(('

Ouga o dudio com o resumo
deste artigo, apresentado
pelo editor-chefe,

Dr. Valentin Fuster,

em JACC.org.

JOURNAL OF THE AMERICAN COLLEGE OF CARDIOLOGY Vol. 73, No. 21, 2019
© 2019 POR AMERICAN COLLEGE OF CARDIOLOGY FOUNDATION ISSN 0735-1097
PUBLICADO POR ELSEVIER https://doi.org/10.1016/j.jacc.2019.03.476

Modelagem de riscos cardiovasculares de
e-cigarros com células endoteliais derivadas
de células-tronco pluripotentes induzidas
por humanos

Won Hee Lee, PHD,**” Sang-Ging Ong, PHD,*** " Yang Zhou, MS,? Lei Tian, PHD,* Hye Ryeong Bae, BS,* Natalie Baker, BS,?
Adam Whitlatch, BS, Leila Mohammadi, MD, PHD,"Hongchao Guo, PHD,*¢Kari C. Nadeau, MD, PHD," Matthew L. Springer,
PHD,*!Suzaynn F. Schick, PHD,' Aruni Bhatnagar, PHD,/Joseph C. Wu, MD, PHD*#

RESUMO

CONTEXTO Houve um grande aumento no uso de cigarros eletrénicos (e-cigarros). Diferentemente dos efeitos de cigarros
convencionais, hd poucos estudos sobre os efeitos dos e-cigarros e seus componentes na mediacao da satide vascular. Porém,
devido a sua crescente popularidade, é imperativo avaliar os riscos dos e-cigarros para a satde, incluindo os efeitos dos seus
ingredientes, especialmente a nicotina e os aromatizantes.

OBJETIVOS 0 objetivo deste estudo foi investigar os efeitos de liquidos aromatizantes (e-liquidos) e soros isolados de
e-cigarros sobre seus usuarios quanto a saide endotelial e a ativacdo de macréfagos dependentes de células endoteliais.

METODOS Foram usadas células endoteliais derivadas de células-tronco pluripotentes induzidas por humanos (iPSC-ECs)
e uma abordagem de triagem de alto rendimento para avaliar a integridade endotelial apés a exposicdo a seis e-liquidos
diferentes com concentragdes variadas de nicotina e ao soro de usuarios de e-cigarros.

RESULTADOS A citotoxicidade dos e-liquidos variou consideravelmente, com o produto com sabor de canela sendo o
mais potente e o que leva a uma viabilidade celular significativamente diminuida, ao aumento dos niveis de espécies reativas
de oxigénio (ERO), a atividade da caspase 3/7, a captacdo de lipoproteinas de baixa densidade, a ativacdo da via relacionada
ao estresse oxidativo e ao comprometimento da formagdo e migragdo de tubo, confirmando a disfungdo endotelial. Com a
exposicao das ECs ao e-liquido, o meio condicionado induziu a polarizacdo dos macréfagos a um estado pré-inflamatério,
gerando a producdo de interleucina-1B e -6 e levando ao aumento de ERO. Apds a exposicdo de iPSC-ECs por humanos ao
soro de usudrios de e-cigarros, foi observado um aumento de ERO ligadas a disfuncao endotelial, conforme indicado por
propriedades pré-angiogénicas comprometidas. Também foi observado um aumento na expressao de citocinas inflamatérias
no soro de usuarios de e-cigarros.

CONCLUSOES A exposicio aguda ao uso de e-liquidos ou e-cigarros com sabor exacerba a disfuncio endotelial, o que,
muitas vezes, precede as doengas cardiovasculares. (J Am Coll Cardiol 2019;73;2722-37) © 2019 pela American College of
Cardiology Foundation.
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ABREVIATURAS
E ACRONIMOS

tabagismo é responsavel por uma em cada trés celular, a fibrinélise e o fluxo sanguineo (9). O

mortes que resultam de doenga cardiovascular tabagismo causa disfun¢do endotelial, que é

(DCV), levando a > 480.000 mortes prematuras um fator de risco para DCV (10). Uma das hip6-

DCV =doenca cardiovascular

por ano somente nos Estados Unidos (1). Embora os teses estudadas foi de que o uso de e-cigarros e-cigarro = cigarro eletrénico

efeitos prejudiciais do tabagismo convencional sobre esta associado ao dano das células endoteliais, e-liquidos = liquidos de cigarro

) N s 1 ~ i letréni
DCV estejam bem documentados e a prevaléncia do levando a disfuncdo endotelial aguda (11), mas eletronico

. . . , . , ERO = espéciereativa de
tabagismo esteja em declinio, estd havendo um aumento  estudos mais aprofundados se fazem necessa- oxigénio

explosivo no uso de cigarros eletronicos (e-cigarros), rios.Apesar do uso extensivo de células-tronco GV = glicerina vegetal

iPSC-ECs = células endoteliais
derivadas de células-tronco
pluripotentes induzidas

especialmente entre os jovens, com escassa evidéncia pluripotentes induzidas (iPSCs) em outras
cientifica sobre sua toxicidade e efeitos sobre a satide
(2,3).

Os e-cigarros sao dispositivos projetados para

areas de pesquisa, nenhum estudo anterior

estimulou a poderosa plataforma de células pG-= propilenoglicol

endoteliais derivadas de células-tronco plu- PLT = plaqueta

fornecer um aerossol contendo nicotina apés o aqueci-
mento de uma solugido liquida (frequentemente chamada
de e-liquido ou e-suco) que tipicamente usa propileno-
glicol (PG) e/ou glicerol (glicerina) como um veiculo
para a nicotina e agentes aromatizantes. Embora os
e-cigarros sejam relativamente novos no mercado, eles
sdo uma alternativa cada vez mais popular aos cigarros
de tabaco convencionais, contando com uma ampla
variedade de tipos e marcas de produtos. Em 2014,
havia 450 produtos de e-cigarros com cerca de 8.000
sabores Unicos disponiveis (4). Ainda que a maioria dos
quimicos aromatizantes em e-liquidos satisfaca o pa-
drdo de seguranca reconhecido globalmente em relagao
a ingestdo como aditivos alimentares, eles ndo foram
testados como inalantes adequadamente. Na verdade,
alguns aromatizantes populares sao conhecidos por
serem toxicos, incluindo diacetil (sabor amanteigado),
acetil propionil (sabor caramelo ou amanteigado) e ben-
zaldeido (sabor frutado). Recentemente,a Food and Drug
Administration divulgou uma declaragdo limitando as
vendas de e-cigarros aromatizados, com a exce¢ao dos
sabores tabaco, mentol e horteld, como um esforgo para
evitar uma nova geracao de viciados em nicotina (5).
Apesar do rapido aumento de popularidade, o potencial
de efeitos cardiovasculares prejudiciais apés o uso de
quimicos aromatizantes de cigarros inalados tem sido
amplamente inexplorado.

