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INVESTIGACAO DE POTENCIAL CITOTOXICO E MECANISMOS DE MORTE
CELULAR DE E-LIQUIDOS

Ana Clara Silva Stival!, Thais Rosa Marques?, Artur Christian Garcia da Silva2, Tatyane

Gongalves Hayasaki2, Marize Campos Valadares 2

RESUMO

O cigarro eletronico ¢ um produto de tabaco que desde 2007 estd de forma avassaladora
atingindo mais jovens. O refil desse produto conhecido como e-liquido, possui composicao,
propilenoglicol e ou glicerol, nicotina e flavorizantes, e por meio da bateria acoplada produz os
aerossois que sao inalados. Assim como a OMS, a ANVISA, nio consente com a venda e
importagdo desse produto devido a falta de estudos que comprovem a seguranca para oS
usuarios. O objetivo desse trabalho foi avaliar o produto e-liquido (produto comercial) de dois
sabores, duas marcas e diferentes concentracdes de nicotina, o veiculo (propilenoglicol 70% e
glicerina 30%) e a esséncia de baunilha, que na literatura apresentava-se com toxicidade
importante. Utilizou-se método inovador com a exposicao por meio do Vitrocell® Cloud 12
system no modelo alveolar epitelial 3D em comparacdo com o modelo classico em
monocamada. Para a avaliacao da viabilidade celular utilizou-se o método de redu¢ao do MTT.
Sendo nos ensaios em monocamada o e-liquido de menta com concentragdo de nicotina de 0
mg, 3 mg, 5 mg apresentou Clso de 2,482%, 2,046% e 0,55% respectivamente, enquanto que,
para o e-liquido de baunilha de 0 mg de nicotina obteve-se uma estimativa da concentracdo para
identificacdo do Clso e para o produto de 3 mg de nicotina a concentracao foi de 0,4160%. Para
a esséncia de baunilha definiu-se 5 mg/ mL como CI 50. Ja no modelo alveolar epitelial 3D, a
concentra¢do de 3,54 mg/mL da esséncia de baunilha no modelo 3D reduziu a viabilidade em
30%, enquanto que, o e-liquido e a solu¢do do veiculo (propienoglicol e glicerol) se mostraram
inertes frente a avaliagcdo da viabilidade celular. As alteragdes morfoldgicas evidenciadas pela
coloracdo em H.E mostrou uma inconstancia tecidual, maior numero de camada celular e
descamagdo da camada mais externa para os tecidos tratados com esséncia de baunilha na
concentracao de 3,54 mg/mL. Os resultados encontrados permitem a extrapolacao da a¢ao sobre
a a¢do do produto comercial e seus componentes, entretanto € necessario padronizar o produto.

PALAVRAS-CHAVE: e-liquido; modelo alveolar 3D; A549; flavorizantes; cigarro

eletronico; esséncia de baunilha



INVESTIGATION OF CYTOTOXIC POTENTIAL AND E-LIQUID CELL DEATH
MECHANISMS

Ana Clara Silva Stival', Thais Rosa Marques?, Artur Christian Garcia da Silva2, Tatyane

Gongalves Hayasaki?, Marize Campos Valadares 2

ABSTRACT

The cigarette is a product of tobacco since 2007 overwhelmingly reaching more young people.
The refill this product is e-juice, your composition is propylene glycol and or glycerol, nicotine,
flavoring, that through of battery coupled produces aerosols that are inhaled. As WHO, the
ANVISA, not consent with the sale and import of that product due to the lack of studies that
prove safety for users. The aim of this study was to evaluate the product e-liquid (commercial
product) of two flavors, two brands, and different concentrations of nicotine, propylene glycol
70 and glycerol 30 and flavor of vanilla, which in the literature presented with significant
toxicity. An innovative method was used with exposure through the Vitrocell® Cloud 12
system in the epithelial alveolar model 3D. For the evaluation of cell viability using the MTT
assay. The e-liquid of menthol with nicotine concentration 0 mg, 3 mg, 5 mg the ICso was:
2.482%, 2.046% e 0.55% respectively. While the e-liquid of vanilla with nicotine concentration
0 mg, 3 mg, the IC50 was greater than that tested and 0.4160% respectively and the flavor of
vanilla was 5 mg/ mL. The concentration of 3.54 mg/mL of flavor vanilla was tested on
epithelial alveolar model 3D and reduced 30% of viability. The histological changes observed
by coloring HE, showed a tissue inconstancy, more number greater number of cell layers, and
peeling of the outermost for the tissue treated with the flavor of vanilla in concentration the
3.54 mg/mL. The results founded to allow the amplification of the view on the commercial
products and their components, however, it is necessary to standardize the product.

KEYWORDS: e-liquid, 3D model, flavoring, electronic cigarette, vanilla
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1 INTRODUCAO

1.1 CIGARRO ELETRONICO

Cigarro eletronico ¢ um dispositivo constituido por com refil e atomizador que utiliza
uma bateria para aquecer a mistura disposta no cartucho até a vaporizagdo (FARSALINOS et
al.,2014). Os usuarios desse dispositivo recebem o nome de vapers ou vaporizadores. Também
conhecidos como e-cigarettes, ENDS ou ENNDS (do inglés Eletronic Nicotine Deliveru
Systems and Eletronic Non-Nicotine Delivery Systems) podem parecer um produto inovador,
contudo, o registro da patente do produto foi feito por Helbert A. Gilbert no ano de 1963, na
Pensilvania. J& nos anos 2000, o farmacéutico chinés Hon Lik aperfeigoou-o dispositivo para a
forma como ¢ conhecido hoje (ZHU et al., 2014). O produto possui o objetivo de entregar o
principal ativo: a nicotina. Retirada da folha de tabaco, a nicotina, na forma de aerossol
(GRANA, 2013) tem como intuito substituir o cigarro convencional de tabaco (ZHU et al.,
2014). O mercado digital do produto foi alcangado em 2007, e primeiramente introduzido ao
mercado Norte Americano (ZHU et al., 2014).

