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INTRODUCTION

En 2021, presque un tiers (31,9%) des Francgais agés de 18 a 75 ans déclaraient
étre fumeurs (1). Parmi eux, 25,3% affirmaient fumer quotidiennement et le nombre
moyen de cigarettes consommées a été estimé a 12,7 par jour (1). A titre de
comparaison, d’aprés I'Organisation Mondiale de la Santé ('OMS), nos voisins
britanniques, allemands, et espagnols ne comptent respectivement « que » 15,4%,
22,0% et 27,7% de fumeurs adultes (2). Ces chiffres apparaissent élevés sachant qu'il
est bien établi que le tabagisme favorise le développement de nombreuses
pathologies telles que les cancers, les maladies cardio-vasculaires, buccales et
respiratoires. A I'heure actuelle, en France, on estime que la consommation de tabac
serait responsable de 75 000 morts par an, ce qui fait du tabagisme un véritable
probleme de santé publique. Face a ce constat, le gouvernement multiplie depuis
plusieurs années les mesures visant a réduire le nombre de fumeurs : remboursement
des traitements de substitution nicotinique (patchs, gommes a macher, pastilles a
sucer...), hausse du prix du paquet de cigarette et ajout d'images choc de corps

ravagés par la consommation de tabac.

Parallelement a ces mesures, on observe, depuis plusieurs anneées, la
démocratisation de 'usage de la cigarette électronique (ou e-cigarette). Cette derniére
est présentée par les industriels du tabac comme une alternative moins toxique a la
cigarette classique voire comme un outil pouvant étre utilisé dans le cadre d’'une
démarche d’arrét du tabac. Ce discours était également adopté jusqu’a trés
récemment par le Haut Conseil de la Santé Publique (HCSP), qui estimait que la
balance bénéfice-risque de I'e-cigarette était favorable, ce qui en faisait une bonne
option pour un sevrage tabagique. Or, en novembre 2021, a la suite d’une requéte
conjointe de la Direction Générale de la Santé (DGS) et de la Mission Interministérielle
de Lutte contre les Drogues Et les Conduites Addictives (MILDECA), le HCSP a
modifié ses recommandations vis-a-vis des produits de vapotage (3). Il considére
désormais que I'état actuel des connaissances sur ces produits ne permet pas aux
professionnels de santé de les proposer aux patients comme solution alternative ou
complémentaire aux traitements de substitution nicotinique (TSN). En effet, seuls les

TSN et la varénicline (Champix) ont une autorisation de mise sur le marché (AMM)
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pour l'indication « sevrage tabagique » et ont démontré leur efficacité dans cette
utilisation. De plus, toujours au nom du principe de précaution, le HCSP déconseille
I'utilisation de la cigarette électronique chez la femme enceinte/allaitante. Toutefois, il
nuance son propos en expliquant qu’en dehors du systéme de soin, les personnes qui
le souhaitent peuvent utiliser les produits de vapotage comme aide complémentaire
dans l'arrét du tabac, car de la méme facon que les données disponibles sont
insuffisantes pour conclure de fagon catégorique sur l'efficacité et I'innocuité du
dispositif, elles ne permettent pas non plus de dire que ces produits sont plus
dangereux que la cigarette classique et donc, que la balance bénéfice-risque est
défavorable. En définitive, selon le HCSP, la cigarette électronique ne peut pas étre
considérée comme une aide au sevrage tabagique mais ¢a reste un trés bon outil de

réduction des risques chez les consommateurs de nicotine.

C’est dans ce contexte ou I'innocuité et I'utilisation de la cigarette électronique
font encore fortement débat que j'ai choisi d’inscrire ma thése. Je vais, au travers de
ce travail, essayer de répondre le mieux possible, aux deux questions suivantes : que
savons-nous, a I'heure actuelle et dans le contexte de notre pays en pleine pandémie
de COVID-19, de la toxicité de la cigarette électronique ? Quel est le profil de ses
utilisateurs ? Mes travaux vont s’articuler autour de trois grandes parties : une
premiéere partie va poser les bases de mon sujet en reprenant les généralités sur les
produits de vapotage, une deuxiéme va faire une synthése des études scientifiques
qui ont été menées ces derniéres années sur la toxicité et les effets sur I'organisme
des liquides de cigarettes électroniques et enfin, dans la derniére partie, a l'aide des
publications réalisés sur le sujet depuis 2020 et des réponses obtenues grace a un
questionnaire patient réalisé par mes soins, je me focaliserai sur le lien qui peut exister
entre COVID-19 et cigarette électronique, notamment concernant son impact sur la

santé et son utilisation.
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GENERALITES SUR LA CIGARETTE ELECTRONIQUE

En matiére de consommation de tabac, les produits sont classés en trois catégories
: les produits du tabac, les produits de vapotage et les produits a fumer a base d’autres
plantes que le tabac.

