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Resumen

Actualmente se ha incrementado la comercializacion de los cigarrillos electrénicos como una
alternativa segura frente al tabaquismo, lo que se asociado con un mayor uso de estos
dispositivos especialmente entre los jovenes y fumadores que estan interesados en cesar el
consumo del cigarrillo convencional. Dado el incremento del uso de este tipo de productos,
existe la necesidad de determinar las consecuencias que tiene el uso de cigarrillos electrénicos
en la salud humana, especialmente porque muchos de los compuestos contenidos en el aerosol
y liquido de este tipo de dispositivos tienen un alto potencial genotdxico y las concentraciones
de exposicion a estos compuestos, normalmente exceden los limites establecidos como
seguros. Este trabajo tiene por objetivo evaluar los niveles de genotoxicidad y los patrones de
metilacion del ADN asociados a la exposicion a Cigarrillo Electronico. En este proyecto se
analizaron 72 muestras de sangre periférica provenientes de una poblacion de vapeadores
(n=32) , controles (n=32) y fumadores (n=8), en las cuales se determinaron las frecuencias de
genotoxicidad por medio del ensayo de micronucleos con bloqueo de la citocinesis (CBMN).
Para determinar el estado de metilacion global, se evaluaron los patrones de metilacion de los
elementos repetitivos LINE-1 mediante la prueba cuantitativa especifica de metilacion (qMSP)
y RT-gPCR. Adicionalmente, se establecieron asociaciones entre las variables demograficas,
de consumo y el biomarcador sérico de cotinina con los porcentajes de genotoxicidad y
cambios en la metilacion del ADN. Aqui demostramos que existe un aumento en los niveles
de genotoxicidad asociados con el uso de los dispositivos electronicos y que producto de la
exposicion al aerosol de los cigarrillos electrénicos se generan alteraciones epigenéticas
importantes, especialmente aquellas relacionadas con la perdida de metilacion de los elementos
LINE-1.

Este trabajo destaca la importancia de estudiar el impacto biologico del vapeo y proporciona
evidencia cientifica que demuestra que estos dispositivos no son del todo inocuos y que pese a

su diversidad de caracteristicas presentan potenciales riesgos para la salud.

Palabras clave: Cigarrillos electronicos, Vapeo, Micronucleos, Genotoxicidad, Metilacion
del ADN, LINE-1



Abstract

Currently, the marketing of electronic cigarettes as a safe alternative to smoking has increased,
which associates with a use increase of these devices, especially among young people and
smokers who are interested in consumption cessation of conventional cigarettes. Given the
increased use of this type of product, there is a need to determine the consequences of electronic
cigarettes on human health, especially since many of the compounds contained in the aerosol
and liquid of these devices have a high genotoxic potential and even the exposure
concentrations to these compounds typically exceed established safe limits. The aim of this
work is to evaluate the levels of genotoxicity and the patterns of DNA methylation associated
with exposure to electronic cigarettes. In this project, 72 peripheral blood samples from a
population of vapers (n=32), controls (n=32) and smokers (n=8) were analyzed, in which the
frequencies of micronuclei (MN) and genotoxicity were determined, methylation patterns of
LINE-1 repetitive elements were evaluated by Quantitative Methylation-Specific PCR (QMSP)
and RT-gPCR to determine the global methylation status. Additionally, associations were
established between demographic variables, consumption, and the serum biomarker of cotinine
with the percentages of genotoxicity and changes in the level of methylation. Here we
demonstrate that there is an increase in the levels of genotoxicity associated with the use of
electronic cigarettes and that important epigenetic alterations are generated due to electronic
cigarettes aerosol exposure, especially those related to the loss of methylation of the LINE-1-

elements.

This work highlights the importance of assess the biological impact of vaping and provides
scientific evidence that shows that these devices are not entirely innocuous and that despite
their diversity of characteristics they might represent health risks.

Keywords: Electronic cigarettes, Vaping, Micronuclei, Genotoxicity, DNA methylation,
LINE-1
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1. Introduccion
Actualmente se ha demostrado que fumar tabaco es un factor de riesgo importante para la salud

humana, especialmente, porque su consumo se ha relacionado con el desarrollo de
enfermedades cronicas respiratorias, problemas cardiovasculares y cancer. EI consumo de
tabaco es una emergencia a nivel de salud puablica y por lo tanto existe una necesidad
apremiante de contar con nuevas alternativas para abordar este problema. Con base de un
enfoque de reduccion de dafios, en el que se ha priorizado minimizar al méximo los efectos
nocivos de fumar, los cigarrillos electronicos fueron vistos como una posible alternativa frente

a los cigarrillos convencionales (1,2).

La version moderna de los cigarrillos electronicos fue presentada por Hon Link en el 2003, y
desde entonces se ha convertido en una nueva industria en el mercado mundial (3). La
popularidad de los cigarrillos electrénicos ha crecido con rapidez especialmente dentro de la
poblacién joven, en la que existe la connotacion cultural de que estos dispositivos son una

alternativa inocua frente a los cigarrillos de tabaco.

Los cigarrillos electronicos se definen como un conjunto de dispositivos que producen aerosol
a partir del calentamiento de un liquido que normalmente contiene solventes, saborizantes o
nicotina (4). Como componentes de estos dispositivos, se han descrito aproximadamente 87
compuestos quimicos en el liquido, cartuchos precargados y aerosol, dentro de los que se
incluyen a la nicotina (sustancia toxica altamente adictiva), propilenglicol, glicerol, aldehidos,
metales, compuestos organicos volatiles, compuestos fenolicos y diferentes saborizantes (5).
A pesar de que se ha evaluado la seguridad de muchos de los componentes como los
saborizantes en la industria alimentaria, sus efectos cuando ingresan al torrente sanguineo a
través de las vias respiratorias son menos conocidos, lo mismo ocurre con los efectos tras
inhalar solventes como el propilenglicol y el glicerol en forma de aerosol (6). Otra de las
preocupaciones radica en cuanto a los productos secundarios generados tras el calentamiento
a altas temperaturas de estos compuestos, ya que pueden resultar en sustancias potencialmente

toxicas e irritantes (5).

Evaluar los efectos de las exposiciones ambientales en la salud humana es un objetivo
importante en la investigacion basica y clinica (7). La exposicion a diferentes sustancias
toxicas generan multiples alteraciones cromosémicas y dafios en el ADN (8). Sin embargo,

existe evidencia cientifica que propone que la influencia del medio ambiente va mas alla de la
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interaccion con la secuencia del ADN. Las modificaciones epigenéticas por su parte,
proporcionan un vinculo entre el medio ambiente y las alteraciones en la expresion genica que
podrian conducir a fenotipos de enfermedades (9). EI efecto del tabaquismo sobre el
epigenoma estad ampliamente descrito en humanos y se ha asociado primordialmente con la

reduccién en la metilacion global del ADN (10).

Pese a que los dispositivos electronicos contienen cantidades limitadas de los componentes de
los cigarrillos convencionales, el aerosol inhalado puede ser perjudicial para la salud de los
usuarios. Diferentes estudios en modelos animales y de lineas celulares sugieren que estos
dispositivos generan alteracion del transcriptoma y aumentan la probabilidad de desarrollar
enfermedades respiratorias cronicas similares a las de los cigarrillos de tabaco (1,5).

A la fecha, se tiene muy poco conocimiento respecto a la relacion del uso de los Cigarrillos
electrénicos y el impacto genético y epigenético que estos puedan tener. Por tal motivo, el
objetivo de este trabajo fue evaluar los niveles de genotoxicidad y los patrones de metilacion

del ADN asociados a la exposicion a Cigarrillo Electronico.

2. Justificacion y planteamiento del problema

Durante la ltima década, se ha incrementado la comercializacion de los cigarrillos electronicos
como una alternativa “segura” frente al tabaquismo, lo que se asocia con un mayor uso de estos
dispositivos especialmente entre los jovenes y fumadores que estan interesados en cesar el
consumo del cigarrillo convencional (11). Estos dispositivos electrénicos, se definen como
dispositivos generadores de aerosoles a partir de soluciones liquidas que pueden ser altamente
variables y poco estandarizadas en su composicion. Adicionalmente, estos dispositivos
cambian sus caracteristicas de acuerdo con la marca comercial. En 2014, se identificaron més
de 460 marcas de cigarrillos electronicos. Los dispositivos pueden ir desde sistemas cerrados
similares a los cigarrillos convencionales, hasta cigarrillos electronicos de generacidn avanzada

como dispositivos recargables similares a boligrafos, con tanques, cartuchos y mods (12).

Junto con la creciente popularidad de estos dispositivos, el uso de los cigarrillos electrénicos
ha sido muy debatido, la principal controversia parte de la premisa de que los cigarrillos
electronicos pueden servir como una terapia de reemplazo, ya que al realizar un balance de
riesgo-beneficio los cigarrillos electronicos pueden ser una opcion efectiva para poder
abandonar el habito de fumar; ademas, que estos dispositivos electronicos contienen niveles

mas bajos de agentes toxicos en comparacion con los presentes durante la combustién del
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tabaco(12). Si bien el vapor del cigarrillo electronico tiene menos componentes peligrosos que
el humo del cigarrillo, no es totalmente benigno. A pesar de esto, los jévenes asumen que estos
dispositivos son inocuos y no generan dafio, lo que incrementa probabilidad de incursionar y
posteriormente llevar al abuso de los dispositivos en esta poblacion (12). Lo que resulta
realmente preocupante, es que cada vez mas los cigarrillos electrénicos son utilizados sin que

se conozcan del todo sus efectos en la salud humana.

Las cifras de la Encuesta Nacional de Tabaquismo en Jovenes (ENTJ) y del Ill Estudio
Epidemioldgico Andino sobre Consumo de Drogas en la Poblacion Universitaria reflejan el
consumo preocupante de los cigarrillos electronicos, la prevalencia de uso de alguna vez en la
vida de cigarrillos electronicos entre los universitarios fue del 16,1% para paises como
Colombia. Por otra parte, el mismo informe report6 que el consumo de cigarrillo convencional
entre los jovenes es el mismo del cigarrillo electrénico, con un 9% de prevalencia (13). Esta
alerta debe ser tomada en serio, considerando las implicaciones en el desarrollo de la salud

fisica, cognitiva y conductual de esta poblacion.

Los cigarrillos electronicos han sido el producto de tabaco mas utilizado por los jovenes en los
Estados Unidos (14). Entre los estudiantes de secundaria, el uso de los cigarrillos electrénicos
aumentd de 220,000 estudiantes en 2011 a 3,05 millones de estudiantes en 2018 (15) Segln la
Organizacién Mundial de la Salud, cada vez mas hay pruebas de que el uso de estos dispositivos
podria causar dafio pulmonar (16). El 17 de septiembre de 2019, los Centros para el Control y
la Prevencién de Enfermedades de los Estados Unidos (CDC) activaron una investigacién de
emergencia sobre los vinculos entre los cigarrillos electronicos y vaporizadores y las lesiones
y muertes pulmonares. Para el 10 de diciembre de 2019, Estado Unidos notifico méas de 2409

casos de pacientes hospitalizados y 52 muertes confirmadas (17,18).

En la actualidad, existe poca evidencia experimental que demuestre el impacto bioldgico del
uso de los cigarrillos electrénicos, sin embargo, se puede predecir un impacto importante a
partir de los antecedentes reportados para la exposicion a tabaco (19). A nivel gendmico se ha
determinado que la exposicion al humo de cigarrillo convencional, solventes organicos y
toxicos generan alteraciones citogenéticas (20). Se ha descrito que el habito del tabaquismo
tiene efectos duraderos en la metilacion del ADN, especialmente muchos de estos estudios
muestran niveles de hipometilacién en fumadores comparados con sujetos no fumadores (21).
Estos antecedentes permitieron plantear la pregunta de investigacion: ¢Cuales son los efectos

geneticos y epigenéticos asociados al uso de los cigarrillos electronicos?
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Identificar si producto de la exposicion al aerosol de los dispositivos electronicos se generan
cambios tanto en la metilacion del ADN y se incrementa la frecuencia de dafios a nivel del
material genético, podria representar un hito importante en la evaluacién y prevencion de
riesgos del uso de estos dispositivos. La ejecucion de este trabajo puede aportar informacion
importante del impacto de la préctica de vapear a nivel genético y epigenético en poblacién
colombiana. Ademas, de aportar al nuevo conocimiento en este campo, este trabajo constituiria
una prueba cientifica que puede ser incluso socializada para crear concientizacion respecto al
uso, regulacion y estandarizacion de estos dispositivos.

3. Marco Tedrico.

3.1 Cigarrillos electronicos

Los cigarrillos electronicos (CE) reinen a un diverso grupo de dispositivos que se caracterizan
por producir un aerosol tras el calentamiento de un liquido que habitualmente contiene
solventes, saborizantes que pueden contener o no nicotina y otros aditivos para ser inhalados
por el usuario. Los cigarrillos electrénicos a diferencia de los cigarrillos convencionales, no
contienen tabaco, no generan humo y no dependen de la combustion para funcionar (4). Estos

dispositivos electronicos pueden recibir diversos nombres como: “e-cigarettes” “e-cigs”

99 ¢ 2 ¢¢

“narguiles electronicos” “e-hookahs” “mods” “plumas de vapor” “vapeadores” “sistemas de
tanque” “Sistemas electronicos de administracion de nicotina (SEAN) o sin nicotina (SSSC)”
(22). Pese a la variedad de presentaciones, disefio y complejidad, los cigarrillos electrénicos
poseen tres componentes principales: una bateria o fuente de alimentacion, un elemento

calefactor y un cartucho o sistema de depoésito para contener el liquido (23).

Los cigarrillos electrénicos se clasifican cominmente en cuatro generaciones, la primera de
ellas corresponde a dispositivos similares a los cigarrillos convencionales, que se caracterizan
por ser desechables y presentar baterias de baja tensién. La segunda generacion, incluye
dispositivos con baterias recargables de alta capacidad y tanques separados del sistema. La
tercera generacion corresponde a los dispositivos denominados como tipo “mods” o
modificables, permitiéndole al usuario personalizar aspectos como la temperatura y el voltaje.
Finalmente, los dispositivos de cuarta generacion que incluyen a los llamados “Pod mods” que

corresponden a un cartucho precargado o recargable (5).

