
jovens, fica claro que pesquisas adicionais sdo necessarias para entender os
mecanismos de toxicidade e as combinag¢des quimicas que tém maior risco de

hepatotoxicidade!'"").

O presente estudo avaliou a associagao da exposicao ao cigarro eletrénico (CE)
com o nivel sérico de acido urico (AU) e hiperuricemia (HUA) usando uma
amostra nacionalmente representativa da Coreia do Sul. Este estudo incluiu
10.692 participantes (9.905, 609 e 178, nunca, nunca e usuarios atuais de CE,
respectivamente). Os niveis urinarios de cotinina e 4-(metilnitrosamino)-1-(3-
piridil)-1-butanol (NNAL) foram usados para determinar a exposi¢gdo ao fumo
convencional entre usuarios de CE. A associacao entre uso de CE e nivel de AU
foi avaliada por analise de regresséao linear. A analise de regressao logistica
multivariada foi utilizada para avaliar a associagao entre EC e HUA. A analise de
subgrupo confinada a fumantes ativos verificados com cotinina foi realizada para
abordar a associagao entre o uso duplo de CE e cigarros combustiveis e os
niveis séricos de AU. O nivel sérico de AU foi maior entre as atuais usuarias de
CE, seguidas pelas que nunca usaram e nunca usaram CE. A prevaléncia de
HUA foi de 26,2%, 19,3% e 10,8% em atual, sempre e nunca usuarios da CE,
respectivamente. Embora a exposicdo ao EC tenha sido associada
positivamente com HUA de maneira dependente da dose apenas em homens (p
= 0,04), uma tendéncia semelhante também foi observada em mulheres com
significancia marginal (p = 0,102). A associagao positiva de HUA com exposigao
a CE foi mais aparente entre os usuarios duais (odds ratio [OR] = 1,96, intervalo
de confianga [IC] de 95%: 1,29-2,99) do que entre aqueles que fumavam apenas
cigarros combustiveis. A exposi¢cao ao EC foi associada a niveis séricos mais
altos de AU e maior OR de HUA. A associagao positiva entre a exposi¢cao ao EC
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e HUA foi mais proeminente em wusuarios duplos que consumiram

simultaneamente CE e cigarros combustiveis(1'?).

No presente estudo, nosso objetivo foi avaliar o efeito de uma mudanga de
cigarros convencionais para e-cigarros na reatividade brénquica em condi¢cdes
realistas. Essas condi¢des chamam a atencéo para o fato de que a maioria dos
individuos que mudam para cigarros eletronicos ainda fuma cigarros
convencionais em grau significativo. Portanto, n&o interferimos no
comportamento tabagico dos participantes, exceto pela exigéncia de uso de
liquidos contendo nicotina. De fato, apds o periodo de observacédo de 3 meses,
0 numero médio de cigarros de tabaco consumidos diminuiu cerca de 75%, o
que foi ligeiramente menor do que a redugao observada em um grupo de controle
que parou de fumar. A reatividade bronquica ao estimulo indireto manitol
diminuiu significativamente, especialmente no grupo do cigarro eletrénico.
Outros parametros como funcéo pulmonar espirométrica, FeNO, CO exalado ou
cotinina na urina nao foram ou foram menos informativos. Essas observacoes
indicam que a redugado da reatividade brénquica esperada apos a redugao do
consumo de cigarros ndo foi abolida pelo uso concomitante de cigarros
eletrénicos. Se a diminuigdo da responsividade brénquica observada apés 3
meses € mantida ao usar cigarros eletrénicos por mais tempo ou tem valor

progndstico individual, deve ser esclarecido em estudos de longo prazo('3).,

Foram incluidos 60 individuos que declararam reduzir ou interromper 0 consumo
de tabaco por inalagao de liquidos contendo nicotina via cigarro eletrénico e 20
voluntarios que participaram de um programa para parar de fumar. Os dados
foram analisados por meio de procedimentos estatisticos paramétricos e néo
paramétricos. Espirometria, dosagens de monéxido de carbono exalado (eCO)
e Oxido nitrico (FeNO), teste de provocagdo com manitol como estimulo
brénquico indireto e dosagens de cotinina foram utilizados para investigar a HRB
e a abstinéncia de nicotina. A bronchial reactivity (BHR) para manitol diminuiu
significativamente no grupo que usava cigarros eletrénicos e liquidos contendo
nicotina durante um periodo de trés meses neste cenario da vida real. Os
participantes reduziram o consumo de tabaco para cerca de 25% ou menos,
confirmado por uma redugao no eCO. As alteracdes na funcédo pulmonar e na
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FeNO foram pequenas e nao estatisticamente significativas, e as alteragdes no
grupo que parou de fumar foram semelhantes as do grupo do cigarro eletronico.
A reducdo da HRB que pode ser esperada apos a redugdo do consumo de
cigarros ndo foi abolida pelo uso concomitante de cigarros eletrénicos. Se a
diminuicdo da HRB observada apos 3 meses é mantida ao usar cigarros
eletrénicos por periodos de tempo mais longos ou se tem valor progndstico

individual, isso deve ser esclarecido em estudos de longo prazo('13).

Os cigarros eletrénicos imitam cigarros combustiveis por meio de uma tecnologia
de aquecimento que vaporiza um liquido de recarga composto por solventes,
sabores e nicotina. Por vezes, os cigarros eletrénicos ainda sao utilizados como
suporte para a cessagao tabagica, mesmo que em 2019 tenha ocorrido um surto
de lesado pulmonar aguda nos EUA, afetando sobretudo adolescentes e adultos
jovens, e correlacionado com os eCigs. Portanto, devido a falta de conhecimento
definitivo sobre o(s) mecanismo(s) de toxicidade do liquido de refil e
considerando que investigagdes anteriores deram resultados controversos, o
objetivo do presente estudo foi a avaliagdo da citotoxicidade de diferentes
liquidos de refil em células endoteliais humanas, avaliada por meio de duas
abordagens diferentes in vitro, ou seja, a resazurina e os ensaios de liberagcéo
de LDH. Nossos resultados demonstraram claramente que diferentes liquidos de
recarga (6 amostras) apresentam diferentes niveis de citotoxicidade em nosso
modelo celular, embora sua citotoxicidade tenha sido sempre menor do que a
observada para o condensado obtido de cigarros tradicionais (3 amostras).
Esses resultados sugerem que avaliagdes precisas devem ser fornecidas para
liquidos de refil, em particular para correlacionar sua toxicidade com sua
composi¢cao quimica, com o obijetivo final de obter informagdes uteis para os

orgdos envolvidos na regulamentagéo de seus componentes('14),

A popularidade de produtos de tabaco novos e emergentes, como 0s cigarros
eletrénicos (E-cigs), esta se expandindo rapidamente em todo o mundo. No
entanto, existem incertezas em torno das possiveis consequéncias para a saude
devido ao uso de tais produtos e justificam um estudo mais aprofundado. Os
epitélios das vias aéreas A549 e Calu-3 cultivados foram expostos a trés dos oito

tipos de liquidos eletrénicos da marca JUUL (“Mint”, “Virginia Tobacco” e

Prof. Wanderley Bernardo INOVA-HC-FMUSP 142



Dispositivos Eletronicos para Fumar — Toxicidade 0OS 01/2022 GGTAB - Parte 2
Atualizagdo OS 01/2020

“Menthol”, todos contendo 3% de nicotina a 1% e 3% (vol /vol) diluicdes) e
avaliada quanto a viabilidade usando um ensaio baseado em resazurina. Os
niveis intracelulares de Ca 2* foram medidos usando indicadores fluorescentes e
os niveis de citocinas pro-inflamatorias foram monitorados por PCR quantitativo
(gPCR). As culturas também foram analisadas por citometria de fluxo para
avaliar marcadores apoptoéticos e viabilidade celular. A exposicao das células
epiteliais das vias aéreas aos e-liquidos JUUL com sabor levou a uma
citotoxicidade significativa, sendo o sabor “Ment” o mais citotoxico em geral. O
e-liquido com sabor de “menta” também levou a elevagbes significativas no Ca?*
intracelular e regulagdo positiva da citocina proé-inflamatéria IL-6 e marcador
apoptatico precoce. O desafio JUUL e-liquid resultou na perda da viabilidade das
células epiteliais das vias aéreas, induziu respostas pro-inflamatorias e,

eventualmente, causou apoptose('1%),

O impacto biolégico da exposi¢do a um aerossol de um dispositivo de e-vapor
foi investigado usando modelos bronquicos e alveolares humanos. O impacto
bioldgico da exposigao ao aerossol de vapor eletrénico foi menor do que o da
fumaca do cigarro em niveis de nicotina semelhantes. Os efeitos da exposi¢céo
nos niveis moleculares foram avaliados usando uma abordagem de toxicologia

de sistemas(116),

Sugeriu-se que a exposicao ao aerossol de produtos de vapor eletrénico (e-
vapor) resulta em menos risco de danos aos fumantes do que a exposi¢ao a
fumaca de cigarro (CS). Embora muitos estudos sobre produtos e-vapor tenham
testado os efeitos de formulagdes liquidas em culturas de células, poucos
avaliaram os efeitos de aerossol. Examinamos os efeitos da exposi¢cao aguda ao
aerossol de um dispositivo de e-vapor que usa a tecnologia MESH1 (IQOS1
MESH, Philip Morris International) e ao CS do cigarro de referéncia 3R4F em
cultura epitelial bronquica organotipica humana e modelos de tricultura alveolar.
Em contraste com 3R4F CS exposig¢ao, a exposi¢ao ao aerossol IQOS MESH
(aroma Classic Tobacco) ndo causou citotoxicidade em culturas epiteliais
brénquicas ou tri culturas alveolares, apesar de suas maiores concentracdes de
nicotina depositada (3 e 4 vezes, respectivamente). A exposi¢gao ao CS causou

uma diminuicdo acentuada na frequéncia e na area ativa do batimento ciliar em
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culturas brénquicas, enquanto a exposicao ao aerossol IQOS MESH, ndo. A
expressao global de mRNA e os perfis de proteina secretada revelaram um
impacto significativamente menor da exposigédo ao aerossol IQOS MESH do que
a exposigdo ao 3R4F CS. No geral, todo o nosso estudo de exposicdo ao
aerossol mostra um impacto claramente reduzido do aerossol IQOS MESH em
relacdo ao CS em culturas brénquicas e alveolares, mesmo em doses maiores

de nicotina(119),

O presente estudo demonstrou a adequacao de dois modelos pulmonares ALI
diferentes que imitam duas regides distintas dos pulmdes para testes de
toxicidade de aerossois inalados para serem usados como modelos para estudar
os efeitos da exposicao a aerossois como CS e aerossois de produtos de vapor
eletrénico. Além disso, uma abordagem de toxicologia de sistemas forneceu uma
avaliagcao mais robusta dos efeitos da exposicdo a fumacga/aerossol no nivel
molecular. O estudo mostra que a exposi¢ao ao aerossol MESH Classic Tobacco
nao diluido gerado com a tecnologia IQOSMESH resultou em menor toxicidade
e teve um impacto biolégico menor em dois modelos pulmonares in vitro em
comparagao com a exposi¢gao CS, mesmo em doses de nicotina depositadas

muito maiores(116),

Os cigarros eletrbnicos sdo os produtos contendo nicotina mais comumente
usados entre os adolescentes. O epitélio oral € o primeiro local de exposigcao e
nosso trabalho recente revelou uma diversidade consideravel entre os e-liquidos
para composicao € nivel de constituintes quimicos que afetam a deposi¢ao de
nicotina em um molde de traqueia oral humana e afetam a formacao de
carbonilas reativas. Aqui, avaliamos a resposta a dose para citotoxicidade e
genotoxicidade de aerossodis gerados por cigarro eletrénico de 10 produtos
liquidos com e sem sabor com e sem nicotina em comparagcdo com sem sabor
em 3 linhagens de células epiteliais orais imortalizadas. Trés e-liquidos, Blue
Pucker, Love Potion e Jamestown causaram 20% de toxicidade celular avaliada
pelo ensaio de absorcao de vermelho neutro. Nove produtos induziram niveis
significativos de estresse oxidativo até 2,4 vezes quantificados pelo ensaio ROS-
Glo em pelo menos 1 linha celular, com resposta a dose observada para Love
Potion com e sem nicotina em todas as linhas celulares. A peroxidagao lipidica
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detectada pelo ensaio de substancias reativas ao acido tiobarbiturico foi menos
comum entre os produtos; no entanto, foram observados aumentos de resposta
a dose até 12 vezes para linhas celulares individuais. A formacao de
micronucleos indicativos de genotoxicidade foi aumentada em até 5 vezes para
alguns produtos. O Blue Pucker foi o e-liquido mais genotodxico, induzindo
micronucleos em todas as linhagens celulares, independentemente do status da
nicotina. Uma pontuacédo de poténcia derivada de todos os ensaios identificou
Blue Pucker e Love Potion como os e-liquidos mais perigosos. Esses estudos
de exposi¢cdo aguda in vitro fornecem uma nova visdao sobre o potencial de
alguns produtos vaping com sabor de induzir niveis significativos de estresse

oxidativo e genotoxicidade('"").

Esses estudos de exposicdo aguda in vitro fornecem uma nova viséo sobre os
efeitos potenciais de alguns produtos vaping com sabor em relagao aos baixos
niveis de estresse oxidativo e genotoxicidade que podem ser aumentados pela
exposicao cronica. O aumento da deposi¢cao na traqueia oral de nosso trabalho
anterior combinado com esse estresse genotoxico para as células epiteliais orais
pelos sabores Blue Pucker e Love Potion compde ainda mais os efeitos de
alguns e-liquidos. E provavel que essa exposicdo aumentada também afete as
grandes vias aéreas, conforme comprovado por estudos in vitro que mostram a
sensibilidade das células epiteliais do pulméo aos efeitos toxicoldgicos de alguns

liquidos'17),

Dentro da estrutura de redugdo de danos do tabaco, na qual os fumantes
idealmente deveriam poder escolher livremente entre uma variedade de
alternativas para fumar, os produtos emergentes do tabaco (como o HTP) e o e-
cig parecem ter o potencial de uma nova oferta promissora. No entanto, &
fundamental que os fumantes conhecam e comparem os riscos a saude desses
diferentes dispositivos emergentes, a fim de determinar qual produto deve ser
preferido para a cessacdo do tabagismo. Nosso estudo fornece dados
comparativos sobre a composig¢ao quimica das emissdes de HTP, e-cig e cigarro
de tabaco e seus impactos toxicolégicos nas células epiteliais brénquicas

humanas(19),
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Primeiro relatamos que o HTP fornece um pouco menos de nicotina e emite
quantidades muito menores de compostos de carbonila e PAH do que o cigarro
de tabaco. No entanto, as emissbes de HTP ainda contém compostos
cancerigenos (por exemplo, formaldeido, acetaldeido e benzo[a]pireno) e as
quantidades de carbonilas e PAHs nos aerossois de HTP sao maiores do que
nos vapores de cigarro eletrénico. De acordo com os niveis de compostos téxicos
em cada aerossol, o aerossol HTP exibe citotoxicidade reduzida em comparacao
com a fumacga do cigarro, mas superior aos vapores do cigarro eletrénico. HTP
e e-cig tém o potencial de aumentar o estresse oxidativo e a resposta
inflamatdria, de maneira muito semelhante a fumacga do cigarro, mas somente
apdés uma exposicao mais intensa. Além disso, nossos dados suportam que o
uso de e-cig em configuragdes de poténcia mais altas emite compostos de
carbonila e PAH mais altos e, consequentemente, gera mais estresse oxidativo.
Finalmente, este estudo contribui para uma melhor compreensdo das
propriedades de emissdo de HTP e e-cig e seus impactos toxicolégicos
relacionados e fornece dados importantes necessarios para fins de avaliacédo de
risco, demonstrando que o HTP pode ser menos prejudicial do que o cigarro de
tabaco, mas consideravelmente mais prejudicial do que o ecig. Outros estudos
de longo prazo em modelos animais devem ser conduzidos para confirmar esses
achados in vitro e permitir a avaliagcdo de exposicdes crénicas a produtos
emergentes do tabaco. Além dos impactos toxicos desses produtos, a
comparagao de sua dependéncia € outro elemento-chave a ser levado em

consideragdo na estratégia de redugdo de danos causados pelo tabaco('"®).