Selon la directive européenne 2014/40/UE et I'article L.3513-1 du Code de la Santé
Publique (CSP), la cigarette électronique est un dispositif « permettant, via un embout
buccal, la consommation de vapeur contenant de la nicotine » (4). Il en existe deux
catégories : les e-cigarettes jetables et les e-cigarettes réutilisables. Ces derniéres
peuvent étre rechargées via des cartouches préremplies a usage unique ou grace a

des flacons de recharge « qui renferment un liquide contenant de la nicotine ». (3)

I- Description et fonctionnement de la cigarette électronique

L’'idée sous-jacente a [l'utilisation des appareils de vapotage est de pouvoir
consommer de la nicotine sans avoir a passer par la combustion des feuilles de tabac.
Leur fonctionnement repose sur la vaporisation, par un processus de chauffage, d’un
liquide de vapotage, aussi appelé e-liquide, qui peut contenir ou non de la nicotine
(5,6).

Schéma 1 : Structure générale d’une e-cigarette (4,5)

La cigarette en elle-méme se compose de deux principaux éléments : la batterie et
le clearomiseur.
La batterie sert a alimenter la résistance. En fonction des modeles de cigarette
électronique, elle peut étre manuelle, c’est-a-dire que sa mise en service nécessite
d’appuyer sur un bouton, ou automatique. Lorsqu’elle est automatique, I'aspiration de

I'utilisateur suffit a l'activer.
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Le clearomiseur, quant a lui, comprend le réservoir, la résistance, une méche et un
embout buccal. Le e-liquide, contenu dans le réservoir, va se déplacer, par capillarité
vers la résistance via cette méche. Lorsque la batterie est allumée, la résistance va
chauffer jusqu’a une soixantaine de degrés Celsius et vaporiser le liquide. Cette

vapeur va ensuite étre entrainée vers 'embout buccal par I'aspiration de ['utilisateur.

Les toutes premiéres cigarettes électroniques, commercialisées aux alentours
de 2004, utilisaient les ultrasons pour vaporiser les e-liquides. Il faudra attendre 2009
pour qu’un brevet d’e-cigarette utilisant une résistance soit déposé et que les premiers
modéles reprenant ce principe soient disponibles a la vente. En presque quinze ans
de commercialisation, quatre générations de cigarettes électroniques fonctionnant
avec une résistance se sont succédeé, chacune ayant apporté leur lot d’'améliorations
techniques et d’évolutions en matiére de design (5).

Commercialisée a partir de 2009, la premiére génération a une apparence trés
similaire a celle des cigarettes classiques aussi bien du point de vue de la taille que
de la forme. Elles existent sous deux formes : jetables ou réutilisables. Le réservoir
était prérempli de liquide et indissociable de la résistance: c’est la partie
« consommable » du dispositif, appelée cartouche.

A partir de la deuxiéme génération, le design s’est éloigné de celui de la
cigarette classique pour devenir plus moderne et plus coloré. C’est aussi a partir de
cette génération que les cigarettes électroniques sont toutes devenues réutilisables :
tous les composants sont devenus des consommables pouvant étre remplacés au
besoin et le réservoir pouvait étre rempli par l'utilisateur avec le liquide de son choix.

La troisiéme génération, apparue vers 2012, est associée a une nette
amélioration de la personnalisation des parameétres de « vapotage » : réglage de la
puissance de la batterie et de la résistance, ajustement du volume et de la densité de
la vapeur, de la taille de I'entrée d’air... Tout est fait pour que chaque utilisateur ait
I'expérience la plus agréable possible et la plus adaptée a ses besoins et a ses envies.

La quatrieme et derniére génération, dont les premiers modéles se sont vendus
en 2014, s’est contentée d’améliorer les lignes directrices de la troisi€me en proposant
des résistantes et des batteries plus puissantes et des réglages toujours plus poussés
(puissance et température de la résistance...). Cependant, un tel niveau de

personnalisation implique d’avoir des dispositifs de plus en plus perfectionnés. Les
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appareils sont donc devenus au fil du temps assez volumineux et lourds et il peut s’en

dégager une complexité d’utilisation qui peut effrayer certains consommateurs.

| | | | >
L

Premiére génération Deuxieme génération Troisieme génération Quatriéme génération
(2009) (~2011) (~2012) (~2014)

Schéma 2 : Evolution des modéles de cigarettes électroniques au fil des années

En réponse aux problématiques en lien avec la derniére génération, les
industriels ont remis au godt du jour les cigarettes de la premiére génération en
reprenant leurs caractéristiques principales et en actualisant leur forme.