3.1.1 Componentes quimicos del aerosol y liquido de los cigarrillos electronicos
Los estudios cuantitativos y cualitativos han identificado en promedio 87 (60-113) compuestos
quimicos en los cartuchos, liquidos y aerosol de los cigarrillos electronicos (5,6). Los

principales compuestos incluyen a la nicotina, algunos solventes, nitrosaminas especificas del
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tabaco (NAET), aldehidos, metales, compuestos organicos volatiles (COV), compuestos
fenolicos, hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), saborizantes y alcaloides menores del
tabaco (5).

El liquido de los cigarrillos electrénicos estd conformado principalmente por humectantes o
solventes, siendo el propilenglicol (PG) y el glicerol los mas utilizados. EI PG es implementado
por la industria quimica, alimentaria y farmacéutica para mantener la humedad en ciertos
medicamentos, cosméticos y alimentos o como solvente para colorantes y saborizantes (6). De
la misma forma, el glicerol se utiliza en productos alimenticios, suplementos nutricionales,
productos farmacéuticos y productos de cuidado personal. Tanto el PG como el glicerol fueron
clasificados como generalmente reconocidos como seguros (GRAS) por la Administracion de
Alimentos y Medicamentos (FDA) (24). Sin embargo, las sustancias GRAS son seguras para
la ingestion o preparaciones topicas, pero no necesariamente para otras vias de administracion
como la inhalacién. Inclusive, se ha descrito que estos solventes sufren un proceso de
descomposicion parcial cuando entran en contacto con la bobina de calentamiento del
atomizador de los cigarrillos electronicos y producen compuestos volatiles como el

formaldehido, acetaldehido y la acroleina (25).

Otros de los componentes particulares de estos liquidos corresponden a los saborizantes,
especialmente, porque para los consumidores resulta mas atrayente su uso y se considera como
una de las razones principales para emplear cigarrillos electronicos (26). Actualmente, se
conocen mas de 7000 saborizantes comercializados para estos dispositivos, muchos de los
cuales se generan a partir de compuestos quimicos como alcoholes, &cidos, ésteres, lactonas,
aldehidos, cetonas, heterociclos y mercaptanos (5,27). Productos quimicos como el diacetilo,
la 2,3-pentanediona y la acetoina se utilizan en la fabricacidn de saborizantes a mantequilla,
caramelo, pifia colada y fresa, muchos de estos se implementan cominmente en los cartuchos
y liquidos de cigarrillos electronicos. El uso de estos saborizantes tomo relevancia cuando se
asociaron con alteraciones de las vias respiratorias en trabajadores de plantas de fabricacién de
palomitas de maiz para microondas, los cuales al inhalar estos compuestos desarrollaron
enfermedades como bronquitis, asma y bronquiolitis obliterante o también denominada

"Popcorn lung” (28).

El cinamaldehido es el principal quimico usado para saborizantes de canela, dulces y frutales.
Algunas investigaciones, han asociado al cinamaldehido presente en los liquidos y aerosoles

de recarga de los cigarrillos electronicos con alteraciones en la homeostasis de modelos de
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lineas celulares pulmonares, revelando efectos tanto citotoxicos como genotoxicos (5,29). El
benzaldehido, que da un sabor frutal a cereza, es un aldehido aromatico utilizado en alimentos
y cosmeéticos, que puede estar presente en el 75% de los liquidos de los cigarrillos electronicos
con este sabor (30). Investigaciones asociadas a la exposicion ocupacional al benzaldehido,
han demostrado que este compuesto genera irritacion en 0jos y membranas mucosas de las
vias respiratorias (31). Los sacaridos que se utilizan para crear los sabores dulces han
demostrado que al calentarse producen compuestos secundarios como furanos y aldehidos (32).
En general, muchos de los compuestos quimicos que son dafiinos para la salud son generados
durante el proceso de aerosolizacion. Ademas, se han caracterizado 18 compuestos adicionales

en aerosol que no se observan en el liquido de estos dispositivos (5,6,33).

Otros estudios han encontrado metales como niquel (Ni) y cromo (Cr) en el aerosol y liquido
de los cigarrillos electronicos (5,6). El origen de estos metales se vincula con la estructura y
algunas partes especificas de los dispositivos. Por lo general, una bobina metélica (aleacion de
Ni-Cr) se calienta a altas temperaturas para que el liquido sea aerosolizado. Recientemente se
ha demostrado que las concentraciones de estos metales en el aerosol y liquido aumentan
después de que los metales son transferidos al entrar en contacto con la bobina e incluso se han
identificado biomarcadores de estos metales en muestras de orina y saliva de los usuarios de
estos dispositivos (34). La exposicién a este tipo de metales a través del uso de los cigarrillos
electrénicos es relevante ya que estos compuestos pueden causar efectos en la salud,

principalmente porgue son considerados como agentes toxicos y cancerigenos (35,36).

La mayoria de estos dispositivos cuenta con una concentracion de nicotina variable, de acuerdo
con las caracteristicas especificas del fabricante. En los cigarrillos electrénicos, la nicotina se
libera del liquido en particulas de aerosol o se volatiliza a nicotina en fase gaseosa, que luego
es inhalada por los usuarios. La nicotina es un alcaloide producto del tabaco, que corresponde
a una molécula de amina terciaria que tiene anillos de pirrolidina y piridina. Esta se une
selectivamente a los receptores nicotinicos-colinérgicos presentes en el cerebro, uniones
neuromusculares, médula suprarrenal y ganglios (37). Este compuesto se difunde a través de
los pulmones hacia la circulacion y finalmente va al cerebro, asi pues, la (S)-nicotina (la forma
predominante de la nicotina) va al centro de recompensa en el sistema limbico y tiene un efecto
estimulante en la corteza, liberando dopamina en la corteza frontal, el &rea mesolimbica y el
cuerpo estriado; lo que se correlaciona con una sensacion y experiencia placentera para los
usuarios y confiere el caracter de altamente adictiva (20) Los efectos de la nicotina en la salud

estan ampliamente descritos, especialmente como producto de la inhalacion a través del humo
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de cigarrillos convencionales y se relacionan con enfermedades cardiovasculares y cancer en
los fumadores (6,38). Sin embargo, ain se desconocen muchos de los efectos especificos que
pueda tener en la salud cuando se administra en forma de aerosol en comparacion con un

componente del humo quemado.

Como se ha evidenciado, aunque el principal alcaloide que se encuentra en la mayoria de los
liquidos y aerosoles de los cigarrillos electronicos es la nicotina, se han identificado varios
alcaloides menores del tabaco que incluyen: nornicotina, anatabina, anabasina, cotinina, la
oxido-N-nicotina, miosmina, B-nicotirina y B-nornicotirina. Estos alcaloides menores pueden
estar asociados con impurezas durante algunos procesos biosintéticos o por oxidacion durante

el procesamiento del tabaco (39).

Eventualmente, la mayoria de los cigarrillos electrénicos, emiten un gran nimero de sustancias
potencialmente toxicas que pueden causar dafio y representar un alto riesgo para la salud. Es
importante destacar que, debido a las diferencias en la fabricacion, caracteristicas especificas
de los productos y factores modificables como el voltaje y la temperatura, se genera una alta
variabilidad de sustancias y concentraciones de estas, tanto en el liquido como en el aerosol de

estos dispositivos.
3.1.2 Panorama mundial y nacional del uso de los cigarrillos electronicos

Los cigarrillos electronicos han sido el producto de tabaco mas utilizado por los jovenes en los
Estados Unidos desde el 2014. Entre los estudiantes de secundaria, el uso de los cigarrillos
electronicos aumenté de 1,5% (220,000 estudiantes) en 2011 a 20,8% (3,05 millones de
estudiantes) en 2018 (15). Por el contrario, para la poblacion adulta en 2017, se informé que
2,8% de los adultos estadounidenses reportaron ser usuarios de estos dispositivos.
Adicionalmente, se establecio que el 29,8% de esta poblacién habian sido fumadores de
cigarrillos regulares, 58,8% eran fumadores de cigarrillos convencionales y el 11,4% nunca
habian sido fumadores de cigarrillos regulares (40). La poblaciéon adulta mayor de 45 afios
pertenecia a fumadores o exfumadores de cigarrillos convencionales de tabaco, y por el
contrario la poblacién joven de 18 a 24 afios reportaba nunca haber sido fumadores de cigarrillo
convencional. Estos datos soportan la premisa de que la poblacion adulta incursiona en el uso
de estos dispositivos electrdnicos para tener una alternativa de reemplazo con el fin de dejar de
fumar y por contrario la poblacion joven en su mayoria presenta diversas razones de uso como:
porque un amigo o familiar lo uso, la variedad de sabores disponibles, la falsa percepcion de

seguridad frente a los cigarrillos de tabaco y curiosidad por los dispositivos (40).
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Las cifras del I1l Estudio Epidemiologico Andino sobre Consumo de Drogas en la Poblacion
Universitaria, también mostraron un consumo preocupante de los cigarrillos electronicos en
poblacion escolar y universitaria. La prevalencia de uso de los cigarrillos electronicos entre los
universitarios de los cuatro paises andinos fue de 27,4% en Ecuador, 16,1% (~1.568 usuarios)
en Colombia, 12,8% en Bolivia y 12,5% en Perd. En Colombia, el 16,6% de los estudiantes
han usado cigarrillos electronicos alguna vez en la vida, de los cuales la mayoria son hombres.
La prevalencia es de 19,6 entre aquellos que tienen 18 afios 0 menos, seguida por 19% en el
grupo etario de 19 a 20 afios. Finalmente, la menor prevalencia de consumo de cigarrillos
electronicos se registra entre los universitarios del grupo etario de 25 afios y mas, con 9,5%.
(13).

3.1.3 Politicas asociadas a la regulacion del uso de los cigarrillos electronicos.
Alrededor de la regulacion del uso de los dispositivos electronicos, la FDA, que es la entidad
encargada de la regulacién de los productos que contienen tabaco y nicotina, emitié una
propuesta para incluir a los cigarrillos electronicos bajo la ley de Prevencion del Tabaquismo
Familiar y Control del Tabaco, en el que se consideraron aspectos como la diversidad de
ingredientes, las caracteristicas del producto y los riesgos para la salud, asi como su atractivo
para los menores y los no usuarios de cigarrillo convencional (41). La FDA también prohibe el
acceso de este tipo de dispositivos a menores edad. Actualmente, debido a que alrededor de
este tipo de dispositivos se utiliza una terminologia diversa y no estandarizada, sus
componentes son altamente divergentes y su uso varia dependiendo de las preferencias del
usuario. Esta falta de estandarizacion presenta un desafio para la vigilancia y control de estos
productos (42).

3.1.4 Lesion pulmonar asociada al cigarrillo electrénico (EVALLI)

Desde la introduccion en el mercado de estos dispositivos, se ha postulado que la inhalacién
de particulas y compuestos quimicos producidos por el proceso de aerosolizacién de los
cigarrillos electronicos podrian afectar directamente la funciéon pulmonar. En 2019, el
departamento de Salud publica de Illinois y el Departamento de servicios de salud de
Wisconsin emprendieron una investigacion tras recibir informes de 142 casos de lesiones
pulmonares que ocurrieron asociadas al uso de los cigarrillos electronicos, producto de esta
colaboracion se denomino a estas presentaciones clinicas como “EVALI” (43). Estas lesiones
pulmonares agudas, pueden tener diferentes hallazgos patoldgicos que incluyen: neumonia
organizada fibrinosa aguda y dafio alveolar difuso (DAD). Las diferentes presentaciones

clinicas pueden ir desde una neumonia eosinofilica aguda, neumonia lipoidea y enfermedad
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intersticial con bronquiolitis; estas diferencias en la presentacion clinica pueden variar de
acuerdo con si los usuarios presentaban una enfermedad pulmonar subyacente, la respuesta
inmune del huésped y el tipo de material o compuesto inhalado (17,43). Durante el 2019, se
reportaron un total de 2051 casos de EVALI y 39 muertes en los Estados Unidos (17).

3.2 Genotoxicidad

La genotoxicidad es un término utilizado en genética para describir la capacidad de una
sustancia quimica de ocasionar dafios sobre el material genético (ADN, ARN), afectando asi
la integridad celular (44). Todas las sustancias quimicas que causan dafios en la secuencia de
ADN o la estructura cromosdmica y que conducen a mutaciones se describen como
genotoxicas. Este dafio en el ADN puede ser directo o indirecto en forma de roturas de una o
dos hebras, pérdida de la reparacion por escision de bases, entrecruzamiento, sitios labiles a los

alcalis, mutaciones puntuales y aberraciones cromosomicas numeéricas y estructurales (45).

El dafio del material genético de las células sométicas induce la patogénesis de enfermedades
cronico-degenerativas, como el cancer, la arterosclerosis y las enfermedades del corazén, que
son las principales causas de muerte en la poblacion humana (46). Por otra parte, el dafio
genético de las células germinales puede conducir a mutaciones hereditarias potencialmente

relacionadas con defectos congénitos (45).

3.2.1 Mecanismos de genotoxicidad

El dafio al material genético es causado por las interacciones de la sustancia genotdxica con la
estructura y secuencia del ADN. Estas sustancias genotoxicas interactian en una ubicacion
especifica o secuencia de bases de la estructura del ADN y causan lesiones, roturas, fusiones,
deleciones, mala segregacion o falta de disyuncion que conducen a dafios y mutaciones (45).
Dentro de los agentes genotoxicos mas comunes, se encuentran las especies electrofilicas que
forman aductos covalentes al ADN, radiaciones ultravioleta e ionizantes, analogos de
nucleodsidos, inhibidores de la topoisomerasa, inhibidores de la sintesis de proteinas y las
especies reactivas de oxigeno (EROs) (45). Estas Gltimas causan estrés oxidativo, que altera la
proliferacion celular, el metabolismo y en consecuencia se ha consolidado su asociacion con
una amplia variedad de enfermedades; las EROs son genotdxicas por naturaleza dado que
causan lesiones oxidativas con alta capacidad mutagénica, siendo la 8-hidroxideoxiguanosina
(8-OHdG) la més abundante en el ADN (45).