A evolugdo do dispositivo passou por trés geragdes, que pode ter sido incentivado pelo
aperfeicoamento das baterias de celular, visto que o melhoramento da tecnologia produziu
baterias mais eficientes e capazes de vaporizar um fluxo do refil (HARTUNG, 2016). A
primeira geragao do dispositivo ndo era recarregavel, sendo, portanto, descartavel. A segunda
geracdo, apresentava bateria recarregavel assim como os cartuchos. Atualmente, os dispositivos
estdo na terceira geracdo, em que o design deixa de ser semelhante ao cigarro convencional.
Outra diferenca, esta na substituicdo do reservatorio para a recarga dos refis assim como na
possibilidade de ajuste de voltagem e poténcia. (HUTZLER et al.,2014; FARSALINOS, 2014;
GIVENS, 2014; GRANA, 2014). O e-liquido ou e-juices, como ¢ conhecida a solugdo de
recarga, ¢ composto por nicotina, propilenoglicol e ou glicerina, podendo ou ndo conter
flavorizantes (HARTUNG, 2016). O propilenoglicol e glicerina, presentes no e-liquido,
apresentam-se como veiculos, com diferentes concentra¢des podendo a proporcionalidade entre
os veiculos ser de: 80:20, 70:30, 55:45 ¢ 40:60 (DAVIS, 2015). Ambos sdo comumente
utilizados na industria alimenticia. Além destes, existem ainda etilenoglicol, MCT
(Triacilglicerol de cadeia média), acetato de vitamina E (VEA), tolueno e 1,3 propanodiol, que

podem ser encontrados nos mais diversos tipos de e-liquidos, sendo a associagdo de
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propilenoglicol 400, MCT e VEA, encontrados em produtos a base de cannabis (PHILIIPS, et
al.,2017; HANH et al., 2014, FDA, 2020).

A nicotina, um dos componentes do e-liquido e do cigarro convencional, ¢ um
alcaloide estimulante do sistema nervoso central, habitualmente encontrada com concentragao
variavel de 0 até 36 mg/mL nos produtos e-liquidos (DUTRA et al., 2016). O mecanismo de
acdo dessa substancia, segundo a Sociedade Beneficente Israelita Brasileira Hospital Albert
Einstein no artigo Alcool e Drogas sem Distor¢do de 2009, esté diretamente ligado ao sistema
de recompensa do sistema mesolimbico dopaminérgico atuando nas vias excitatorias para
liberacdo de dopamina e na via inibitéria do neurotransmissor GABA (4cido gama-
aminobutirico). A acdo sobre a via excitatoria leva a uma sensagdo de prazer, de melhora no
desempenho cognitivo, diminui¢do do apetite e ansiedade, enquanto que, na via gabaérgica, ha
a intensificacdo desse prazer em um refor¢o positivo através de uma memdoria que remete a
sensacdo de prazer (OMS, 2006). O cigarro convencional também apresenta a nicotina como
estimulante, entretanto, esta relacionado diretamente a inimeros casos de cancer devido a
presenca de mais de 2000 substancias e impurezas ja comprovadas pelo processo de combustao
do cigarro convencional (DUTRA et al., 2016).

Os flavorizantes ou flavors, sdao molécula de sabor com aromas que contribuem para
as diferentes composi¢des do e-liquido. De acordo com Services USDoHaH. E-Cigarette Use
Among Youth and Young Adults os flavorizantes apresentam-se em aproximadamente 7.700
diferentes tipos, permitindo combinagdes entre os sabores (Services USDoHaH, 2016) sendo a
sua presenca associada muitas vezes a atratividade do produto, assim como a efetividade sobre
0 mesmo sistema de recompensa que o cigarro convencional desencadeia (ZHU et al., 2014).
Essa a¢do similar sobre o sistema recompensa pode levar a troca do cigarro convencional pelo
cigarro eletronico (CZOLI et al., 2016; TACKETT et al., 2015). A caracteristica de cada flavor
direciona o tipo de consumidor, sendo os sabores que nao remetem ao tabaco mais atraente aos
jovens (CARPENTER et al., 2005; LEWIS et al., 2006). Os adultos possuem a preferéncia pelo
sabor de tabaco, menta e frutados enquanto os jovens os doces que lembram sobremesa, como
a baunilha. A adigdo dos sabores esta relacionada a fase do gosto, na fixacdo do sistema
recompensa. Associado a nicotina, o gosto pode intensificar o vicio pelo sabor e assim, por
consequéncia pelo cigarro (MOREAN et al., 2018, HUANG, et al.,2017). As diversas
combinagdes possiveis, segundo a literatura, ndo apresentam estudos conclusivos com
resultados sobre a toxicidade (SASSANO et al., 2018, HUTZLER et al., 2014), o que torna
questionavel a seguranga do e-liquido assim como dos flavors, fato que estimula a Organizagao

Mundial da Satde (OMS) a ndo indicar a venda e distribuicdo do produto, devido a falta de



16

comprovagdo acerca de seguranga. Em consonancia com os oOrgdos regulamentadores
internacionais, a ANVISA, desde 2009, por meio da RDC N° 46, de 28 de agosto, proibe a
venda, importagdes e propagandas de dispositivos eletronicos com funcionalidade para fumar,
principalmente para aqueles com o intuito de substituicdo dos produtos de tabaco
convencionais, tais como: cigarro, cigarrilha, charuto e cachimbo.

Considerando que os flavorizantes podem ser substincias de origem sintético ou ndo,
utilizados no intuito de modificar, melhorar ou intensificar o aroma e sabor dos produtos de
tabaco a partir 2012, foi estabelecida na RDC N° 14, de 15 de margo, a proibicdo do uso de
aditivo em produtos fumigenos, em que se inclui agucares, adogantes, vitaminas, acidos graxos
essenciais e minerais, aminoacidos, edulcorantes, aromatizantes, flavorizantes e ameliorantes.
A crescente adesdao dos jovens aos novos produtos de tabaco estd relacionada a presenga de
sabor nos cigarros, em que 60% dos usuarios de cigarros eletronicos o utilizam com flavorizante
(AMBROSE et al. 2015; COREY et al 2015). Estimativas indicaram que em 2013, era de
aproximadamente 780.000 consumidores jovens, em sua maioria (SINGH et al. 2016;
AMBROSE et al. 2015). E, apesar do crescente mercado consumidor, a seguranca € os estudos
toxicoldgicos ndo acompanharam o grande avancgo da propaganda e consumismo desse produto
que, muitas vezes, ¢ utilizado como substituinte do cigarro convencional de tabaco
(HARTUNG, 2016). Por falta destes estudos sua venda ndo ¢ proibida somente no Brasil, mas
também em paises como a Australia e Canada (WEEN, 2017).

1.2 O SISTEMA RESPIRATORIO

O sistema respiratorio ¢ dividido em porcao condutora e respiratoria. Dentre as suas
fungdes basicas esta a troca gasosa e além do equilibrio 4cido-bésico, fonacao e metabolismo.
A anatomia do sistema respiratorio contribui com a fisiologia de cada parte do sistema. Assim,
a presenga de pelos, conchas nasais, dicotomia dos bronquios auxiliam na filtracdo do ar e
aquecimento e nas trocas gasosas (SILVA, 2010, p730).

A por¢do condutora alcanga desde as fossas nasais até os bronquiolos e a por¢ao
respiratdria € composta dos bronquiolos até os alvéolos. A func¢do bésica da por¢do inicial do
sistema respiratorio, estd na entrada e saida dos gases, filtracdo, umedecimento e aquecimento
do ar. Tudo isso devido a combinagdo de tecido cartilaginoso, conjuntivo, muscular liso € o

epitélio respiratorio especializado (JUNQUEIRA, 2002, p337). O epitélio predominante na
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porcao condutora desse sistema ¢ ciliado pseudo-estratificado, com glandulas subepiteliais
secretoras de muco (SILVA, 2010 p730).