Até a data, os estudos toxicoldgicos realizados em
e-cigarros tém sido limitados principalmente a estudos
de citotoxicidade usando linhas celulares estabelecidas.
Inicialmente, estudos limitados de vapor de e-cigarros
mostraram que eles apresentavam niveis muito mais
baixos de carcinégenos em aerossdis em comparacgao
a fumaca do cigarro convencional (6,7). Atualmente,
o risco cardiovascular de e-cigarros nao é claro; no
entanto, foi demonstrado que alguns e-liquidos sao ci-
totéxicos em modelos celulares, incluindo fibroblastos
pulmonares, células-tronco embrionarias humanas e
células-tronco neurais (6,8).

O endotélio vascular desempenha um importante
papel na fungdo vascular por meio da elaboracao de fa-
tores paracrinos que regulam o tonus vascular, a adesao

ripotentes induzidas por humanos (iPSC-ECs)

para avaliar os riscos potenciais a saude de e-cigarros
quanto a integridade endotelial. Aqui, usamos iPSC-ECs
para avaliar os efeitos de e-liquidos com sabor na saiude
endotelial e para entender a conversa entre células
endoteliais e macro6fagos. Fizemos uma validagdo mais
profunda de nossos resultados usando soro coletado
de usudrios de e-cigarros e fumantes de cigarros con-
vencionais para avaliar os efeitos potenciais do uso de
e-cigarros na fungdo cardiovascular.

METODOS

Os métodos detalhados e os dados de suporte estao
disponiveis no Apéndice On-line.

DIFERENCIAGAO DE IPSC-ECS. As iPSCs (acima de 20)
de trés individuos saudaveis foram divididas em uma
proporg¢do de 1:12 usando EDTA, conforme descrito
anteriormente (12), e foram cultivadas por 3 a 4 dias até
atingirem ~75% de confluéncia. Para obter o protocolo
de diferenciacdo e caracterizagdo de células endoteliais,
consulte o Apéndice On-line.

LIQUIDOS DE E-CIGARRO (E-LiQUIDOS). Seis e-
liquidos diferentes foram comprados on-line: Freedom
Smoke USA (Tucson, Arizona, EUA), Johnson Creek
(Johnson Creek, Wisconsin, EUA) e E Liquid Market
(Birmingham, Alabama, EUA) com concentragdes de ni-
cotinade 0, 6 e 18 mg/mL, os quais foram armazenados
a 4 °C no escuro (Tabela On-line 1). Os frascos foram
escolhidos para representar os trés tipos de veiculos
mais comuns [50% PG/50% glicerina vegetal (GV), 80%
PG/20% GV e 100% GV] e diversos sabores populares.

COLETA DE AMOSTRAS DE SORO DOS PACIENTES.
A populagdo de sujeitos foi composta por cinco nido
fumantes saudaveis (ndo fumantes), cinco fumantes
ativos de cigarros (cigarro) e dois usuarios duplos de
e-cigarros e cigarros, bem como dois usudrios Unicos
de e-cigarros (e-cigarro). Incluimos o soro de usuarios
unicos de e-cigarros e de usuarios duplos de e-cigarros
e cigarros convencionais em nosso estudo porque
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ambos os padrdes de uso sdo comuns. Nos juntamos os
dois tipos de usudrios em um Unico grupo (e-cigarro),
pois os participantes recrutados, na sua maioria, eram
tradicionalmente fumantes em longo prazo que haviam
iniciado o uso de e-cigarros como uma alternativa para o
consumo de cigarros convencionais. Isso também se deve
ao fato de a populagdo recrutada ter uma média de idade
média de 29 anos, enquanto a maioria dos usudrios de
e-cigarro sem historico prévio de tabagismo tende a ser
mais jovem. Dependendo da populagdo e da escrita das
questdes, 25% a 70% dos usudrios de e-cigarro se des-
crevem como usudarios duplos (13,14). Os participantes
classificados como usudrios de e-cigarros relataram
o uso do equipamento em média 27,5 + 5,0 dias/més,
com 9,8 * 3,3 sessdes de uso (> 2 baforadas) por dia. Os
usudrios duplos fumavam < 2 magos de cigarros/més. Os
fumantes de cigarro convencional relataram 29,8 + 0,4
dias de consumo nos ultimos 30 dias e 10,1 + 3,4 ci-
garros/dia. Todos os sujeitos eram individuos saudaveis,
sem outros fatores de risco cardiovasculares maiores. As
caracteristicas demogréaficas e clinicas dos sujeitos estdo
resumidas na Tabela On-line 2. Todos os participantes
concederam o consentimento informado, e a condugao do
estudo foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade da Califérnia em Sdo Francisco.

Os participantes do estudo foram solicitados a nao usar
cigarros convencionais por 7 dias antes de todas as visitas
de estudo e a se absterem do uso de cigarros, e-cigarros,
alimentos e bebidas com cafeina por 12 h antes do dia do
estudo. Para garantiraabstinéncia dos produtos de tabaco,
os niveis de monoéxido de carbono (CO) e de nicotina foram
testados no inicio de cada visita. Para o estudo com e-ci-
garro, os sujeitos usaram um e-cigarro contendo e-liquido
com sabor RY4 (Changning Dekang Ltd, Shenzhen, China)
com 16 mg/mL de nicotina e com instrugdo para usa-lo por
um total de 10 min (uma tragada de 2 sacada 30 s). Paraa
condi¢do com cigarro, os individuos fumaram um cigarro
Marlboro por 10 min ou até que o cigarro terminasse (duas
tragadas de 2 s por minuto).