En diversos estudios se ha demostrado que los usuarios de cigarrillos electronicos pueden estar

expuestos a EROs, principalmente provenientes del elemento calefactor del cigarrillo
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electronico, el aerosol de los dispositivos y la bateria compuesta de iones de litio (6,47). Por lo
cual, el consumo podria asociarse con un riesgo de genotoxicidad, sin embargo, a la fecha se
requieren de mas estudios y evidencias que permitan estimar de manera concreta las

propiedades genotdxicas del cigarrillo electronico.

3.2.2 Ensayo de Micronucleos
El ensayo citogenético para la identificacion de microndcleos, es una técnica reconocida para

evaluar los niveles de dafio en el ADN mediante pruebas de genotoxicidad in vitro con el
objetivo de realizar biomonitorizacion de la exposicion a diferentes agentes genotoxicos (48).
Los microndcleos (MN) se originan a partir de fragmentos acéntricos 0 cromosomas completos
que se retrasan durante la anafase y no logran segregarse a los polos opuestos de la célula
durante la mitosis. Estos MN rezagados se excluyen de los ndcleos de las células hijas y se
envuelven en su propia membrana nuclear (48,49). Existen dos mecanismos para la formacion
de los MNs, el primero de ellos son las roturas cromosémicas o clastogénesis y el segundo
corresponde a la interrupcién del aparato mitético o aneugénesis (50). Una variante del ensayo
de micronucleos conocida como ensayo de citoma con bloqueo de la citocinesis (CBMN), es
el método predilecto para identificar MNs en células humanas, principalmente células como
los linfocitos que pueden ser estimuladas para dividirse ex vivo a través del uso compuestos
con actividad mitogénica (51). La base de este ensayo tiene como principio el uso de la
Citocalasina-B, un metabolito obtenido del hongo Drechslera dematioidea , el cual inhibe la
tasa de polimerizacion de actina durante el final de la telofase y por ende bloquea la citocinesis
celular sin causar dafio en el ADN. En consecuencia, los linfocitos tras finalizar el ciclo celular
se van a visualizar como células binucleadas (50). El ensayo de CBMN, también permite la
identificacion de otros biomarcadores de genotoxicidad como los puentes nucleoplasmaticos
(NPB) y las yemas nucleares (NBUD). Los NPBs se originan a partir de cromosomas
dicéntricos causados por las fusiones de telébmeros, alteraciones en los mecanismos de
reparacion de roturas de ADN o fallo de la separacion de cromatides. Cada uno de los
centrémeros de los cromosomas dicéntricos son segregados a los polos opuestos de la célula
durante la anafase lo que permite evidenciar la morfologia caracteristica de los NPBs.
Asimismo, debido a que en las células binucleadas no se genera la rotura de este puente
anafasico, la membrana nuclear que rodea a los nucleos también recubre al puente anafasico
(52). Las NBUDs, son otro indicador de inestabilidad cromosomica ya que son un mecanismo
a través del cual los nucleos eliminan genes amplificados y complejos de reparacion de ADN

(49). Los fragmentos de ADN amplificado tienden a localizarse selectivamente en la periferia
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del nucleo y se eliminan a traves de la brotacion nuclear para formar NBUDs durante la fase S
del ciclo celular. Estos genes amplificados a menudo corresponden a cromosomas dobles
minutos (double minutes), caracterizados por ser pequefios fragmentos de ADN extra-
cromosomico producto de amplificaciones génicas que no presentan regiones centroméricas ni

teloméricas (53).

3.3 Epigenetica

La epigenética es la ciencia encargada del estudio de las modificaciones heredables en la
expresion génica que no alteraran la secuencia de ADN, estos cambios ocurren a traves de una
serie reacciones quimicas en la estructura de la cromatina que afectan la actividad
transcripcional. (54). Dentro de los mecanismos epigenéticos se reconocen la metilacion de
ADN, las modificaciones covalentes de histonas, los ARN no codificantes, los complejos
remodeladores de la cromatina y las variantes de histonas (55). Estas marcas epigenéticas no
son inducidas espontaneamente, se dan de manera programada por la célula o en respuesta a
factores ambientales y habitos, por lo cual se ha descrito un papel importante de la epigenética
en el desarrollo de maltiples enfermedades (56).

3.3.1 Metilacion del ADN

La metilacion del ADN es un mecanismo epigenético que consiste en la transferencia de un
grupo metilo a la posicion C5 de la citosina formando 5-metilcitosina (5mC) en regiones del
ADN abundantes en dinuclettidos de citosina/guanina llamadas "islas CpG" (57). La
metilacion del ADN regula la expresion génica reclutando proteinas implicadas en la represion
o inhibiendo la unién de factores de transcripcion al ADN, por lo cual un gen hipermetilado se
relaciona con una baja expresién génica y por el contrario un gen en un estado de
hipometilacion se considera transcripcionalmente activo. La metilacion del ADN es catalizada
por una familia de ADN metiltransferasas (DNMTSs) que transfieren un grupo metilo a partir
del metabolito S-adenosil metionina (SAM) al residuo de citosina para formar 5mC. La
metilacion del ADN es importante para mediar el silenciamiento de elementos
retrotransponibles en el genoma, regular la expresion genica especifica de tejido, procesos de
imprinting gendmico y fendmenos bioldgicos como la inactivacion del cromosoma X. Por otra
parte, se ha demostrado que la metilacion del ADN puede ser determinada por caracteristicas
del sujeto y agentes ambientales externos como malnutricion, polucion ambiental o el humo de

cigarrillo (58).
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3.4 LINE-1

Los elementos nucleares intercalados largos (LINE) son los Unicos retrotransposones
autonomos y activos que incluyen LINE-1, LINE-2 y LINE-3 en el genoma humano (59).
Aproximadamente el 45% del genoma humano se compone de elementos transponibles (60),
en particular, las secuencias repetidas de LINE-1 (L1) constituyen alrededor del 17% del
genoma total y estan presentes en la mayoria de los cromosomas (61). Los elementos LINE-1
tienen entre 6 - 7 kb de longitud y contiene una region 5’ no traducida (5’-UTR), dos marcos
de lectura abiertos (ORF1 y ORF2) y un 3'-UTR con una cola poli-A (59). Aunque mas del
99,9 % de los elementos LINE-1 se han vuelto inactivos por truncamientos en 5’, inversiones o
mutaciones puntuales dentro de los dos ORF, la retrotransposicion de LINE-1 continta
diversificando los genomas humanos y su movimiento puede conducir a casos esporadicos de
enfermedad (60).

Desde su descubrimiento original, se han dado aproximadamente 65 mutaciones que causan
enfermedades en el hombre que se han atribuido a eventos de retrotransposicion. La
retrotransposicion mediada por LINE-1 puede actuar como mutageno al alterar directamente
los exones, de manera similar, las inserciones en intrones pueden inducir errores de empalme
o saltos de exdn, lo que genera alelos hipomdrficos o de expresién nula. Finalmente, informes
recientes sugieren que la endonucleasa L1 puede causar roturas de doble cadena, lo que en
principio podria conducir a inestabilidad genémica. Adicionalmente, las inserciones de LINE-
1 pueden afectar la expresion génica por una variedad de mecanismos como la introduccion de
una poliadenilacion prematura y/o sitios de pausa transcripcional de ARN polimerasa Il en los
genes, atenuando asi su expresion. Finalmente, en raras ocasiones, las inserciones de L1 puede
alterar los genes, lo que lleva a la generacion de distintas unidades de transcripcion a través de

un fendmeno conocido como ruptura de genes (60).

Debido a su abundancia en el genoma humano, la metilacion de las secuencias de LINE-1 se
ha utilizado como una aproximacion al estado de metilacion global del ADN (61). La
hipometilacion de las secuencias de LINE-1 es una caracteristica importante del céncer
acompariada de inestabilidad genomica y heterogeneidad genética, por lo tanto se ha convertido

en un indicador de la aparicién, desarrollo y mal prondstico de muchas enfermedades (59).
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La sobreexpresion de proteinas asociadas a la retrotransposicion y el ARN de LINE-1 estan
vinculados con procesos como la apoptosis, dafio y reparacion del ADN, plasticidad celular ,

respuesta al estrés celular y progresiéon tumoral (59).

3.5 Efectos genéticos y epigenéticos del uso de cigarrillos electronicos

Como se mencion0 anteriormente, los aerosoles generados por los cigarrillos electrénicos estan
compuestos por varios agentes potencialmente toxicos que generan un aumento del estrés
oxidativo, estados de inflamacidn (47) y cambios en los patrones de expresion génica (62,63).
Por lo cual, es esencial determinar si la exposicion al aerosol de los cigarrillos electronicos

puede ser una fuente importante de alteraciones tanto genéticas como epigenéticas (5).

Al respecto, en recientes estudios in vitro de células epiteliales pulmonares sanas y tumorales
se evidencid la aparicién de lesiones oxidativas y alquilantes del ADN, tras la exposicion al
aerosol del cigarrillo electronico, de una manera dosis dependiente. Estos efectos nocivos
fueron asociados a compuestos como el formaldehido y a las altas EROs encontradas en el
aerosol (64). Si bien en otros modelos de estudio de células de raton y humanas no se
encontraron cambios significativos en la induccion de mutaciones (65), se debe tener en cuenta
que los estudios in vitro miden la exposicion aguda a los cigarrillos electronicos, por lo cual
los efectos de una exposicion prolongada deben ser evaluados en futuras investigaciones (5).Es
importante considerar que, si bien estos estudios analizan la capacidad mutagénica de la
exposicion al aerosol de los cigarrillos electrénicos, en la actualidad se ha estudiado poco
acerca de las alteraciones sobre el epigenoma. EIl estudio del impacto epigenético podria
brindar evidencia relevante acerca del efecto de estos dispositivos sobre el transcriptoma, dado
que los mecanismos epigenéticos pueden verse alterados producto de diferentes exposiciones

ambientales (65).

En un estudio realizado por Martin M, et al. se compard la expresion de 597 genes relacionados
con el sistema inmune en células epiteliales de la mucosa nasal de personas fumadoras, no
fumadoras y usuarios de cigarrillos electrénicos. Producto de la exposicion al humo de
cigarrillo convencional se evidencio una disminucion en la expresion de 53 genes, mientras
que para los usuarios de cigarrillos electronicos se demostré una expresion a la baja de 305.
Dentro este ultimo grupo, se destacan cinco genes que presentaron cambios significativos a
nivel transcripcional: el gen que codifica para la proteina 16 con dominios de dedos de Zinc y
dominio BTB (ZBTB16), la proteina de respuesta de crecimiento temprano 1 (EGR1), receptor
de inmunoglobulina polimérica (PIGR), prostaglandina-endoperoxido sintasa 2 (PTGS2) y la
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proteina de union a FK506 (FKBP5). La mayoria de estos transcritos corresponden a factores
de transcripcidn que a su vez regulan corriente abajo la expresion de genes asociados con el
sistema inmune, tal es el caso del factor estimulante de colonias 1 (CSF-1), que codifica para
una citoquina involucrada en la activacion de la inmunidad innata en la respuesta a infecciones,
CSF-1 es diana del factor de transcripcion EGR1 y cuya expresion disminuyo
significativamente en usuarios de cigarrillos electronicos. Estos datos sugieren que el uso de
cigarrillos electrénicos podria inducir estados de inmunosupresion asociados a la represion de
genes involucrados con la respuesta inmune a nivel de la mucosa nasal, lo cual podria aumentar

la susceptibilidad a distintas infecciones (66).

En modelos murinos (hembras BALB/c) expuestos al vapor de cigarrillo electronico que se
encontraba libre de nicotina y sin adicién de saborizantes, se evidenciaron cambios a nivel del
transcriptoma pulmonar de los ratones, encontrando alteraciones en la expresion de 37 genes,
dentro de los cuales se destaca a ARNTL , NPAS2 , NR1D1 , NR1D2 , PER1, PER2 y PERS,
quienes tienen un papel central en la regulacion y maquinaria del reloj molecular circadiano
(67). La disrupcién del reloj circadiano a nivel del tejido pulmonar puede resultar en
alteraciones anormales de la funcion respiratoria, la produccion de una respuesta inflamatoria
exacerbada, el incremento de EROs (que puede causar dafios en el ADN) y la hipersecrecion
de moco, las cuales pueden contribuir en el desarrollo y avance de enfermedades como el asma
y EPOC (68).

Asimismo, la exposicion a los liquidos y aerosoles de los cigarrillos electrénicos con nicotina
inducen la expresion de genes de respuesta a estrés oxidativo GCLC, GPX2, NQO1y HO1 en
células NHBE, correspondientes a células epiteliales bronquiales humanas (69). Por otro lado,
la exposicion a los vapores de cigarrillos electrénicos producen una desregulacién en la
expresion de mas de 125 genes que codifican para miARNS, lo cual fue evidenciado por Solleti
y colaboradores (69) por medio de técnicas como RNA-seq. Dichas alteraciones son causadas
por los compuestos quimicos presentes en los cigarrillos electrénicos, tales como el
propilenglicol, glicerol y saborizantes, cuyos efectos se ven potenciados por la presencia de

nicotina a distintas concentraciones (70).
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4. Objetivos

4.1 Objetivo General.
Evaluar los niveles de genotoxicidad y los patrones de metilacion asociados a la exposicion a

Cigarrillo Electronico.

4.2 Objetivos Especificos.

4.2.1 Determinar el efecto genotoxico en linfocitos aislados de muestras de sangre periférica
provenientes de usuarios de cigarrillos electrénicos.

4.2.2 Evaluar la presencia de alteraciones en los patrones de metilacion del ADN de los
elementos repetitivos LINE-1 en usuarios de cigarrillos electronicos.

4.2.3 Establecer asociaciones entre las variables demogréficas, de consumo y biomarcadores
séricos de metabolitos de la nicotina con los porcentajes de genotoxicidad y cambios a

nivel de metilacion del ADN.
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5. Metodologia
5.1 Recoleccidén de muestras y datos provenientes de Sujetos de Investigacion

El presente trabajo parte de un estudio de tipo transversal analitico. La poblacion consistio en
72 sujetos de investigacion voluntarios provenientes de la ciudad de Bogota, los cuales se
clasificaron en tres Grupos: Grupo 1: conformado por 32 usuarios de Cigarrillos electronicos,
dentro de los que se incluyen usuarios exclusivos de los dispositivos electronicos y usuarios
que alternan el uso de los dispositivos con el cigarrillo convencional, denominados a partir de
ahora como “vapeadores mixtos”; Grupo 2: compuesto por 8 fumadores de cigarrillo
convencional; y Grupo 3: correspondiente a la poblacion control de 32 no fumadores y no
vapeadores. Todos los grupos fueron pareados por edad (x1 afio) y sexo. Los criterios de

inclusién y clasificacion para cada uno de los participantes fueron los siguientes:

Grupo 1-Vapeadores: Se consideraron a todas aquellas personas gque tuvieran un uso actual
de los dispositivos electrénicos con una frecuencia de minimo 1 vez por semana durante los
ualtimos 6 meses. Se incluy6 a cualquier usuario de cigarrillos electronicos independientemente
si el dispositivo usado tiene 0 no nicotina, saborizantes o sustancias psicoactivas adicionales

como la marihuana.