Aldeidos de sabor em cigarros eletrénicos, incluindo vanilina, etil vanilina
(baunilha) e benzaldeido (bagal/fruta), sofrem reagdes quimicas rapidamente
com os solventes liquidos eletrénicos, propilenoglicol e glicerol vegetal (PG/VG),
para formar substancias quimicas adutos denominados aldeidos de sabor
PG/VG acetais que podem ser transferidos com eficiéncia para o aerossol de
cigarro eletrénico. O objetivo deste estudo foi comparar os efeitos metabdlicos e
citotoxicos de acetais e seus aldeidos parentais em células epiteliais
respiratorias. Ensaios metabdlicos celulares foram realizados em células
epiteliais brénquicas (BEAS-2B) e alveolares (A549) avaliando os efeitos de

benzaldeido, vanilina, etilvanilina e seus correspondentes PG acetais nos
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principais parametros bioenergéticos da fungdo mitocondrial. Os potenciais
efeitos citotdxicos do benzaldeido e da vanilina e seus correspondentes PG
acetais foram analisados usando o ensaio de células LIVE/DEAD em células
BEAS-2B e células epiteliais nasais humanas primarias (HNEpC). Os efeitos
citostaticos da vanilina e da vanilina PG acetal foram comparados usando o
ensaio de proliferacdo celular Click- iT EDU em células BEAS-2B. Em
comparagao com seus aldeidos parentais, os acetais PG diminuiram os
principais parametros das fungdes metabodlicas de energia celular, incluindo
respiracao basal, producao de trifosfato de adenosina e capacidade respiratoria
sobressalente. O benzaldeido PG acetal (1-10 mM) aumentou a mortalidade
celular em BEAS-2B e HNEpC, em comparagéo com o benzaldeido. A vanilina
PG acetal foi mais citotoxica do que a vanilina na maior concentracéo testada,
enquanto ambas diminuiram a proliferagao celular de uma maneira dependente
da concentragdo. Os produtos de reacao formados em e-liquidos entre aldeidos
de sabor e solventes quimicos tém propriedades toxicoldgicas diferentes de seus
aldeidos de sabor originais e podem contribuir para os efeitos do aerossol de
cigarro eletrénico no sistema respiratério dos usuarios de cigarro eletrénico. Sem
estudos de toxicidade por inalacdo disponiveis para acetais, os dados deste
estudo fornecerdo uma base para estudos toxicolégicos adicionais usando
modelos in vitro e in vivo. Este estudo sugere que a divulgagao dos ingredientes
do e-liquido pelos fabricantes no momento da producao pode ser insuficiente
para informar uma avaliagao de risco abrangente de e-liquidos e uso de sistemas
eletrdnicos de administracdo de nicotina, devido a instabilidade quimica dos e-

liquidos ao longo do tempo e a formag&o de novos compostos('19).

O uso de sabores em cigarros eletrbnicos atrai adultos e jovens que nunca
fumaram. O consumo aumentou rapidamente na ultima década e, somente no
mercado dos EUA, existem mais de 8.000 sabores exclusivos. A Food and Drug
Administration (FDA) dos EUA comegou a regular os e-liquidos, mas muitos nao
foram testados, e seu impacto, tanto no nivel celular quanto na saude humana,
ainda nao esta claro. Testamos e-liquidos na linha celular humana HEK293T e
medimos a toxicidade, potencial de membrana mitocondrial (AY m), produgéo
de espécies reativas de oxigénio (ROS) e potencial de membrana celular (Vm)
usando abordagens de triagem de alto rendimento (HTS). Nossos esforgos de
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HTS incluiram curvas dose-resposta de dose unica e de 16 pontos, que
permitiram testar =290 e-liquidos comercialmente disponiveis em paralelo para
fornecer uma avaliacéo rapida dos efeitos celulares como uma prova de conceito
para um metodo rapido e preliminar de toxicidade. Também investigamos a
composi¢cao quimica dos sabores via cromatografia gasosa-espectrometria de
massa. Descobrimos que os e-liquidos causaram uma diminuigdo em AY m e
Vm e um aumento na produc¢ao de ROS e toxicidade de forma dose-dependente.
Além disso, a presenga de cinco componentes quimicos especificos: vanilina,
alcool benzilico, acetoina, cinamaldeido e metilciclopentenolona, mas nao a
nicotina, foram relacionados com as alteragcées observadas nas caracteristicas
celulares estudadas. Nossos dados sugerem que AW m, ROS, Vm e toxicidade
podem ser indicativos da extensido da morte celular apoés a exposicao ao e-
liquido. Mais pesquisas sobre o efeito dos sabores devem ser priorizadas para
ajudar os formuladores de politicas, como o FDA, a regular a composi¢ao do e-
liquido. A toxicidade celular do e-liquido pode ser prevista usando parametros
passiveis de HTS. Nossos dados sugerem que A¥Y m, ROS, Vm e toxicidade
podem ser indicativos da extensdo da morte celular apds a exposicao ao e-
liquido, e essa toxicidade esta ligada a composicdo quimica, ou seja,
componentes aromatizantes. Mais pesquisas sobre o efeito dos sabores devem
ser priorizadas para ajudar os formuladores de politicas, como o FDA, a regular

a composigdo do e-liquido(120),

RNAs nao codificantes longos (IncRNAs) sdo o conjunto variado de transcritos
que desempenham um papel critico em processos biolégicos como regulagao
de genes, transcricdo, modificacdo pods-transcricional e remodelagdo da
cromatina. Estudos recentes relataram a presenca de INcRNAs nos exossomos
que estao envolvidos na regulagdo da comunicagao célula a célula em patologias
pulmonares, incluindo cancer de pulmao, doenga pulmonar obstrutiva crbnica
(DPOC), asma e fibrose pulmonar idiopatica (FPI). Neste estudo, comparamos
os perfis de INcRNA nos exossomos derivados do plasma entre nao fumantes
(NS), fumantes de cigarro (CS), usuarios de E-cig (E-cig), fumantes de narguilé
(WP) e fumantes duplos (CSWP) usando o kit GeneChip ™ WT Pico para criagéo
de perfil transcricional. Encontramos alteragbes em um conjunto distinto de
IncRNAs entre individuos expostos a vapor de cigarro eletrdnico, fumaca de
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cigarro, fumaga de narguilé e fumaga dupla com algumas sobreposicoes. As
analises de enriquecimento de genes dos IncRNAs expressos diferencialmente
demonstraram enriquecimento nos INcCRNAs envolvidos em processos bioldgicos
cruciais, incluindo metabolismo de esteroides, diferenciagdo celular e
proliferagdo. Assim, os perfis de IncRNA caracterizados dos exossomos
derivados do plasma de fumantes, vapers, usuarios de narguilé e fumantes
duplos ajudardo a identificar os biomarcadores relevantes para doencas
pulmonares crénicas, como DPOC, asma ou FPI. O presente estudo € a primeira
tentativa de comparar os perfis exossomais de INcRNA de individuos que usam
cigarros de tabaco, cigarro eletrénico, narguilé ou ambos (cigarro e narguilé).
Identificamos alguns alvos importantes que podem desempenhar um papel
importante na regulagdo das respostas inflamatérias ou autofagicas no uso

prolongado desses produtos(12?),

Eletronicos de entrega de nicotina, ou cigarros eletrénicos, utilizam uma solugéo
liquida que normalmente contém propilenoglicol (PG) e glicerina vegetal (VG)
para gerar vapor e atuar como transportador de nicotina e aromatizantes. As
evidéncias indicaram que esses “portadores” reduziram o crescimento e a
sobrevivéncia das células epiteliais, incluindo as das vias aéreas. Nossa
hipotese é que 3% de PG ou PG misturado com VG (3% PG/VG, 55:45) inibe a
absorcao de glicose nas células epiteliais das vias aéreas humanas como um
primeiro passo para reduzir a sobrevivéncia das células das vias aéreas. A
exposicao de H441 ou células epiteliais bronquiolares humanas (HBECs) a PG
e PG/VG (30-60 min) inibiu a captacado de glicose e a sintese mitocondrial de
ATP. PG/VG inibiu a glicélise. PG/VG e manitol reduziram o volume celular e a
altura das culturas de interface ar-liquido. O manitol, mas ndao o PG/VG,
aumentou a fosforilagdo de p38 MAPK. PG/VG reduziu a resisténcia elétrica
transepitelial, que foi associada ao aumento da permeabilidade transepitelial do
soluto. PG/VG diminuiu a recuperacdo da fluorescéncia apdés a
fotobranqueamento dos transportadores de glicose ligados a proteinas
fluorescentes verdes GLUT1 e GLUT10, indicando que a fungao de transporte
de glicose foi comprometida. Insuflar vapor de PG/VG na superficie apical de
HBECs primarios por 10 minutos para imitar o efeito do cigarro eletronico

também reduziu o transporte de glicose. Em conclusdo, a exposi¢cdo a curto
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prazo ao PG/VG, componentes-chave dos cigarros eletrénicos, diminuiu o
transporte de glicose e o metabolismo nas células das vias aéreas. Propomos
que isso foi resultado da reducédo do volume celular e da fluidez da membrana
do PG/VG, com consequéncias adicionais na funcdo da barreira epitelial.
Considerando esses resultados em conjunto, sugerimos que esses fatores
contribuem para a redugao das propriedades defensivas do epitélio. Propomos
que a exposicao repetida/cronica a esses agentes provavelmente contribui para

danos nas vias aéreas em usuarios de cigarros eletronicos(??).

Em conclusdo, mostramos que a exposicdo de curto prazo a PG e VG,
componentes-chave dos cigarros eletrdnicos, em solugéo ou vapor na superficie
luminal das células das vias aéreas, diminuiu o transporte de glicose mediado
por GLUT e a producao de ATP nas células das vias aéreas. Propomos que isso
ocorreu como resultado de alteragcbes no volume celular e na fluidez da
membrana causadas por efeitos osmoéticos e interacado direta de PG/VG com
lipidios na membrana celular. PG/VG também diminuiu a fungdo de barreira e
aumentou a permeabilidade epitelial. Juntando tudo isso, sugerimos que todos
esses fatores contribuem para a reducdo das propriedades defensivas do
epitélio, o que pode levar ao aumento da suscetibilidade dos pulmdes a infecgao.
Propomos que a exposigao repetida/crénica a esses agentes provavelmente

contribui para danos nas vias aéreas em usuarios de cigarros eletronicos(22)

Os sistemas eletrénicos de entrega de nicotina (ENDS) sdo um mercado global
em rapido crescimento anunciado como uma alternativa mais segura aos
cigarros combustiveis. No entanto, investigagcdes abrangentes das propriedades
fisico-quimicas e toxicologicas do aerossol END nao foram totalmente
exploradas entre as marcas para avaliar a seguranga relativa. Neste estudo,
avaliamos aerossois coletados de trés ENDS — Juul Fruit Medley (5% de
nicotina), Logic Power (2,4% de nicotina) e Mistic (1,8% de nicotina). Os
aerossois ENDS foram gerados usando o regime padrao de sopro da maquina e
coletados com um novo coletor de condensacéo de fluoropolimero. O plasma-
massa triplo quadrupolo acoplado indutivamente determinou a presenca de
metais pesados nos aerossois coletados. Os efeitos toxicoldgicos dos aerossois
ENDS em células epiteliais bronquicas humanas normais (NHBE) foram
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investigados usando viabilidade celular, espécies reativas de oxigénio, ensaios
de estresse oxidativo, juntamente com avaliagbes de danos ao DNA usando o
CometChip. Os resultados indicaram que as concentracdes totais de metal nos
aerossois ENDS coletados foram maiores para Mistic e Logic em comparag¢ao
com Juul. Os aerossois Logic Power provocaram niveis mais elevados de
especies reativas de oxigénio do que Mistic e Juul no NHBE apds 24 horas de
exposi¢cado. Redugdes semelhantes dependentes da dose de viabilidade celular
e glutationa total foram encontradas para cada exposigdo. No entanto, os
aerossois Logic e Juul causaram maiores danos ao DNA de fita simples em
comparagao com o Mistic. Nosso estudo indica que, independentemente da
marca, os aerossois ENDS s&o toxicos para as células epiteliais das vias aéreas
superiores e podem representar um risco respiratério potencial para usuarios

ocasionais e frequentes('23),

Os achados de nosso estudo sao consistentes com outros dados que relatam a
reacao pro-inflamatéria e os efeitos do estresse oxidativo da fumaca eletrénica.
Nossos dados indicam o efeito plausivel da E-fumaga no balango
protease/antiprotease junto com a resposta de defesa antimicrobiana como um
alvo importante tanto em brénquios quanto alveolares. O padrao e a extensao
dos efeitos podem ser influenciados pela regido do pulméo, sabor e/ou teor de
nicotina. Proteases e antiproteases sao secretadas do epitélio respiratorio e
desempenham um papel importante na manutencao da homeostase respiratoria.
Sabe-se que o equilibrio alterado de protease/antiprotease desempenha um
papel fundamental no desenvolvimento de doengas pulmonares crbénicas, como
enfisema e DPOC. As antiproteases respiratérias sdo compostas por TIMPs,
inibidores de serina protease (serpins), trappins-2/ elafin e SLPI com substratos-

alvo exclusivos, fontes celulares e fungdes antiprotease('24).

O aumento de MMP9 e seu principal inibidor TIMP171 foi detectado apds
exposigdes a fumacga eletronica. Elafin (PI3) e SLPI, produzidos por epitélio
respiratorio, club cells, células tipo Il etc. sdo conhecidas como antiproteases de
alarme que inibem a elastase neutrofilica e também sdo conhecidas por exibir
ampla resposta imune antimicrobiana, anti-inflamatéria, inata e adaptativa,

efeitos de remodelacdo tecidual e cicatrizacdo de feridas. A secrecao de
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antiproteases de alarme ¢é influenciada por moléculas pro-inflamatérias como IL1
e TNF. O DEFB4A é um peptideo multifuncional com atividade antimicrobiana
juntamente com fung¢des na imunidade inata e adaptativa, resposta inflamatoéria
e anti-inflamatéria, imunomodulac&o e reparacéo de feridas. E expresso em todo
o epitélio respiratério. A expressao alterada de DEFB4A tem sido associada a
varias doencas respiratérias como asma, DPOC, fibrose pulmonar, pneumonia,
tuberculose e rinite. Niveis elevados de DEFB4A foram relatados em associa¢ao
com fibrose cistica e DPOC, enquanto niveis reduzidos foram detectados em

caso de asma por meio de resposta do tipo TH2(124),

E plausivel que a regulacdo alterada do DEFB4A apds a exposicdo a fumaca
eletrénica possa afetar a resposta a infecgcdo. A exposicdo cronica a fumaca
eletrénica foi implicada em maior suscetibilidade a infeccdo em modelos de

camundongos(?4),

Nossos resultados com os modelos de mucosa brdénquica e alveolar indicam que
0 padrao de regulacdo de PI3, SLPI e DEFB4A depende do sabor, teor de
nicotina do E-liquido, bem como da regido do pulmao. Consistente com nossos
achados com ECIG-flavor-2 no modelo broénquico, diminuicdo do SCGB1A1,
aumento do SLPI e aumento dos niveis de PI3 foram detectados no escarro de
pacientes com DPOC em comparagao com fumantes sem DPOC e/ou nunca

fumantes(124),

No entanto, detectamos niveis aumentados de transcricio de DEFB4A no
modelo de mucosa bronquica, enquanto DEFB4A foi suprimido nos pacientes
com DPOC. Para resumir, em nossa analise quimica da fumaca eletrénica dos
dois sabores, detectamos varios produtos quimicos citotoxicos, bem como
diferengas significativas na composicdo. Na caracterizagdo das particulas
observamos um aumento acentuado de PNC com a poténcia aplicada e um leve
aumento com a presenca de nicotina. Essas descobertas sugerem que a escolha
do E-liquido e do dispositivo de entrega/poténcia afetara a composicdo e a
dosimetria durante o vaping e, portanto, também os possiveis efeitos a saude. O
papel de compostos como p-benzoquinona, nicotirina e agentes aromatizantes

detectados em concentracbes mais altas garante estudos independentes para
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avaliar seu papel na toxicidade do ECIG. Os diferentes padrdes de resposta
molecular nos modelos de mucosa brénquica e alveolar sugerem efeitos
especificos da regido pulmonar, incluindo o papel da nicotina. Além disso, além
da resposta ao estresse inflamatorio e oxidativo, a regulagdo de antiproteases
de alarme e fatores de resposta de defesa antimicrobiana, bem como a fungao
de barreira e modificagées epigenéticas apds a exposigao a fumacga eletronica
podem desempenhar um papel importante na transmissédo de efeitos téxicos.
Para concluir, nosso estudo identifica a necessidade de uma abordagem