Como ponto final da porcao respiratdria, os alvéolos sao responsaveis por realizar as
trocas gasosas devido a fina parede aglomeradas em conjuntos parecendo colmeias, com
aberturas laterais e uma delgada camada de epitélio apoiada em tecido conjuntivo ligado aos
capilares sanguineos. O septo alveolar ou parede interalveolar ¢ formado principalmente por
células endoteliais dos capilares e pneumocitos tipo I e tipo II. Sendo assim, o ar alveolar é
separado da rede de capilar pelo citoplasma dos pneumocitos, citoplasma endotelial e a sua
lamina basal. Os pneumocitos do tipo I, ou células pavimentosas, possuem morfologia bastante
delgada com nucleo achatado, presenca de desmossomos e zonulas de oclusdo, também
chamadas de jungdes oclusivas com a fung¢do de barreira para a passagem de liquidos e
permitindo a passagem de gases. Os pneumdcitos tipo I, ou células septais, estdo entre os
pneumdocitos tipo I, formando jun¢des unitivas e desmossomos, apresentando morfologia
arredondada com nucleo grande e vesicular além de apresentar o citoplasma vacuolizado. A
vacuolizacdo do citoplasma dessas células ¢ devido aos corpos multilamelares que contem
fosfolipidios, principalmente dipalmitoilfosfatidilcolina e fosfatidilglicerol, proteinas,
glicosaminoglicanos e os ions célcio. Esses produtos lamelares ddo origem a camada
surfactante. (JUNQUEIRA, 2002, p337, SILVA, 2010 p730-733).

A camada surfactante possui a fun¢do de reduzir a tensdo superficial dos alvéolos,
mantendo a for¢a de inspiragdo minima, assim como, a manuten¢do da funcionalidade dos
alvéolos evitando o colabamento de suas paredes. Os proprios pneumdocitos I e II fazem a
renovacdo do material surfactante assim como os macrofagos alveolares. Essa camada
surfactante ao ser removida e transportada pelos movimentos ciliares e se mistura ao liquido
broncoalveolar, o que ajuda na renovagdo do epitélio (GUYTON, 2011, p92, JUNQUEIRA,
2002, p348).

Dentro da divisdo dos alvéolos, além do epitélio com penumocitos, existe a parte de
poros alveolares e a presenca de macrofagos. Os macrofagos também podem ser chamados de
células de poeira e se distribuem nos septos alveolares e na superficie dos alvéolos. Essas
células possuem a funcao de limpeza, principalmente aquelas que se distribuem na camada
surfactante e produzem substincias broncoconstritores, tais como a histamina (GUYTON,
2011, p497). Substancias como poeira, didéxido de enxofre e agentes de poluicdo atuam
diretamente no tecido pulmonar causando agdes sobre as vias aéreas (JUNQUEIRA, 2002,

p349).
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1.3 DOENCAS RELACIONADAS AO SISTEMA RESPIRATORIO

As substancias, de forma geral, dependendo das suas caracteristicas fisicas, quimicas
e biologica sdao consideradas agentes toxicos. A relacdo entre a concentracao de uma agente
quimico e o seu tempo de interagdo com o organismo resulta em exposi¢do que por sua vez
pode ter caracteristicas toxicas ou ndo. Sendo assim a toxicidade de uma substancia estd
diretamente ligada ao resultado de dano ou morte celular, tecidual ou do organismo (OLGA,
2014). O sistema respiratério € uma das vias de entrada de substancias ao sistema total, devido
a sua alta capacidade de distribuicdo, (CLIPPINGER, et al., 2018). A caracteristica das
particulas pode promover diferentes a¢des de danos em diferentes tecidos. Ao sistema
respiratorio em sua camada superior do sistema, temos algumas ulceragdes e as perfuragdes do
septo nasal, lesdes da cavidade oral, rinossinusopatias alérgicas ou irritativas, rinolitiase,
disfonias, laringites, traqueites e as neoplasias (BAGATIN 2006, DIAS et al., 1995).

As doengas relacionadas as exposi¢des de toxicantes geram um grande nimero de
admissdes hospitalares como crises asmaticas resultado de inflamagdes pulmonares, problemas
neurologicos além de encefalopatia por inalacdo de substancias toxicas com distribuicao
sisttmica (TISSERAND; SYDBOM et al., 2001). De acordo com a Organizacdo Pan-
Americana da Saude (OPAS), em nota informativa de 2018, as doencas pulmonares estavam
entre as 10 principais causas de morte no mundo sendo, a doenga pulmonar obstrutiva cronica
(DPOC) em terceiro lugar, infecgdes das vias respiratdrias inferiores em quarto lugar, cancer
de pulmaio, traqueia e bronquios em sexto e tuberculose em décimo. A analise realizada pelo
boletim traz a comparagdo entre os anos de 2000 e 2016, conferindo a informagdo de que as
infeccdes das vias respiratdrios inferiores sao as mais transmissiveis e letais.

Ademais, estima-se que cerca de 80% dos casos de cancer de pulmdo sdo
consequéncias da inalagdo de tabaco e as substancias associadas (NORDGREN T &
BAILEY, 2016; LATIMER, 2018; SYDBOM et al., 2001). Em uma estimativa, os cigarros, de
forma geral, teriam, em 2020, aproximadamente 7,5 milhdes de usuarios, sendo o causador de
71% das mortes por cancer de pulmao, 42% de doencas cronico respiratorias e 10% de doencas
cardiovasculares (LINE ez al., 2007). Dados dispostos pelo grupo de Hodge et al. 2007, mostrou
que a acdo de extrato de fumaca de cigarro e doencas como DPOC diminuem
consideravelmente a funcionalidade celular dos macréfagos assim como o extrato da fumaca
de e-liquido, como o que foi descrito por Ween, et al, 2017, permitindo que microrganismos

como os responsaveis por doengas como a pneumonia ¢ influenza, permanecam ativos no
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sistema respiratorio e assim ter a instalacdo do quadro da doenca (SUSSAN et al., 2015, WEEN,
et al., 2017). Outro dado disponivel na literatura, sugere que o cigarro eletronico pode
influenciar na expressao de citocinas inflamatorias, aumentando ou diminuindo a sua produgdo

(WEEN, et al., 2017).