Grupo 2-Fumadores: Conformado por todas aquellas personas que informaron haber
consumido mas de 100 cigarrillos en la vida, el Gltimo hace menos de 6 meses y que no

emplearan ningun otro producto de tabaco o dispositivo electronico.

Grupo 3-Controles: El grupo control consistié en personas que reportaban no ser usuarias de
ningun producto de tabaco, dispositivos electronicos, cigarrillo convencional, pipa, sustancias
gue contengan nicotina y sustancias psicoactivas o que, de ser el caso, el consumo se diera en
un maximo de 5 veces en su vida con menos de 100 cigarrillos, menos de 5 sesiones de vapeo

y sin consumo en los Gltimos 6 meses.

Como criterios de exclusion para todos los grupos se considerd el tener exposicion previa a
genotoxicos (metales pesados, fumigante, radiaciones, medicamentos de oncoterapia), padecer
de enfermedades respiratorias cronicas como EPOC y cancer, contar con un diagnostico de

sindromes de inestabilidad cromosomica y ser menor de 18 afios.

El principal tipo de muestreo fue no probabilistico por bola de nieve, en el cual se le pide a los
participantes de la investigacion que ayuden a los investigadores a identificar otros sujetos
potenciales (71). Durante la fase de muestreo, se les informo a cada uno de los participantes

acerca de los objetivos de la investigacion, los posibles riesgos durante la toma de muestra, la
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proteccion de los datos personales y posterior autorizacion de estos mediante la firma del

consentimiento informado.

A cada uno de los sujetos de investigacion se le tomaron muestras de sangre periférica por la
técnica de venopuncién. Las muestras fueron recolectadas en: un tubo con anticoagulante
EDTA para el aislamiento de ADN gendmico, un tubo con anticoagulante de heparina sédica
para la realizacion de cultivos de linfocitos y un tubo con gel separador para determinar
biomarcadores séricos de metabolitos de la nicotina. Posteriormente, a cada uno de los
participantes le fue realizada una encuesta en donde se evaluaron las variables demograficas,
clinicas, comorbilidades y de consumo que competen para el estudio. Las respuestas fueron
recolectadas en el programa REDCap (Research Electronic Data Capture), bajo la licencia
otorgada a la Pontificia Universidad Javeriana, por su desarrollador original la Universidad de
Vanderbilt (72,73). El uso de REDCap Javeriana garantiza ademas que los datos se mantienen

en poder del investigador y se conservan fisicamente en los servidores de la universidad.

Una vez recogida la informacion y las respectivas muestras, a cada sujeto se le asigné un codigo
aleatorio para mantener la anonimidad a lo largo del estudio. Esta investigacion se realiz6 bajo
las disposiciones establecidas en la resolucion N.° 008430 de 1993 del ministerio de Salud de
Colombia y fue aprobada por el Comité de Etica de la Facultad de Medicina de la Pontificia
Universidad Javeriana (FM-CIE-0308-20).

5.2 Medicion de Cotinina sérica

Con el fin de establecer un parametro cuantificable del grado de exposicion a la nicotina
producto del uso de los cigarrillos electrénicos y cigarrillos convencionales, se evalud la
presencia de cotinina sérica de cada uno de los sujetos de investigacion pertenecientes al grupo
de vapeadores y fumadores. La cotinina (1-metil-2-(3-piridinil)-2pirrolidinona, CLOH12N20)
es un alcaloide producto del metabolismo de la nicotina (74), que se ha usado para distinguir a
los fumadores de personas no fumadoras y fumadores de segunda mano, principalmente porque
corresponde a un biomarcador que refleja el alcance de la exposicion a tabaco (75). La
exposicion a la nicotina puede medirse cuantitativamente en los niveles de cotinina a partir de
muestras de orina, sangre o saliva, y se usa especialmente porque presenta un tiempo de vida
media de ~20 horas, siendo detectada incluso varios dias posteriores a la exposicion al humo

de tabaco o aerosol de cigarrillo electronico (76).

El suero se extrajo a partir de las muestras de sangre periférica obtenidas en el tubo con gel

separador, provenientes de vapeadores y fumadores. Cada tubo fue centrifugado a 3500 rpm
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durante 15 minutos y posteriormente se extrajo 2 mL de suero libre de hemdlisis, el cual fue
llevado a congelacion (-20°C). Las muestras fueron remitidas a la entidad prestadora del
servicio el Laboratorio de referencia COLCAN, para determinar el contenido de cotinina sérica
mediante la técnica de quimioluminiscencia. Para definir las diferencias en los niveles de
cotinina entre cada uno de los grupos, se estableciéo como valor de referencia a una persona no
expuesta con un resultado de hasta 8 ng/mL y expuesta mayor a 16 ng/mL. Estos valores fueron
parametrizados de acuerdo con los criterios de la CDC para biomonitoreo de Cotinina (No.
486-56-6) (77) y los valores de referencia establecidos por el laboratorio COLCAN.

5.3 Ensayo de Micronucleos

Para dar cumplimiento al primer objetivo especifico, que busca determinar el efecto genotédxico
producto de la exposicion al aerosol de los cigarrillos electrénicos, se llevo a cabo el ensayo de
micronucleos. El ensayo citogenético para la deteccion de microndcleos es una de las técnicas
mas usadas para evaluar la inestabilidad genética inducida por agentes genotoxicos, por lo que
su identificacion provee una medida cuantificable de aberraciones cromosomicas. (78). El
ensayo de citoma con blogueo de la citocinesis o por sus siglas en inglés (CBMN: Cytokinesis-
block micronucleus cytome assay) es una variante del ensayo de microndcleos que abarca un
analisis mas completo para medir el dafio al ADN, la citostasis y la citotoxicidad; este se basa
en el uso de citocalasina-B para impedir la citocinesis celular ocasionando en las células
mononucleadas un aspecto de células binucleadas posterior al ciclo celular. Cada evento de
dafio al ADN se puntta en células binucleadas tras aparicion e identificacién de micronucleos
(MN), yemas nucleares (NBUDSs) y puentes nucleoplasmaticos o por sus siglas en inglés (NPB)
(51).

Para la prueba de micronucleos se usaron muestras obtenidas a partir de cultivos de linfocitos
realizados mediante el uso de sangre periférica colectada en tubo con heparina. A cada uno de
los sujetos de investigacion se le realizé al menos dos cultivos de linfocitos. Para tal fin se
cultivaron 10 gotas de sangre en 5ml de medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco,#31800022)
suplementado al 10% con Suero Fetal Bovino (Gibco,#12657029), penicilina/estreptomicina
(Gibco,#15140122) y 50ul de fitohemaglutinina (Gibco,#10576015). Transcurridas 44 horas
de cultivoa 37°Cy con 5% COz2 los cultivos estuvieron sometidos a la accion de la citocalasina-
B (6ug/ml) (Sigma,C6762-5mg) por 28 horas. Después de este tiempo de cultivo, las células
fueron cosechadas sometidas a choque hipotonico por 10 minutos con solucion hipoténica de

KCL 0,075M vy fijadas con solucion fijadora (metanol: acido acético glacial 6:1). Posterior a la
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fijacion y extension en lamina portaobjetos las células fueron tefiidas con el colorante Giemsa
(Merck,109204-0500) durante 10 minutos.

Las ldaminas portaobjetos fueron evaluadas a doble ciego y por un Unico observador en un
microscopio de luz con una ampliacion total de 1000X con objetivo de inmersion. Se evaluaron
un total de 1000 células por l&mina registrando la presencia de MN, NBUDs y NPB en cada
celula y siguiendo los criterios de analisis sugeridos por Fenech et al (49). Para la validacion
de este ensayo, se realizaron cultivos de linfocitos de 5 sujetos de investigacion entre los que
se incluyeron vapeadores y controles, a los cuales transcurridas 24 horas de cultivo les fue
afiadido diepoxibutano (DEB)-1,3-butadiene diepoxide (Sigma,#202533-5g), un agente
quimico clastégenico del ADN a una concentracion final de 100ng/mL siguiendo lo descrito
por Arleen et al (79) . Las ldminas obtenidas tras el tratamiento con DEB funcionaron como

un control positivo interno para el analisis del ensayo de micronucleos.

5.4 Extraccion de ADN gendmico

Para dar cumplimiento con el segundo objetivo especifico, que plantea evaluar la presencia de
alteraciones en los patrones de metilacion del ADN producto de la exposicién al aerosol de los
cigarrillos electrénicos; se utilizaron muestras de sangre periférica recolectadas en el tubo con
anticoagulante EDTA. Inicialmente, para la extraccion de ADN gendmico se realiz6 un proceso
de lisis de eritrocitos para separar la fraccion leucocitaria de la muestra. Cada una de las
muestras de sangre fue afiadida a 8 mL de buffer de lisis de glébulos rojos y se centrifugo a
3000 rpm durante 15 minutos. El protocolo de extraccion se realiz6 con el kit Quick-DNA™
Miniprep Plus (ZYMO Research, D4069) partiendo de 200 pl de la capa leucocitaria obtenida
y siguiendo las especificaciones del fabricante. Tras obtener el eludido de ADN extraido este
se cuantificd en un espectrofotdémetro NanoDrop ND-1.000 (NanoDrop Technologies) y fue

almacenado en congelaciéon (-20 °C) hasta su uso.

5.5 Prueba cuantitativa especifica de metilacion (qMSP) de LINE-1

Para determinar el impacto a nivel epigenético producto de la exposicion al aerosol de los
cigarrillos electronicos, se evaluaron los niveles globales de metilacion del ADN reflejados en
elementos LINE-1. Los elementos nucleares intercalados largos 1 (LINE-1) son elementos
transponibles autonomos que constituyen aproximadamente el 17% del genoma humano
(80,81). Esta metodologia se realizd6 mediante los ensayos de qMSP, en donde en primera
instancia se obtuvo ADN convertido tras el tratamiento con bisulfito de sodio, el cual media la

desaminacion de las citosinas en uracilos mientras que las citosinas metiladas permanecen
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intactas (82). Este tratamiento se realizo utilizando 500 ng del ADN gendmico extraido
siguiendo las indicaciones del fabricante kit EZ ADN Methylation (ZYMO Research, #D5002).

El ADN purificado y convertido fue utilizado como molde en una PCR en tiempo real
especifica para metilacion realizada en el equipo Cobas z 480 analyzer de Roche Instrument,
empleando 6ligos disefiados especificamente para la condicion metilada de LINE-1 (Tabla 1).
La secuencia de los cebadores fue tomada del trabajo de Fazio et al (83). Como control inicial
endogeno del “input DNA” (ADN de partida) se emplearan 6ligos especificos de f-actina
(Tabla 1) Las reacciones gMSP se realizaron con un volumen final de 10 pl y se implementd
FastStart SYBR Green Master (Roche, #4673484001), cebadores especificos de LINE-1
metilado y 2 pl de ADN gendémico modificado con bisulfito. Los ensayos de gMSP fueron
validados usando el set de controles metilado y no metilado (Human Methylated and Non-
methylated DNA set D5014-Zymo research). Los datos de CT fueron normalizados utilizando
primers pobres en sitios CG del gen B-actina, por el método ACT y comparados contra el

Control metilado por el método 24T, adaptando lo descrito por Li et al (84).

AC;(LINE — 1) = C;(LINE — 1) — Cr(B — actina)

AAC;(LINE — 1) = ACy(muestra) — ACr(Control Metilado)

Formula 1. Formula para la cuantificacién de los niveles de metilacion relativa de LINE-1.

Tabla 1. Secuencia cebadores implementados en el estudio.

Region Tamafio Temperatura de

- Cebador Secuencia (5°-37) o anillamiento
diana amplicon (Tm)
LINE-1- Forward CGCGAGTCGAAGTAGGGC 120 ob 62°C
Metilado  Reverss ~ ACCCGATTTTCCAAATACGACCG P
p-actina Forward TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT 120 pb 58°C

Reverse AACCAATAAAACCACTCCTCCCTTAA

5.6 Analisis estadistico

Para establecer la normalidad de los datos se realizd una prueba de Shapiro-Wilk, este analisis
reveld que los datos no siguen una distribucion normal, por tal motivo se emplearon pruebas
de estadistica no paramétrica. Para determinar diferencias entre las variables demogréficas,
clinicas y de consumo entre cada uno de los grupos (vapeadores, fumadores y controles) se
empled la prueba U de Mann-Whitney para comparar dos grupos independientes y la prueba
de Kruskal-Wallis cuando se compararon tres grupos independientes. En los anélisis de
frecuencia de micronucleos y genotoxicidad entre los grupos de controles y vapeadores, se

implemento la prueba no paramétrica U de Mann Whitney o Mann-Whitney Wilcoxon. Para
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los analisis de genotoxicidad en el que se incluye el grupo de fumadores o en los que los sujetos
de investigacion fueron clasificados en mas de dos grupos se implementd la prueba de Kruskal-
Wallis. Adicionalmente, se realizaron pruebas de correlacion de Spearman para determinar la
correlacion entre la frecuencia de genotoxicidad y los niveles de metilacion de LINE-1 con las
diferentes variables contindas asociadas al consumo (Niveles de cotinina, afios de consumo,
dias de uso del dispositivo, nimero de caladas y vatios del dispositivo electrénico).
Posteriormente, se realizaron andlisis de regresion logistica simple, con el fin de identificar los
factores determinantes para presentar una alta genotoxicidad o bajos niveles de metilacion de
LINE-1. Todos analisis de regresion logistica se realizaron con las dos variables de resultado

objetivo de este estudio:

1. Alta frecuencia de Genotoxicidad: se definié como los sujetos de investigacion que
presentaron los niveles mas altos de frecuencia de genotoxicidad (n=23), al distribuir
los datos de frecuencia de genotoxicidad corresponden a los cuartiles Q3-Q4.