multidisciplinar para um perfil de seguranga abrangente dos produtos ECIG(124),

As trés plataformas in vitro para expor o epitélio respiratério ao mentol levam a
conclusdes semelhantes. Concentracées de mentol dentro da faixa encontrada
em muitos fluidos e aerossois de EC produziram um influxo rapido de calcio,
seguido por um aumento no estresse oxidativo e nas citocinas inflamatdrias.
Essas respostas foram inibidas pelo knock-down de BCTC (N-(4-tert-
butylphenyl)-4-(3-chloropyridin-2-yl) tetrahydropyrazine-1(2H)-carboxamide) e
siRNA do receptor TRPM8. Juntos, esses dados fornecem uma estratégia para
avaliar a toxicidade de produtos quimicos inalados pela primeira triagem no
ensaio MTT para identificar concentragdes citotdxicas e possiveis modos de
acao. Os padrdes auténticos podem ser testados no ALI primeiro usando a
exposi¢cao a camara de nevoeiro para evitar solventes e produtos de reacao
formados pelo aquecimento, seguido pela exposigao ao aerossol EC auténtico,
como feito no Cultex. O uso de protedmica com sistemas de exposigao ALI tem
a vantagem de confirmar e descobrir caminhos simultaneamente. Em estudos
futuros, sera valioso mostrar efeitos semelhantes aos observados com o
protocolo EpiAirway em usuarios de CE. A validagao do modelo EpiAirway para
traducado para exposi¢ao in vivo seria valiosa e poderia substituir testes em
animais, reduzir custos experimentais e acelerar o progresso da pesquisa. Os
dados obtidos com esta abordagem suportam a conclusdo de que o mentol, em
concentragbes encontradas em aerossois EC, afeta adversamente as células
epiteliais bronquicas, o que pode interromper a homeostase do tecido, prejudicar
a funcao celular e levar a doengas, incluindo alguns dos casos recentemente
relatados de EVALI(125),
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Observamos que as mudancas nas moléculas de biomarcadores pulmonares,
de uma infinidade de cascatas bioldgicas associadas a lesbes e doencgas
pulmonares, s&o qualitativamente semelhantes entre a exposi¢gdo crénica ao
cigarro eletrénico e ao cigarro em camundongos. Embora existam algumas
diferengas entre as moléculas individuais, descobriu-se que, em geral, as
alteragdes nos biomarcadores observadas na exposi¢ao cronica ao aerossol do
e-cig seguem aquelas observadas na exposi¢gédo cronica a fumacga do cigarro.
Como esses biomarcadores demonstraram contribuir significativamente para o
desenvolvimento de doengas pulmonares induzidas pelo cigarro, nosso estudo
indica que a exposi¢cao cronica ao cigarro eletrénico tem o potencial de iniciar
processos patolégicos que sdo conhecidos por contribuir para danos/doengas
pulmonares crénicas. A relativa seguranga da exposi¢ao cronica ao aerossol do
cigarro eletrbnico (e-cig) permanece obscura em termos de patogénese
pulmonar. Portanto, este estudo tem como objetivo avaliar biomarcadores
génicos/proteicos associados a lesao pulmonar induzida pelo cigarro em animais
cronicamente expostos ao aerossol contendo nicotina contendo e-cig.
Camundongos C57BL/6J foram aleatoriamente designados para trés grupos de
exposicao: e-cig, fumaca de cigarro e ar filtrado. Tecidos pulmonares e/ou
laminas embebidas em parafina foram usados para avaliar a expressao de genes
elou proteinas do metabolismo CYP450 (CYP1A1, CYP2A5 e CYP3A11),
estresse oxidativo (Nrf2, SOD1), transicao epitelial-mesenquimal (E-caderina e
vimentina) , patogénese pulmonar (AhR) e vias de sobrevivéncia/apoptoética (p-
AKT, BCL-XL, p53, p21 e CRM1). As expressdes de E-caderina e CRM1 foram
significativamente diminuidas, enquanto CYP1A1, AhR, SOD1 e BCL-XL foram
significativamente reguladas positivamente no grupo e-cig em comparagao com
o controle (p<0,05). A localizagao nuclear subcelular de p53, avaliada por imuno-
histoquimica, em tecidos bronquiolares foi maior no grupo e-cig (25,3+2,7%) em
comparagao aos controles (12,1£1,8%) (p<0,01). Embora as respostas dos
biomarcadores nao fossem idénticas, em geral, as respostas tiveram tendéncias
qualitativas semelhantes entre os grupos de e-cig e cigarro. Como essas
alteracdes moleculares relacionadas estdo envolvidas na patogénese da lesao
pulmonar induzida pelo cigarro, existe a possibilidade de que os cigarros

eletrénicos possam produzir um resultado semelhante. Embora seja necessaria
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uma investigacdo mais aprofundada, € improvavel que os cigarros eletrénicos

sejam considerados seguros em termos de satde pulmonar(126),

Este estudo demonstrou que o aerossol do cigarro eletrénico € menos prejudicial
do que a fumaga do cigarro. No entanto, os cigarros eletrénicos tém efeitos
adversos; diminui a viabilidade/proliferacdo das células nasais, desregula a
estrutura da mucosa nasal e aumenta a secregao de citocinas pro-inflamatorias.
Esses achados indicam que os cigarros eletrénicos podem ter o potencial de
exacerbar o tecido nasal, levando a danos celulares e inflamagao. Células
epiteliais nasais primarias humanas e tecidos de mucosa nasal 3D modificados
foram expostos ou ndo a aerossol de cigarro eletrdbnico ou fumaga de cigarro
padréao. Em seguida, avaliamos a viabilidade celular e a atividade da lactato
desidrogenase (LDH). Com os tecidos analisados a estrutura tecidual, a
expressao do marcador de proliferacdo Ki67 e a secrecao de citocinas pré-
inflamatdrias pela mucosa nasal manipulada. As células epiteliais nasais
expostas aos cigarros eletrénicos apresentaram um tamanho celular maior e um
nucleo fraco apos a exposi¢cao aos cigarros eletrénicos. Isso € apoiado pelos
niveis aumentados de atividade de LDH apds a exposigao a cigarros eletrénicos,
em comparagado com o observado no controle. Os tecidos expostos ao aerossol
do cigarro eletrénico apresentaram uma desregulagao estrutural, com células de
maior tamanho, menos células positivas para Ki67 e uma taxa de proliferacao
reduzida, em comparacdo com os tecidos ndo expostos. As medicdes de
citocinas mostraram altos niveis de IL-6, IL-8, TNFa e MCP-1, demonstrando que
os cigarros eletrbnicos ativaram as respostas pré-inflamatérias das citocinas. O
aerossol de cigarro eletrbnico mostrou efeitos adversos nas células epiteliais
nasais e no tecido da mucosa nasal. Esses achados indicam que os cigarros
eletrénicos podem ser uma ameaga aos tecidos nasais e podem prejudicar a

funcdo imune inata das células epiteliais nasais(27).

As células epiteliais brénquicas (H292) foram expostas ao aerossol gerado a
partir de cigarros eletrbnicos recarregados com (1) apenas solvente de
propilenoglicol (PG, controle), (2) solugdo sem sabor comprada comercialmente
com CBD ou (3) solugdes compradas comercialmente com e sem CBD e com

sabores diferentes. Os efeitos toxicoldgicos in vitro foram avaliados usando os
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seguintes métodos: (1) ensaio de exclusdo do azul de tripano (viabilidade
celular), (2) ensaio de captagao de vermelho neutro (atividade metabdlica) e (3)
ELISA (concentragbes de mediadores inflamatorios). A maioria dos produtos
aromatizados com ou sem CBD foram citotoxicos em comparagdo com o
controle de ar. No geral, os aerossois com CBD foram mais citotdxicos do que
os aerossois sem CBD, independentemente do aromatizante usado no produto.
Embora os aerossois sem sabor contendo CBD em PG fossem
significativamente mais citotoxicos do que os aerossois contendo apenas PG,
nem todos os produtos com sabor contendo CBD eram significativamente mais
téxicos do que os mesmos produtos com sabor sem CBD. A maioria dos
produtos contendo CBD aumenta significativamente a concentragao de citocinas
liberadas em comparacdo com os mesmos produtos com sabor sem CBD.
Diferentes sabores mostram diferentes efeitos citotdoxicos em cigarros
eletrénicos contendo CBD. Aerossois emitidos por cigarros eletronicos contendo
CBD foram mais citotdxicos do que aqueles emitidos por cigarros eletrénicos
sem CBD. Os resultados do nosso estudo in vitro sugerem potenciais efeitos
respiratorios prejudiciais de aromatizantes e CBD quando inalados
simultaneamente com aerossois emitidos por cigarros eletrénicos. Como o uso
de produtos vaping derivados de cannabis estd aumentando, sdo necessarios
estudos urgentes para avaliar as possiveis consequéncias para a saude dos
usuarios dessas substancias, particularmente os efeitos respiratorios da inalagao

crénica de produtos vaping com sabor de CBD(28),

Os cigarros eletronicos estdo cada vez mais ganhando espago por serem
considerados menos NocCivos que 0s cigarros convencionais, havendo também
a percepgao de que podem servir como uma potencial ferramenta para parar de
fumar. Embora os efeitos agudos do uso de cigarros eletrénicos tenham sido
extensivamente estudados, os potenciais efeitos adversos a longo prazo na
saude humana permanecem amplamente desconhecidos. Esta bem
estabelecido que o estresse oxidativo esta envolvido no desenvolvimento de
varias condigdes patoldgicas. Até agora, a maioria dos estudos sobre cigarros
eletrdnicos diz respeito aos efeitos no sistema respiratério, enquanto poucos se
concentraram no sistema vascular. No presente estudo, tentamos revelar os

efeitos dos liquidos de recarga de cigarro eletrénico no estado redox de células
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endoteliais humanas (linha celular EA.hy 926). Para tanto, o efeito citotéxico de
trés e-liquidos com diferentes sabores (tabaco, baunilha, macga/menta) e
concentragdes de nicotina (0, 6, 12, 18 mg/ml) foram inicialmente examinados
quanto ao seu impacto na viabilidade celular de EA. Em seguida, cinco
biomarcadores redox [forma reduzida de glutationa (GSH), espécies reativas de
oxigénio (ROS), capacidade antioxidante total (TAC), substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS) e carbonilas proteicas (CARBS)] foram medidos.
Os resultados mostraram uma perturbacdo no equilibrio redox em favor dos
radicais livres em e-liquidos com sabor de tabaco, enquanto os e-liquidos com
sabor de baunilha exibiram um perfil mais complexo, dependendo do teor de
nicotina. O achado mais interessante do presente estudo diz respeito aos e-
liquidos com sabor de macga/menta que parecem ativar a defesa antioxidante
celular e, assim, proteger as células dos efeitos adversos dos radicais livres.
Conclusivamente, parece que os aromas € nado o conteudo de nicotina
desempenham um papel fundamental na toxicidade induzida pelo estresse

oxidativo dos e-liquidos(129),

O uso do sistema eletrénico de entrega de nicotina (ENDS) estad superando
nossa compreensao de seus potenciais efeitos nocivos. A homeostase do
pulmao € mantida por meio do equilibrio adequado da morte celular, depuracao
eferocitica e fagocitose de patégenos. Para investigar se o uso de ENDS tem o
potencial de alterar esse equilibrio, desenvolvemos paradigmas de exposi¢ao de
ENDS fisiologicamente relevantes para células epiteliais pulmonares e
macrofagos primarios. Em nossos estudos, as células foram expostas
diretamente ao aerossol feito de componentes cuidadosamente controlados com
e sem nicotina. Descobrimos que a exposicdo ao aerossol ENDS levou a
apoptose, necrose secundaria € necrose em modelos de células epiteliais
pulmonares. Em contraste, os macréfagos morreram principalmente por
apoptose e morte celular mediada por caspases inflamatérias quando exposto
ao aerossol ENDS. A eliminagao de células mortas e patdégenos por eferocitose
e fagocitose, respectivamente, é um processo importante na manutengéo de um
pulmdo saudavel. Para investigar o impacto do aerossol ENDS na fungao
macrofaga independente da toxicidade geral, usamos um tempo de exposicao

que nao induziu a morte celular em macréfagos primarios. A exposicao ao
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aerossol ENDS contendo nicotina inibiu quase todos os fagociticos e reduziu
muito as habilidades esferociticas dos macréfagos primarios. Quando desafiado
com um patdégeno bacteriano, houve diminuigcdo da depuragdo bacteriana. A
presenca de nicotina no aerossol ENDS aumentou sua toxicidade e impacto
funcional; no entanto, a exposi¢do a nicotina sozinha nao teve nenhum efeito
deletério. Esses dados demonstram que a exposi¢cao ao aerossol ENDS pode
levar ao aumento da morte de células epiteliais e macréfagos no pulméo e
prejudicar importantes fungbes dos macréfagos que sdo essenciais para a

manutengado da fungéo pulmonar(139),

Este estudo representa novas descobertas sobre os efeitos biolégicos da
exposicao ao aerossol ENDS. Relatamos aumento da morte celular inflamatoria
e nao inflamatéria em células epiteliais € imunes inatas e diminuicdo da
capacidade fagocitaria dos macroéfagos. E importante ressaltar que todos os
achados foram observados apds a exposicédo ao e-liquido sem aromatizantes.
Descobrimos que os componentes basicos do e-liquido tém toxicidade propria e
essa toxicidade foi aumentada pela adi¢gao de nicotina. Curiosamente, a nicotina
deve estar presente na fase de producao do aerossol para aumentar os impactos
do aerossol ENDS. Isso aponta para um requisito de sinalizacdo de nicotina para
os toxicos gerados pela decomposi¢ao de PG ou VG no atomizador para ter toda
a amplitude de efeitos potenciais. Alternativamente, a presenca de nicotina pode
alterar as reagdes de decomposicdo que ocorrem no atomizador e
posteriormente alterar a composicdo do aerossol. O recente surto de EVALI
demonstra a necessidade de urgéncia renovada na regulamentagao e controle
de dispositivos ENDS. Essas descobertas sdo informativas sobre o perigo
potencial do uso de ENDS e devem ser consideradas como tal pelos érgaos

reguladores relevantes(130),

Os cigarros eletronicos (E-cigs) geram aerossois contendo nicotina para inalagao
e surgiram como um produto popular do tabaco entre adolescentes e adultos
jovens, mas pouco se sabe sobre seus efeitos na saude devido a sua introdugao
relativamente recente. Poucos estudos avaliaram os efeitos a longo prazo da
inalacdo de fumaca ou vapor de cigarro eletrénico. Aqui, mostramos que dois

meses de exposi¢cao ao cigarro eletrénico causa a supressao das células-tronco
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hematopoiéticas e progenitoras da medula 6ssea (HSPCs). Especificamente, os
progenitores mieloides comuns e o0s progenitores granuldcitos-macréfagos
diminuiram em animais expostos a E-cig em comparacdo com camundongos
expostos ao ar. A reconstituigdo competitiva em transplantes de medula éssea
nao foi afetada por dois meses de exposi¢do ao E-cig. Quando camundongos
expostos ao ar e ao E-cig foram desafiados com um estimulo inflamatério usando
lipopolissacarideo (LPS), a aptiddo competitiva entre os dois grupos nao foi
significativamente diferente. No entanto, camundongos transplantados com
medula éssea de ratos expostos a cigarro eletrénico e LPS apresentaram
monadcitos elevados em seu sangue periférico cinco meses apos o transplante,
indicando um viés mieldide semelhante as respostas de células-tronco
hematopoiéticas (HSC) envelhecidas a um desafio inflamatério agudo. Também
investigamos se a exposi¢cao ao cigarro eletrénico aumenta a vantagem seletiva
de células hematopoiéticas com mutacdes associadas a malignidade mieldide.
A exposigao ao cigarro eletrénico por um més aumentou ligeiramente as células
mutantes JAK2V617F no sangue periférico, mas nao teve impacto nas células
TET2-/-. No total, nossos achados revelam que a exposicéo crbnica ao cigarro
eletrénico por dois meses altera as populagdes de HSPC da medula 6ssea, mas

ndo afeta a reconstituicdo de HSC em transplantes primarios(13").,

Cardiomidcitos derivados de iPSCs foram usados no estudo para avaliar as
toxicidades celulares. As células foram expostas a ECE ou CSE por dois dias
consecutivos como uma exposigao aguda ou em dias alternados por 14 dias. A
concentracao de nicotina em ECE e CSE foi medida por espectrometria de
massa e Q- Exactive- HF foi usado para identificar outros ingredientes em ambos
os extratos. A microscopia fluorescente foi usada para medir o estresse oxidativo
apos a exposicao a ECE e CSE. A motilidade e a frequéncia de batimentos dos
cardiomiécitos foram determinadas usando o sistema Sisson-Ammons Video
Analysis. Os genes-alvo do painel de insuficiéncia cardiaca de cardiomidcitos
expostos foram comparados com células de controle ndo expostas. Apesar da
concentracéo de nicotina no CSE ser seis vezes maior do que no ECE (50 pg no
CSE e 8 ug no ECE), o ECE teve efeito toxico semelhante nos cardiomidécitos.
Tanto o CSE quanto o ECE geram espécies reativas de oxigénio celular
significativas. A analise de video de Sisson-Ammons (SAVA) mostrou mudancas
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significativas na fungao dos miécitos com CSE e ECE retardando o batimento e
aumentando a morte celular. A exposi¢ao crénica de ECE e CSE diminuiu
significativamente a viabilidade dos cardiomiécitos a longo prazo em todas as
doses. Os perfis de expressao génica do painel alvo de cardiomiécitos expostos
a ECE e CSE foram diferentes dos controles com padrao distinto de genes que
envolviam proliferacdo celular, inflamagao e apoptose. ECE e CSE produzem
toxicidades de cardiomidcitos semelhantes que incluem a geragao de estresse
oxidativo, efeitos cronotrépicos negativos, alteragbes adversas na expressao

génica miocardica e, finalmente, morte celular(32),

Questio 6

Estes produtos, a luz do conhecimento atual, poderiam substituir os
produtos de tabaco convencionais, sem oferecer riscos adicionais, do

ponto de vista toxicolégico, aos usuarios de tabaco?