ANALISE ESTATISTICA. A anélise estatistica e os gra-
ficos de dados foram realizados com o SigmaPlot versdo
13.0 (Systat Software, San Jose, California, EUA). Para as
comparagdes entre dois grupos, foram usados um teste
t de Student bicaudal pareado ou ndo para variaveis dis-
tribuidas normais e um teste U de Mann-Whitney para
variaveis distribuidas ndo normais. Diferencas de > 2
grupos foram realizadas usando andlise de varidncia
(ANOVA) com analise post hoc de Bonferroni. Quando
havia > 2 variaveis independentes presentes, foi usada
uma ANOVA de dois fatores com correc¢do de Bonferroni.
Para testar as alteracdes em série, foi utilizada uma
ANOVA de repeticdo de medidas de uma via. A distri-
buicdo normal foi avaliada com o teste de Shapiro-Wilks.
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Todos os dados foram resumidos como média + DP ou
média = EPM, e a corre¢do de Bonferroni foi usada para
comparagdes diversas conforme indicado. Um valor de
p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

RESULTADOS

AVALIAGAO DA VIABILIDADE CELULAR, GERAGCAO
DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E APOPTOSE
EM IPSC-ECS APOS EXPOSICAO A LiQUIDOS DE E-
CIGARRO. As iPSCs de trés individuos saudaveis foram
diferenciadas em ECs com o uso de condi¢des quimica-
mente definidas (Figura On-line 1A). Apés a purificagao
de CD144, as iPSC-ECs mantiveram sua identidade, con-
forme demonstrado por uma expressao mais elevada de
genes marcadores e proteinas especificas do endotélio
(Figuras On-line 1B a 1E). Aimunocolorac¢do apresentou
um aumento na expressdo da molécula de adesao
intracelular-1 (ICAM-1) durante estimulacido do fator
de necrose tumoral d citocina-a. A captagdo lipidica
também foi confirmada usando lipoproteina de baixa
densidade (LDL) acetilada fluorescente, demonstrando
a funcionalidade in vitro dessas iPSC-ECs.

Para examinar os efeitos de e-liquidos na viabilidade
celular, as iPSC-ECs foram tratadas com diluicoes
seriadas de seis e-liquidos disponiveis comercialmente
em concentracgdes variadas de nicotina (0, 6 e 18 mg/
mL) por 48 h (Tabela On-line 1). N6s observamos que
e-liquidos com sabor apresentaram efeitos variados na
sobrevivéncia celular. Enquanto o Rainier com sabor de
frutas (Figura 1A), o tabaco doce com tons de RY4 de
caramelo e baunilha (Figura 1B), Red Oak Tennessee
Cured com sabor de tabaco (Figura 1C) e o Butter Scotch
com sabor adocicado (Figura 1D) apresentaram efeitos
citotoxicos moderados nos iPSC-ECs, o tratamento com
Marcado com sabor de canela levou a um forte efeito
citotéxico (Figura 1E). Além disso, o Tundra com sabor
de tabaco mentolado (Figura 1F) também teve fortes
efeitos citotoxicos nas iPSC-ECs com uma dose de con-
centracdo de 1% com ou sem nicotina.

0 estresse oxidativo tem sido amplamente implicado
como um fator importante na lesdo endotelial (15). Para
determinar se os e-liquidos regulam a produgdo de es-
pécies reativas de oxigénio (ERO), os niveis de H202 em
iPSC-ECs foram determinados apds a exposicdo a doses
crescentes de liquidos com sabor. Conforme mostrado
na Figura 2, a maior parte da exposi¢do a e-liquido por
48 horas, independentemente do sabor, levou ao au-
mento de H202 de uma maneira dose-dependente. Esse
aumento de ERO foi especialmente acentuado quando
as iPSC-ECs foram expostas a doses de 0,3% e 1% do
e-liquido Marcado com sabor de canela (Figura 2E) ou
a doses de 1% do e-liquido Tundra com sabor de tabaco
mentolado (Figura 2F).
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FIGURA 1 Avaliacdo da citotoxicidade induzida pelo sabor do e-liquido em iPSC-ECs
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(A aF) Os efeitos de seis sabores de liquidos de cigarro eletrénico (e-liquido) com diferentes concentragdes de nicotina na viabilidade de células endoteliais derivadas
de células-tronco pluripotentes induzidas (iPSC-EC) apds tratamento de 48 h foram determinados com o uso de um ensaio luminescente CellTiter-Glo 2.0 (Promega,
Madison, Wisconsin, EUA). Os dados foram obtidos usando iPSC-ECs de trés doadores saudaveis por grupo, uma linha celular por doador e com o ensaio sendo repetido
duas vezes. Os dados estdo representados como média + DP. ?p < 0,05, em comparagdo a controles ndo tratados dentro de O mg/mL do grupo de nicotina; ®p < 0,05
em comparagao a controles ndo tratados dentro de 6 mg/mL do grupo de nicotina; p < 0,05 em comparagao a controles ndo tratados dentro de 18 mg/mL do grupo
nicotina. **<Estatisticamente significante de controles ndo tratados (p < 0,05 ajustado por Bonferroni). GV = glicerina vegetal; PG = propilenoglicol.

Para elucidar os

mecanismos

subjacentes

a

reducdo de viabilidade de iPSC-EC pela exposicdo a

e-liquido, em seguida examinamos as atividades de

caspase-3 e -7 em iPSC-ECs ap6s tratamentos com e-

Lee et al.

liquido. Ambas as caspases foram significativamente
mais ativas em iPSC-ECs tratadas com a maioria dos
e-liquidos em comparacgao aos controles, e a resposta
maxima foi observada quando as células foram
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(A aF) Os efeitos de seis sabores de e-liquidos com diferentes concentragdes de nicotina na produgdo de ERO intracelular em iPSC-ECs apds tratamento de 48 h foram
determinados com o uso de um ensaio ROS-Glo H202 (Promega, Madison, Wisconsin, EUA). Os dados foram obtidos usando iPSC-ECs de trés doadores saudaveis por
grupo, uma linha celular por doador e com o ensaio sendo repetido duas vezes. Os dados estdo representados como média + DP. p < 0,05 em comparagao a controles
ndo tratados dentro de cada grupo. ‘Estatisticamente significante de controles ndo tratados (p < 0,05 ajustado por Bonferroni). ERO = espécie reativa de oxigénio;

tratadas com e-liquidos Marcado ou Tundra com
sabor (Figura 3). Em todos os pardmetros medidos,
incluindo citotoxicidade, geragdo de ERO e atividades
apoptoticas, observamos uma tendéncia crescente a
medida que a concentragdo de nicotina aumentava,

embora a diferenga geral ndo tenha sido significativa.
Por fim, dois solventes que foram usados em todos
os seis e-liquidos com sabor, GV e PG, ndo afetaram a
viabilidade celular, o nivel de ERO nem as atividades
da caspase (Figura On-line 2).
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FIGURA 3 Avaliacdo da atividade da caspase 3/7 induzida por e-liquido om sabor em iPSC-ECs
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(A aF) Os efeitos de seis sabores de e-liquidos com diferentes concentragdes de nicotina na atividade de caspase 3/7 para apoptose em iPSC-ECs apds tratamento de