2. Bajos niveles de Metilacion de LINE-1: se definié como el 25% de los sujetos con
niveles de metilacion mas bajos de LINE-1 (n=18) (Resultados de 24T mas bajos),

al distribuir los datos de expresion por cuartiles corresponden al cuartil Q1.

Por otro lado, las variables explicativas se definieron de la siguiente manera: Vapeador (Si/No),
Fumador (Si/No),uso de dispositivo electronico con Nicotina (Si/No), uso diario del dispositivo
electrénico (7 dias de la semana), alta cotinina (>347ng/ml), alto nimero de caladas/dia (>
400), altos afios de consumo (>5 afios) Yy alta potencia en vatios del dispositivo electrénico (>
80 W).

Todos los andlisis estadisticos y las asociaciones de variables se realizaron en el software
estadistico Stata: Version 16 (StataCorp LLC.). Para creacion de gréficas y figuras se utiliz6
GraphPad Prism version 8.01 (GraphPad Software). En todas las figuras las barras de error se

representan como mediana e IC 95%; *, P<0,05; **, p< 0,01; ***, p <0,001.
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6. Resultados
6.1 Caracteristicas de la poblacion de estudio

Las caracteristicas de la poblacion seleccionada, clasificada en grupos de vapeadores,
fumadores y controles se muestran en la Tabla 2. Cada uno de los sujetos de investigacion fue
pareado por edad y sexo. La medianay rango de la edad en los grupos de vapeadores y controles
fue de 22 (18-59) y para el grupo de los fumadores de 21 (21-25). No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos en cuanto a la edad y sexo. Las variables
clinicas mas relevantes se asociaron con la presencia de comorbilidades como asma,
padecimiento de enfermedad cardiaca, bronquitis y neumonia, sin encontrar diferencias

estadisticamente significativas.

Para hacer una aproximacién a la cantidad de tabaco consumido por los sujetos de investigacion
pertenecientes al grupo de fumadores, se realizo el calculo del parametro de indice paquete afio
(IPA). EI IPA es util para valorar el riesgo de desarrollar enfermedades asociadas con el
consumo de tabaco, asi como determinar las probabilidades de éxito o fracaso en un intento
de abandono del consumo (85). Los sujetos de investigacion pertenecientes al grupo de
fumadores se clasificaron como una poblacion de riesgo leve de acuerdo con el IPA. Dentro de
los datos recolectados en la encuesta, se evalud la variable de afios de consumo en los grupos
de vapeadores exclusivos, mixtos y fumadores. La mediana y rango de afios de consumo en el
grupo de los vapeadores fue de 3 (0,5 — 34) y para el grupo de fumadores de 5 (3-10), los

analisis de esta variable muestran diferencias estadisticamente significativas.

Tabla 2. Caracteristicas de la poblacion asociadas a variables clinicas y de consumo.

Variable Controles (n=32) Vapeadores (n=32) Fumadores (n=8)  Valorp
Edad (Afios) * 22 (18-59) 23 (18-59) 21 (21-25) 0,9762
Sexo 0,7543
Mujeres 8 8 3
Hombres 24 24 5
Comorbilidades
Asma 1 2 -- 0,6799
Enfermedad Cardiaca 2 1 -- 0,6799
Bronquitis -- 1 -- 0,5353
Neumonia - 1 - 0,5353
indice paquete afio (IPA)* - - 1(0,15-2,5)
Afios de Consumo * -- 3(0,5-34) 5 (3-10) 0,0001

* Resultados expresados como mediana (rango).
Para este trabajo se contd con un total de 32 vapeadores, a los cuales se les realizé una encuesta
asociada con las variables de consumo respecto a los cigarrillos electronicos. En primera

instancia, se realiz6 una clasificacion de acuerdo con el tipo de consumo de estos dispositivos
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electronicos, en donde se identifico que 20 de los vapeadores corresponden a usuarios
exclusivos y 12 a usuarios mixtos (los cuales alternan su consumo con el cigarrillo
convencional). Otras variables de relevancia como el promedio de caladas/dia y dias de uso
semanal se resumen en la Tabla 3. Asimismo, se determing las caracteristicas mas importantes
de los dispositivos usados por los vapeadores, indagando sobre la potencia en vatios (W), el
tipo de vapeador o cigarrillo electronico, los saborizantes de preferencia de los usuarios y la
presencia de nicotina en los dispositivos. Es importante destacar, que del numero total de
vapeadores incluidos en este estudio, el 96,8 % usa dispositivos electronicos que contienen
nicotina. No obstante, también se evidencia que los vapeadores suelen alternar su consumo con
diferentes tipos de dispositivo como dispositivos desechables, con cartucho precargado,
sistema de tanque o un sistema modificado. Finalmente, vale la pena resaltar, que los sujetos
de investigacion pertenecientes a este grupo tienen una preferencia del 46,9 % por los

saborizantes de tipo frutales, seguidos por mentolados y sabor a vainilla.

Tabla 3. Variables asociadas al consumo en Vapeadores.

Variable N (%)

Tipo consumo

Exclusivos 20 (62,5%)

Mixtos 12 (37,5 %)
Caladas/dia

<250 19 (59,4 %)

250-500 7(22%)

500-750 3(9,3%)

750-1000 3 (9,3 %)
Dias de uso

<7 10 (31,2 %)

7 22 (68,8 %)

Vatios Dispositivo

<50 22 (68,7 %)

50-100 7 (22 %)

>100 3(9,3 %)
Tipo Dispositivo

Desechable 14

Capsulas o cartuchos 19

Sistema tanque 17

Sistema modificado 12
Saborizantes preferencia

Mentolados 11 (34,5 %)

Frutales 15 (46,9 %)

Vainilla 3(9,3%)

Otro 3 (9,3 %)
Uso de nicotina 31 (96,8 %)

6.2 Evaluacidn de cotinina sérica como una aproximacion para determinar el estado

de exposicion a la nicotina.
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Con el fin de determinar el grado de exposicion a la nicotina producto del humo de cigarrillo y
el aerosol de los cigarrillos electrénicos, se cuantifico los niveles del biomarcador sérico de
cotinina. Los vapeadores presentaron una mediana de 223,5 ng/ml con un rango de 9-501 ng/ml
y los fumadores de 4,85 ng/ml con un rango 0 — 13,5 ng/ml (Figura 1) evidenciando diferencias
estadisticamente significativas entre los dos grupos (p<0,0001). De acuerdo con los parametros
anteriormente establecidos como criterios de clasificacion para este biomarcador, se considera
que la cohorte de fumadores en este estudio presenta una baja exposicion a la nicotina respecto

a los vapeadores.
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Figura 1. Medicion de cotinina sérica. Concentraciones de cotinina en ng/ml cuantificado
mediante la técnica de quimioluminiscencia. Los valores p de significancia se muestran como: ****p
<0,0001.

6.3 Validacién del ensayo CBMN en linfocitos aislados de sangre periférica de
controles, vapeadores y fumadores

Una vez caracterizada la poblacion respecto a las variables clinicas y de consumo, se procedio
a determinar el efecto genotoxico en muestras de sangre periférica provenientes de cada uno
de los grupos de investigacion. Para dar cumplimiento con este objetivo, se llevé a cabo el
ensayo de micronucleos con bloqueo de la citocinesis (CBMN), en el cual se realizé un puntaje
del grado de inestabilidad gendmica mediante el anlisis de la presencia de micronucleos
(MNs), puentes nucleoplasmaticos (NPBs) y yemas nucleares (NBUDs). La Figura 2
corresponde a las imagenes obtenidas por microscopia que muestran las anomalias nucleares y

hallazgos més representativos en las laminas analizadas.

Las células mononucleadas (Figura 2A) se caracterizan por presentar un citoplasma intacto y
una morfologia de nucleo normal, diferenciandose asi de células necroticas y apoptoticas. Las

células binucleadas (Figura 2B) se caracterizan por tener dos nucleos delimitados por
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membranas nucleares intactas, los cuales se encuentran situados dentro del mismo limite del
citoplasma y presentan un tamario equivalente entre si. Asimismo, estos ndcleos deben tener
un patron de tincion similar entre si e idealmente no deben superponerse. Por otra parte, los
MNs tienen una morfologia similar a la de los nucleos presentes en las células binucleadas, no
obstante, estos se caracterizan por ser de un tamario inferior. Segun los criterios de Fenech et
al (49) los MNs pueden representar 1/16 y 1/3 del didmetro de los nucleos principales. Los
MNs no deben estar conectados a los ndcleos principales o estar superpuestos a 1os mismos y
deben presentar la misma intensidad de tincion que los nucleos principales (Figura 2C). Dentro
de los analisis de microscopia, se evidencio la presencia concomitante de mas de un

micronucleo por célula binucleada (Figura 2D).

S5um

PN

Figura 2. Hallazgos frecuentes en el ensayo CBMN en linfocitos aislados de sangre
periférica. Cultivos de linfocitos aislados de sangre periférica estimulados con fitohemaglutinina y
tratados con citocalasina B para el bloqueo de la citocinesis celular. Las imagenes corresponden a
extendidos celulares realizados en laminas portaobjetos que fueron tefiidos con coloracién Giemsa. Las
iméagenes fueron obtenidas a partir de un microscopio de luz con una ampliacién total de 1000X con
objetivo de inmersion Las células en las que no se evidencia dafio a nivel del ADN incluyen: A) Célula
mononucleada y B) Célula binucleada. Los biomarcadores de dafio al ADN incluyen: C) Célula
binucleada con un micronucleo, D) Célula binucleada con dos micronucleos, E) Célula binucleada con
yema nucleares y un micronucleo, F) Célula binucleada con puente nucleoplasmatico y yemas
nucleares, G) Célula binucleada con puente nucleoplasmatico, H) Célula binucleada con mdltiples
micronlcleos y yema nuclear. MN: micronicleo NBUD: yemas nucleares NPB: puentes
nucleoplasmaticos.

Las NBUDs a pesar de que presentan una apariencia similar a los MNs en cuanto a su tamafio,
estas se caracterizan por ser estructuras que se encuentran conectadas a alguno de los nucleos
de manera similar a una protuberancia o gemacion de la estructura nuclear. Las yemas

nucleares pueden presentarse como nucleos con hendidura o nucleos lobulados. En este trabajo
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se cuantific6 como NBUDs a todos los nucleos que tienen brotes nucleares claramente
definidos (Figura 2E). Los NPBs son estructuras continuas que unen los nicleos de una célula
binucleada y poseen las mismas caracteristicas de tincion que los nucleos principales (Figura
2F,2G). Es importante destacar, que en el analisis del ensayo CBMN también se evidencio la
presencia de varias marcas de genotoxicidad en una misma célula binucleada (Figura 2E,2H).
Cada uno de los criterios morfoldgicos descritos anteriormente, fueron usados como criterios
de evaluacion para la identificacion de marcadores de inestabilidad gendmica en el ensayo de
CBMN.

Teniendo en cuenta la identificacion de cada una de las alteraciones caracteristicas presentes
en el ensayo CBMN, se procedi6 a realizar la validacion de la lectura y reconocimiento de
MNs, NBUDs y NPBs mediante el uso del agente clastogenico diepoxibutano (DEB). Dentro
de esta validacién, fueron seleccionadas 5 muestras correspondientes a 4 controles no
fumadores no vapeadores y 1 vapeador mixto, los cuales durante la fase de cultivo celular
fueron tratados con DEB al 5uM; como condicién control se usaron los cultivos de los sujetos
de investigacion seleccionados no tratados con DEB. Los resultados de frecuencia de
micronucleos se muestran como el conteo de MN por cada 1000 células binucleadas contadas
y la frecuencia de genotoxicidad se define como el conteo de MNs, NBUDs y NPBs en 1000
células binucleadas (Figura 3). EI DEB aument6 significativamente la formacion de MN y de
marcadores de inestabilidad gendmica aproximadamente de 2 veces mas respecto a sus
controles no tratados (p <0,05) (Figura 3A, 3B). Estos resultados validan la lectura e
identificacion de la frecuencia de MN y genotoxicidad a través del ensayo CBMN.
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Figura 3. Efecto del DEB en la induccion de MN, NBUDs y NPBs en linfocitos aislados de
sangre periférica. Cultivos de linfocitos estimulados con fitohemaglutinina, tratados con el agente
inductor de dafio al ADN diepoxibutano (100ng/mL) y posteriormente con citocalasina B para el
blogueo de la citocinesis celular. Los resultados obtenidos son producto de los ensayos de CBMN. A)
Frecuencia de MN expresada en numero de microndcleos por 1000 células binucleadas tras el
tratamiento DEB, B) Frecuencia de Genotoxicidad expresada en nimero de MN, NBUDs y NPBs por
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cada 1000 células binucleadas tras el tratamiento DEB. Los valores p de significancia se muestran
como: * p <0,05. MN: micronucleo NBUD: yemas nucleares NPB: puentes nucleoplasmaticos.

6.4 Elincremento en la frecuencia de genotoxicidad se asocia con el uso de
dispositivos electrénicos SEAN

Con el objetivo de evaluar el efecto genotoxico producto de la exposicion al aerosol de
cigarrillos electronicos, se realizaron ensayos de CBMN en los que se identificaron mediante
microscopia la presencia de MNs, NBUDs y NPBs en muestras de sangre periférica
provenientes de usuarios de cigarrillos electronicos (n=32) y controles no vapeadores (n=32)
(Figura 4) Los resultados muestran que al comparar los dos grupos la frecuencia de MN es
mayor en el grupo de vapeadores (p<0,05) (Figura 4A), y de manera similar, la frecuencia de
genotoxicidad también aumenta en el grupo de vapeadores respecto a controles no expuesto al
aerosol del cigarrillo electronico (p<0,01) (Figura 4C). Al establecer la mediana del conteo de
MN en los controles esta fue de 11 con un rango total de 3-28 MN frente al grupo de vapeadores

en los que se determind una mediana de 13 con un rango total 3- 28 MN.
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Figura 4. Frecuencia de MN y genotoxicidad en linfocitos aislados de controles y
vapeadores. A) Frecuencia de MN expresada en nimero de micronGcleos por 1000 células
binucleadas, B) Fold change del conteo de micronicleos relativo a controles pareados no vapeadores.
C) Frecuencia de Genotoxicidad expresada en niamero de MN, NBUDs y NPBs por cada 1000 células
binucleadas, D) Fold change genotoxicidad relativo a controles pareados no vapeadores. La distribucion
de los datos dentro de cada grupo se muestra mediante una combinacion de gréficos de dispersion (para
mostrar valores individuales) y gréaficos de cajas y bigotes. Los valores p de significancia se muestran
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como: * p <0,05; ** p <0,01; ***p <0,001; ****p <0,0001. MN: microntcleo NBUD: yemas nucleares
NPB: puentes nucleoplasmaticos.