O motivo original do desenvolvimento de DEF foi sabidamente auxiliar na
cessacao do habito de fumar cigarros convencionais, sobretudo pelos riscos
advindos da agao nicotinica. Entretanto, duas questdes principais comprometem

diretamente esse objetivo dos DEFs:

1. Se os DEFs estivessem restritos aos modelos de primeira geragéo, a razao
beneficio/risco provavelmente seria positiva. Mas as inovagdes e os atrativos dos
DEFs de ultima geragao, abertos a customizagao, também inovaram em riscos
toxicologicos que ndo havia nos cigarros convencionais, tornando a razéao

beneficio/risco negativa;

2. Arazao beneficio/risco é ainda mais negativa com o uso dos DEFs de ultima
geracao devido a dependéncia que migra dos cigarros convencionais para os
cigarros eletronicos e/ou dispositivos de vaporizagao, seja pela possibilidade de
aumento no uso da nicotina, ou pela presenca de sabores que aumentam o
prazer, ou pela mesma possibilidade do uso da Cannabis e outras drogas em

suas varias formas de apresentagao, que naturalmente aumentam a toxicidade.
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Nesta pesquisa, os niveis de concentragao de sete alvos e varios outros VOCs
menores emitidos pela fumacga principal de produtos FCC foram quantificados
em referéncia a cigarros sem sabor (NF) e 3R4F. Os produtos FCC foram
avaliados em duas condi¢gdes contrastantes, com e sem quebra das capsulas.
No geral, os produtos FCC tinham niveis relativamente mais altos de VOCs do
que os cigarros NF e 3R4F. As concentragdes de VOC aumentaram visivelmente
quando as capsulas de FCC foram quebradas (amostras F1-O e F2-0). Em
particular, a concentragdo de benzeno, conhecido como carcinogeno, foi 2,14
vezes maior na amostra F1-0 (99,4 ug cig™') do que no cigarro de referéncia
3R4F (46,2 ug cig™'). A concentragdo de VOCs totais (TVOC), que é a soma de
todas as concentracbdes de VOC, foi cerca de 1,39 vezes maior nos produtos
FCC do que nos cigarros NF e 3R4F(133),

Os resultados do nosso estudo oferecem uma avaliagao abrangente do impacto
dos FCCs em comparagao com os cigarros NF e 3R4F. Mostramos aqui que os
niveis de sete VOCs alvo em dois FCCs aumentaram quando as capsulas foram
quebradas. No entanto, mais esforgos devem ser feitos para abordar os efeitos
de diversos fatores associados as emissdes de VOC dos produtos FCC, pois
nosso estudo ndo considerou todas as variaveis possiveis a esse respeito (como
grau de rachadura da capsula, peso da capsula, mistura de sabores, diametro,
posicao, fumo passivo e comportamento fumante dos fumantes). Além disso, é
necessario aumentar a confiabilidade das abordagens de quantificagdo para os
VOCs na fumaca do cigarro usando um método mais aprimorado. Quebrar a
capsula pode mascarar as substancias nocivas dos cigarros, o que pode
encorajar novos fumantes a comecgar. Portanto, uma regulamentagcdo mais
rigorosa, baseada em dados confiaveis, deve ser estabelecida para controlar
adequadamente o uso de FCCs. Nesse sentido, mais pesquisas sdo necessarias
para avaliar com precisao o quanto as capsulas embutidas nos FCCs contribuem
para possiveis problemas. Além disso, a avaliagcdo de risco a saude de nao
fumantes deve ser realizada com base na avaliacdo adequada do impacto
ambiental que a liberagdo da fumaca do FCC exerce(33),

Este € um dos primeiros estudos a fornecer uma caracterizagao fisico-quimica e

toxicologica abrangente e sistematica de aerossois emitidos por e-liquidos a
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base de A8 THC e VEA, pois eles foram associados ao desenvolvimento de
EVALI na populagdo jovem saudavel nos Estados Unidos em 2019-2020. A
plataforma E-cig-EGS foi usada para gerar exposi¢gdes de e-cig do mundo real
para monitoramento em tempo real e caracterizagao fisico-quimica e toxicologica
de aerossois gerados a partir de combinagdes de diferentes concentragdes de
A8 THC + Terp com ou sem VEA e VEA 100% em 2 tensdes operacionais (3,7 e
5V). Os e-liquidos convencionais a base de nicotina também foram usados como
comparadores. A principal conclusao do estudo é que a composigao do e-liquido
e a tensao operacional influenciaram as propriedades fisico-quimicas de cada
aerossol ( tPNC e distribuicdo de tamanho, distribuicdo de tamanho de massa
particulada, liberagdo de VOC e poluentes gasosos), bem como seus efeitos
biolégicos e inflamatdrios (morte celular, disfungdo mitocondrial, apoptose,
citocinas). No geral, a comparagéo entre os grupos A8 THC e nicotina e-liquido
nao mostrou diferencas particulares, de modo que nao foi possivel encontrar
uma forte correlagdo entre a exposigdo a um aerossol especifico gerado pelo
grupo A8 THC/VEA e o desenvolvimento de EVALI. Mais especificagdo quimica
organica dos aerossois é necessaria para identificar diferengas quimicas entre
os aerossois gerados entre D8THC/VEA e grupos E-liquidos a base de nicotina.
No entanto, o presente estudo apoia o conceito de que houve uma diferenca
significativa entre o componente E-liquido individual (ou seja, VEA 100%) e a
mistura de E-liquido (ou seja, A8 THC + VEA + Terp), em termos de
caracteristicas fisico-quimicas e bioatividade. Portanto, € fundamental, no futuro,
evitar o foco na toxicidade de e-liquidos ou aerossdis gerados a partir de
diluentes individuais, pois eles nao refletem a real exposicao fisico-quimica. A
combinacdo de produtos quimicos pode gerar uma mistura de téxicos cujas
acgdes sinérgicas podem conduzir a bioatividade e EVALI. Estudos de inalagao
in vitro/in vivo mais abrangentes, baseados também em uma abordagem
protedmica, genémica e metabolémica, sdo necessarios para validar os efeitos
toxicolégicos in vitro e abordar a cascata especifica de eventos que leva a danos
alveolares difusos e insuficiéncia respiratéria em EVALI pacientes. As
descobertas deste estudo ajudardo os avaliadores de risco e as agéncias
governamentais e de salde publica no desenvolvimento de A8 regulamentos de

Ecig de nicotina e THC, para limitar a epidemia de e-cigs na populagao jovem e
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prevenir novos casos de EVALI devido a incorporacéo de produtos quimicos nao

regulamentados em e-cigs('34).

A acrilamida (AA) é um composto neurotoxico, genotdxico e carcinogénico
desenvolvido durante o aquecimento em altas temperaturas. Alimentos como
batatas, biscoitos, pdo e café sdo os principais alimentos que contém AA. A
fumaca do cigarro pode ser uma fonte adicional significativa de exposigdo. No
entanto, o conteudo de AA pode variar entre diferentes tipos de cigarros. O
estudo teve como objetivo avaliar o teor de AA em cigarros convencionais (CC)
e produtos de tabaco aquecido (HTP) e sua exposi¢ao decorrente de seu uso.
Os niveis de AA dos dois tipos de cigarro foram determinados por GC-MS e a
exposicao diaria ao AA também foi verificada. A margem de exposi¢ao (MOE)
foi calculada para risco neurotdéxico e carcinogénico com base no limite de
confianga inferior da dose de referéncia para uma resposta de 10% (BMDL) de
0,43 e 0,17, 0,30 e 1,13 mg/ kgbw /dia. O nivel de AA no CC variou de 235 a 897
ng/cigarro, enquanto HTP relatou niveis de AA na faixa de 99-187 ng/cigarro.
Os dados mostraram um baixo risco neurotoxico para CC ou HTP, enquanto um
risco carcinogénico emergiu através do fumo de CC com base em diferentes
doses de referéncia. O risco carcinogénico para CC com base na dose de
referéncia mais alta que foi considerada mostrou niveis inseguros, tdo baixos
quanto 10 cigarros CC/dia, enquanto quase sempre foi de baixa preocupacao
para HTP. Outra abordagem baseada na analise do risco incremental de cancer
ao longo da vida (ILCR) levou a resultados semelhantes, superando, em alguns
casos, o valor de segurancga de 10 *, no que diz respeito ao CC. No geral, os
resultados confirmaram que o CC é uma fonte significativa de AA, e seus niveis

foram cinco vezes maiores do que no HTP(135),

O dispositivo desenvolvido para coletar a fumaga pode ser uma ferramenta
eficaz para analisar AA e outros compostos polares na fumacga do cigarro. A
analise demonstrou que a fumaca do tabaco € uma fonte significativa de AA e
sua concentracéo de niveis de AA no HTP (99-187 ng/cigarro) foi cinco vezes
menor do que no CC (235-897 ng/cigarro). A estimativa de exposi¢cédo por
fumaca de tabaco e produtos alternativos de tabaco sugeriu um menor risco
relacionado a AA para HTP do que CC, embora um potencial risco carcinogénico
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tenha sido observado para o consumo moderado. Nenhum risco neurotdxico
surgiu através do consumo de CC e HTP. Até o momento, este estudo
provavelmente fornece uma comparagao valiosa dos niveis de AA entre CC e
HTP. Em conclusdo, o HTP pode ser um dispositivo menos perigoso do que o
CC em termos de exposigao a AA; no entanto, seu efeito na saude humana
também pode depender da co-ocorréncia de outros contaminantes. Portanto,
futuras investigagdes in vitro e in vivo, com base em evidéncias toxicologicas nas
vias de inalacdo de AA, sdo necessarias para determinar com precisao o papel
desse composto na carcinogénese pulmonar/alveolar e fornecer doses de

referéncia mais adequadas para a avaliagdo de risco entre fumantes(13%),

Embora estudos desde o surto tenham identificado o acetato de vitamina E
(VEA), um diluente de tetrahidrocanabinol (THC) em cartuchos vape, como um
potencial contribuinte para lesdes pulmonares, os mecanismos moleculares
pelos quais o VEA pode causar danos ainda n&o estéo claros. Estudos recentes
descobriram que a degradacao térmica de e-liquidos durante o vaping pode
resultar na formacao de produtos mais toxicos do que os compostos originais.
Neste estudo, avaliamos o papel da duroquinona (DQ) nas emissdes de vaping
do VEA, que podem atuar como um mecanismo pelo qual o vaping do VEA causa
danos aos pulmdes. As emissdes vaping de VEA foram coletadas e analisadas
quanto ao seu potencial de gerar espécies reativas de oxigénio (ROS) e induzir
a expressao génica associada ao estresse oxidativo em células epiteliais
brénquicas humanas (BEAS-2B). A geragao significativa de ROS por emissdes
vaping de VEA foi observada em sistemas acelulares e celulares. Além disso, a
exposicao a emissdes de vaping resultou em regulagao positiva significativa dos
genes NQO1 e HMOX-1 em células BEAS-2B, indicando um forte potencial para
o VEA vaporizado causar dano oxidativo e lesdo pulmonar aguda; os efeitos sdo
mais profundos do que a exposi¢cdo a concentracdes equivalentes de DQ
sozinho. Nossas descobertas sugerem que pode haver interagdes sinérgicas
entre os produtos de decomposicado térmica do VEA, destacando a natureza

multifacetada da toxicidade do vaping(1%9),

Este estudo investigou a contribuicdo potencial do produto de decomposigao
térmica DQ nas emissbes vaping de VEA para induzir estresse oxidativo em
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células pulmonares expostas. Nossos resultados mostram que as emissdes
vaping DQ e VEA mostram significativa potencial para gerar ROS,
potencialmente causando oxidagdo danos a biomoléculas. Além disso, as
emissdes de vaping VEA foram encontrados para estar ligados ao upregulation
de NQO1 (uma enzima metabolizadora de quinona) e HMOX-1 (um biomarcador
de estresse), fornecendo evidéncias de indugao por vaping estresse oxidativo e
toxicidade quinona como um potencial mecanismo. Finalmente, nossos
resultados suportam que a decomposicao produtos de VEA podem se depositar
em diferentes profundidades pulmonares. DQ, em particular, foi encontrado em
tamanhos abaixo de 100 nm, sugerindo seu potencial para penetrar na regiao
alveolar dos pulmdes. Notavelmente, as respostas diferenciais entre DQ- e VEA
células expostas a emissdes vaping destacam a necessidade de aprofundar

investigue os produtos de decomposigédo do VEA durante o vaping(136).

As respostas aumentadas induzidas pelas emissdes de vaping de VEA sugerem
que, embora a toxicidade de quinona tenha um alto potencial para danificar as
células, € provavel que as emissdes de vaping contenham uma mistura de
compostos eletrofilicos (por exemplo, aldeidos ou cetonas), indutores de ROS e
catalisadores de metal que podem aumentar o potencial oxidativo do VEA. Em
esséncia, embora nossos resultados fornecam evidéncias de que a toxicidade
da quinona pode ser um dos mecanismos moleculares pelos quais o0 vaping do
VEA causa lesdes pulmonares oxidativas, pode ser um dos varios mecanismos.
E provavel que os sintomas de EVALI possam ser o resultado de interaces
sinérgicas entre DQ e outros produtos de emisséo de vaping de VEA e THC.
Para entender completamente os mecanismos moleculares pelos quais o vaping
do VEA causa lesao pulmonar, estudos futuros sdo necessarios para investigar
possiveis interagdes entre produtos de decomposigcdo. A ampla variabilidade nas
composi¢cdes quimicas a que os usuarios podem ter sido expostos como
resultado de variagdes no comportamento do vaping também deve ser explorada

em trabalhos futuros(136),

Apesar da crescente popularidade dos cigarros eletronicos, seus efeitos na
saude a longo prazo permanecem desconhecidos. Em modelos animais, foi

relatado que a exposicdo ao cigarro eletrénico resulta em lesdo pulmonar e
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cardiovascular e, em humanos, o uso agudo de cigarros eletrénicos aumenta a
frequéncia cardiaca e a pressao arterial e induz disfungdo endotelial. Em
modelos animais e humanos, a disfung¢ao cardiovascular associada aos cigarros
eletrénicos foi associada a aldeidos reativos, como formaldeido e acroleina,
gerados em aerossois de cigarros eletrénicos. Esses aldeidos sdo produtos
conhecidos do aquecimento e degradacgao da glicerina vegetal (VG) presente em
e-liquidos. Aqui, relatamos que em camundongos, a exposi¢do aguda a uma
mistura de propilenoglicol: glicerina vegetal (PG:VG) ou a aerossois derivados
de cigarros eletrébnicos aumentou significativamente a excregédo urinaria de
metabdlitos de acroleina e glicidol - acido 3- hidroxipropilmercapturico (3HPMA)
e acido 2,3-dihidroxipropilmercapturico (23HPMA) - medido por UPLC-MS/MS.
Em humanos, o uso de cigarros eletronicos levou a um aumento nos niveis
urinarios de 23HPMA, mas nao de 3HPMA. A exposi¢ao aguda de camundongos
a aerossois derivados de PG:13C3-VG aumentou significativamente o
enriguecimento de '3 C 3 de ambos os metabdlitos urinarios *C3z 3HPMA e 3 C3
23HPMA. Nossos experimentos de rastreamento de isétopos estaveis fornecem
mais evidéncias de que a decomposic¢ao térmica da glicerina vegetal no solvente
do cigarro eletrénico leva a geragao de acroleina e glicidol. Isso sugere que os
efeitos adversos a saude dos cigarros eletrénicos podem ser atribuidos em parte
a esses compostos reativos formados pelo processo de aerossolizacdo da
nicotina. Nossos achados também apoiam a nogao de que o 23HPMA, mas nao
o 3HPMA, pode ser um biomarcador relativamente especifico do uso de cigarros

eletrénicos(137),

Nossos dados fornecem mais evidéncias para a formacao de compostos téxicos
(glicidol e acroleina) em aerossoéis de cigarro eletrdnico e sustentam a hipotese
de que o metabdlito de glicidol 23HPMA pode ser util como um biomarcador
relativamente especifico do uso de cigarro eletrénico. Além disso, como o risco
de doenca cardiopulmonar aparece como um continuum de exposicido a
acroleina, e como os aerossois derivados do E-liquido PG:VG e JUUL contém
acroleina, ha uma preocupacido crescente de que os usuarios de cigarros
eletrénicos, independentemente da nicotina ou aromatizantes, pode aumentar o
risco de doenga cardiopulmonar. Da mesma forma, como o glicidol também é