1.3.1 EVALI ou lesdao pulmonar associada ao uso de cigarro eletronico

Em 2019, houve relatos do que ficou conhecido por EVALI (e-cigarret use-associated
lung injury) em jovens em média de 35 anos. A doenga apresentou-se em diferentes sintomas
visto que os pacientes manifestaram complicagdes respiratorios, gastrointestinais e cardiacas,
sendo necessario a juncao de fatos para o diagnostico da doenca (MATTHAY, et al., 2019).
Alguns relatos indicam a presenga de THC (tetrahidroxicanabidiol), MCT, VEA, entre outras
substancias. Inicialmente, os danos pulmonares, pneumonia lipoide, pneumonia eosinofilica e
o alto perfil inflamatdrio foram atribuidos a presenca de VEA e THC. Estudos complementares,
entretanto, comprovaram a presenga de outras substancias potencialmente toxicas ao sistema
respiratorio em e-liquidos, sejam eles falsificados ou com grau de produgao (HARTNETT, et
al.,2019, HENRY, 2019, LU, 2020; MATTA, et al., 2020).

A partir de agosto de 2019, o CDC (Centers for diseases Control and Prevention)
orgao responsavel pelo monitoramento de doengas dos Estados Unidos da América, determinou
certas recomendagdes acerca dos cuidados necessarios aos pacientes portadores dessa nova
doenga, seguindo o critério de uma avaliagdo clinica inicial, admissao e tratamento no hospital,
acompanhamento, consideracdes a grupos de risco e agdo clinica e ao publico, descrito no
Severe pulmonary disease associated with using e-cigarette products. Em aten¢ao, o CDC
ainda recomenda que produtos derivados do tabaco, como os cigarros eletronico, ndo devem
ser utilizados por jovens, adultos ou mulheres gravidas. Até outubro do mesmo ano, no distrito
de Columbia, E.U.A, foram reportados 1.299 casos de EVALI, em que 70% eram homens com
média de 24 anos, 80% menores de 35 anos e 15% menores de 18 anos, segundo a publicacdo
Update: Interim Guidance for Health Care Providers Evaluating and Caring for Patients with
Suspected E-cigarette, or Vaping, Product Use Associated Lung Injury.

Em um relato de caso, disposto pelo grupo de Mukhopadhyay, 2020 e colaboradores,
nos oito casos avaliados, houve dano pulmonar, sendo observados pela pneumonia, dano

alveolar difuso, dano na organizag¢ao pulmonar e a combinagao de todos os eventos. De maneira
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especifica, nos casos de danos alveolar difuso na fase aguda, observou-se a formagao de uma
membrana hialina e a expansdo do septo alveolar por meio dos fibroblastos. Também foi
observado um exsudato fibrinoso em diferentes fases de organizagdo na interface externa dos
alvéolos e o perfil de inflamacao crdnica intersticial com linfocitos. Os macréfagos encontrados
no espago alveolar, ndo era a maioria, sendo os CD68 os de maior numero. O citoplasma dessas
células estava com caracteristica espumosa, vacuolado, o que ¢ uma particularidade da
pneumonia lipéide. Depositos lipidicos também foram encontrados e envoltos por células

gigantes e multinucleadas. Sendo todos estes danos associados ao uso de cigarros eletronicos.

1.4 AVALIACAO DA TOXICIDADE PARA O SISTEMA RESPIRATORIO

A avaliagdo da toxicidade para a via respiratoria a testes de toxicidade aguda, que, de
acordo com a Organizacdo para a Cooperacdo Economica e Desenvolvimento (Organization
for Economic Co-operation and Development — OECD), sdo os efeitos gerados pela substancia
exposta pelo periodo entre 4 a 6 horas principalmente (OECD, 2009¢). Essa técnica de avaliagao
utiliza o corpo ou apenas o nariz de roedores exposto a substancia (PRYTHERCH, & BERUBE,
2014a; PARENT, 2015). A partir de 2005, medidas que buscam reduzir o nimero de animais
na pesquisa em testes de toxicidade aguda vem sendo tomadas, buscando métodos alternativos
para fins regulatorios (HAMM et al, 2017; CLIPPINGER et al, 2018a).

A necessidade de novos métodos ¢ baseada nas inumeras diferengas observadas entre
o sistema humano e de roedores podendo ser evidenciadas as fisioldgicas, anatdmicas, forma
de ventilacdo, metabolismo, composi¢cdo dentro do trato respiratorio. Assim, os esfor¢os da
comunidade cientifica estdo voltados para desenvolver métodos que predigam a resposta real
humana frente as diferentes substancias investindo em pesquisas in silico e in vitro
(CLIPPINGER, 2018) assim como avaliar as diferentes vias de possiveis efeitos adversos (da
sigla em inglés AOP- Adverse Outcome Pathway). A complexidade celular observada no
sistema respiratorio humano exige sistemas experimentais que se aproximem similarmente
desse ambiente, assim como a interface ar-liquido (CLIPPINGER et al., 2018a). Modelos que
utilizam a cocultura celular, como células primarias com diferenciacdo, ja foram
comercialmente desenvolvidos. A exemplo tem-se: MucilAir™ ou SmallAir™ (Epithelix),
EpiAirway™ (MatTek Corporation), estes representam tecido nasal, traqueal e bronquico

saudaveis ou com patologias, como asma, rinite € doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC)
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(TOLLSTADIUS, 2019a). A utilizacdo de linhagens de origem pulmonar humana como A549,
BEAS-2B e CALU-3 permitem um refinamento e similaridade aos testes toxicologicos

(GIARD et al., 1973).
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OBJETIVO

OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos de e-liquidos e seus constituintes sobre a linhagem pulmonar A549,

utilizando monocamada e o modelo alveolar 3D com arquitetura tecidual mais mimética ao

tecido respiratorio humano associados a exposi¢do apical e em interface ar-liquido utilizando a

camara Vitrocell®. Considerando a nova forma de exposicao das substancias-teste € o modelo

padronizado que utiliza a linhagem A549, foram propostas diferentes formas para as avaliagdes

dos resultados a exposicao do e-liquido e seus componentes de forma isolada.

2.2

OBJETIVO ESPECIFICO

Avaliar e determinar a citotoxicidade, pela redu¢do do reagente de MTT, de refis de
cigarro eletronico, e-liquido, de diferentes marcas e sabores em monocamada de células
A549 submersa em meio de cultura especifico;

Avaliar e determinar a citotoxicidade de flavorizante, a ser escolhido de acordo com a
literatura, em monocamada de células A549 submersa em meio de cultura especifico;
Reproduzir o modelo alveolar 3D, com células da linhagem A549, cultivadas em
interface ar-liquido;

Avaliar pela redugdo do reagente de MTT, no modelo alveolar 3D reproduzido, o e-
liquido (produto final) e seus constituintes, com exposicao pela cdmara de nebulizacdo
Vitrocell®;

Avaliar histologicamente os danos que poderiam ser causados frente a exposi¢ao das

substancias-teste.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CULTIVO CELULAR

A linhagem escolhida, A549, proveniente do Banco de Células do Rio de Janeiro
(BCRJ) foram mantidas em garrafas de cultivo celular de 75 cm? na densidade de 5x10°
células/cm? em meio HAM-F12 (Sigma-Aldrich™) suplementado com 10% de soro fetal
bovino inativado (Sigma-Aldrich™) e 1% de penicilina e estreptomicina (Gibco™) cultivadas
em estufa imida com atmosfera de 5% de CO2 a 37 °C. Para a desagregagao quimica enzimatica
utilizou-se tripsina/EDTA (0,25%/0,03%) (Sigma-Aldrich™). A manutenc¢do da linhagem era
realizada com o intervalo de um dia obedecendo a confluéncia de 90%. Para a contagem das
células e o monitoramento da viabilidade celular, foi utilizado o contador automatico de células
TC20 (BioRad™) de acordo com protocolo do fabricante. Valores de viabilidade acima de 90%

foram considerados satisfatorios para a realizagao dos ensaios subsequentes.