Ademas, se establecieron los indicadores de mediana y rango para los parametros restantes del
ensayo de CBMN como lo son las NBUDs y los NPBs; en el grupo de controles fue de 1 (0-5
NBUD) y de 0 (0-1 NPBs). Los resultados de los vapeadores corresponden a2 (0 -7 NBUD) y
0 (0-2 NPB) respectivamente (Tabla 4).

Tabla 4. Conteo total de parametros del ensayo de CBMN en controles, vapeadores y

fumadores.
Categorfa _ MNi . _ NBUDs . _ NPBs _
MediaxSD Mediana (Rango) MediaxSD Mediana (Rango) MediatSD Mediana (Rango)
Controles n=32 11,16 5,19 11 (3-28) 1,72 £1,61 1 (0-5) 0,09 + 0,296 0(0-1)
Vapeadores n=32 14,06 £ 6,48 13 (3-28) 197+£194 2(0-7) 0,09 +0,39 0(0-2)
Fumadores n=8 14,38 +4,14 15 (9-20) 2+151 2 (0-5) 0,25 +0,46 0(0-1)

Los resultados se muestran como valores de media + desviacién y mediana (rango) para cada uno de los
pardmetros de ensayo (CBMN) como una aproximacion del numero total de micronlcleos, puentes
nucleoplasmaticos y brotes nucleares por 1000 células.MN: micronicleo NBUD: yemas nucleares NPB: puentes
nucleoplasmaticos.

Dado que no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a los
parametros de media y rango en el conteo neto de MNs, NBUDs y NPBs entre vapeadores y
controles, se procedio a parear cada uno de los sujetos de investigacion por edad y sexo para
los andlisis posteriores. Los resultados del ensayo se CBMN se ajustaron como Fold change
de MN y genotoxicidad, los cuales corresponden a la tasa de cambio de la frecuencia de MN y
genotoxicidad de vapeadores relativa a su control pareado por edad y género (Figura 4B,4D).
Los resultados derivados de este analisis muestran que los vapeadores presentan un aumento
en los niveles de genotoxicidad y frecuencia de microndcleos respecto a sus controles pareados
no usuarios de estos dispositivos con diferencias estadisticamente significativas (Figura
4B,4D).

6.5 Diferencias entre la frecuencia de genotoxicidad relacionada con el habito de
fumar y vapear.

Con el objetivo de evaluar las diferencias que existen en los niveles de genotoxicidad entre los
grupos de fumadores y vapeadores, se realizaron analisis de los resultados obtenidos mediante
el ensayo de CBMN entre estos grupos. Para los analisis se tom6 una cohorte de la poblacion
de fumadores (n=8), vapeadores (n=8) y controles (n=8) pareada por edad y sexo. Los
resultados revelan que al comparar estos tres grupos existe una mayor frecuencia de MN en el
grupo de vapeadores siendo estadisticamente significativas (p <0,05) respecto a los controles.

Sin embargo, para el grupo de fumadores, aunque se evidencia una tendencia al aumento en la
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frecuencia de MN, al momento de comparar estos cambios respecto a los controles (p=0,4689)

y vapeadores (p=0,5173) no existen diferencias estadisticamente significativas (Figura 5A,5B).

Estos resultados son similares cuando se realiza el analisis por frecuencia de genotoxicidad, en
donde el grupo de vapeadores presenta una mayor frecuencia de genotoxicidad respecto a
controles y fumadores, incluso cuando estos resultados son normalizados respecto a los
controles pareados (Figura 5C, 5D). En conclusion, para la cohorte analizada, los vapeadores
contintian siendo el grupo que con mayor frecuencia de genotoxicidad. De otra parte, también
se establecio la mediana del conteo de MN en el grupo de los fumadores, la cual fue de 15 con
un rango total de (9-20 MN), y para los pardmetros restantes del ensayo de CBMN como lo
son las NBUDs y los NPBs fueron de 2 (0-5 NBUDs) y 0 (0 -1 NPBs) (Tabla 4).
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Figura 5. Frecuencia de MN y genotoxicidad en fumadores y vapeadores. A) Frecuencia de
MN expresada en nimero de microntcleos por 1000 células binucleadas, B) Fold change del conteo de
microndcleos relativo a controles pareados. C) Frecuencia de Genotoxicidad expresada en nimero de
MN, NBUDs y NPBs por cada 1000 células binucleadas, D) Fold change genotoxicidad relativo a
controles pareados. La distribucion de los datos dentro de cada grupo se muestra mediante una
combinacion de gréficos de dispersion y gréficos de cajas y bigotes. Los valores p de significancia se
muestran como: * p <0,05; ** p <0,01. ns: No significativo MN: microntcleo NBUD: yemas nucleares
NPB: puentes nucleoplasmaticos.

6.6 Analisis de las variables de consumo y la frecuencia de Genotoxicidad
Teniendo en cuenta que la frecuencia de genotoxicidad en el grupo de los vapeadores es mayor

respecto a los grupos control y fumadores, se plante6 el objetivo de determinar que variables
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de consumo se asocian con incrementos en la frecuencia de genotoxicidad. Para ello, se
definieron algunas variables categdricas a partir de los resultados obtenidos en la encuesta
realizada al grupo de vapeadores. Cada una de estas categorias se estableci6 a partir de dividir
los datos por cuartiles, en donde los resultados encontrados en Q1 se definieron como la
condicion baja y aquellos resultados situados en Q3 y Q4 como la condicion alta de acuerdo

con cada una de las variables, estas categorias se especifican en la Tabla 5.

Tabla 5. Definicién de variables categéricas asociadas al consumo de los cigarrillos electrénicos.

Variable Categoria Baja Categoria Alta
Caladas /dia < 30 caladas > 400 caladas
Cotinina sérica < 9ng/ml > 347ng/ml
Afos de consumo < 2 afios > 5 afios
Potencia dispositivo(Vatios) <65W >80 W
Uso dias a la semana < 7 dias > 7 dias

Como hallazgos de este analisis, se evidencia que la frecuencia de genotoxicidad no muestra
diferencias estadisticamente significativas cuando se compara los grupos de vapeadores
clasificados por el niumero de caladas, niveles de cotinina sérica, afios de consumo, potencia
del dispositivo y uso semanal del cigarrillo electronico. Asimismo, se realizé el analisis de la
frecuencia de genotoxicidad entre vapeadores mixtos y exclusivos, y se evidencia que no

existen diferencias entre cada uno de los grupos (Figura 6).
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Figura 6. Analisis de la frecuencia de genotoxicidad de acuerdo con las variables
categdricas asociadas al consumo. A) Comparacion de la frecuencia de genotoxicidad entre los
grupos de vapeadores que realizan bajo y alto nimero de caladas/dia. B) Analisis de la frecuencia de
genotoxicidad entre los grupos de vapeadores que presentan baja y alta cotinina (ng/ml). C)
Comparacion de la frecuencia de genotoxicidad entre los grupos de vapeadores tienen bajos y altos afios
de consumo del dispositivo electronico. D) Frecuencia de genotoxicidad entre los grupos de vapeadores
mixtos y exclusivos. E) Comparacion de la frecuencia de genotoxicidad entre los grupos de vapeadores
gue usan un dispositivo electrénico con bajos y altos vatios. F) Analisis de genotoxicidad entre los
grupos de vapeadores gque usan los dispositivos electronicos menos de 7 dias vs el uso semanal. La
distribucién de los datos dentro de cada grupo se muestra mediante una combinacién de graficos de
dispersién y graficos de cajas y bigotes. ns: No significativo

6.7 Analisis de factores determinantes para presentar alta genotoxicidad

Con el objetivo de identificar algunos factores que aumentan la probabilidad de presentar altos niveles
de genotoxicidad, se realizaron analisis de regresion logistica con algunas variables clinicas y de
consumo (Tabla 6). Los resultados del analisis de regresion logistica simple sefialan que ser un vapeador
activo incrementa la probabilidad de presentar alta genotoxicidad en 3,69 veces mas respecto a sujetos
no vapeadores. De manera similar, se encontr6 mediante el anlisis bivariado, que las variables de ser
fumador y adicionar nicotina a los dispositivos incrementan la probabilidad de presentar una alta
frecuencia de genotoxicidad en el ensayo de CBMN (Tabla 6).

Tabla 6. Analisis de regresion logistica bivariada de factores determinantes para presentar altos
niveles de Genotoxicidad.

Regresion logistica Simple

Variable

OR IC 95% Valor p

Vapeador Activo 3,69 1,13-12,10 0,031*
Vapeador Mixto 3,86 0,87- 17,16 0,076
Fumador 4,42 1,21-16,19 0,025*
Vapeador con Nicotina 3,73 1,12-12,39 0,031*
Consumo diario Vapeador 0,31 0,07-1,47 0,140
Cotinina (>347ng/ml) 0,39 0,07-2,36 0,308
Caladas/dia (> 400) 2,34 0,49-11,27 0,288
Afos consumo (>5) 0,63 0,09-4,18 0,631
Vatios (> 80) 0,88 0,14-5,58 0,888
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En resumen, estos resultados concuerdan como lo evidenciado anteriormente, demostrando que dentro
de las variables de consumo como: usuario vapeador, usuario de cigarrillo convencional y presencia de

nicotina en el dispositivo, pueden tener influencia sobre los niveles y frecuencia de genotoxicidad.

6.8 Relacion entre los niveles de genotoxicidad respecto al nimero de caladas y niveles
de cotinina.
Para contribuir al cumplimiento del tercer objetivo especifico, se realizaron analisis de
regresion lineal con el fin de predecir el valor de la variable fold change de genotoxicidad segun
diferentes variables continlas asociadas al consumo. En primera instancia, la variable que se
quiere predecir corresponde a los resultados normalizados de la frecuencia de genotoxicidad
en el grupo de vapeadores respecto a la cantidad de caladas/dia reportas por los vapeadores.
Los resultados muestran que existe una relacion lineal directa entre las variables de
genotoxicidad y numero de caladas, indicando una dependencia lineal (Figura 7A) . En
contraste, los analisis provenientes de la comparacion con los resultados de cotinina sérica
(Figura 7B) evidencian que pese a que existe una tendencia lineal las variables analizadas no

muestran una dependencia estadisticamente significativa.
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Figura 7. Analisis de regresion lineal de los niveles de genotoxicidad. A) Regresion lineal
del fold change de Genotoxicidad respecto al nimero de caladas/dia. B) Regresidn lineal del fold change
de Genotoxicidad respecto a las concentraciones de cotinina sérica.

6.9 Efecto de la exposicion al uso de cigarrillos electronicos en los niveles de
metilacion de LINE-1.

Con el objetivo de evaluar si existen cambios epigenéticos producto de la exposicion al aerosol

de los cigarrillos electrénicos, se realizaron ensayos de qMSP para determinar los patrones de

metilacion del ADN en los elementos repetitivos LINE-1. Para esta metodologia, se

compararon los niveles de metilacion de LINE-1 en vapeadores y controles respecto al control

metilado (M). Como resultados de estos ensayos se logro evidenciar que existen diferencias
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estadisticamente significativas (p <0,01) en los niveles de metilacion de LINE-1 en el grupo de
vapeadores respecto a los detectados en las muestras de control metilado. Especificamente se
detectaron disminuciones en los niveles de metilacion de LINE-1 para este grupo. Por el
contrario, en los sujetos de investigacion designados como no vapeadores, no se detectaron
diferencias significativas respecto al control de metilacion. De otra parte, al realizar una
comparacion entre el grupo de no vapeadores y vapeadores, los niveles de metilacion de LINE-
1 en vapeadores son menores respecto a los controles con diferencias estadisticamente
significativas (p <0,05) (Figura 8A). Los resultados que se muestran como porcentajes de
metilacion corresponden a la normalizacion de los datos considerando al resultado més alto de
2°24CT de LINE-1 metilado como el 100% de metilacion (Figura 8B). Asimismo, se evidencia
un patron de metilacién similar, en el cual el grupo de vapeadores tiene los menores porcentajes
de metilacion respecto a los controles metilados y sujetos no vapeadores con diferencias
estadisticamente significativas. Es importante mencionar, que cuando se realiza la comparacion
entre los porcentajes de metilacion de LINE-1 entre el control no metilado (N) y los vapeadores

no se identifican diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 8. Niveles de metilacién de LINE-1 en sujetos de investigacion vapeadores y no
vapeadores. A) Metilacion de LINE-1 relativo al control metilado (M) B) Porcentajes de
metilacion de LINE-1. Los valores p de significancia se muestran como: * p <0,05; ** p <0,01; ***p
<0,001; ****p <0,0001. ns: No significativo

En conjunto estos resultados demuestran que la metilacion del ADN en los elementos LINE-1
es menor en el grupo de sujetos de investigacion que tienen el habito de Vapear.
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6.10 Diferencias en los niveles de metilacion de LINE-1 relacionadas con el habito de
fumar y vapear.