um composto toxico, talvez os padrdes de produtos devam ser desenvolvidos
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para reduzir os niveis de acroleina e glicidol gerados nos aerossois de cigarros
eletrébnicos a um nivel abaixo do que pode induzir danos cardiopulmonares

agudos e/ou cronicos(137),

O coronavirus-2 da sindrome respiratéria aguda grave (SARS-CoV-2), o virus
responsavel pela pandemia de COVID-19, entra na célula hospedeira quando
sua proteina Spike é clivada pelas proteases do hospedeiro TMPRSS2 e furina,
aumentando assim acentuadamente a afinidade viral para o seu receptor, a
enzima conversora de angiotensina-2 (ACE2). Em roedores e pulmdes humanos
doentes, a fumacga do cigarro de tabaco (TCIG) aumenta o ACE2, mas o efeito
do cigarro eletrénico vaping (ECIG) € desconhecido. Nao se sabe se a nicotina
(em TCIGs e ECIGs) ou constituintes ndo nicotinicos exclusivos da fumaca TCIG
aumentam a expressdo de proteinas-chave na patogénese do COVID-19.
Células imunes (CD45+) coletadas antes da pandemia em jovens saudaveis,
incluindo fumantes TCIG (n = 9), vapers ECIG (n = 12) ou ndo fumantes (NS) (n
= 12), foram estudadas. Usando citometria de fluxo, a expressao de proteinas-
chave na patogénese do COVID-19 foi comparada entre esses grupos. Os
fumantes de TCIG e os vapers de ECIG tiveram cargas semelhantes de fumar
ou vaping, conforme indicado por niveis semelhantes de cotinina no plasma. Os
fumantes de TCIG em comparacdo com NS tiveram uma porcentagem
significativamente aumentada de células positivas para ACE2 (10 vezes, p
<0,001), TMPRSS2 (5 vezes, p <0,001) e ADAM17 (2,5 vezes, p <0,001). Além
disso, a intensidade média de fluorescéncia (MFI) mostrou consistentemente
maior média de ACE2 (2,2 vezes, p < 0,001), TMPRSS2 (1,5 vezes, p < 0,001),
furina (1,1 vezes, p < 0,05) e ADAM17 (2 vezes, p < 0,001) em fumantes TCIG
em comparagdo com NS. Em vapers ECIG, furina MFI foi aumentada (1,15
vezes, p <0,05) e TMPRSS2 MFI tendeu a ser aumentada (1,1 vezes, p = 0,077)
em comparagao com NS. A descoberta de que os principais instigadores da
infeccao por COVID-19 sao mais baixos em vapers ECIG em comparagdo com
fumantes TCIG é intrigante e merece investigagao adicional para determinar se
a mudanga para ECIGs é uma estratégia eficaz de redugdo de danos. No
entanto, a tendéncia de aumento de proteases em vapers ECIG permanece
preocupante. Este é o primeiro estudo humano a relatar um aumento acentuado

nas proteinas criticas para a infecgéo por COVID-19, incluindo ACE2, TMPRSS2
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e ADAM17, em células imunes de fumantes saudaveis de tabaco sem doenca
pulmonar em comparagao com usuarios de cigarro eletrébnico e nao fumantes.
Esses achados justificam uma investigacdo adicional para determinar se a
mudanga para cigarros eletrénicos pode ser uma estratégia eficaz de redugéo
de danos em fumantes viciados em nicotina que nao conseguem ou nao querem
parar. O aumento de proteases em vapers de cigarro eletrébnico continua

preocupante(138),

Este estudo fornece evidéncias sugerindo que mudangas nos biomarcadores de
exposicao a substancias téxicas do tabaco ocorrem em casos de transi¢cao entre
o tabagismo e o uso de cigarros eletrénicos entre adultos nos EUA. Nossas
descobertas demonstram os beneficios da transicdo do fumo de cigarros
combustiveis para o uso menos prejudicial de cigarros eletrénicos. No entanto,
a maioria dos usuarios de cigarros eletrénicos continua a manter o uso duplo de
cigarros e cigarros eletronicos ou faz a transicdo de volta para o tabagismo,
limitando assim os beneficios para a saude publica associados a mudanca para

um uso menos prejudicial de cigarros eletronicos(139).

Este estudo de coorte usou dados da onda 1 (linha de base, 2013 a 2014) e da
onda 2 (acompanhamento de 1 ano, 2014 a 2015) do Estudo de Avaliagao de
Tabaco e Saude da Populagdo. Foi analisado um subconjunto da amostra
probabilistica de adultos americanos que forneceram bioespécimes
voluntariamente em 2 ondas. Os participantes foram divididos em 3 grupos
mutuamente exclusivos no inicio do estudo: fumantes exclusivos de cigarros,
usuarios exclusivos de cigarros eletronicos e usuarios duplos. Constituintes
nocivos e potencialmente nocivos incluiam metabdlitos de nicotina, nitrosaminas
especificas do tabaco (TSNAs; incluindo 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-
butanol [NNAL]), metais, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs) e
compostos organicos volateis compostos (VOCs). Alteragbes dentro dos
participantes em 55 biomarcadores urinarios de exposicdo (BOEs) a
constituintes nocivos e potencialmente nocivos foram examinados usando
modelos de regressao multivariada. Entre 3.211 participantes (55,6% mulheres,
68,3% brancos, 13,2% negros e 11,8% hispanicos) no inicio do estudo, 21,9%

dos usuarios exclusivos de cigarros, 42,8% dos usuarios exclusivos de cigarros
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eletrébnicos e 62,1% dos usuarios duplos mudaram o uso do produto em
acompanhamento (todas as porcentagens sao ponderadas). Houve uma
reducdo significativa nas concentragbes urinarias de TSNAs, PAHs e VOCs
quando os usuarios passaram do uso exclusivo de cigarro para uso exclusivo de
cigarro eletrénico, com uma redugéo de 92% no NNAL, de uma média de 168,4
pg/mg de creatinina (95% ClI, 102,3-277,1 pg/mg de creatinina) para 12,9 pg/mg
de creatinina (95% CI, 6,4-25,7 pg/mg de creatinina; P < 0,001). Um painel
semelhante de BOEs diminuiu quando usuarios duplos fizeram a transicdo para
0 uso exclusivo de cigarro eletronico; Os niveis de NNAL diminuiram em 96%,
de uma média de 143,4 pg/mg de creatinina (95% CI, 86,7-237,0 pg/mg de
creatinina) para 6,3 pg/mg de creatinina (95% CI, 3,5-11,4 pg/mg de creatinina;
P < 0,001). Os metabdlitos da nicotina, TSNAs, PAHs e VOCs aumentaram
significativamente quando os usuarios de cigarros eletrénicos exclusivos da linha
de base fizeram a transi¢do para o uso exclusivo de cigarros ou uso duplo. A
mudang¢a do uso exclusivo de cigarros para o uso duplo n&o foi associada a
reducdes significativas nos BOEs. Este estudo de coorte nacional fornece
evidéncias sobre a potencial redugdo de danos associada a transi¢ao do uso
exclusivo de cigarros ou do uso duplo para o uso exclusivo de cigarros
eletrénicos. Os cigarros eletronicos tendem a complementar os cigarros por meio
do uso duplo, em vez da cessacao no nivel da populagdo. O monitoramento
continuo do BOE no nivel da populagao e a avaliagcdo da mudanca do BOE pela
transicao do produto sao garantidos, bem como os resultados adversos a saude

definidos(139),

As vendas de cigarros eletrénicos nos Estados Unidos (EUA) devem atingir 16,5
bilhdes até 2024, de acordo com a analise de mercado. Seis mortes e 450
doencas pulmonares foram associadas ao uso de cigarros eletrénicos. Até onde
sabemos, ndo existe uma revisado sistematica dos efeitos adversos dos cigarros
eletrénicos na cabecga, pescogo e células orais. Esta revisdo teve como objetivo
realizar uma revisao sistematica da literatura atual para determinar se os cigarros
eletrdbnicos causaram efeitos adversos nas células da cabecga, pescoco e
cavidade oral. Cinco bancos de dados, incluindo Medline, Dentistry and Oral
Sciences, CINAHL, CAPLUS, Web of Science e literatura cinza, foram
pesquisados em busca de artigos a qualquer momento até dezembro de 2020.
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Usando o software Rayyan, dois pesquisadores independentes examinaram 233
artigos e extrairam 41 para investigagado adicional. Com base nos critérios de
inclusdo, 18 artigos foram elegiveis para esta revisdo. Morfologia aberrante,
citotoxicidade, estresse oxidativo, viabilidade reduzida, migragéo retardada de
fibroblastos e genotoxicidade foram estatisticamente significativos quando as
células da cabeca, pescoco e boca foram expostas a cigarros eletrénicos. E
digno de nota que a maioria dos artigos nesta revisédo sistematica descobriu que
a fumacga do cigarro é significativamente mais téxica para a cabecga, pescocgo e
células orais do que os cigarros eletrbnicos. Os cigarros eletrbnicos estao
implicados em efeitos adversos na cabeca, pescoco e células orais, mas muito
poucos foram testados contra essas células. Mais estudos longitudinais usando
uma variedade maior de cigarros eletrbnicos sado necessarios antes que
possamos determinar seus efeitos adversos totais. Pesquisas futuras também
devem investigar o uso crénico de cigarro eletrbnico e se ele leva a doencga

periodontal e/ou cancer de cabeca, pescogo ou boca(149),

A toxicidade da exposicdo de cigarros eletrbnicos em células adjacentes a
cavidade oral valida ainda mais os achados desta revisdo. Aumento da
citotoxicidade celular e LDH, transcriptomas alterados, proliferacado reduzida e
aumento de citocinas proé-inflamatérias foram encontrados quando células
nasais, auriculares e pulmonares foram expostas a cigarros eletrénicos. O
dietileno glicol, um produto quimico encontrado em cigarros eletrénicos, foi
testado em fibroblastos gengivais e resultou em reduc¢ao da viabilidade celular,
aumento da apoptose, interrupcdo do ciclo celular e danos ao DNA. O
propilenoglicol em cigarros eletrénicos aumenta o peroxido de hidrogénio nos
fibroblastos pulmonares, promove o estresse oxidativo, aumenta a xerostomia e
produz um aumento dependente da dose nas citocinas das células brénquicas.
O formaldeido, outro produto quimico dos cigarros eletronicos, foi testado em

células nasais, mucosas orais e linfocitos(149).

O aumento do uso de formas ndo queimadas de nicotina, como o0s cigarros
eletrdnicos, levanta importantes questdes de saude publica em relagao a seus
riscos especificos em relagao aos produtos de tabaco queimado, como os

cigarros. Para delinear completamente esses riscos, sdo necessarios
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biomarcadores aprimorados que possam distinguir entre essas formas de uso
de nicotina. Trabalhos anteriores sugeriram que o status de metilagdo em
cg05575921 pode servir como um biomarcador especifico da exposigdo a
fumaca de tabaco queimado. Nossa hipétese € que a combinagcdo desse
biomarcador epigenético com ensaios de metabdlitos convencionais poderia
classificar o tipo de consumo de produtos de nicotina. Portanto, determinamos a
metilagdo do DNA e os valores de cotinina sérica em amostras de 112 fumantes,
35 usuarios de cigarro eletrénico, 19 usuarios de tabaco sem fumacga e 269
controles, e realizamos analises de espectroscopia de massa de amostras de
urina de todos os usuarios de nicotina e 22 controles verificados para determinar
niveis de substancias supostamente especificas de produtos de nicotina;
propilenoglicol, acido 2-cianoetilmercapturico (CEMA) e anabasina. 1) O
tabagismo foi associado a uma desmetilacdo dependente da dose de
cg05575921 e aumentou os niveis urinarios de CEMA e anabasina, 2) o uso de
cigarro eletrébnico ndo desmetilou cg05575921, 3) o uso de tabaco sem fumaca
também nao desmetilou cg05575921, mas foi positivamente associado aos
niveis de anabasina, 4) os niveis de CEMA e cg05575921 foram altamente
correlacionados e 5) os niveis de propileno glicol ndo distinguiram de forma
confiavel os grupos de uso. As avaliagdes Cg05575921 distinguem a exposigao
a fumaca do tabaco de fontes de nicotina sem fumaca, incluindo cigarros
eletrénicos e tabaco sem fumaga, nenhum dos quais esta associado a
desmetilacdo ¢g05575921. Uma combinacdo de perfis metildbmicos e de
metabdlitos pode permitir uma classificagado precisa do status de uso de uma

variedade de produtos que contém nicotina(*4").

Os cigarros eletronicos e HTPs tornaram-se populares entre os fumantes porque
sao considerados uma alternativa menos nociva e toxica aos cigarros de tabaco.
No entanto, as caracteristicas de emissdo e os niveis de toxicidade de
substancias tdéxicas emitidas por novos tipos de produtos de tabaco e cigarros
nao foram sistematicamente comparados. Vale a pena detectar e analisar as
caracteristicas das emissdes de alcatrdo, nicotina, CO e VOCs, principais
componentes emitidos pelo fumo, pelo HTP, cigarros eletrénicos e cigarros.
Neste estudo, comparamos sistematicamente os componentes quimicos dos

aerossois convencionais dos trés produtos acima com um método de fumar
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cuidadosamente projetado e avaliou os riscos ndo cancerigenos e cancerigenos
a saude por meio de HI e LCR sob os modelos MS e RR. Menos de 20 VOCs
foram encontrados nos aerossois de HTPs e cigarros eletrénicos, mas mais de
90 VOCs estavam presentes na fumaca principal dos cigarros. Os resultados
mostram que a concentragao total de VOCs emitidos pelos cigarros eletrénicos
foi a mais alta (795,4 mg/100 tragadas), 50,8 vezes e 9,5 vezes maior do que a
emitida pelos HTPs e cigarros, respectivamente. Para os mesmos cigarros, as
concentracbes de emissdo de VOCs, alcatrdo e CO para o método de
aquecimento foram consideravelmente reduzidas em aproximadamente 81,2%,
95,9% e 97,5% quando comparadas ao método de queima. O tipo e a
concentragéo de VOCs afetam o aroma de HTPs e cigarros. Os resultados do
risco a saude para os diferentes tipos de produtos de tabaco revelam que apenas
O risco nao cancerigeno para a saude dos cigarros eletrénicos era aceitavel
(0,91). O risco cancerigeno para a saude dos cigarros foi de 2,99 x 10 *#, 3,01
vezes maior do que o dos HTPs e 6,23 vezes maior do que o dos cigarros
eletronicos, todos excedendo o nivel aceitavel de 1 x 10 6. Em geral, HTPs e e-

cigarros sdo menos prejudiciais do que os cigarros(42),

Entre 32 participantes saudaveis neste ensaio clinico cruzado randomizado, a
idade média (intervalo) foi de 24 (21-33) anos, e 19 individuos eram do sexo
masculino. Nove individuos tinham uso prolongado de TCIG (mais de 1 ano), 12
tinham uso prolongado de ECIG e 11 nao tinham historico de uso de TCIG ou
ECIG. As caracteristicas iniciais ndo diferiram entre os 3 grupos, e a carga de
uso de tabaco no inicio nao diferiu entre os grupos ECIG e TCIG. As células
imunes foram coletadas antes e 4 horas apds as sessdes supervisionadas de
vaping, usando um ECIG com 5% de nicotina ou sham vaping (sopro em um
canudo) em sequéncia aleatéria, conforme descrito anteriormente. Usamos
meétodos de citometria de fluxo estabelecidos para determinar cellular oxidative
stress (COS) em células imunes por investigadores cegos para os grupos de
estudo. Os protocolos foram aprovados pelo conselho de revisao institucional da
Universidade da Califérnia, Los Angeles, e registrados no ClinicalTrials.gov.
Todos os participantes assinaram termo de consentimento. O teste Kruskal -
Walllis foi usado para comparar os 3 grupos de usuarios de tabaco e o teste U
de Mann-Whitney foi usado para comparar os grupos vaping vs sham. Os testes
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foram bicaudais e o nivel de significancia foi estabelecido em P < 0,05. Como
este foi um pequeno estudo exploratério, ndo ajustamos para comparagdes
multiplas. Dados representativos das medidas de COS foram publicados.
Consistente com nossos achados anteriores, todas as medidas basais de COS
foram mais baixas em individuos que nunca fumaram, intermediarias em
individuos que atualmente usavam ECIGs e mais altas em individuos que
atualmente fumavam TCIGs. A exposigdo a uma unica sessao de vaping, mas
ndo a sessao de controle simulada, aumentou a porcentagem de células imunes
CDA45+ positivas para Cell ROX Green em 1,3 vezes em comparagao com o
histérico de tabagismo ou vaping ou individuos que atualmente usavam ECIGs
ou TCIGs. Dada a heterogeneidade das respostas celulares, determinamos o
efeito de uma unica sesséo de vaping no COS em subtipos de células imunes
entre os grupos. Em comparagdo com o controle simulado, o vaping agudo
aumentou a porcentagem de mondcitos CD142+CD16+ e CD14dimCD16+,
células T e células natural killer positivas para CellROX Green em uma média de
1,0 vezes, 1,25 vezes, 0,9 vezes, 1,05 vezes, 1,05 vezes, respectivamente, em
comparagao com a sessao de controle simulado em individuos sem historico de
tabagismo ou vaping. Tendéncias semelhantes e nao significativas foram
encontradas em neutrofilos, mondcitos CD142+CD16- e células B de individuos
sem historico de tabagismo ou vaping. Em comparagéo com o controle simulado,
uma unica sessao de vaping nao afetou outras medidas de COS em subtipos
celulares de individuos sem histérico de tabagismo ou vaping ou individuos que