3.2 PREPARO DAS SUBSTANCIA-TESTE

As amostras escolhidas para os testes foram: e-liquido completo de baunilha e e-
liquido completo de menta, ambos com e sem nicotina, esséncia de baunilha, mistura de
propilenoglicol 70% (Qhemis, Indaiatuba-SP) e glicerina 30% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA).
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3.2.1 E-liquido completo

Os refis de cigarro eletronico, e-liquido, foram adquiridos em uma tabacaria regional
na cidade de Goiania-GO. As amostras des e-liquido foram preparadas imediatamente antes das

exposigoes.

3.2.1.1 E-liquido de menta

O refil de sabor menta foi utilizado em 3 concentragdes diferentes de nicotina, ( Omg,
3mg e 5mg) de mesma marca. As solu¢des foram preparadas solubilizando a substancia teste
em meio de cultura HAM-F12, em uma concentragao final da solu¢do de 50%, para posterior
diluicao seriada, para os testes em monocamada, chegando as concentragdes do e-liquido com
0 mg e 3 mg de nicotina (0,03; 0,08; 0,16; 0,31; 0,63; 1,25; 2,50; 5%) e de 5 mg de nicotina (
1;0,9;0,8; 0,7; 0,6; 0,5; 0,4; 0,3%). Para os testes no modelo alveolar 3D utilizou-se o e-liquido

de 5 mg de nicotina na concentracao de 35% e 25%.

3.2.1.2 E-liquido de baunilha

O refil de sabor baunilha, foi utilizado em 2 concentracdes diferentes de nicotina, ( 0
mg, 3 mg), a concentracdo de 5 mg nao foi encontrada na tabacaria local. As solu¢des foram
prepararas solubilizando a substancia teste em meio de cultura HAM-F12, em uma
concentracdo final da solu¢do de 50%, para posterior diluicdo seriada, para os testes em
monocamada, chegando as concentragdes do e-liquido com 0 mg e 3 mg de nicotina (0,03;

0,08; 0,16; 0,31; 0,63; 1,25; 2,50; 5%).
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3.2.2 Esséncia de baunilha

A esséncia de baunilha foi escolhida a partir do levantamento bibliografico que indicou
que o flavor de baunilha apresentava toxicidade superior. Sendo assim, a referida esséncia foi
adquirida em forma de po e as solugdes para teste foram feitas com a solubilizagdo do p6 em
PBS (Phosphate-Buffered Saline) na concentracdo de 100 mg/mL com posterior dilui¢ao
seriada (10; 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125; 0,156; 0,078 mg) para os testes em monocamada e 50

mg/mL para os testes no modelo alveolar 3D.

3.2.3 Veiculo Propilenoglicol e glicerol

A mistura de propilenoglicol 70% (Qhemis, Indaiatuba-SP) e glicerina 30% (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA), foi preparada inicialmente com PBS (Phosphate-Buffered
Saline) formando uma solugdo idnica, para que concentracdes de 35% e 25% pudessem ser

nebulizadas.

3.3 AVALIACAO DE CITOTOXIDADE EM MONOCAMADA DE CELULAS A549

3.3.1 Método de reducao do sal de tetrazolio (MTT)

Utilizando o ensaio de redugdo do sal brometo de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazélio (MTT) adaptado de Mosmam (1983) avaliou-se a citotoxicidade das
substancias testes em células A549 em monocamada. Para isso, duas placas de 96 pocos de
fundo chato com 5x10° células por pogo foram usadas como experimentos independentes. Apds
24 horas, foram adicionados 100 pL das concentracdes estabelecidas das substancias testes. O
periodo determinado para as exposi¢des foi de 24 horas com as placas mantidas em estufa

umida com 5% de CO2, a 37°C. Decorrido o tempo de exposi¢do estabelecido, a substincia foi
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descartada e a placa incubada com 10 pL. da solugdo de MTT na concentragdo de 5 mg/mL
durante 3 horas. Os sais formados foram solubilizados em 100 pL. de DMSO e a leitura dos
experimentos foram realizados em espectofotometro (Thermo Scientific Multiskan®) a 570
nm. Os valores da média de absorbancia de cada concentragdo foram convertidos em

viabilidade celular considerando o controle como referéncia.

3.4 CONSTRUCAO DO MODELO 3D DE EPITELIO ALVEOLAR

Utilizando-se de insertos com poros de 0,4pum de diametro (Falcon, Tewksbury, MA,
EUA), reproduziu-se o desenvolvimento do epitélio alveolar 3D com células da linhagem A549.
Adicionou-se aos insertos uma matriz de colageno tipo I (BD Biosciences, NJ, EUA). Os
insertos com a matriz de colageno foram dispostos em uma placa de 20 pogos, que continham
meio basal HAM-F12 suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de
estreptomicina/penicilina. Em seguida, as células A549 foram transferidas para o inserto na
quantidade de 5x10° células/inserto. As placas foram mantidas em estufas de cultivo celular em
condi¢cdes controladas de 37 °C e atmosfera imida de 5% de CO,. Decorrido o tempo pré-
determinado de 5 horas para a sedimentacdo e adesdo celular, o meio apical do inserto foi
retirado. A partir de dados da literatura essa reprodug¢do de modelo mantem seu desempenho
satisfatorio por até quatro dias. Considerou-se dia zero como o dia da preparagao do modelo e
o dia dois como o dia para a exposi¢do, sendo as leituras dos testes subsequentes no terceiro
dia, garantindo a reprodu¢do do modelo conforme metodologia escolhida (TOLLSTADIUS et
al.,2019).