48 h foram determinados usando um Caspase-Glo 3/7 (Promega, Madison, Wisconsin, EUA). Os dados foram obtidos usando iPSC-ECs de trés doadores saudéveis por
grupo, uma linha celular por doador e com o ensaio sendo repetido duas vezes. Os dados estdo representados como média + DP. ‘p < 0,05 em comparagdo a controles
ndo tratados dentro de cada grupo. Estatisticamente significante de controles ndo tratados (p < 0,05 ajustado por Bonferroni). Abreviaturas conforme a Figura 1.

AVALIAGCAO DA FUNGAO ENDOTELIAL EM IPSC-EC  ainoculagio em meio de cultura suplementado com trés
APOS ADICAO DE LiQUIDOS DE E-CIGARRO. Nés e-liquidos: Marcado, RY4 e Tundra. A adigdo dos dois
investigamos a influéncia de e-liquidos na formacgdo tu- e-liquidos mais téxicos, Marcado com sabor de canela
bular deiPSC-ECs, o que reflete propriedadesrelevantes (Figuras 4A e 4B) e Tundra com sabor de tabaco men-
para a angiogénese. Os tubos foram avaliados 16 h ap6s  tolado (Figura On-line 3A e 3B), levou a uma diminui¢ao
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FIGURA 4 Efeito do tratamento com liquido eletrolitico na funcio endotelial de iPSC-ECs
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(A e C) As células foram incubadas com cada sabor de e-liquido durante 16 h para permitir a formag&o de estruturas semelhantes a capilares em Matrigel (Corning, Bedford, Massachusetts, EUA)
e depois fotografadas por microscopia de contraste de fase (x20). (B e D) Dados quantitativos do ensaio de formagdo de tubo. (E) A captagdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) foi medida
em iPSC-ECs apos o tratamento do e-liquido durante 2 dias. (F) Imagens representativas e (G) dados quantitativos do ensaio de migragao as 0, 4 e 10 h na presenca dos sabores de e-liquido
Marcado e RY4. Os dados de migragdo foram normalizados para o ponto de tempo O h. Os dados foram obtidos com o uso de iPSC-ECs de trés doadores saudéveis por grupo, uma linha celular
por doador e com o ensaio sendo repetido duas vezes. Os dados estdo representados como média + EPM. “p < 0,05 e “p < 0,001 em comparagdo a individuos controle; *p < 0,05 em comparagao a
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FIGURA 5 Efeito dos meios condicionados de iPSC-ECs tratados com e-liquido na polarizacdo de macréfagos
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(A) Os meios condicionados foram coletados de iPSC-ECs ap6s 48 h de incubagdo com cada sabor e-liquido, depois foram expostos a células semelhantes a macréfagos por 48 h. O fenétipo dos
macréfagos foi analisado por citometria de fluxo quanto aos marcadores M1 (CD40) e M2 (CD163). (B) Apés 48 h de incubagdo com os meios condicionados, os meios foram substituidos por
meios de cultura de macréfagos frescos por 16 h para determinar a expressdo de citocinas e os niveis de ERO. A expressdo das citocinas produzidas pelos macréfagos foi determinada pela reagdo
em cadeia da polimerase via transcri¢do reversa e quantitativa em tempo real. (C) Os niveis intracelulares de ERO produzidos por macréfagos foram determinados usando um ensaio ROS-Glo
H202. Os dados estdo representados como média + EPM de quatro experimentos independentes. ‘p < 0,05, em comparagao aos controles. *p < 0,05, em comparagao aos grupos tratados com
MARO. ,* Estatisticamente significante de sujeitos controle (p < 0,05 ajustado por Bonferroni). MARO = e-liquido Marcado sem nicotina; MAR18= e-liquido Marcado com 18 mg/mL de nicotina;
RYO = e-liquido RY4 sem nicotina; RY18 = e-liquido RY4 com 18 mg/mL de nicotina; outras abreviaturas conforme as Figuras 1e 2.

significativa na quantidade de malhas e de nds, percen-
tual de area de malha, e o comprimento total do tubo
em iPSC-ECs em comparacgdo com individuos controle.
Achados semelhantes também foram observados em
iPSC-ECs suplementadas com e-liquido menos téxico,
RY4 (Figuras 4C e 4D).

Em seguida, investigamos o efeito do e-liquido Mar-
cado ou RY4 em fungdes endoteliais mais especificas,
como a captacdo de LDL e lipidios e a migracao celular.
Nossos resultados indicam que a incubagao com e-liquido

de ambos os sabores levou a uma maior captacdo de
LDL (Figura 4E) e de acidos graxos livres em iPSC-ECs
(Figura On-line 3C), o que é um elo importante no inicio
da inflamacdo e na func¢do endotelial comprometida
(16,17). O aumento na captagdo de LDL foi dependente
da concentragdo de nicotina no e-liquido. Além disso,
conforme mostrado nas Figuras 4F e 4G, a exposi¢do
a cada e-liquido causou uma redug¢do significativa na
migracdo de iPSC-EC, conforme determinado pela taxa
de fechamento de ferida e recuperagdo da largura de
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TABELA 1 Niveis de nicotina e cotinina no plasma na linha de base, imediatamente apés e 1e 3 h apés fumar

Basal Imediatamente apds 1hapés 3 hapos Valor-p* Valor-pt
E-cig
Nicotina 1,0+06 12,3+3,3° 45+0,8 23+x04 0,001 -
Cotinina 127,5+16,7 16,8 £16,0 91,6 £30,4 82,0 £26,5 0,01 -
Cig
Nicotina 06+0,1 126+19 58+0,8t 28+04 < 0,001 0,04
Cotinina 99,4 +33,9 94,1+32,5 96,9 29,8 91,0 277 - -

linha de base. Cig = cigarro; E-cig = e-cigarro.