Con el objetivo de evaluar las diferencias que existen en los niveles de metilacion entre los
grupos de fumadores y vapeadores, se realizaron comparaciones de los resultados obtenidos
mediante gMSP entre estos grupos. Para los analisis se tomd una cohorte de la poblacion de
fumadores (n=8), vapeadores (n=8) y controles (n=8). Los resultados revelan que: al contrastar
estos tres grupos existen mayores niveles de metilacion de LINE-1 relativos al control metilado
en el grupo control; en cuanto al grupo de fumadores, estos muestran una tendencia a la baja
respecto al grupo control en los niveles de metilacion de LINE-1, sin embargo, no se
identificaron diferencias estadisticamente significativas (p>0,99). Por otra parte, aquellos
sujetos de investigacion pertenecientes al grupo de vapeadores muestran menores niveles de
metilacion de LINE-1 en comparacion con el grupo control (p=0,0003) y sujetos de

investigacion que tienen el habito de fumar (p= 0,01).
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Figura 9. Niveles de metilacion de LINE-1 en fumadores y vapeadores. La distribucion de
los datos dentro de cada grupo se muestra mediante una combinacion de graficos de dispersion y
graficos de cajas y bigotes. Los valores p de significancia se muestran como: ** p <0,01; ***p <0,001.
ns: No significativo

En resumen, estos resultados concuerdan con lo previamente demostrado, en donde los sujetos
de investigacion pertenecientes al grupo de vapeadores exhiben bajos niveles de metilacion en
los elementos LINE-1 en comparacion con usuarios de cigarrillo convencional y sujetos

control.

6.11 Analisis de las variables de consumo y los niveles de metilacion de LINE-1.
Teniendo en cuenta que los niveles de metilacion de LINE-1 son inferiores en el grupo de los

vapeadores respecto a los grupos control y fumadores, se plane6 determinar que variables se
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asocian con los patrones de metilacion de LINE-1. Por consiguiente, se usaron las variables
categoricas asociadas al consumo especificadas en la Tabla 5. Como hallazgos de este analisis,
se evidencia que los niveles de metilacion de LINE-1 no muestra diferencias estadisticamente
significativas cuando se compara los grupos de vapeadores clasificados por el nimero de
caladas, niveles de cotinina sérica, afios de consumo, potencia del dispositivo y uso semanal
del cigarrillo electrénico (Figura 10). De otra parte, al realizar los andlisis de los niveles de
metilacion de LINE-1 entre vapeadores mixtos y exclusivos se evidencid que existen
diferencias entre cada uno de los grupos, mostrando una disminucion en los niveles de

metilacion en los usuarios exclusivos de los dispositivos electronicos (Figura 10A).

En conclusion, estos datos sugieren que en la cohorte analizada de vapeadores los niveles de
metilacion de LINE-1 mas bajos corresponden a aquellos usuarios de cigarrillos electrénicos

que no alternan su consumo con los cigarrillos convencionales.
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Figura 10. Analisis de niveles de metilacion de LINE-1 de acuerdo con las variables

categdricas asociadas al consumo. A) Comparacién de la metilacién de LINE-1 entre los grupos de vapeadores
que realizan bajo y alto nimero de caladas/dia. B) Andlisis de metilacion de LINE-1 entre los grupos de vapeadores que
presentan baja y alta cotinina (ng/ml). C) Comparacion de los niveles de metilacion de LINE-1 entre los grupos de vapeadores
tienen bajos y altos afios de consumo del dispositivo electronico. D) Metilacion de LINE-1 entre los grupos de vapeadores
mixtos y exclusivos. E) Comparacion de la metilacion de LINE-1 entre los grupos de vapeadores que usan un dispositivo
electrénico con bajos y altos vatios. F) Andlisis de metilacion de entre los grupos de vapeadores que usan los dispositivos
electrénicos menos de 7 dias vs el uso semanal. Los valores p de significancia se muestran como: * p <0,05. ns: No significativo

6.12 Variables que incrementan el riesgo de presentar bajos niveles de metilacion de
LINE-1.

Partiendo del andlisis de resultados de los patrones metilacion de LINE-1 en el grupo de
vapeadores, se buscé identificar qué factores que aumentan la probabilidad de presentar bajos
niveles de metilacion de LINE-1; para ello se realizaron analisis de regresion logistica con
algunas variables clinicas y de consumo (Tabla 7). Los resultados del anélisis de regresion
logistica simple sefialan que ser un vapeador incrementa la probabilidad de presentar bajos
niveles de metilacion de LINE-1 en 5,44 veces mas respecto a sujetos no vapeadores. De
manera similar, se encontrd que aquellos vapeadores que adicionan nicotina a los dispositivos
incrementan la probabilidad de presentar bajos niveles de metilacién de los elementos LINE-1
(Tabla 7). Finalmente, se adicion6 una nueva variable categérica definida como alta
genotoxicidad (puntuacion de ensayo CBMN >18/1000 células BN); los andlisis de regresion
logistica con esta categoria demostraron que tener alta genotoxicidad no es un factor

determinante para presentar bajos niveles de metilacion de LINE-1.
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Tabla 7. Andlisis de regresion logistica bivariada de factores determinantes para presentar
bajos niveles de metilacion de LINE-1.

Regresion logistica Simple

Variable

OR IC 95% Valor p

Vapeador Activo 5,44 1,55-19,18 0,008*
Vapeador Mixto 3,5 0,71-17,22 0,123
Fumador 1,75 0,38-7,97 0,469
Vapeador con Nicotina 4,28 1,30-14,14 0,017*
Consumo diario Vapeador 0,69 0,15-3,11 0,632
Cotinina (=347ng/ml) 1,4 0,28-6,98 0,681
Caladas/dia (> 400) 0,55 0,11-2,72 0,460
Afos consumo (>5) 14 0,28-6,98 0,681
Vatios (> 80) 0,61 0,12-3,16 0,557
Alta Genotoxicidad (>18) 11,88 0,38-3,72 0,768

6.13 Asociacion entre los niveles de metilacion de LINE-1 y los niveles de cotinina.

Para determinar la asociacion entre algunas medidas de consumo y los patrones de metilacion,
se llevaron a cabo un analisis de correlacion de Spearman comparando los niveles de cotinina
sérica frente a la metilacion de LINE-1. Este analisis mostr6 una correlacion negativa moderada
(r=-0,4159) y estadisticamente significativa (p=0,0105) entre ambas variables (Figura 11).
Estos resultados evidencian que a mayores niveles de cotinina sérica menores son niveles de
metilacion de LINE-1.

Spearman r=-0,4159
] p (two-tailed)=0,0105

Metilacion de LINE-1
relativa al control metilado

0 . T 1
0 200 400 600

Cotinina(ng/ml)
Figura 11. Correlacion Spearman entre los niveles de metilacion de LINE-1y los niveles de
cotinina sérica.

7. Discusion
El acelerado crecimiento de la industria de los cigarrillos electronicos es el resultado de las

diversas estrategias de promocién que se usan al momento de referirse a estos dispositivos.
Principalmente, porque afirman ser una alternativa mas segura respecto al uso de los cigarrillos

de tabaco se consideran como una estrategia para abandonar el habito de fumar y como una
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experiencia atractiva para los usuarios, ya que permiten personalizar y elegir opciones dentro
del amplio catalogo de sabores y variantes de dispositivos. Dado el creciente del uso de este
tipo de productos, especialmente dentro de la poblacion joven, existe la necesidad de
determinar las consecuencias que tienen los cigarrillos electronicos en la salud, especialmente
porgque muchos de los compuestos contenidos en el aerosol tienen un alto potencial genotdxico
y las concentraciones de exposicion a estos compuestos normalmente exceden los limites

establecidos como seguros de exposicion ocupacional (86).

En el humo del tabaco se han descrito mas de 4000 compuestos quimicos, de los cuales 60 son
conocidos como carcindgenos. La mitad de estos compuestos se producen de forma natural en
la hoja de tabaco y el resto de ellos surgen producto de la combustion. La amplia gama de
productos quimicos presentes en el humo de los cigarrillos convencionales incluye: monoxido
de carbono, diéxido de carbono, cianuro de hidrégeno, amoniaco, benceno, formaldehido,
fenoles, hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPS) y nitrosaminas especificas del tabaco
(TNSA) (86). La nicotina que es uno de los componentes més abundantes en el humo del
cigarrillo convencional y es responsable las propiedades adictivas del tabaco, se encuentra
presente en el aerosol de los cigarrillos electrénicos en concentraciones altamente variables
(37).

Eventualmente, el humo del tabaco corresponde a una mezcla de sustancias quimicas entre las
gue se encuentran agentes carcinogénicos, muchos de los cuales inducen dafios en el ADN;
producto de estos dafios y de una presencia concomitante de fracaso en los mecanismos de
reparacion en algunos casos se generan alteraciones en genes cuya mutacion facilita el
establecimiento y la progresion tumoral. Estas mutaciones somaticas se conocen como tipo
“Drivers”, las cuales explican una de las razones por las que el habito de fumar se ha
relacionado con aproximadamente 17 tipos diferentes de cancer (87,88). Sin embargo, muchos
de estos agentes quimicos inducen cancer a traveés de otros mecanismos celulares y
moleculares, es por esto que algunas sustancias quimicas se han denominada como
carcindgenos no genotoxicos, que corresponde a un grupo diverso de compuestos que se
asocian con las patologias tumorales pero que su mecanismo de accion principalmente esta
vinculado con mecanismos epigenéticos (89). Dentro de las anomalias epigenéticas
relacionadas al tabaquismo, se encuentra la metilacion del ADN, principalmente, producto de
esta exposicion se han descrito estados de hipometilacion global. La hipometilacion global
facilita la inestabilidad genémica, incrementa la susceptibilidad a mutaciones, se asocia con

reactivacion de elementos de retrotransposicion y activacion de oncogenes (90). Como una
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primera aproximacion para determinar los efectos de la exposicion al aerosol de los cigarrillos
electronicos, se puede tomar como punto de partida evaluar los efectos conocidos para los

cigarrillos convencionales de tabaco tanto a nivel genético como epigenético.

Como resultado de los analisis del impacto a nivel genético, en este trabajo se evidencid que
los sujetos expuestos al aerosol del cigarrillo electronico presentan una mayor frecuencia de
MN y marcas de genotoxicidad (MN, NBUDs, NPBs) respecto a los controles no expuestos.
Estos resultados son congruentes y refuerzan con evidencia del impacto en humanos. Algunos
hallazgos observados en el modelo animal de rata expuesta al aerosol de los cigarrillos
electronicos, demostraron que a nivel pulmonar existia dafio oxidativo en el ADN a través de
la identificacion de 8-hidroxi-2'-deoxiguanosina (8-OHdG). Asimismo, este dafio fue evaluado
a nivel de sangre periférica de estos modelos animales en los que, mediante el ensayo de cometa
y micronucleos, se observéd un incremento en los niveles de dafio genotoxico en las ratas que
estuvieron expuestas al aerosol de estos dispositivos (91). Adicionalmente, en un estudio in
vitro en las lineas celulares HaCaT (Queratinocitos), UMSCC10B (Carcinoma de células
escamosas de la laringe) y HN30 (Carcinoma de células escamosas faringeas y cavidad oral)
expuestas a extractos del aerosol de los dispositivos con nicotina y sin nicotina, reveld la
existencia de altos niveles de genotoxicidad a través del ensayo de cometa y la deteccién de la

variante de histonas y-H2AX, lo que indica un aumento de las roturas del ADN (92).

Muchas de las posibles explicaciones por las cuales existe un incremento de dafio a nivel del
ADN se centran directamente con las sustancias y compuestos quimicos presentes en el aerosol
de estos dispositivos. Algunos de los compuestos de cigarrillos electronicos que se describen
como agentes genotdxicos son: formaldehido, metales, nitrosaminas especificas del tabaco
(TNSA), compuestos organicos volatiles (COV), compuestos fendlicos, hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAP), saborizantes y alcaloides menores del tabaco. EI formaldehido es capaz de
inducir monoaductos de N-hidroximetil en guanina, adenina y citosina, y enlaces cruzados
(crosslinks) de N-metileno entre purinas adyacentes en el ADN, estos enlaces cruzados
corresponden a tipos de dafio en el ADN potencialmente graves para la supervivencia celular,
especialmente, si no son reparados por via de reparacion por escision de nucleétidos (NER)
(93). Por otra parte, algunos de los metales presentes en la bobina de calentamiento de estos
dispositivos se han asociado con la generacion de monoaductos y roturas de cadena sencilla.
Ademas, los compuestos organicos como las nitrosaminas generan monoaductos en el ADN y
los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) se caracterizan por la formacion de aductos

(94) Los HAP en si mismos son bioldgicamente inertes, y sus efectos genotoxicos requieren la

51



activacion metabolica de intermediarios bioldgicamente reactivos, que modifican

covalentemente el ADN y son responsables de la formacion de estos aductos (95).

Asimismo, algunos compuestos presentes en los saborizantes, como el cinamaldehido, se han
asociado con un potencial genotdxico debido a la presencia de a y B aldehidos insaturados en
su estructura; estos aldehidos son electrofilicos y pueden reaccionar con macromoléculas como
el ADN, lo que facilita la formacion de aductos. De hecho, se han informado estudios que
demuestran que el cinamaldehido muestra resultados positivos en las pruebas de genotoxicidad
tanto in vitro como in vivo (96). Las EROs tienen un rol fundamental para la generacion de
dafios oxidativos, roturas en el ADN de doble cadena (DSBs: por sus siglas en ingles double
strand breaks), cadena sencilla y una respuesta inflamatoria exacerbada en estudios de células

epiteliales humanas y de ratdn expuestas al aerosol y liquido de los cigarrillos electrénicos (47).

Nuestros resultados muestran que aquellos sujetos de investigacion expuestos al aerosol de
dispositivos electronicos presentan mayores niveles de genotoxicidad respecto a personas no
expuestas pareadas por edad y sexo, lo que lleva a establecer que es probable que estas
diferencias sean producto de que el cigarrillo electronico incrementa los niveles de exposicion

a cada uno de estos agentes quimicos con potencial genotoxico.