3.5 EXPOSICAO DOS MODELOS 3D A AEROSSOIS

Para a exposi¢do dos insertos foi utilizado o equipamento Vitrocell® Cloud, que
promove a nebulizagdo do liquido desejado. Assim, seguindo o protocolo operacional padrao
do equipamento, em fluxo laminar, o mdédulo-base foi ligado para aquecimento até temperatura

de 37°C, anteriormente ajustada. O aparelho, base e topo expositor, foram limpos com alcool
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70% [v/v], o nebulizador deixado em alcool 70% [v/v] por 15 minutos e, em seguida, deixado
para secar em temperatura ambiente. Com os insertos colocados no modulo-base, foram
nebulizados 200 pL das solugdes de e-liquido e mistura correspondentes (veiculos e flavor). A

frequéncia de nebulizagdes foi estabelecida de acordo com o fator de deposi¢ao da camara

3.6 AVALIACAO DO MODELO ALVEOLAR EPITELIAL 3D APOS A EXPOSICAO DA
SUBSTANCIA-TESTE

3.6.1 Avaliacio da viabilidade pela reducio do sal de tetrazolio —- MTT

Para a avaliacdo da viabilidade dos insertos utilizou-se a redu¢do do sal de tetrazolio
(MTT). Apds o tempo adequado de exposicao anteriormente determinado, retirou-se o meio
basal de cada inserto. Colocou-se em cada poco, 600 uL. uma solugdo de meio HAM F12 com
o MTT a 0,5 mg/mL e incubados por 3 horas em condi¢des controladas de 37 °C e atmosfera
timida de 5% de CO,. Em microtubos, com 1 mL de isopropanol, (Dindmica®, Quimica
contemporanea Ltda, SC, BR) os tecidos retirados dos insertos foram colocados sob agitagao
de 30 RPM por 3 horas protegidos da luz. Aliquotas de 200 pL foram transferidas, em triplicata,
para uma placa de 96 pogos de fundo arredondado para leitura em espectrofotometro de placas

(Thermo Scientific Multiskan® Spectrum, Boston, MA, USA) a 570 nm.

3.6.2 Analise morfologica

Os modelos reconstruidos 3D foram fixados em solu¢do de paraformaldeido a 4% (pH
7,4), desidratados, diafanizados e incluidos em Paraplast (Leica Microsystems, Bannockburn,
EUA). Os tecidos incluidos foram cortados em espessura de Sum tranferidos para laminas de
microscopia e corados com Hematoxilina/Eosina. A avaliagdo foi realizada em microscopio

optico (DM 2000, Leica Microsystems, Bannockburn, EUA).
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3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos por meio dos valores de média e desvio padrdao dos
diferentes experimentos. Para os ensaios de citotoxicidade em monocamada, a Clso foi obtida
por regressao nao linear, com transformag¢ao dos valores da concentragdo para logaritimo para
estimativa de em dose-resposta. Os resultados de viabilidade para o modelo alveolar 3D foram
comparados em grupos de controle e tratado. Todas as analises utilizaram o software Graphpad

Prism 8.0.
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DA VIABILIDADE PELA REDUCAO DO SAL DE TETRAZOLIO —
MTT

4.1.1 Monocamada de células A-549 frente a exposi¢do de e-liquido sabor menta e

baunilha

A citotoxidade foi determinada pelo método de redugdo do MTT apos a exposi¢do por
24 horas das células ao e-liquido sabor menta. Foram determinadas oito concentragdes para as
exposicoes sendo que para o e-liquido de concentragdes 0 mg e 3 mg de nicotina 0,03; 0,08;
0,16; 0,31; 0,63; 1,25; 2,50; 5%, para o de concentragao 5 mg de nicotina, 1; 0,9; 0,8; 0,7; 0,6;
0,5; 0,4; 0,3%. Em todas as condicdes testadas constatou-se a diminui¢ao atividade celular em
concentragcdo-dependente, conforme Figura 1. A partir dos dados obtidos, as Clso para os e-

liquidos sem nicotina, 3 mg de nicotina e 5 mg de nicotina foram, respectivamente, 2,482%,

2,046% e 0,55%.

Figura 1: Efeito citotoxico obtidos por MTT, apos o tratamento das células em monocamada, com e-
liquido sabor menta por 24 horas. A) concentracdo de 0 mg de nicotina B) concentracdo de 3 mg de
nicotina e C) concentracdo 5 mg de nicotina
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Seguiu-se 0 mesmo protocolo de exposicdo para o e-liquido sabor baunilha, sendo
assim foram determinadas oito concentragdes utilizadas nas exposi¢des sendo para o e-liquido
com concentragdo de 0 mg e 3 mg de nicotina 0,03; 0,08; 0,16; 0,31; 0,63; 1,25; 2,50; 5%, em

que se constatou a atividade celular concentragdo-dependente, conforme Figura 2. Sendo assim,
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como Clso dessas substancias, pode-se estimar as concentracdes de 0,4160% para concentragao
de 3 mg de nicotina e para concentra¢do de 0 mg de nicotina o Clso foi maior que intervalo de

concentragoes testadas.

Figura 2: Efeito citotoxico obtidos por MTT, apos o tratamento das células em monocamada, com e-

liquido sabor baunilha por 24 horas. A) concentragdo de 0 mg de nicotina B) concentragdo de 3 mg de
nicotina

A) B)
150 1501
= =
3 100 S 1004
3 ‘ﬂ—‘_‘\i/\' 3
o
3 ]
T 504 2 50
2 s
S S
c T Ll 1 c T T 1
0.01 0.1 1 10 0.01 0.1 1 10
Concentracao (%) Concentragao (%)

4.1.2 Monocamada de células A-549 frente a exposicio a esséncia de baunilha

O comportamento da linhagem A549 disposta em monocamada apds da exposi¢ao,
por 24 horas, pela esséncia de baunilha as oito concentragdes definidas 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625;
0,3125; 0,156; 0,078 mg, avaliada pelo ensaio de reducdo do MTT, apresentou atividade
citotoxica concentracdo-dependente, conforme demonstrado na Figura 3, estimando-se a

concentragdo de 5 mg/ mL de esséncia de baunilha como Clso.
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Figura 3: Efeitos citotdxico avaliado por reducdo do MTT apos exposigdo de esséncia de baunilha por
24 horas das células em monocamada de A549
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4.1.3 Modelo alveolar epitelial 3D frente a exposicio do e-liquido e mistura de

propilenoglicol e glicerol

Definiu-se a concentragdo de 25% e 35%, com o intuito de obter a concentracao de
0,06% e 0,168% no pogo apos a nebulizagdo. A viabilidade celular observada em ambos os
experimentos, mostram—se, de acordo com a Figura 4, serem valores consideravelmente
inalteradas. A viabilidade celular, para as substancias testes de propilenoglicol e glicerol (CV)
e e-liquido (EL) respectivamente de: 87,6% e 91,2% para a concentracdo de 25% e 91,6% e
106,5% para a concentracao de 35%. O tempo de deposi¢do da nuvem também foi uma das
variaveis de relevancia para o estudo das substancias. Sendo 20 minutos o tempo necessario
para que toda a nuvem de propilenoglicol e e-liquido na concentragdo de 25% fossem
depositadas na base, enquanto para a concentracdo de 35% o tempo de deposi¢do de toda a

nuvem foi de 2 horas.
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Figura 4: Viabilidade do modelo alveolar 3D frente a exposicao pela Vitrocell® Cloud da solugao de
propilenoglicol e glicerol (CV) e e-liquido (EL). (A) concentragédo de 25% e (B) concentracio de 35%.
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4.1.4 Modelo alveolar epitelial 3D frente a exposicao da esséncia de baunilha

Observou-se o comportamento do modelo alveolar avaliados pela reducdo do MTT
apos a exposi¢ao da esséncia de baunilha, a solugcdo de 50 mg/mL, por 24 horas. Considerando-
se o grau de eficiéncia da maquina de 80%, tem-se em cada poco a concentracido de 8,8%.
Assim, para a solugdo de 50 mg/ml nebulizada 2 vezes tem-se a concentracdo de 3,52 mg de
esséncia de baunilha. A partir dessa concentracdo, notou-se a viabilidade celular reduzida

aproximadamente em 30% conforme visualizado na Figura 5.