Os valores sdo média + EPM (em ng/mL). A linha de base foi definida como 1 h antes, e imediatamente apés foi definido como O h. *, tEstatisticamente significativo da

arranhio. Da mesma forma, usando células endoteliais
da veia umbilical humana (HUVECs) como um controle
positivo, descobrimos que os acidos graxos livres sdo
significativamente aumentados (Figura On-line 3D) e que
ataxade migragdo é bastante comprometida na presenga
de e-liquidos (Figuras On-line 3E e 3F). A maioria dos re-
sultados quanto a migragao celular foi independente da
concentragao de nicotina, sugerindo que o comprometi-
mento observado das fungdes das células endoteliais esta
associado a combinagdo de aditivos de sabor e nicotina.

A CONVERSA ENTRE CELULAS ENDOTELIAIS E
MACROFAGOS TRATADOS COM E-LiQUIDO. Para en-
tender o impacto do e-liquido na conversa entre células
endoteliais e macrdéfagos, analisamos os macroéfagos
expostos a meios condicionados de iPSC-ECs tratados
com e-liquido. Os meios condicionados de iPSC-ECs sem
tratamento com e-liquido foram incluidos como uma
condigdo de controle. Conforme mostrado na Figura 54,
os e-liquidos, como Marcado e RY4, acionaram a dupla
polarizagdo dos macrdéfagos em comparagdo aos grupos
controle. Especialmente para o sabor Marcado, desco-
brimos que a porcentagem de macrdfagos expressando
CD40 (marcador M1) e CD163 (marcador M2) aumentou
com os meios condicionados iPSC-EC tratados com
18 mg/mL de nicotina em comparagdo a 0 mg/mL de
nicotina (13,0 + 0,1% vs. 2,3 + 0,2% e 24,4 + 1,8% vs.
18,9 + 1,6%, respectivamente).

Também examinamos os efeitos de meios condicio-
nados coletados de iPSC-ECs tratados com e-liquido
na produgdo de citocinas pré- e anti-inflamatérias em
macro6fagos. Descobrimos que a exposi¢do a meios con-
dicionados de iPSC-ECs tratados com e-liquido Marcado
aumentou significativamente os fatores inflamatérios
produzidos pelos macré6fagos M1, como a interleucina
(IL)-1B8 e -6, e a citocina IL-10 relacionada ao M2 (Fi-
gura 5B), e ndo foram encontradas alteragdes significa-
tivas naexpressao de citocinas em pessoas com e-liquido
RY4 (dados ndo mostrados). Descobrimos também que
os niveis de ERO intracelular nos macréfagos estavam
significativamente maiores apés o tratamento com
meios condicionados de iPSC-ECs tratados com Marcado
contendo 18 mg/mL de nicotina (Figura 5C).

EFEITOS DO TABAGISMO AGUDO E DO TABAGISMO
NOS NiVEIS SERICOS DE NICOTINA E NAS POPULA-
COES DE LEUCOCITOS CIRCULANTES. Depois bus-
camos entender melhor os efeitos do uso de e-cigarros
in vivo, recrutando ndo fumantes, fumantes de cigarros
convencionais e usuarios de e-cigarros (usudarios inicos
ou duplos com cigarros). Como a nicotina é o principal
ingrediente ativo tanto dos e-cigarros quanto dos ci-
garros convencionais, foram avaliadas mudangas seriais
nos niveis de nicotina e de seu metabolito mais préximo,
a cotinina, no sangue dos participantes antes de (-1 h),
imediatamente ap6s (O h) e 1 e 3 hapds o uso. As concen-
tracdes séricas de nicotina antes do uso do produto de
tabaco (-1 h) foram inferiores a 1,5 ng/mL em ambos os
grupos, demonstrando a conformidade com a retengdo
durante a noite nos produtos de tabaco (Tabela 1). Em
ambos os grupos, houve um aumento significativo nas
concentracgdes séricas de nicotina imediatamente apés
o uso do produto. A captacao de nicotina a partir de um
e-cigarro foi semelhante a um cigarro convencional,
com as concentragdes maximas médias de nicotina atin-
gindo 12,3 e 12,6 ng/mL respectivamente. Além disso,
os resultados dos glébulos brancos (GB) totais e suas
subpopulagdes ndo revelaram diferengas significativas
entre ndo fumantes, usudrios de e-cigarros e fumantes
(Tabela 2). De modo semelhante, ndo houve diferencas
significativas entre os grupos de e-cigarro e de cigarro
convencional antes e depois de fumar em relacdo a
contagem média de plaquetas (PLT), emboraa PLTa-1h
tenha sido significativamente menor (apds ajuste para
comparagdes multiplas) nos grupos de usudrios de e-
cigarro e de fumantes em comparagdo a nao fumantes.

EFEITOS AGUDOSDOUSODOPRODUTODETABACO
NA ERO INTRACELULAR E FORMAGCAO TUBULAR
DE IPSC-ECS E CITOCINAS INFLAMATORIAS NO
SORO. Para explorar como o uso de produtos de tabaco
afeta a produgdo de ERO e a sinalizagdo angiogénica
in vivo, nés incubamos iPSC-ECs com soro derivado
de ndo fumantes, usudrios de e-cigarros e fumantes,
como descrito no texto anterior. Nas amostras de -1 h
coletadas ap6s um periodo noturno de alimentos,
alcool e tabaco, observamos ERO intracelular signifi-
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TABELA 2 Contagens de sangue periférico e subpopulacio de linfocitos em cinco nao fumantes, quatro usuarios de e-cigarro e cinco fumantes de cigarro
convencional antes e depois da exposicdo a fumaca
Usuario e-cig Fumantes cig
Nao fumantes Antes Depois Antes Depois

GB, k/ul 55+0,9 55+0,6 56+0,8 6,0+0,7 6,4+0,5
Linfécitos, % 33707 35747 33739 31,0£39 261+25
Neutréfilos, % 549+0,5 51,7 +4,6 545+39 59,532 63223
Mondcitos, % 62+04 6,2+0,6 6,5+0,3 6,6 0,6 6,2+0,7
Eosindfilos, % 31£05 3406 2,7+07 30£07 2,4+08
Basofilos, % 0,5+0,1 0,5+0,1 0,5+0,1 03+0,1 04+0,1
GV, mil/ul 4,7+0,5 46+0,1 46+0,2 43+0,1 4,2+0,1
HGB, g/dl 13714 13,8+0,3 14,0+0,3 13,0+ 04 12,8+ 04
HCT, % 41,2+4,1 411+£0,8 41,4+£1,0 395+1,2 38,311
Mcy, fl 872+18 89923 90,7 £2,1 91,9+13 91,412
PLT, k/ul 304,3+4,2 2133 +21,8 208,5 + 25,1 206,8 £17,0t 201,3+19,1

Os valores sdo média + DP. *, tEstatisticamente significante de ndo fumantes ('p < 0,05 e tp < 0,001).