atualmente usavam ECIGs e individuos que atualmente fumavam TCIGs(43),

Comparamos biomarcadores inflamatérios (proteina C reativa de alta
sensibilidade (hs -CRP), interleucina-6 (IL-6), fibrinogénio, molécula de adeséao
intercelular soluvel-1 (sICAM-1)) e um marcador de estresse oxidativo (F2-
isoprostano ) entre 3.712 participantes adultos na Onda 1 (2013-2014) do
Estudo de Avaliacdo de Tabaco e Saude da Populacao por grupos de usuarios
de tabaco: usuarios duplos de cigarros e cigarros eletrénicos; ex-fumantes que
atualmente usam apenas cigarros eletrénicos; fumantes atuais de cigarros
apenas de cigarros; ex-fumantes que atualmente ndo usam tabaco; e nunca
tabagistas. Calculamos médias geométricas (GMs) e estimamos razées médias
geométricas ajustadas (GMRs). Usuarios duais experimentaram maior
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concentracdo de F2-isoprostano do que fumantes atuais apenas de cigarro
(GMR 1,09 [95% CI 1,03, 1,15]). Os biomarcadores foram semelhantes entre ex-
fumantes que atualmente usam cigarros eletrénicos e ex-fumantes que néo
usam tabaco e nunca fumaram, mas entre esses grupos a maioria dos
biomarcadores foi menor do que os dos fumantes atuais apenas de cigarros. A
concentracdo de F2-isoprostano diminuiu com o tempo desde a cessacao do
tabagismo entre usuarios exclusivos de cigarros eletrénicos (p = 0,03) e ex-
fumantes que atualmente ndo usam tabaco (p = 0,0001). Os usuarios duais tém
maior concentracdo de F2-isoprostano do que os fumantes. Os usuarios
exclusivos de cigarros eletrénicos tém concentragcbes de biomarcadores
semelhantes as dos ex-fumantes que ndo usam tabaco atualmente e menores

do que as dos fumantes exclusivos de cigarros(44),

O uso de cigarros eletrbnicos aumentou especialmente entre adolescentes e
adultos jovens. O objetivo deste estudo foi investigar a glicemia de jejum e os
perfis lipidicos em usuarios cronicos de cigarros combustiveis e eletrénicos.
Avaliamos participantes de 21 a 45 anos (n = 525, idade média 31 + 7 anos, 45%
mulheres) sem doencga cardiovascular estabelecida ou fatores de risco que eram
usuarios de cigarros combustiveis (n = 290), usuarios de cigarro eletrénico (n =
131; 65 usuarios Unicos e 66 usuarios duplos) ou nunca usuarios (n = 104). Na
primeira onda de inscrigdes (2014-2017), os usuarios de cigarros eletrénicos
relataram seus produtos como dispositivos de primeira, segunda e terceira
geragao (usuarios de e-cig) e eram todos, em grande parte, atuais (ou seja,
duplos) ou ex-usuarios (Unicos) de cigarros combustiveis, enquanto na segunda
onda de inscrigdes (2019-2020), todos os usuarios de cigarro eletrbnico
relataram uso de dispositivos baseados em capsulas (usuarios de capsulas) e
incluiram mais usuarios unicos que nunca fumaram. Em analises multivariaveis
ajustadas em comparagao com nunca usuarios, tanto os usuarios unicos de e-
cig quanto os usuarios de cigarros combustiveis apresentaram niveis mais altos
de glicose e triglicerideos e niveis mais baixos de colesterol de lipoproteina de
alta densidade (HDL). Os usuarios duplos de e-cig mostraram triglicerideos mais
altos e colesterol de lipoproteina de densidade muito baixa e colesterol HDL mais
baixo em comparagao com os que nunca usaram. Em contraste, os usuarios de

capsulas (tanto unicos quanto duplos) apresentaram perfis lipidicos e niveis de

Prof. Wanderley Bernardo INOVA-HC-FMUSP 174



Dispositivos Eletronicos para Fumar — Toxicidade 0OS 01/2022 GGTAB - Parte 2
Atualizagdo OS 01/2020

glicose semelhantes aos que nunca os usaram. No geral, os usuarios de cigarros
eletrénicos de primeira geragcdo exibem perfis metabdlicos adversos. Em
contraste, os usuarios de cigarros eletrénicos baseados em capsulas tém perfis
lipidicos semelhantes aos que nunca usaram. Estudos futuros sdo necessarios
para entender os efeitos cumulativos do uso de cigarro eletrbnico na saude

cardiometabolica(14%).

O presente estudo fornece informacdes sobre as associacdes do uso de novos
produtos de tabaco com marcadores conhecidos de saude cardiovascular. E
importante ressaltar que, quando comparados a nunca usuarios, descobrimos
que o uso da geracgao anterior de cigarros eletrbnicos com e sem o0 uso de
cigarros combustiveis esta associado a niveis mais baixos de colesterol HDL e
triglicerideos mais altos. As medidas metabodlicas foram semelhantes em
usuarios unicos de e-cig em comparagao com usuarios de cigarros combustiveis,
sugerindo que os cigarros eletrénicos podem ter um impacto residual nos
parametros cardiometabdlicos. Nosso estudo sugere que as medidas de glicose
e lipidios em jejum, importantes fatores de risco pré-clinicos para regulacéo
metabdlica prejudicada e aterosclerose, sdo alteradas em individuos que usam
geragbes anteriores de cigarros eletronicos sozinhos ou em conjunto com
cigarros combustiveis. Embora tenhamos descoberto que os usuarios de
cigarros eletrénicos baseados em capsulas tém medidas semelhantes aos que
nunca usaram, os efeitos a longo prazo do uso consistente de cigarros
eletrénicos ndo foram avaliados. Portanto, nossos achados apoiam ainda mais
a urgéncia em estudar os efeitos longitudinais do uso de cigarro eletrénico em
individuos que trocam de cigarros combustiveis e, especialmente, naqueles que

nunca fumaram(145),

Os resultados deste estudo sugerem que o uso de cigarros eletrdnicos nao afeta
a metilagdo da saliva da mesma forma que o tabagismo. Ao contrario do
tabagismo, o perfil de metilagdo dos cigarros eletrdbnicos ndo se replicou em
amostras independentes e nao foi capaz de discriminar o cancer do tecido
normal. No entanto, a curta duragcdo do uso do cigarro eletrbnico pelos
participantes do estudo e o tamanho da amostra podem ter dificultado a detecgao
de sinais. Mais estudos sao necessarios para detectar uma assinatura de
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metilagado robusta para uso prolongado de cigarro eletrénico. A medida em que
a metilagao relacionada ao uso de cigarros eletrénicos se traduz em efeitos

cronicos e resultados de saude relevantes também deve ser investigada('46),

Entre fumantes e ndo fumantes, avaliamos associagdes entre o uso de cigarro
eletrénico e a metilagao da saliva em todo o epigenoma. A metilagdo do DNA em
7 locais de citosina-fosfato-guanina (CpGs) foi associada ao uso de cigarro
eletrénico em p < 1 x 10 ° e nenhum em p < 5,91 x 10 8. 13 CpGs foram
associados ao tabagismoem p <1 x 10 e umem p < 5,91 x 10 8. Os CpGs
associados ao uso de cigarros eletronicos foram amplamente distintos daqueles
associados ao tabagismo. Houve forte enriquecimento de CpGs conhecidos
relacionados ao tabagismo nos fumantes, mas ndo nos vapers. Também
testamos associagbes entre o uso de cigarros eletrénicos e os escores de
metilacdo conhecidos por prever o tabagismo e o envelhecimento biolégico. Os
escores de metilagcdo para tabagismo e envelhecimento biolégico foram
semelhantes entre vapers e ndo fumantes. Niveis mais elevados de todas as
pontuacdes de tabagismo e uma pontuagdo de envelhecimento biologico
(GrimAge) foram observados em fumantes. Uma pontuagao de metilagédo para o
uso de cigarros eletrénicos mostrou predigdo ruim internamente (AUC 0,55,
0,41-0,69) e externamente (AUC 0,57, 0,36—0,74) em comparagdo com uma
pontuacdao de tabagismo (AUCs 0,80) e foi menos capaz de discriminar
carcinoma de células escamosas de pulméao de tecido normal adjacente (AUC
0,64, 0,52-0,76 versus AUC 0,73, 0,61-0,85) (146),

A transicao para cigarros eletrénicos foi proposta como adjuvante a cessacgao do
tabagismo, mas a segurancga da abordagem € incerta em individuos com doenca
pulmonar existente. Este estudo mostrou que os aerossois de um cigarro
eletrébnico de quarta geragao induziram respostas celulares aumentadas em
BECs derivados de pacientes com DPOC, submetidos a cirurgia para cancer de
pulmao, com efeitos na citotoxicidade, danos ao DNA e inflamagao comparaveis
aos da exposigao ao cigarro fumaca. Os resultados podem refletir o aumento da
suscetibilidade inflamatéria e oncoldgica do epitélio bronquico em pacientes com
doenca pulmonar pré-existente. Os resultados desses estudos de exposicao in

vitro demonstram que os cigarros eletrénicos podem, de fato, ndo ser uma
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alternativa 'mais segura' para parar de fumar do que fumar cigarros para
fumantes com doengas pulmonares. Mais investigagdes usando modelos in vitro
e in vivo relevantes e meétodos padronizados de geragdo de aerossol s&o
necessarios para permitir que médicos e autoridades de saude publica
aconselhem definitivamente se a incorporacdo de sistemas eletrbnicos de
administracao de nicotina nas estratégias de cessag¢ao do tabagismo é segura

para pacientes com doenca pulmonar('47),

BECs de pacientes com DPOC submetidos a cirurgia para cancer de pulméao e
células comparadoras (16HBE imortalizadas) foram cultivadas na interface ar-
liquido (ALI). Os BECs foram expostos a aerossois de um cigarro eletrénico
JUUL (Virginia Tobacco e Menthol pods com 5% de forga de nicotina) ou cigarro
3R4F de referéncia por 30 minutos em ALLI. Citotoxicidade celular, dano ao DNA
e inflamagao foram medidos. Em resposta aos aerossois de cigarro eletrénico
com sabor de tabaco e mentol, os BECs de DPOC mostraram liberacao
comparavel de LDH (citotoxicidade celular, p = 0,59, p = 0,67, respectivamente),
danos ao DNA (p = 0,41, p = 0,51) e inflamacao (IL- 8, p = 0,20, p = 0,89 e IL-6,
p =0,24, p = 0,93), a fumaca de cigarro. As células 16HBE também mostraram
respostas celulares comparaveis a fumaga do cigarro. Nas células das vias
aéreas de pacientes com DPOC, os aerossois de um cigarro eletrénico de quarta
geracao foram associados a uma toxicidade semelhante a fumaca do cigarro.
Esses resultados tém implicacbes potenciais para a seguranga do uso de

cigarros eletrénicos em pacientes com doengas pulmonares(147).

O tabagismo prejudica a eficiéncia da depuracao mucociliar (MCC), conforme
mostrado pelo tempo de transito prolongado do teste de sacarina (STTT). Evitar
a exposicdo a fumaga do tabaco de cigarros combustiveis pode restaurar a
funcdo do MCC e ex-fumantes demonstraram exibir STTT semelhante aos que
nunca fumaram. O impacto no STTT da mudanca do tabagismo para produtos
de tabaco sem combustdo, como cigarros eletrénicos (CEs) e produtos de
tabaco aquecidos (HTPs), ndo é conhecido. Relatamos STTT de usuarios
exclusivos de EC e HTP. Os resultados dos testes foram comparados com
aqueles obtidos em fumantes atuais, ex-fumantes e nunca fumantes. STTT

foram obtidos de 39 atuais, 40 ex-fumantes, 40 nunca fumantes e de 20 usuarios
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de CE e 20 usuarios de HTP. A comparacao dos valores do STTT mostrou
diferenga significativa entre os cinco grupos de estudo (p < 0,00001) com
fumantes atuais tendo uma mediana [intervalo interquartil (IQR)] STTT de 13,15
min, que foi significativamente mais longo em comparagado com todos os outros
grupos de estudo. Em particular, em comparagdo com ex-fumantes (7,26 min) e
nunca fumantes (7,24 min), usuarios exclusivos de CE e usuarios exclusivos de
HTP tiveram STTT semelhante em 7,00 e 8,00 min, respectivamente. Ex-
fumantes que mudaram para o uso regular exclusivo de sistemas de
administragao de nicotina sem combustéo (ou seja, ECs e HTPs) exibem tempo
de transito de sacarina semelhante aos que nunca fumaram e aos ex-fumantes.
Isso sugere que é improvavel que as tecnologias de administragdo de nicotina

sem combustdo tenham efeitos prejudiciais na fungdo do MCC(148),

N&o esta claro como o estresse oxidativo desencadeado pelo fumo e vaping
pode alterar subconjuntos especificos de células imunes. Neste estudo,
mostramos que fumar cigarros de tabaco, mas nao vaporizar cigarros
eletrénicos, esta associado ao aumento da expressao das principais proteinas
no eixo de sinalizagao do receptor toll-like 4 (TLR4) do inflamassoma-interleucina
(IL)-6 em subtipos de mondcitos e células T. O TLR4 detecta o estresse oxidativo
nas células imunes, a caspase-1 € uma proteina chave da ativagcdo do
inflamassoma, e o IL-6R-a & o receptor da IL-6 que impulsiona a sinalizagao pro-
aterogénica da IL-6. Esses achados implicam os téxicos pro-oxidantes néo
nicotinicos na fumacga do cigarro de tabaco como instigadores do aumento da
expressao de proteinas-chave no eixo TLR4-inflamassoma-IL-6 que contribuem

para a aterogénese('49),

Em conclusao, nosso estudo é o primeiro, até onde sabemos, a relatar que os
TCIGs, mas nao os ECIGs, estdo associados ao aumento da expressdo das
principais proteinas no eixo de sinalizagdo TLR4-inflamassoma-IL-6 em subtipos
de monacitos e células T. Esses dados apoiam investigacdes adicionais sobre o
papel dos ECIGs como parte de uma estratégia de redugdo de danos para

adultos viciados em TCIGs que ndo desejam ou ndo conseguem parar('49),
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Nos primeiros 2 dias deste estudo clinico, os individuos usaram sua marca
habitual de cigarros e depois mudaram para o uso exclusivo de ENDS ad libitum
por 5 dias. Amostras de urina e plasma foram coletadas no inicio e 5 dias apos
a troca. As amostras foram analisadas usando uma plataforma metabolémica
baseada em espectrometria de massa. Anadlises florestais aleatérias de dados
metabolémicos de urina e plasma revelaram excelente precisao preditiva (>
97%) de uma assinatura de 30 metabdlitos que pode diferenciar fumantes de
pessoas que trocam SEND em 5 dias. Nessas assinaturas, a maioria dos
biomarcadores sdo metabdlitos ou xenobioticos derivados da nicotina. Eles
foram significativamente reduzidos na urina e no plasma, sugerindo uma
diminuic&o da carga de xenobioticos nos individuos. Nossos resultados também
mostram niveis significativamente reduzidos de metabdlitos de glutationa no
plasma apos a troca, o que sugere niveis reduzidos de estresse oxidativo. Além
disso, foram identificados niveis urinarios e plasmaticos aumentados de
vitaminas e antioxidantes, sugerindo maior biodisponibilidade devido a
interrupcédo do tabagismo e a mudanga para o uso de Vuse ENDS. Nossos
resultados sugerem redugdo da exposi¢cao a téxicos, reducdo do estresse
oxidativo e possiveis mudancas benéficas no metabolismo das vitaminas em 5
dias em fumantes que mudam para Vuse ENDS. Mudar do tabagismo para o uso
exclusivo de ENDS em ambientes de confinamento clinico resulta em reducao
significativa de metabdlitos de nicotina e outros xenobidticos relacionados ao
cigarro na urina e no plasma dos individuos. Metabdlitos relacionados ao
estresse oxidativo significativamente diminuidos e niveis urinarios e plasmaticos
aumentados de metabdlitos vitaminicos e antioxidantes em trocadores de ENDS
de curto prazo de 5 dias sugerem um ambiente fisiolégico menos téxico para os
consumidores de produtos ENDS e potenciais beneficios a saude se tais