Figura 5: Viabilidade do modelo alveolar 3D frente a exposi¢do da esséncia de baunilha pela camara
Vitrocell® Cloud
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4.1.5 Avaliacdo morfologica por histologia com coloracio em HE apos a exposicio do

modelo alveolar epitelial 3D a esséncia de baunilha

De acordo com a viabilidade celular encontrada apos as diferentes exposigdes das
substancias-teste, aquela que apresentou valor consideravel de alteragao foi a esséncia de
baunilha. Para a histologia observou-se algumas diferencas entre o controle e o tratado. O
controle apresentou uma camada mais simples e uniforme, diferentemente do tratado com
esséncia de baunilha a concentracao de 3,52 mg/mL, que exprimiu uma inconstancia tecidual,
maior numero de camadas celulares e descamagao da camada mais externa, efeitos que podem

ser observados na Figura 6 a seguir.

Figura 6: Fotomicrografias do modelo alveolar epitelial 3D, apds a exposigdo de 24 horas dos tecidos a
esséncia de baunilha. Imagens obtidas apds coloragdo dos cortes por Hematoxilina-eosina, sendo
adquiridos em microscopio optico em objetiva de 40x.
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5 DISCUSSAO

O produto e-liquido, foi escolhido para a realizagao de testes toxicoldgicos com a
observacdo dos seus efeitos em células pulmonares alveolares do tipo pneumocitos I em
diferentes organizagdes celulares: monocamada e em estrutura 3D. O produto apresentou em
seu rotulo a estimativa das concentragdes de seus constituintes que sdo: 70% propilenoglicol,
30% glicerina, nicotina e flavorizantes. A priori, estabeleceu-se o uso do e-liquido de sabor
menta em trés concentracdes de nicotina, sendo elas: 0 mg, 3 mg, 5 mg. Pelo método de redugao
do MTT em monocamada submersa e, para este estudo, identificou-se a Clso de 2,482%;
2,046%:; 0,55%, respectivamente. Devido a gama de flavorizantes disponiveis, pelas diversas
combinagdes existentes e pelas marcas com diferentes niveis de qualidades de producao, um e-
liquido de sabor diferente foi avaliado com a hipotese que diferentes flavors e a falta de
procedimentos padronizados pudessem causar algum tipo de dano ou morte celular. O sabor
baunilha foi escolhido devido a sua toxicidade ja relatada na literatura. O e-liquido de baunilha,
produto final, foi testado em duas concentracdes de nicotina, sendo elas de 3 mg ¢ 0 mg
disponiveis no mercado regional de Goidnia. Os valores de Clso foram: 0,4160% para a
concentracdo de 3 mg de nicotina e para a concentragdo de 0 mg de nicotina o Clso estava fora
da faixa de concentragdo avaliada no experimento de MTT.

Os resultados de Clso encontrados para os e-liquidos de menta e baunilha, em
concentracdes de nicotina varidveis, mostraram-se diferentes quando comparados entre si.
Avaliados em mesmas condigdes experimentas, os produtos apresentaram resultados
toxicologicos diferentes, o que pode ser justificado pela dificuldade em padronizacdo da
composi¢ao quimica dos componentes do produto final, pelas diferentes marcas avaliadas,
assim como a presenca de diferentes flavorizantes (CERVELLATI, 2014). De acordo com
estudos do grupo de Bahl et al, 2012 e Cevellati, 2014, a citotoxicidade do produto final e-
liquido, ndo esta relacionada diretamente a presenca ou auséncia de nicotina, assim como a seus
componentes propilenoglicol e glicerol. Sendo assim, a concentracao de flavor na mistura final
seria a possivel causadora dos danos celulares. Com todos os eventos, pode-se supor que a agao
toxica do e-liquido encontrada em monocamada poderia ser resultado dos componentes
flavorizantes. De acordo com Sassano et al, 2018 a concentragao de flavorizantes como
constituintes de e-liquidos possui variagdo de 0,01% a 8% e, dentre a gama de flavorizantes
produzidos e utilizados atualmente, o de baunilha foi o que apresentou maior toxicidade. A
monocamada de A549 submersa indicou Clsp de 5 mg/mL para a exposicdo do flavorizante de

baunilha. Entretanto as avaliagdes realizadas ndo representavam de forma ideal a exposi¢ao das
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células pulmonares ao produto final, e-liquido. Os flavors de forma geral, sdo considerados
seguros para o consumo oral, entretanto a toxicidade para a inalagdo ndo foi testada, sendo
algumas dessas substancias potencialmente téxicas (BEHAR, et al., 2016).

O modelo 3D, com linhagem A549 e a interface ar-liquido, previamente desenvolvido
pelo grupo de pesquisa, permite novas condig¢des para a exposi¢do de um mesmo produto. De
acordo com Tollstadius et al, 2019 o modelo torna mais mimético a forma de exposi¢do do
produto em células alveolares, podendo ser considerada uma forma mais adequada para
avaliacdo de substancias no trato respiratorio. A inovacao quanto a forma de exposicao das
substancias-teste € o modelo alveolar epitelial 3D escolhido permitem a reflexdo de como as
diferentes formas de apresentagdo de uma substancia-teste influencia o comportamento celular,
assim como para o trabalho desenvolvido por Tollstadius et al, 2019 que utilizou o mesmo
sistema de nebulizagao de substancias.

Uma segunda hipotese testada foi a influéncia do veiculo no comportamento toxico
apresentado pelo e-liquido completo. Para isso, foram definidas duas concentragdes de 25% e
35% para duas substancias teste, o e-liquido (produto comercial) e o veiculo (propilenoglicol
70% e glicerina 30%) conforme descrito nos rotulos dos e-liquidos. O sistema de exposi¢dao
usado que mimetiza uma exposic¢ao inalatoria criando uma interface ar-liquido torna relevante
o resultado encontrado para a viabilidade celular do modelo alveolar epitelial 3D que foi de
aproximadamente 90% para ambas as substancias-testes.