HCT = hematdcrito; HGB = hemoglobina; GV = glébulos vermelhos; GB = glébulo branco; MCV = volume médio de gldbulos vermelhos; PLT = plaquetas; outras

abreviaturas conforme a Tabela 1.

cativamente maior nas células incubadas com soro de
usuarios de e-cigarros e fumantes em comparagdo a
soro de ndo fumantes (Figura 6A), com aumento ainda
maior pelo soro coletado imediatamente ap6s (0 h) e
1 e 3 h apés o uso de um tnico e-cigarro ou cigarro
convencional (Figura 6B). O tratamento de iPSC-ECs
com soro coletado antes e 3 h depois de fumar também
revelou comprometimento da capacidade de formacgao
tubular em comparacio a controles tratados com soro
de ndo fumantes (Figura 6C). Posteriormente, foram
medidas 62 citocinas inflamatérias humanas no soro
de usudrios de e-cigarros e cigarros convencionais
antes e depois de fumar (Tabela On-line 3). Niveis
de IL-6, ICAM-1, fator estimulante de colOonias de
macrofagos e proteina quimiotatica de mondcitos-1
no soro de usudrios de e-cigarro e fumantes depois
de fumar foram significativamente maiores do que
antes de fumar (Figura 7), mas perderam significancia
estatistica apds o ajuste para comparagdes multiplas.
Além disso, foi observada uma tendéncia de aumento
dos niveis de todas as outras citocinas no soro de
usudrios de e-cigarros e fumantes depois de fumar
em comparagdo aos niveis antes de fumar, e nenhum
nivel de citocina mostrou diferenga significativa entre
usudrios de e-cigarros e fumantes.

ANALISE DE APRIMORAMENTO FUNCIONAL E DE
GENES COM ADICAO DE LiQUIDOS DE E-CIGARRO.
Com base nos resultados de nossas experiéncias in vitro,
depois investigamos os efeitos de dois e-liquidos com
sabor no perfil transcriptémico de iPSC-ECs (nimero
de acesso GEO: GSE125217). Escolhemos um e-liquido
com alta citotoxicidade, Marcado (MAR) (concentragdo
de 0,03%), e um com baixa citotoxicidade, RY4 (RY)
(concentragdo de 0,3%), ambos com e sem nicotina. As
concentragdes ideais para cada sabor de e-liquido foram

estabelecidas a 80% de viabilidade celular de iPSC-EC
ap6s exposicdo de 24 h in vitro. Usando a andlise de
componentes principais (PC), observamos que o PC1 re-
fletiu as diferencas entre iPSC-ECs derivadas de dois in-
dividuos diferentes (Figura On-line 4A), enquanto o PC2
identificou clusters distintos correspondentes a amos-
tras tratadas com MAR de amostras tratadas com RY, e o
PC3 separou ainda mais as amostras tratadas com RY18
das amostras tratadas com RYO ou de controle (Figura
On-line 4B). Coletivamente, esses dados demonstram
que tanto o tratamento MARO quanto MAR18 afetam
marcadamente o transcriptoma de iPSC-ECs, enquanto
o tratamento RY tem pouca influéncia na concentracao
de nicotina. A andlise da ontologia genética (OG) usando
uma taxa de detecgdo falso positiva < 0,05 identificou
um total de 104 genes expressos diferencialmente
(GEDs) (incluindo 64 GEDs com regulacdo ascendente
e 40 GEDs com regulacdo descendente) em iPSC-ECs
apo6s exposicdo a MARO ou MAR18 em comparagdo aos
sujeitos controle (Figura On-line 5A, Tabela On-line 4).
A andlise de aprimoramento de GO revelou que os
perfis de expressdo mais preservados entre amostras
tratadas com MAR e controle estavam relacionados ao
processo de oxidagdo-reducdo, organizagdo da matriz
extracelular e resposta a substadncias toxicas (Figuras
On-line 5B e 5C). Um diagrama de cordas para as cinco
vias sobrerrepresentadas (p < 0,05) incluiu a expressdo
diferencial de genes envolvidos em resposta a substan-
cias toxicas, vesiculas ligadas a membrana, ligagdo ao
fator de crescimento, processo biossintético de pentose
e processo de redugdo da oxidagdo (Figura On-line 5D).
Curiosamente, quando comparamos a expressdo
diferencial de genes em iPSC-ECs expostos a MARO ou
MAR18, ndo foi detectado nenhum cluster de anotagdo
aprimorado significativo (dados ndo mostrados).
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FIGURA 6 Efeitos dos soros de usudrios de e-cigarros ativos e fumantes na geracdo de ERO e formacao tubular de iPSC-ECs in vitro
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DISCUSSAO

Compreender os efeitos para a satde de e-liquidos,
especialmente os aromatizantes, é importante para
estabelecer a seguranca dos e-cigarros a curto e longo
prazo. Neste estudo, comparamos os efeitos biolégicos
de e-liquidos com sabor (com e sem nicotina) em
iPSC-ECs e descobrimos que alguns aromatizantes
tinham efeitos toxicos sobre a viabilidade e fungdo de
células endoteliais (Ilustracdo Central). O produto com
sabor de canela (Marcado) foi a amostra mais tdxica
testada, produzindo forte citotoxicidade em iPSC-ECs, o
que levou a diminuigdo da sobrevivéncia celular, a res-
postas angiogénicas comprometidas e ao aumento dos