mudancas persistirem(150),

Levantamos a hipotese de que o cigarro eletrénico e o tabagismo alteram os
metabdlitos sistémicos e propomos entender a assinatura metabdlica especifica
entre usuarios de cigarro eletronico e fumantes. O plasma de controles nao
fumantes, fumantes de cigarro e usuarios de e-cig foi coletado e os metabdlitos
foram identificados por UPLC-MS (espectrémetro de massa de cromatografia

liquida de ultra desempenho). A degradagao da nicotina foi ativada por e-cig
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vaping e tabagismo com concentra¢gdes aumentadas de cotinina, N-6xido de
cotinina, (S)-nicotina e (R)-6-hidroxinicotina. Além disso, encontramos
concentracgdes significativamente diminuidas em metabdlitos associados as vias
do ciclo do acido tricarboxilico (TCA) em usuarios de e-cig versus fumantes de
cigarro, como D-glicose, (2R,3S)-2,3-dimetiimalato, (R)-2-hidroxiglutarato, O-
fosfoetanolamina, malation, D- treo -isocitrato, acido malico e &acido 4-
acetamidobutandico. Metabdlitos de esfingolipidios significativamente regulados
pelo tabagismo, como D-esfingosina, ceramida, N-(octadecanoil)-esfing-4-enina,
N-(9Z-octadecenoil)-esfing-4-enina e N-[(13Z) -docosenoil ]-esfingosina, versus
e-cig vaping. No geral, o e-cig vaping desregulou os metabdlitos relacionados ao
ciclo do TCA, enquanto o tabagismo alterou os metabdlitos dos esfingolipideos.
Tanto o cigarro eletrobnico quanto a fumaga do cigarro aumentaram os
metabdlitos nicotinicos. Portanto, assinaturas metabdlicas especificas alteradas
por e-cig vaping e tabagismo podem servir como potenciais biomarcadores

sistémicos para a patogénese precoce de doengas cardiopulmonares('5),

Os participantes deste estudo forneceram informagdes, incluindo idade, sexo,
género e etnia. Informagdes detalhadas sobre tabagismo, e-cig vaping e controle
de saude nos permitiram categorizar os grupos de condigdes conforme descrito
anteriormente. Em resumo, estabelecemos os seguintes critérios para triagem
de potenciais participantes em diferentes categorias: (1) idades entre 21 e 65
anos; (2) individuos de controle saudaveis sao definidos como nunca tendo
usado produtos de tabaco (fumaca de cigarro, fumaga de narguilé e charuto) ou
qualquer produto de cigarro eletrénico; (3) usuarios de e-cig definidos como
nunca tendo usado nenhum produto de tabaco; (4) ndo ha histérico de doencgas
cronicas em nenhum de nossos participantes; (5) ndo ha infecgdes respiratérias
atuais ou quaisquer drogas anti-inflamatoérias/corticosteroides em uso em
nenhum de nossos individuos; (6) participantes do sexo feminino ndo estao

amamentando ou gravidas no momento('3"),

Em conclusao, varios metabdlitos desregulados foram identificados em usuarios
de e-cig e fumantes de cigarro em comparagdo com controles/ndo fumantes
saudaveis. Metabdlitos desregulados de usuarios de e-cig e fumantes de cigarro

foram correlacionados com a degradacgao da nicotina. Metabdlitos desregulados
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relacionados ao ciclo do TCA foram encontrados apenas em usuarios de e-cig e
metabdlitos de esfingolipidios alterados foram mostrados apenas em fumantes
de cigarro; metabdlitos desregulados especificos identificados em diferentes
grupos servem como novos biomarcadores para vaping e tabagismo associados
a doengas metabdlicas. Outras medi¢des bioquimicas de metabdlitos alterados

sa0 necessarias para confirmar nossos achados em uma coorte maior(51).

Os rendimentos de nicotina do tipo cigarro combustivel podem ser obtidos por
varias combinagdes de concentracao de liquido de cigarro eletrénico e poténcia
do dispositivo. Se os regulamentos limitarem a concentragcdo de nicotina nos
liquidos dos cigarros eletronicos, os usuarios podem compensar adotando
dispositivos de maior poténcia e sendo expostos a maiores emissdes de
compostos carbonilicos tdéxicos e cancerigenos. Regulamentar um fator de cada
vez pode ter efeitos indesejados na saude e destaca a necessidade de
considerar varios fatores e resultados simultaneamente ao projetar

regulamentagdes('%?).

Algumas jurisdigdes instituiram limites para a concentragdo de nicotina liquida
do cigarro eletrénico (ECIG), em um esforgo para controlar o teor de nicotina do
ECIG, e outras estdo considerando seguir o exemplo. Como o rendimento de
nicotina ECIG é proporcional ao produto da concentracdo de nicotina liquida
(miligrama por mililitro) e a poténcia do dispositivo (watts), os regulamentos que
limitam a concentracao de nicotina liquida podem levar os usuarios a adotar
dispositivos de maior poténcia para obter um rendimento de nicotina desejado.
Neste estudo, investigamos, sob varios limites regulatorios hipotéticos na
concentracao de nicotina liquida ECIG, um cenario em que um usuario de um
dispositivo ECIG comum (SMOK TF-N2) busca obter em 15 tragadas as
emissdes de nicotina equivalentes a um cigarro combustivel (ou seja, 1,8 mg).
Medimos os rendimentos totais de aerossol e composto carbonilico (CC) em 15
puffs em fungdo da poténcia (15-80 W), enquanto todo o resto foi mantido
constante. A concentragdo estimada de nicotina necessaria para atingir o
rendimento de nicotina do tipo cigarro combustivel em cada nivel de poténcia foi

entdo calculada com base no consumo de liquido medido('%2),
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Descobrimos que para um rendimento constante de nicotina de 1,8 mg, a
redugdo da concentragdo de nicotina liquida resultou em maior quantidade de
liquido aerossolizado (p<0,01) e maiores emissdes de CC (p<0,05). Assim, se
0s usuarios buscam um determinado rendimento de nicotina, os limites
regulatorios na concentragdo de nicotina podem ter a consequéncia nao
intencional de aumentar a exposicao a aerossois e toxicos respiratorios. Este
resultado demonstra que tentar controlar o rendimento de nicotina do ECIG
regulando um fator por vez pode ter efeitos indesejados na saude e destaca a
necessidade de considerar varios fatores e resultados simultaneamente ao

projetar regulamentagoes(1%2),

Cigarros eletrénicos (e-cigarros) geralmente tém um perfil toxico mais favoravel
do que os cigarros convencionais; no entanto, existe informacgao limitada para
mulheres em idade reprodutiva (WRA). Nosso objetivo foi comparar
biomarcadores de exposicdo a substancias téxicas, inflamacdo e estresse
oxidativo entre WRA que autorrelatam uso exclusivo de cigarro eletrénico,
tabagismo exclusivo ou nunca uso de tabaco (controles). Modelos de regressao
linear multivariada foram usados para comparar as médias geométricas de
biomarcadores urinarios de exposicéo a toxicos e seus metabdlitos, marcadores
séricos de inflamagcao [proteina C reativa altamente sensivel, molécula de
adesao intercelular soluvel (sICAM), interleucina 6, fibrinogénio] e uma medida
de estresse oxidativo [prostaglandina F2a-8-isoprostano (F2PG2a)] entre WRA
da pesquisa de Avaliacdo Populacional de Tabaco e Saude. Os usuarios de
cigarros eletrénicos apresentaram niveis mais altos de chumbo, nitrosaminas
especificas do tabaco, metabdlitos da nicotina e alguns compostos organicos
volateis (VOCs) do que os controles. Com excecédo do cadmio e do chumbo, os
usuarios de cigarros eletrbnicos apresentaram niveis mais baixos dos
biomarcadores toxicos urinarios analisados em comparag¢ao com os fumantes de
cigarros. Os fumantes de cigarro tinham niveis mais altos de todos os
biomarcadores de exposicdo a substancias toxicas do que os controles. Nao
houve diferencas significativas nos niveis de marcadores de inflamacgéo e
estresse oxidativo entre usuarios de cigarro eletrénico e controles. Usuarios e
controles de cigarros eletrénicos apresentaram niveis mais baixos de sICAM e
F2PG2a do que os fumantes de cigarros. WRA que usam cigarros eletrénicos
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apresentaram niveis mais baixos de alguns dos biomarcadores urinarios
avaliados de exposi¢cdo a substancias toxicas e biomarcadores seéricos de
inflamacédo e estresse oxidativo do que aqueles que fumam cigarros, mas
chumbo mais alto, metabdlitos de nicotina e alguns VOCs do que os controles,

o que pode melhorar a satde riscos(153).

O sabor foi bem estabelecido anteriormente como um fator chave no apelo dos
cigarros eletrénicos. Aqui, contribuimos para esse corpo de trabalho mostrando
que o gosto agudo nao previu maior ingestdo de nicotina em individuos que
vaporizam regularmente, pois parece que eles podem titular sua ingestdo de
nicotina independentemente do sabor atribuido. Como esperado, descobrimos
que mais asperezalirritagdo reduz o gosto, enquanto maior dogura aumenta o
gosto. Além disso, um sabor apreciado pode tornar os niveis mais altos de
nicotina mais toleraveis, adicionando prazer diretamente. Embora diversos
sabores de e-liquidos tenham sido justificados como um meio de apoiar a
cessacao do tabagismo, € evidente que alguns sabores podem aumentar o gosto
agudo, mesmo com altos niveis de nicotina; se tais aumentos no gosto agudo se
traduzem em maior iniciagao de eCig e responsabilidade de abuso é atualmente
desconhecido. Uma grande preocupagdao com a prevaléncia de sabores
desejaveis de eCig é o apelo para individuos que, de outra forma, nao
considerariam o uso de produtos combustiveis contendo nicotina, especialmente
se sabores populares atenuarem sensacbes aversivas, tornando assim a

experiéncia geral do uso de eCig mais agradavel em adultos jovens(154),

Homens (n = 39) com idades entre 18 e 45 anos vaporizaram em um ambiente
de laboratorio controlado apds serem randomizados para um dos quatro e-
liquidos: 6 mg nicotina/mL cereja, 18 mg/mL cereja, 6 mg/mL chocolate ou 18
mg/mL ml de chocolate. Eles completaram varios questionarios e vaporizaram
ad libitum por 10 minutos. Apds a primeira tragada, os participantes classificaram
as sensacgoes (dogura, amargor, frescor, asperezalirritagao) em escalas gerais
de magnitude rotuladas (gLMS) e classificaram o gosto geral em uma escala
hedbnica generalizada. Depois que a sessao de 10 minutos terminou, os
participantes fizeram outro conjunto de avaliagdes. Gostar foi geralmente estavel

durante a sessado de vaping e gostar variou substancialmente nas quatro
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condi¢cdes. Em todas as condigdes, as avaliagdes sensoriais previram o gosto:
asperezalirritagao foi negativamente associada ao gosto pela primeira tragada,
enquanto a dogura percebida foi positivamente associada ao gosto pela primeira
tragada. Gosto pela primeira tragada associado ao aumento da quantidade de
e-liquido vaporizado, mas nao a ingestao total de nicotina. Os participantes
pareceram regular sua ingestdo de nicotina, independentemente da condigéo
atribuida. Os e-liquidos com sabor afetam as classificagbes de gosto agudo, mas
nao a ingestdo aguda de nicotina. Esses dados sugerem que os individuos que
vaporizam regularmente podem regular sua ingestdo de nicotina,
independentemente do sabor e, ao contrario das expectativas, o gosto agudo
ndo previu a ingestéo total de nicotina. No entanto, sabores mais apreciados
podem potencialmente tornar os niveis mais altos de nicotina mais toleraveis,
adicionando sensacgfes agradaveis diretamente, em vez de mascarar a

percepgao que reduz as sensagdes aversivas(154).

Este estudo investiga os efeitos prejudiciais da exposicao gestacional de cigarro
eletrbnico e uma dieta rica em gordura (HFD) em coragbes neonatais.
Camundongos prenhes acasalados foram alimentados com HFD e expostos a
solugdo salina ou aerossol de cigarro eletrénico com 2,4% de nicotina desde o
dia embrionario 4 (E4) até E20. Demonstramos que a exposigao in utero de
cigarros eletrénicos e HFD de E4 a E20 desencadeia a apoptose de
cardiomiécitos (CM) na prole no dia pds-natall (PND1), PND3 e PND14. A
inducao de apoptose CM apds a exposi¢cao gestacional de cigarros eletrénicos e
HFD foi associada a inativagao da proteina quinase ativada por AMP (AMPK),
aumento do estresse oxidativo cardiaco associado a perturbacdo da relacao
cardiaca BAX/BCL-2 e ativacdo da caspase 3 no PND 14 A microscopia
eletrdnica revelou ainda que os ventriculos esquerdos de filhotes no PND14 apds
a exposigdo ao cigarro eletrénico exibiram nucleos apoptéticos, membranas
nucleares convolutas, desarranjo miofibrilar e mitocéndrias aumentadas
ocasionalmente mostrando sinais de cristdlise , indicativos de cardiomiopatia e
disfuncéo cardiaca. Nossos resultados mostram efeitos adversos profundos da
exposicao pré-natal de cigarro eletrénico mais HFD em coragdes neonatais que

podem levar a consequéncias cardiacas adversas a longo prazo no adulto(15%),
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Nossas descobertas contradizem a crenga popular de que os cigarros
eletrénicos sdo seguros e destacam os multiplos efeitos prejudiciais da
exposicao gestacional de cigarros eletrénicos e HFD nos coragdes fetais.
Concluimos que 1) a exposicao in utero de nicotina em cigarros eletrénicos mais
HFD desencadeia apoptose fetal CM e causa anormalidades ultraestruturais
ventriculares indicativas de cardiomiopatia em coragdes neonatais e 2) os efeitos
prejudiciais da exposi¢ao gestacional de cigarro eletrénico e HFD na apoptose
CM sao associado a uma inativagdo de AMPK, aumento do estresse oxidativo
cardiaco associado a perturbagao da relagao cardiaca BAX/BCL-2 e ativacéo da
caspase 3. Supomos que a exposi¢cao pré-natal de cigarro eletrénico mais HFD
provavelmente seja uma combinagéo muito toxica em bebés que pode até levar

a consequéncias cardiacas adversas a longo prazo no adulto(%9).