Es importante considerar que los ensayos de genotoxicidad, como CBMN, son influenciados
por diversas variables como la edad, el sexo, el indice de masa corporal (IMC), factores del
estilo de vida y antecedentes familiares de cancer. Algunos estudios han caracterizado los
resultados de los analisis del ensayo de microndcleos en linfocitos de sangre periférica en una
cohorte de la poblacion general, con el fin de estandarizar algunos valores de referencia para
los estudios de biomonitoreo (94). Goran et al, realizaron un andlisis de 200 sujetos de
investigacion de la poblacion en general, en donde se evidencié una frecuencia de MN de 5,06
+ 3,11 por 1000 células binucleadas, mientras que la frecuencia de NPBs fue de 1,21 + 1,46 y
de NBUD 3,48 + 2,14 respectivamente (97). Nuestros resultados en los sujetos de investigacion
correspondientes al grupo control evidencian una frecuencia por cada 1000 células binucleadas
de MN de 11,16 +5,19, NPBs de 0,09 = 0,296 y NBUDs de 1,72 £1,61. Por otra parte, los
sujetos de investigacion correspondientes al grupo de Vapeadores muestran una frecuencia por
cada 1000 células binucleadas de MN de 14,06 + 6,48, NPBs de 0,09 £0,39 y NBUDs de 1,97
+ 1,94. Si se realiza una comparacion de los resultados obtenidos en este trabajo frente a los
estandares publicados para este ensayo, nuestra poblacion control y de vapeadores presenta un

aumento en la frecuencia de MN. Probablemente, este incremento se puede relacionarse con
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alguna de las variables no controladas en nuestras poblaciones como el IMC, antecedentes
familiares de cancer, variables asociadas al estilo de vida como calidad de aire del sitio de
residencia, el consumo de alcohol, la actividad fisica, la exposicion a medicamentos y
exposicion a radiacion por procesos diagndsticos, siendo esto una limitante para nuestros

resultados.

Sin embargo, si bien los ensayos de CBMN aqui reportados pueden estar influenciados en parte
por estos factores de variabilidad individual, la evidencia actual en diferentes modelos
bioldgicos respalda nuestros hallazgos de indicios de genotoxicidad asociada a la exposicion
del cigarrillo electronico. Adicionalmente, para este trabajo se tuvo en cuenta dos de las
variables con mejor evidencia de alterar la genotoxicidad como un criterio para parear a cada
uno de los sujetos de investigacion pertenecientes tanto al grupo de vapeadores como de
controles, siendo estas la edad y sexo, en los analisis determinados como fold change MN y
genotoxicidad, los cuales muestran la variacion de cada uno de los usuarios vapeadores
respecto a su control pareado (misma edad y mismo sexo). El efecto del envejecimiento sobre
la frecuencia de MN posiblemente debido a la acumulacion del dafio en el genoma dependiente
de la edad, relacionando una mayor edad con mayor indice de MN tanto en hombres como en
mujeres (97). En el caso del analisis del género, se ha descrito que las mujeres presentan una

frecuencia de MN superior a la de los hombres (98).

Otra de las utilidades que se le ha dado al ensayo de microndcleos, es implementarlo como un
biomarcador de deteccion temprana acerca del efecto genotdxico del tabaquismo (99). En un
estudio realizado por Asmaa et al, se identificaron en 78 fumadores y 70 sujetos no fumadores
la frecuencia de micronucleos a través del ensayo de CBMN. Los sujetos fumadores mostraron
una mediana de 4 MN con un rango total (0-16 MN) frente a 2 en los no fumadores con un
rango total (0-8 MN). Asimismo, a través del andlisis de regresion lineal mdltiple, se
identificaron que variables como continuas como el indice paquete afio (IPA) y duracion del
tabaquismo en afios, podria correlacionarse con una alta puntuacion en el ensayo de MN con

diferencias estadisticamente significativas (99).

Si bien en nuestros resultados en una cohorte de controles, vapeadores y fumadores, cada uno
pareado por edad y género, no se evidenciaron diferencias en el grupo de fumadores respecto
a los parametros de frecuencia de MN y genotoxicidad, esto puede atribuirse a que la cohorte
de sujetos fumadores son jovenes clasificados como fumadores leves (consumo de menos de 5

cigarrillos diarios), lo que es respaldado por los analisis cuantitativos de cotinina sérica y
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determinacion de IPA. Otra posibilidad para este efecto observado podria ser que en esta
poblacion joven se genera una respuesta adaptativa a la exposicion cronica al humo del

cigarrillo especialmente frente al estrés oxidativo (100).

Por otra parte, en nuestros resultados no se encontraron diferencias en la frecuencia de
genotoxicidad segun algunas variables de consumo de cigarrillo electronico como niveles de
cotinina, afios de consumo y potencia del dispositivo. Este hecho puede deberse probablemente
a un efecto de la dificultad de la categorizacidn de estas variables continuas. Esto se confirma
mediante los analisis de correlacidn lineal donde se evidencia que existe una posible relacion
dosis-respuesta entre el numero de caladas/dia y la genotoxicidad normalizada. Otra posible
explicacion es la existencia de otros factores del consumo y de los dispositivos, compuestos
quimicos inhalados, respuesta del huésped frente a esta exposicidn o incluso variables clinicas

y asociadas al estilo de vida.

Debido a que el numero aproximado de caladas/dia podria representar una medida de
frecuencia de uso de estos dispositivos, se podria inferir que a un mayor uso de los cigarrillos
electronicos existen mayores niveles de genotoxicidad. En estudios in vitro de células
epiteliales orales y pulmonares expuestas al condensado del aerosol de los cigarrillos
electrdnicos se observé una induccién de dafio en el ADN de manera dependiente de la dosis,
observando incremento en los niveles de dafio oxidativo del ADN en ambas lineas celulares

para dosis equivalentes a 10 y 100 puffs o caladas (60).

De manera interesante, cuando se comparan los niveles de genotoxicidad entre los grupos de
vapeadores mixtos y exclusivos no se evidencian diferencias entre los grupos, lo cual llama la
atencion debido a que se esperaria un impacto a nivel genético mayor en vapeadores mixtos
relacionado con los compuestos quimicos presentes en el humo de los cigarrillos de tabaco.
No obstante, el uso exclusivo de los cigarrillos electronicos fue suficiente y necesario para
inducir dafio a nivel del ADN. Estudios in vitro de lineas celulares determinaron que los niveles
de dafio oxidativo del ADN eran similares o ligeramente mas altos después de la exposicién al
aerosol de estos dispositivos en comparacion con los extractos de humo de cigarrillo
convencional (60), estos resultados y antecedentes muestran que la exposicion ambiental al

aerosol de los cigarrillos electrénicos puede inducir dafios a nivel de ADN.

El humo del cigarrillo convencional se considera uno de los factores ambientales que més se
han asociado con modulacion de la metilacion del ADN a través del dafio directo al ADN y en

consecuencia el reclutamiento de DNMTs (DNA metiltransferasas) a los sitios de reparacion.
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Esta modulacion epigenética se ha asociado a carcinégenos como el arsenico, el cromo, el
formaldehido, los hidrocarburos aromaticos policiclicos y las nitrosaminas. Asimismo, el humo
del cigarrillo convencional puede alterar la metilacion del ADN indirectamente a través de la
modulacion y expresion de factores de unién al ADN, como Spl. Esta proteina, es un factor de
transcripcion comuan que se une a motivos ricos en GC en regiones promotoras y previene la

metilacion de novo durante la embriogénesis (10).

En el presente estudio, en el grupo de sujetos vapeadores se evidencid una perdida significativa
de los niveles de metilacion del ADN en los elementos repetitivos LINE-1 en comparacion con
los controles. Por el contrario, los niveles de metilacion de LINE-1 identificados en este trabajo
para el grupo de fumadores, no mostraron diferencias estadisticamente significativas cuando
se compararon con el grupo control, lo que probablemente puede ser atribuido a lo mencionado
anteriormente en donde los sujetos de investigacion pertenecientes a este grupo se clasifican

como fumadores leves.

Teniendo en cuenta que los elementos repetitivos en el ADN representan casi un 50% del
genoma humano, estos resultan ser un indicador de méas de un tercio de los niveles de
metilacion global (102). La metilacién del ADN cumple la funcién de proteger la integridad
del genoma al reprimir la actividad de los elementos transponibles moviles. Estos elementos
transponibles, normalmente se encuentran hipermetilados, lo que resulta en su silenciamiento
transcripcional. Dado que la maquinaria de transposicién requiere enzimas codificadas dentro
de los elementos transponibles, la represion transcripcional de estos elementos previene

eficazmente los fendmenos de translocaciones (10).

Los resultados obtenidos en este trabajo soportan la idea de que la exposicién ambiental al
aerosol de los cigarrillos electronicos y sus productos quimicos asociados, se correlacionan con
cambios aberrantes en el epigenoma induciendo una pérdida de metilacion en los elementos
repetitivos LINE-1. Estos resultados son respaldados por algunos estudios donde se han
evidenciado cambios en los patrones de metilacion del ADN tras la exposicion a dosis bajas de
compuestos como el benceno, también presente en el aerosol del cigarrillo electronico,
revelando una reduccion significativa de la metilacion en LINE-1 (103). Incluso, algunos
estudios in vitro y en modelos animales también han confirmado que los agentes cancerigenos
inducen cambios en los niveles de metilacion del ADN en los tejidos normales similares a los

que se encuentran en las células tumorales (104).
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Un estudio realizado por Caliri et al, brindé una primera evidencia de la asociacion entre el
vapeo Y la perdida de los niveles de metilacion del ADN en humanos, donde a partir de
muestras de sangre de periférica de vapeadores, fumadores y personas no fumadoras, se
analizaron los niveles de metilacion (5-mC) en los elementos LINE -1. Los resultados obtenidos
mostraron una disminucién significativa de la metilacion (5-mC) en los elementos LINE-1 de
vapeadores en un 18% y fumadores en un 13%, en comparacién con el control de no fumadores,
sin diferencia significativa entre vapeadores y fumadores. Adicionalmente, se cuantificd la
desmetilacién mediante la cuantificacion hidroximetilacion (5-hmC) global del ADN,
mostrando una disminucion tanto en vapeadores (66%) como en fumadores de tabaco (88%)
(103).

Finalmente, los resultados de este estudio muestran que existe una correlacion negativa entre
los niveles de cotinina sérica y los niveles de metilacion de LINE-1. Estos resultados podrian
explicarse de acuerdo a lo que se ha descrito para el cigarrillo convencional, en donde se ha
visto que la reduccion de los niveles de metilacion global puede deberse en parte a la regulacion
negativa de enzimas DNMT causada por la nicotina (105). Incluso, estos efectos mostraron que
usuarios gue se encuentran en la categoria de vapeadores exclusivos presentan menores niveles
de metilacion en comparacion con vapeadores mixtos. Los resultados descritos para los analisis
de metilacion demuestran entonces el impacto del uso del cigarrillo electronico a nivel
epigenético, revelando una posible influencia del aerosol de estos dispositivos sobre los

mecanismos epigenéticos asociados a la metilacion del ADN.

8. Conclusiones

Actualmente existen muy pocos estudios que determinen el impacto biolégico del uso de los
cigarrillos electrénico, no obstante, los reportes en la literatura que tienen por objetivo estimar
la magnitud de las consecuencias para la salud de estos dispositivos estan basados

principalmente en modelos animales y estudios de lineas celulares.

Nuestros experimentos parten de muestras de sangre periférica de sujetos de investigacion
correspondientes a los grupos de vapeadores, fumadores y controles, en los que se llevaron a
cabo analisis de genotoxicidad mediante el ensayo de CBMN vy anélisis de metilacion del ADN
en las regiones LINE-1, por lo tanto, estos resultados corresponden a una primera aproximacion

del impacto genético y epigenético del uso de los cigarrillos electronicos.
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Hemos demostrado que existe un aumento en los niveles de genotoxicidad producto del uso de
los dispositivos electronicos en comparacion con el grupo de sujetos de investigacion control,
incluso estos efectos se vieron en el grupo de vapeadores de manera independiente a si los
usuarios alternaban el consumo de los dispositivos electronicos con el uso de cigarrillos
convencionales, mostrando que vapear corresponde a un factor de riesgo para tener altos

niveles de genotoxicidad.

Adicionalmente, encontramos que producto de la exposicion al aerosol de los cigarrillos
electronicos se generan alteraciones epigenéticas importantes, especialmente aquellas
relacionadas con la perdida de metilacion de los elementos LINE-1 en la poblacion de

vapeadores.

Nuestros hallazgos destacan la importancia del estudio de los efectos genéticos y epigenéticos
del vapeo para determinar las consecuencias del uso de los cigarrillos electronicos en la salud.
Este trabajo proporciona evidencia cientifica que sugiere que los cigarrillos electrénicos no son

del todo inocuos y que pese a su diversidad de caracteristicas comparten potenciales riesgos.

9. Perspectivas y recomendaciones
e Este estudio corresponde a una primera aproximacién del impacto del uso de los

cigarrillos electronicos. Por lo tanto, se recomienda mas investigacion para determinar
los efectos a largo plazo del uso de los cigarrillos electronicos, asi como el dafio en el
ADN y los cambios a nivel de metilacion de los elementos LINE-1.

e Realizar metodologias complementarias a los anélisis de genotoxicidad como el ensayo
de cometa, con el fin de identificar dafios en el ADN no reconocidos por la técnica de
micronucleos (CBMN).

e Este trabajo forma parte de un proyecto financiado que también contempla la
realizacion de analisis de transcriptomica y la determinacion de expresion de LINE-1
en usuarios de cigarrillo electrénico.

e Estetrabajo incluyd en el disefio de estudio, sujetos pareados por edad y sexo para evitar
algunos factores de confusién en cada uno de los analisis. Sin embargo, los resultados
mostrados dependen de factores genéticos, variables clinicas, demogréaficas y asociadas
al estilo de vida que no fueron tomadas en cuenta. Para futuros analisis de este proyecto

de impacto ambiental producto de la exposicién al aerosol de los cigarrillos electronicos
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se recomienda tener en cuenta mas variables y factores alineados que se puedan asociar
con los resultados obtenidos.

Se recomienda ampliar el nimero de sujetos de investigacion correspondientes al grupo
de fumadores de cigarrillo convencional para determinar diferencias entre el consumo
de cigarrillos convencionales y cigarrillos electronicos.

Este proyecto reunio informacion que podria ser analizada en estudios posteriores sobre
el historial asociado al consumo de los cigarrillos electronicos en una poblacion
colombiana, en donde se cuenta con informacion asociada a factores como: razones de
uso, edad de inicio de consumo de cigarrillo electronico, tipo de dispositivo,
caracteristicas especificas del dispositivo, marcas de dispositivos y saborizantes mas
frecuentes.

Como parte de las actividades de nuestro grupo de investigacion se pretende socializar
en la comunidad no cientifica de todas las edades los riesgos del uso de los cigarrillos
electronicos para crear concientizacion respecto al uso de estos dispositivos, y por ende
contribuir a la realizacion de un consumo consciente por parte de los usuarios de estos

dispositivos.
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