niveis de ERO eatividade da caspase 3/7. Nossos achados
correspondem aos resultados de estudos recentes que
mostram que e-liquidos e aerosséis com sabor de canela
sdo altamente volateis, citotoxicos e genotdxicos para
células embriondrias humanas e células pulmonares de
adultos (8,18). Notadamente, nossos resultados mos-
traram que os efeitos de aromatizantes de e-liquidos em
fendtiposefungdesendoteliais, incluindo citotoxicidade,
nivel de ERO, atividade de caspase 3/7, propriedades
pré-angiogénicas e migracdo, eram mais fortes do que
os da concentragdo de nicotina. Também observamos
efeitos biolégicos semelhantes a aromatizantes de
e-liquidos em iPSC-ECs em um aprimoramento de um
conjunto de genes e em analises de aprimoramento de
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FIGURA 7 Niveis séricos de citocinas em usudrios de e-cigarros ativos e fumantes obtidos antes e depois de fumar
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Concentragdo de IL-6, ICAM-1, MCSF e MCP-1 no soro de quatro usuarios de e-cigarro (A) ou cinco fumantes (B) foram comparados antes (Antes) e 3 h depois de fumar (Depois). Os dados estdo
representados como média + EPM. "p < 0,05 em comparagao a antes de fumar. ICAM = molécula de adesdo intracelular; IL = interleucina; MCP = proteina quimioatraente de monécito; MCSF = fator
estimulador de coldnias de macréfagos.

0G. Identificamos alteragdes na expressdo de genes
envolvidos em multiplas fungdes bioldgicas, incluindo
resposta a substancias téxicas, vesicula ligada a mem-
brana, ligacdo ao fator de crescimento, processo bios-
sintético de pentose e processo de redugdo da oxidagdo
24 h pés-exposicdo ao sabor do e-liquido Marcado com
ou sem nicotina. Algumas dessas categorias funcionais
aprimoradas do nosso estudo também foram destacadas
em estudos relatados anteriormente em um sistema ce-
lular tridimensional priméario de vias aéreas e pulmdes
de camundongos expostos a aerossodis de e-cigarro ou
cigarro convencional respectivamente (19,20).

A nicotina, um dos principais constituintes ativos
na maioria dos produtos para fumar, é metabolizada
em cotinina principalmente pelo figado (21). Embora
tenha sido relatado que a taxa de absorgao de nicotina
e os niveis de nicotina no plasma sdo inferiores no uso
de e-cigarros em comparagio ao cigarro convencional,
ele ainda pode atingir um nivel tardio, mas comparavel
aum cigarro de tabaco (21). Como tragadas intensas (ou
seja, mais tragadas e maior volume por tragada) podem
influenciar o fornecimento de nicotina, aplicamos
um estudo semelhante para usuarios de e-cigarros e
fumantes (uma tragada de 2 s a cada 30 s por 10 min).

Descobrimos que o efeito do uso de e-cigarros sobre
os niveis médios de nicotina no plasma foi semelhante
a fumar um cigarro de tabaco. O pico de concentragdo
de nicotina no plasma para usudrios de e-cigarros e
cigarros convencionais foi observado imediatamente
depois de fumar, o que é consistente com relatos ante-
riores (21,22), indicando que os e-cigarros fornecem
nicotina por meio de rapida absorg¢do pulmonar.

Embora estudos com cigarros convencionais tenham
mostrado que a exposicdo aguda e prolongada ao taba-
gismo aumenta o risco de DCV por meio de aumento do
estresse oxidativo (9,23), inflamacao (9), disfun¢ao en-
dotelial (9,10) e pressdo arterial elevada (24), os estudos
sobre os efeitos da nicotina e dos sabores dos liquidos do
e-cigarro tém sido ainda limitados. No presente estudo,
observamos que marcadores proé-inflamatérios como
IL-6,ICAM-1, fator estimulante de colonias de macréfagos
e proteina-1 quimiotatica de mondcitos estavam elevados
no soro de usuarios de e-cigarros e cigarros convencio-
nais 3 h apds o uso em comparagio ao soro coletado antes
de fumar, enfatizando o perigo de exposi¢do em curto
prazo ao aerossol de e-cigarro in vivo. Esses marcadores
inflamatdrios sdo conhecidos por desempenharem um
papel critico na patogénese da doenga vascular.
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induzidas por humanos para avaliacdo de risco de e-cigarro
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Visdo geral mecanicista na qual o uso de e-cigarro poder causar disfuncdo endotelial aguda. A exposicdo de células endoteliais a aromatizantes de e-cigarros ou soro de usudrios de e-cigarros leva
a disfuncdo endotelial associada ao aumento da apoptose, espécies reativas de oxigénio e inflamacdo. ERO = espécie reativa de oxigénio; ICAM = molécula de adesdo intracelular; IL = interleucina;

MCP = proteina quimioatraente de mondcito; MCSF = fator estimulante de coldnias de macréfagos.
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Também demonstramos que o soro de usuarios de
e-cigarros e cigarros expressou EROs basais elevados
em comparac¢do ando fumantes, o que pode estar ligado
a mediadores inflamatdrios ativados. Os niveis basais
de ERO j4 elevados no soro dos usudrios de e-cigarros
aumentaram rapidamente depois de fumar. As evidén-
cias acumuladas sugerem que as EROs desempenham
um papel importante na angiogénese fisiologica e
patoldgica (9,25). Neste estudo, descobrimos que os
meios condicionados de iPSC-ECs com exposi¢do ao
tratamento de e-liquido promoveu a polarizagdo dos
macréfagos M1 e M2, com uma maior tendéncia de
polarizacdo M1. Esses macréfagos polarizados M1
podem ser, em parte, responsaveis por fortes perfis
pré-inflamatorios, os quais estdo ligados ao aumento
da geracdo de EROs. Isso é consistente com estudos
prévios que demonstram que os macréfagos produzem
altos niveis de ERO, o que também atua em um fenétipo
de macrofagosreguladores de algaderetroalimentagdo
(25,26). No entanto, ainda é preciso se investigar mais
o papel exato da ERO na ativacdo de macréfagos. E
importante ressaltar que nossos dados corroboraram
a validagdo da presencga de ERO no soro dos usuarios
de e-cigarros depois que o uso de e-liquidos com sabor
foi associado a disfung¢do das células endoteliais, como
mostrado pela formacao tubular alterada em iPSC-ECs.
Consistente com este achado, Carnevale et al. (23)
observaram efeitos negativos nos marcadores de es-
tresse oxidativo (isto é, peptideo soltvel derivado de
NOX2 e 8-iso-prostaglandina F2a) e dilatagdo mediada
por fluxo apés um tUnico uso de e-cigarro, fazendo
surgir preocupagdes quanto a segurancga vascular dos
e-cigarros . Os resultados desses estudos corroboram
ainda mais os efeitos prejudiciais do uso de e-cigarros
e do tabagismo no aumento do estresse oxidativo e da
disfuncao endotelial.