A partir desses resultados, pode-se inferir que a presenca do veiculo composto de
propilenoglicol e glicerina nao interfere na viabilidade celular, pelo parametro de morte celular
avaliado. Esse achado se assemelha ou descrito por Sassano et al. (2018), que afirma que a
concentragdo proxima a 1% de propilenoglicol e glicerina nao induz a morte celular. Entretanto
a diferenca entre o tempo de deposicao da nuvem entre o controle, PBS, e as substancias-teste,
inviabiliza esse modelo como ideal de exposi¢do pois nao considera as mesmas condig¢des
experimentais.

O e-liquido, por sua vez apresentou-se quase inerte frente a forma de exposi¢do e a sua
acdo celular, mesmo com diferentes condicdes, diferentemente do que foi encontrado em
experimentos anteriores desenvolvidos pelo grupo de pesquisa e descrito por Sassano et al.
(2018). A acdo toxica do e-liquido encontrada em monocamada previamente poderia ser
resultado dos flavorizantes, visto que, a monocamada de A549 indicou uma Clso de 5 mg/mL
enquanto que para a exposi¢io por Vitrocell® Cloud 12 systems ao modelo alveolar epitelial
3D obteve-se uma redu¢do da viabilidade em 30% para a concentracdo de 3,52 mg/mL da

esséncia de baunilha.
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A diferenca encontrada entre os valores pode ser explicada pelos diferentes métodos
exposicdo e o formato tecidual. As limitagdes descritas em literatura afirmam que ha
interferéncia do meio de cultura no fenotipo celular, sedimentagdo e interacao das particulas e
sua difusdo, sendo o modelo tridimensional complexo de camadas com a interface ar-liquido
aquele que mimetiza em parte o sistema respiratério (AUFDERHEIDE, 2005; RACH et al.,
2014; CLIPPINGER et al., 2018a). A forma de exposi¢do com a formacao de aerossodis pelo
sistema Vitrocell® Cloud 12 system aproxima-se do modelo de exposi¢do inalatoria, de
substancias que podem formam aerossois e se depositam de maneira similar em todas as partes
na interface ar-liquido (WEBER et al., 2013).

No estudo proposto, na concentragdo de 3,52 mg/mL de esséncia de baunilha observa-
se diferencas consideraveis entre o controle e o tratado que exprimiu uma inconstancia tecidual,
maior nimero de camada celular e descamagao da camada mais externa. A complexidade de
um tecido envolve a sua organizacao e a relagdo entre as células vizinhas além da presenca de
jungoes intercelulares que garantem a unidade do tecido (TSUKITA, 2019). Em estudos
desenvolvidos pelo grupo de Tatsuta, ef al., 2019, observou que apos a exposi¢ao ao extrato da
fumaga de cigarro eletronico houve uma ruptura entre alguns tipos de jungdes intercelulares e
o aumento da permeabilidade do tecido epitelial a outras camadas, tendo assim uma
inconstancia no modelo bronquico com interface ar-liquido, o que justificaria a inconstancia
tecidual apresentada nos resultados deste trabalho.

Considerando os resultados encontrados tanto pelo grupo quanto o disposto na
literatura, pode-se inferir que, os estudos que comprovam a seguranca do e-liquido ainda devem
ser melhorados. A presenca camara Vitrocell® Cloud 12 system e do modelo 3D apesar de
inovadores, ainda ndo contemplam todos os parametros influenciadores da exposicdo de e-
liquidos em condigdes normais. Isso visto que o aquecimento pela bateria do dispositivo nao ¢
alcancado pelos métodos aqui aplicados. As diferentes viabilidades celulares encontradas na
exposi¢do em monocamada submersa ¢ no modelo alveolar epitelial 3D, indicam que a
complexidade do modelo reflete uma consideravel influéncia sobre a avaliagdo da agdo
citotoxica de substancias possivelmente inaladas. Assim como a dificuldade em padronizagao
do produto através de suas diferentes marcas e flavors utilizados.

O estudo esta em concordancia com o cendrio que envolve a necessidade de cuidado
com o consumo desse substituinte ao tabaco convencional que, de acordo com a ANVISA, ¢
um produto ilegal (SINGH et al. 2016; AMBROSE et al. 2015) assim como o aprimoramento
de técnicas voltados a avaliacdo pulmonar. Como o que foi concluido pelo estudo de Traboulsi

e colaboradores de fevereiro de 2020, atualmente ndo se consegue afirmar se o uso de cigarros
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eletronicos causa declinio da fun¢do pulmonar, se a fumaga ¢ tdo prejudicial quando a o cigarro
convencional, qual o grupo de risco, sendo necessario a constru¢do de conhecimento s6lido

sobre o produto e sua agao, para que se possa chegar a uma conclusao.
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6 CONCLUSAO

Os testes realizados neste trabalho permitiram uma visdo ampla quanto ao
potencial citotoxico do e-liquido e seus constituintes. Assim como as diferentes formas de
exposic¢ao do produto e modelos de avaliacdo, a avalia¢ao celular permitiu reavaliar a coeréncia
entre a correlacao das formas de exposi¢ao para cada substancia. Sendo possivel concluir que:

e A diferentes marcas e-liquidos, sabores de flavor e a falta de padronizagdo do produto
de podem interferir nos resultados frente a exposigao celular.

e Para a avaliacdo da citotoxicidade por MTT em monocamada de produtos comerciais
de e-liquido nos sabores menta e baunilha obteve-se resultados diferentes. Para o sabor
de menta nas concentracdes de 0 mg, 3 mg e 5 mg de nicotina as concentracdes de Clso
foram: 2,482%, 2,046% e 0,55%. Por sua vez, para o e-liquido de sabor baunilha para
concentra¢do de 3mg de nicotina estimou-se a concentragdo de 0,4160%, enquanto que
para concentragao de 0 mg de nicotina nao foi possivel obter a estimativa pois o Clso
estava fora do intervalo de concentragdes testadas.

e Estabeleceu-se a concentragdo de 5 mg/mL como Clso para a citotoxidade por MTT para
o flavor de baunilha, a partir dos resultados encontrados em monocamada.

e Para as substancias indicadas como veiculos (propilenoglicol e glicerol), a viabilidade
celular avaliada por MTT através das exposi¢des pela cidmara Vitrocell® Cloud 12
system no modelo alveolar 3D, foi aproximadamente de 90%.

e O e-liquido completo, comportou-se inerte frente as exposi¢des pela cAmara Vitrocell®
Cloud 12 system no modelo alveolar 3D avaliados por MTT.

e A viabilidade celular do modelo alveolar 3D foi reduzida em 30% apds a exposicdo ao
flavor de baunilha pela cAmara Vitrocell® Cloud 12 system, avaliado pelo método de
MTT.

e Observou-se no modelo alveolar 3D diferengas na constancia tecidual, assim como o
aumento no numero de células do tecido e uma descamacgdo da camada externa apds a
exposicio ao flavor de baunilha pela cAmara Vitrocell® Cloud 12 system.

e Os modelos e formas de exposicdo podem influenciar diretamente nos resultados
celulares, sendo as metodologias aplicadas como complementares a avaliacdo dos

produtos.
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