Um subconjunto de uma amostra probabilistica de adultos dos EUA das Ondas
1 e 2 do Estudo de Avaliacdo Populacional de Tabaco e Saude foi selecionado
para analise de bioespécimes (n = 4.614). Os individuos foram divididos em trés
grupos mutuamente exclusivos no inicio do estudo: ndao usuarios (n = 2.849),
usuarios exclusivos de cigarro eletrénico (n = 222) e poliusuarios de cigarro
eletrébnico/tabaco (n = 1.543). As concentragbes médias geométricas de
biomarcadores de linha de base de cinco classes de constituintes nocivos e
potencialmente nocivos foram relatadas. Regressdes lineares multivariadas
foram conduzidas para examinar a relagédo entre os biomarcadores basais e os
sintomas respiratorios subsequentes entre os grupos de usuarios. Usuarios
exclusivos de cigarro eletronico na linha de base (33,6 % [ intervalo de confianga,
Cl: 26,7% a 41,4%]) e usuarios de poli cigarro eletronico/tabaco (50,8% [IC:
47,4% a 54,2%]) tiveram maior prevaléncia de sintomas respiratérios
subsequentes do que n&o usuarios (21,7% [19,2% a 24,4%]). Em comparagao
com 0s n&o usuarios, os usuarios de poli cigarro eletrénico/tabaco apresentaram
concentragdes mais altas em biomarcadores clinicamente relevantes na linha de
base do que os usuarios exclusivos de cigarro eletrbnico. Entre os usuarios de
polie-cigarro/tabaco, os metabdlitos basais da nicotina (TNE2, cotinina),
nitrosamina especifica do tabaco (NNAL), PAH (1-NAP, 3-FLU) e compostos
organicos volateis (N-Acetil-S-(2 -carboxietil)-I-cisteina, N-acetil-S-(2-cianoetil)-I-

cisteina) foram significativamente maiores entre aqueles que relataram sintomas
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respiratorios subsequentes do que aqueles que nao relataram. Entre os usuarios
exclusivos de cigarro eletrénico, o NNAL basal foi significativamente maior entre
aqueles que relataram sintomas respiratérios subsequentes do que aqueles que
nao relataram. Em individuos com sintomas respiratérios subsequentes, o NNAL
foi 2,5 vezes maior em usuarios exclusivos de cigarro eletrénico (10,7 [6,5 a
17,5]) e 63,4 vezes maior em usuarios de poli cigarro eletrénico/tabaco (199,6
[176,7 a 225,4]) do que em nao usuarios (3,1 [2,4 a 3,9]). O uso de cigarros
eletrénicos esta associado a concentragbes mais altas de téxicos conhecidos
relacionados ao tabaco e riscos de sintomas respiratorios subsequentes do que
0s nao usuarios. Os usuarios de cigarros eletrénicos/tabaco poli apresentam
maior risco do que os usuarios exclusivos de cigarros eletrénicos. Este estudo
longitudinal identificou associa¢des positivas entre biomarcadores urinarios
basais de exposi¢cdo a substancias toxicas relacionadas ao tabaco e riscos
aumentados de sintomas respiratorios subsequentes em varios grupos de
usuarios de cigarros eletrénicos. O uso de cigarros eletrénicos esta associado
ao aumento da exposicdo a substancias toxicas conhecidas relacionadas ao
tabaco, e certas exposi¢des a substancias toxicas aumentam o risco de sintomas

respiratdrios(1%9),

Avaliar a microcirculacao retiniana em fumantes de cigarro eletrénico (e-cigarro)
usando angiografia por tomografia de coeréncia 6ptica (OCTA). Medicbes de
OCTA foram realizadas nos olhos esquerdos de 21 fumantes de cigarros
eletrénicos e 21 controles saudaveis. As densidades dos vasos foveal superficial
e profundo, perifoveal e parafoveal, retina externa e area de fluxo coriocapilar,
zona avascular foveal (FAZ) e espessura macular central foram avaliadas em
ambos os grupos. A area FAZ foi maior em fumantes de cigarro eletrénico do
qgue no grupo controle, e a diferenga foi estatisticamente significativa (p = 0,003).
As densidades vasculares févea superficial, total superficial, fovea profunda e
total profunda foram significativamente menores no grupo de cigarro eletrbnico
em comparagao com o grupo controle (p = 0,011, p = 0,012, p=0,022 e p =
0,041, respectivamente). A espessura macular central foi menor nos fumantes
de cigarro eletrénico, mas a diferenga nao foi estatisticamente significativa (p =
0,678). Fumar cigarros eletrénicos causa aumento da area FAZ e diminui as

densidades vasculares(1%7),
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Este estudo fornece informagdes importantes sobre comportamentos de
usuarios diarios exclusivos de cigarros eletrénicos. A maioria dos usuarios
diarios de cigarros eletrénicos eram do sexo masculino, brancos, ex-fumantes,
possuiam uma média de 2 dispositivos de sistema aberto e vaporizavam uma
meédia de 365 tragadas/dia ao longo do dia. Os homens eram mais propensos a
vaporizar em uma voltagem mais alta do que as mulheres. Homens e usuarios
com menor escolaridade consumiram mais e-liquido/semana do que seus
respectivos pares, sugerindo maior exposi¢gao a compostos toxicos. As mulheres
expressaram menos desejo de reduzir os niveis de nicotina em seus e-liquidos
em comparagao aos homens. Com uso diario e sem intengéo de parar de fumar,
0s usuarios de cigarro eletrénico podem estar em risco de efeitos a saude a longo
prazo devido a exposicao a subprodutos de cigarros eletronicos. Pesquisas
futuras, em particular pesquisas nacionais, devem documentar as praticas dos
usuarios diarios de cigarros eletrdnicos, particularmente relacionadas a bobina,
poténcia e nicotina usada no e-liquido, pois os niveis de compostos organicos e
inorganicos com efeitos toxicolégicos conhecidos na saude sao dependentes
desses parametros. Dada a heterogeneidade dos cigarros eletrbnicos no
mercado e a capacidade dos usuarios de modificar as caracteristicas do
dispositivo, os estudos de pesquisa que analisam os constituintes do cigarro
eletrénico e os efeitos na saude devem incluir uma caracterizagao abrangente
dos comportamentos de uso do cigarro eletrbnico e das caracteristicas do

dispositivo('%8),

Comparar o potencial de reducao de danos do cigarro eletronico NSPS versus
cigarros combustiveis. Este ensaio clinico randomizado n&o cego comparou 6
semanas de uso de cigarros eletrénicos versus cigarros como de costume de
2018 a 2019 entre fumantes nas areas de San Diego, Califérnia e Kansas City,
Missouri. Os participantes incluiram fumantes de cigarros combustiveis adultos
afro-americanos e latinos que fumaram pelo menos 5 cigarros/dia em pelo
menos 25 dos ultimos 30 dias por pelo menos 6 meses e estavam interessados
em mudar para cigarros eletrénicos. Os dados foram analisados a partir de 6
semanas de uso de cigarros eletrénicos em uma variedade de sabores (5% de

nicotina), juntamente com breve educacgédo, treinamento e planejamento de
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agdes para mudar completamente para cigarros eletrbnicos de cigarros
combustiveis. O grupo de controle fumava cigarros inflamaveis como de
costume. O desfecho primario foi a redugcdo na concentracdo urinaria de 4-
(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanol (NNAL) na semana 6. Os desfechos
secundarios foram alteragao na cotinina urinaria, monéxido de carbono expirado
(CO), sintomas respiratérios, fungdo pulmonar, pressao arterial, consumo de
cigarros combustiveis nos ultimos 7 dias e taxas de troca (somente grupo de

cigarro eletrénico) nas semanas 2 e 6(159),

Este estudo incluiu 186 participantes, incluindo 92 participantes afro-americanos
e 94 participantes latinos. A média (DP) de idade foi de 43,3 (12,5) anos, sendo
75 (40,3%) mulheres. Os participantes fumaram uma média (DP) de 12,1 (7,2)
cigarros/dia em 6,8 (0,6) dias/ semana no inicio do estudo. Um total de 125
participantes foram randomizados para o grupo de cigarro eletrénico e 61 foram

randomizados para o grupo de controle(159),

No inicio do estudo, a mediana (faixa interquartil) do NNAL foi de 124 (45-197)
pg/mL no grupo de cigarro eletronico e 88 (58-197) pg/mL no grupo de controle.
Na semana 6, o grupo do cigarro eletrénico teve redugdes significativamente
maiores no NNAL (risco relativo [RR], 0,36 [IC 95%, 0,23-0,54]; P < 0,001), CO
(RR, 0,53 [IC 95%, 0,42 -0,68]; P < 0,001), sintomas respiratérios (RR, 0,63 [95%
Cl, 0,47-0,85]; P = 0,002) e numero de cigarros fumados nos ultimos 7 dias entre
os que ainda fumam (RR, 0,30 [IC 95%, 0,20-0,43]; P < 0,001) do que o grupo
controle e mantiveram seus niveis de cotinina (RR, 0,80 [IC 95%, 0,58-1,10]; P
= 0,17). A funcdo pulmonar e a pressdo arterial diastdlica e sistdlica
permaneceram inalteradas e nao diferiram entre os grupos. Para os participantes
randomizados para receber cigarros eletronicos, 32 participantes (28,1%)
estavam usando exclusivamente cigarros eletronicos na semana 6, enquanto 66
participantes (57,9%) faziam uso duplo e 16 participantes (14%) retomaram o

uso exclusivo de cigarros('%9),

Este ensaio clinico randomizado descobriu que o uso de cigarros eletronicos
NSPS para substituir os cigarros levou a uma redugéo significativa em um

carcindgeno pulmonar primario, NNAL, para fumantes afro-americanos e latinos.
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Houve também redugdes significativas nos cigarros fumados por dia, CO e
sintomas respiratorios e nenhum aumento na exposigao a nicotina. Além disso,
cerca de um quarto dos participantes randomizados para cigarros eletrénicos
foram capazes de interromper totalmente o uso de cigarros combustiveis na
semana 6. A redugao de cigarros e biomarcadores de exposi¢ao neste estudo
sugere o potencial dos cigarros eletrbnicos NSPS como uma estratégia de
reducao de danos para os membros dos 2 maiores grupos minoritarios nos EUA

que enfrentam disparidades de saude significativas('59).

O uso de cigarros eletronicos estda aumentando, apesar de varios relatorios
ligando os cigarros eletrénicos a resultados adversos a saude. Estudos recentes
sugeriram que alteragdes na sinalizagao lipidica podem ser um mecanismo pelo
qual os cigarros eletrénicos contribuem para a fungcdo pulmonar. O acetato de
vitamina E, por exemplo, é uma forma sintética de vitamina E transportada por
meio de lipidios, associada a lesbes pulmonares associadas ao cigarro
eletrénico. Os lipidios sdo absolutamente criticos para a fisiologia pulmonar
normal e as perturbag¢des em varias vias lipidicas tém sido associadas a doengas
respiratdrias. E concebivel que o uso de cigarro eletrénico, mesmo em coortes

aparentemente saudaveis, esteja associado a alteragdes nas vias lipidicas? (160),

Para investigar alteragdes quantitativas no lipidoma plasmaticos associadas ao
uso de cigarro eletrdbnico em pessoas saudaveis, obtivemos amostras de plasma
de 119 participantes masculinos e femininos que eram: (1) fumantes crénicos de
cigarro (TC) (> 12 meses de uso autorrelatado de CT), (2) usuarios cronicos de
cigarro eletrénico (CE) (> 12 meses de uso autorrelatado de CE) ou (3) nao
usuarios. Medimos espécies lipidicas quantitativas em diferentes subclasses

lipidicas de amostras de plasma usando o Sciex Lipidizador(169),

Descobrimos que homens e mulheres usuarios de tabaco e cigarro eletrénico
tinham assinaturas lipidémicas distintas em varias espécies lipidicas, embora a
grande maioria dos lipidios permanecesse inalterada quando comparada a néo
usuarios. Curiosamente, descobrimos que mulheres, mas ndo homens, usuarios
de cigarro eletrbnico tinham niveis mais baixos de plasmalogénios,

glicerofosfolipidios criticos secretados pelos alvéolos e necessarios para a
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funcdo normal do surfactante. Em resumo, nosso estudo ndo revela mudancas
marcantes associadas ao uso de cigarro eletrdbnico, mas observamos mudangas
especificas do sexo em lipidios conhecidos por serem criticos para a funcao

pulmonar(169),

O presente estudo demonstra que a exposigdo aguda ao e-cig induz estresse
oxidativo nos pulmbdes sem alteracdes perceptiveis na estrutura pulmonar ou na
resposta inflamatéria pulmonar. Um ensaio de proteémica redox elucidou as
alteragdes especificas do local na oxidagédo de tiol de proteina induzida pela
exposicao aguda ao e-cig. A analise estatistica revelou que os niveis de
oxidagao de 350 peptideos contendo cisteina foram significativamente alterados
pela exposi¢cdo ao e-cig, induzindo perturbagdes no controle de qualidade da
proteina, adesao celular, sistema imunolégico e homeostase redox. Nosso
estudo destaca o importante papel do controle redox na resposta pulmonar a
exposicao ao e-cig e também demonstra a utilidade da proteémica redox como
uma ferramenta para elucidar os mecanismos moleculares subjacentes a essa

resposta(®?),

Estudos recentes sugerem que os aerossodis de e-cig provocam estresse
oxidativo; no entanto, os detalhes dos mecanismos moleculares subjacentes
permanecem obscuros. Aqui, usamos um ensaio de protedmica redox de
oxidacao total de tiol para identificar assinaturas de modificacdes de tiol de
proteina especificas do local em pulmdes de ratos Sprague-Dawley apds
exposigdes in vivo a aerossois de e-cig. A avaliagcao histoldgica de pulmdes de
ratos expostos agudamente a aerossois de e-cig revelou perturbacgdes leves na
estrutura pulmonar. A analise do fluido do lavado broncoalveolar (BAL) nao
demonstrou alteracdo significativa na contagem ou no diferencial de células. Por
outro lado, a glutationa pulmonar total diminuiu significativamente em ratos
expostos ao aerossol de e-cig em comparagdo com o0s controles de ar. A
protedmica redox quantificou os niveis de oxidacao total para 6.682 sitios de
cisteina representando 2.865 proteinas. A oxidacdo do tiol da proteina e as
alteragbes pela exposicdo ao e-cig induziram perturbagbes no controle da
qualidade da proteina, respostas inflamatérias e homeostase redox. As
perturbacdes do controle de qualidade proteica foram confirmadas com a
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semiquantificagdo da poliubiquitinacdo pulmonar total e da atividade do
proteassoma 20S. Nosso estudo destaca a importancia do controle redox na
resposta pulmonar a exposi¢gdo ao e-cig e a utilidade da protedbmica redox
baseada em tiol como uma ferramenta para elucidar os mecanismos moleculares

subjacentes a essa resposta (167),

| SINTESE DA EVIDENCIA

1. Qual a toxicidade das substancias contidas nos refis liquidos e de tabaco
aquecido, utilizados nos Dispositivos Eletronicos para Fumar (DEF)?

A toxicidade nos refis e no tabaco aquecido esta presente envolvendo as
seguintes substancias e derivados: solventes, propilenoglicol, glicerol e E-
liquidos. Qualidade da evidéncia: baixa. INALTERADA

2. Qual a toxicidade das substancias emitidas por estes diversos refis?
Entre os aspectos que envolvem a toxicidade pelos aerossois de DEFs estio:
os aldeidos, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs), metais,
nitrosaminas especificas do tabaco (TSNAs) e compostos orgénicos volateis
(VOCs)], o pH, o tamanho das particulas, espécies que reagem ao oxigénio
(ROS), dano ao DNA e alteracdes epigenéticas. Além disso, os mesmos
componentes dos refis (solventes, nicotina ou aromatizantes) também geram
substancias toxicas nos aerossois. Qualidade da evidéncia: baixa.
INALTERADA

3. Qual a toxicidade da nicotina, especialmente das novas formas (sais de
nicotina), utilizadas nos DEFs?

A toxicidade da nicotina presente nos DEFs depende da concentracido de
nicotina nas emissdes do cigarro eletronico, e caracteristicas dos DEFs que
permitem alterar a concentracédo de nicotina disponivel no aerossol também
afetam a atitude abusiva frente aos cigarros eletrénicos. O sal de nicotina
garante a entrega de altas doses de nicotina em uma forma de pH baixo, que
€ menos agressiva em comparagdo com a nicotina de pH mais alto

encontrada na maioria das outras marcas de cigarros eletrénicos, apoiando
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assim uma inalacdo mais profunda pelos consumidores, e consequente
potencializacdo dos efeitos téxicos. Qualidade da evidéncia: baixa.
INALTERADA

4. Qual a toxicidade das substancias ou plantas ilicitas, que podem ser
utilizadas por meio dos DEF?

A principal substancia ilicita utilizada é o Tetraidrocanabinol (THC) e o Canabidiol
(CBD), associados usualmente aos terpenos e vitamina E, que entre outras
acbes toxicas produzem injuria pulmonar. Qualidade da evidéncia: baixa.
INALTERADA

5. E possivel afirmar que o consumo destes produtos é seguro do ponto de
vista toxicologico?

Ha evidéncias da presenca de toxicidade (in vitro, in vivo, em animais e em
humanos) com o uso de DEFs, seja identificando elementos toxicos em sua
composi¢ao, ou na emissao do aerossol, como carbonilas, compostos organicos
volateis (VOCs), metais, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHSs),
nitrosaminas especificas do tabaco (TSNAs), sabores, solventes, e outros. E a
presenca dessas diversas substancias, sabidamente toxicas a saude, em um
conteudo aspirado ou em seus constituintes, por si s6 caracterizariam a auséncia

de seguranca desses dispositivos. Qualidade da evidéncia: baixa. INALTERADA

6. Estes produtos, a luz do conhecimento atual, poderiam substituir os
produtos de tabaco convencionais, sem oferecer riscos adicionais, do
ponto de vista toxicolégico, aos usuarios de tabaco?

Se os DEFs estivessem restritos aos modelos de primeira geragao, a razao
beneficio/risco provavelmente seria positiva. Mas as inovagdes e os atrativos dos
DEFs de ultima geragao, abertos a customizagao, também inovaram em riscos
toxicolégicos que ndo havia nos cigarros convencionais, tornando a raz&o
beneficio/risco negativa; A razao beneficio/risco € ainda mais negativa com o
uso dos DEFs de ultima geragéo devido a dependéncia que migra dos cigarros
convencionais para os cigarros eletrénicos e/ou dispositivos de vaporizagao, seja
pela possibilidade de aumento no uso da nicotina, ou pela presenca de sabores
que aumentam o prazer, ou pela mesma possibilidade do uso da Cannabis e
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outras drogas em suas varias formas de apresentagcdo, que naturalmente

aumentam a toxicidade. Qualidade da evidéncia: baixa. INALTERADA
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