Por fim, foi realizada uma caracterizagdo das
respostas leucocitarias em fumantes, uma vez que
tem sido relatado que o tabagismo agudo e cronico
vem acompanhado de uma elevagdo transitéria da
contagem de leucdcitos, o que é considerado um
fator de risco cardiovascular bem estabelecido em
estudos epidemiolégicos (27). Em nosso estudo, ndo
houve diferengas estatisticamente significativas nas
contagens globais de leuc6citos ou subpopulatérias
entre nao fumantes e fumantes de e-cigarros ou de
cigarros convencionais, o que é consistente com
um estudo anterior (28). No entanto, encontramos
uma contagem de PLT significativamente menor em
fumantes em comparac¢io a nao fumantes, o que pode
ocorrer devido a diminuicao da atividade trombopoi-
ética induzida pela nicotina, comumente observada
em fumantes cronicos (29). Independentemente dos
mecanismos subjacentes, essas alteragdes sdo indi-
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cacdes importantes de como o uso do e-cigarro pode
comprometer a imunidade do hospedeiro.

LIMITACOES DO ESTUDO. Apesar de ter muitos
pontos fortes, nosso estudo tem varias limitacdes.
Em primeiro lugar, como estavamos interessados em
avaliar os efeitos diretos desses liquidos na saude
vascular, os resultados de nossa avaliacido in vitro
do aromatizante de e-liquido usando iPSC-ECs foram
restritos a e-liquidos e ndo a aerossois, uma vez nao
havia aquecimento ou combustao envolvidos. Contudo,
adicionamos soro de usudarios de e-cigarros em meios
de cultura de iPSC-ECs para simular a exposicao celular
ao aerossol de e-cigarro que ocorre in vivo, incluindo a
exposicdo a substancias toxicas que sofreram ativagao
ou desativagdo metabdlica. A presenca ou auséncia
de aerossois pode explicar a diferenca observada nos
efeitos da nicotina: a nicotina presente nos e-liquidos
parece ter apenas um pequeno efeito na produgdo de
ERO e nenhum efeito na formagdo tubular, enquanto
o soro coletado de usuarios de e-cigarros e fumantes,
que contém niveis maiores de nicotina, aumentou
significativamente a producdo de ERO e prejudicou a
formacao tubular. Esses efeitos podem ocorrer devido
a falta de combustdo usada em ambientes in vitro, o
que poderia tornar os e-cigarros potencialmente mais
téxicos em comparacdo ao soro coletado de usuarios de
e-cigarros e fumantes que envolvem combustdo. Outro
fator que pode contribuir para as respostas diferen-
ciais é o aumento da complexidade molecular do soro
coletado de pacientes devido aos efeitos sistémicos de
outros tipos de células além das células endoteliais que
podem ser afetadas por e-cigarros ou cigarros. Mais es-
tudos que explorem os quimicos téxicos nos e-liquidos,
e-cigarros aerossoéis e soro em relagdo a fungdo e ci-
totoxicidade endotelial sdo necessarios para entender
melhor o risco potencial de compostos téxicos gerados
pelos produtos de e-cigarro. Em segundo lugar, o
protocolo fixo de tragadas usado em nosso estudo em
um ambiente experimental pode ndo refletir a pratica
real de tragadas do usuario. No entanto, esse protocolo
fixo foi necessario para permitir que compardssemos
diretamente os resultados de forma padronizada entre
diferentes sujeitos em estudos separados. Eimportante
notar que nossos resultados com base em seis sabores
selecionados podem néo ser universalmente aplicaveis
a todos os e-cigarros, dada a grande variedade de
e-liquidos no mercado, cuja composi¢do pode variar
conforme a marca. Em terceiro lugar, o volume rela-
tivamente pequeno e o tamanho amostral dos soros
disponiveis impossibilitaram a realizacdo de ensaios
adicionais, e uma coleta adicional de amostras pode ser
necessaria para extrapolar os achados de nosso estudo
para a populagdo geral de usuarios de e-cigarros.
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CONCLUSOES

Nossos dados demonstraram que os aromatizantes
de e-liquidos selecionados tém efeitos prejudiciais na
viabilidade e fun¢io das células endoteliais, alteragdes
as quais sdo acompanhadas por aumento da atividade
de ERO e caspase 3/7. Também mostramos que o uso
de e-cigarros por si s6 é capaz de aumentar as concen-
tragdes plasmaticas de nicotina comparaveis aos niveis
alcangados com cigarros convencionais, indicando que
os e-cigarros fornecem uma entrega eficaz e mensuravel
de nicotina. Além disso, nossos resultados mostram
uma maior geracdo de ERO, e citocinas inflamatoérias
presentes no soro foram observadas em conjunto com
a disfun¢do endotelial induzida pelo uso agudo de e-
cigarros, como indicado pela formagdo tubular compro-
metida de iPSC-ECs. A medida que o uso de e-cigarros
se torna mais difundido, estudos sobre seus efeitos
sobre a satide se tornam mais urgentes, uma vez que sua
compreensdo poderia trazer mais informacgdes as poli-
ticas e regulamentagdes de satde publica. No entanto,
nossos achados atuais sdo um primeiro passo impor-
tante para preencher essa lacuna, fornecendo insights
mecanicistas sobre como os e-cigarros causam lesdes e
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disfun¢des endoteliais, as quais sdo importantes fatores
de risco para o desenvolvimento de DCV.
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PERSPECTIVAS

COMPETENCIA EM CONHECIMENTO MEDICO.
As iPSC-ECs por humanos expostas aos compostos
no liquido de e-cigarro ou no soro de usuarios de
e-cigarros desenvolvem disfun¢do endotelial as-
sociada a viabilidade diminuida, acimulo de ERO e
propriedades proangiogénicas comprometidas.

PANORAMA TRANSLACIONAL.Como adisfungdo
endotelial frequentemente precede as manifesta-
coes clinicas da doenga, sdo necessarios estudos
clinicos para examinar os efeitos em longo prazo
dos e-cigarros nos desfechos cardiovasculares.
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