De nos jours, il est donc possible d’acheter des cigarettes électroniques
« pods » reprenant I'association batterie et cartouche préremplie remplagable ainsi
que le format compact et facile d’utilisation de la premiére génération de e-cigarette,
tout en adoptant une esthétique plus « design et moderne » (5). Ces derniers mois, on
a également assisté a I'apparition des « puff cigarettes », des cigarettes jetables et
préremplies de e-liquide (7). Elles contiennent environ huit cents bouffées de produits
soit I'équivalent de la quantité de nicotine contenue dans un paquet de cigarette
classique. Avec leurs designs colorés et leurs e-liquides aux saveurs sucrés, ces puff
cigarettes sont prisées par un public jeune (bien souvent mineur, malgreé l'interdiction
de vente des produits de vapotages aux enfants/adolescents). Le probléme est que
ces nouveaux usagers n'ont jamais consommeé de nicotine auparavant ce qui n’était
pas vraiment le cas de la premiére génération de cigarettes électroniques (qui
concernait plutdt des fumeurs souhaitant se sevrer du tabac). En plus du probléeme de
santé publique que peuvent représenter ces cigarettes, s’ajoute une problématique

d'ordre environnementale, car contrairement aux autres produits de vapotages,
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considérés comme relativement « écoresponsables » puisque chaque piece est

remplagable, les puff cigarettes remettent a la mode des produits jetables.

[I- Composition des e-liquides

Les e-liquides sont tous composés d’'un mélange en proportions variables de
propyléne glycol, de glycérol, d’eau et d’alcool. A cette formulation de base peuvent
étre ajoutés, entre autres, de la nicotine et divers arbmes (8).

Dans la pratique, les e-liquides peuvent contenir plusieurs dizaines de
composants différents, qui n’ont pas toujours été ajoutés de fagon volontaire par les
fabricants. En 2018, la direction générale de la santé (DGS) a saisi TANSES afin
d’avoir une meilleure connaissance de la composition des liquides de e-cigarettes.
L’objectif était double : mieux appréhender les effets sur la santé des consommateurs
et avoir un meilleur controle de leur conformité. A cette occasion, une analyse de
liquides de vapotage a été réalisée par chromatographie liquide haute performance et
spectrométrie de masse. Il s’est avéré que des composants ne figurant pas sur la liste
des ingrédients déclarés a 'ANSES, ont été retrouvés (9). Il a été supposé par les
auteurs du rapport que ces composants sont probablement issus de réactions
chimiques ayant eu lieu a postériori entre les substances volontairement incorporées
dans la formule.

Par ailleurs, une liste noire ou « blacklist » de substances, établie dans la
directive 2014/40/UE et transposée dans larticle L.3513-7 du CSP, interdit de les

ajouter a la formule des e-liquides commercialisés dans I'Union Européenne.

A. Le propyléne glycol

Le propyléne glycol ou 1,2-propanediol est un liquide incolore, de viscosité
modérée, peu volatile, sans odeur ou golt particulier (10). C’'est un composé que I'on
retrouve trés fréquemment dans les liquides réfrigérants, et dans les produits
alimentaires, cosmétiques ou pharmaceutiques ou il sert de solvant, d’émulsifiant, de

conservateur et/ou d’humectant.
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Dans les liquides de cigarette électronique, le propylene glycol est utilisé
comme solvant et exhausteur de godt, c’est-a-dire qu’il accentue les arbmes. C’est
aussi lui qui est responsable de la sensation d’irritation de la gorge provoquée par
'inhalation de e-liquide vaporisé. Les études montrent que c’est un composé peu
toxique pour 'homme et qu’il est essentiellement responsable d'irritations cutanéo-
muqueuses observées chez les professionnels qui le manipulent. Toutefois, il convient
de noter que peu d’études ont analysé sa toxicité lorsqu’il est chauffé et utilisé de
maniére chronique par voie inhalée comme c’est le cas chez les consommateurs de
cigarette électronique. Phillips et al font partie des quelques équipes ayant étudié les
effets d’une exposition chronique inhalée chez le rat : ils ont conclu que le propyléne
glycol, associé a d’autres molécules comme la nicotine ou au glycérol, était peu toxique

lors de ce type d’exposition (11).

B. La glycérine végétale

La glycérine végétale, autrement appelée glycérine, glycérol ou propan-1,2,3-
triol, est un liquide incolore, visqueux et inodore (12). Elle entre dans la composition
de nombreux fluides industriels, sert d’additif alimentaire, d’humectant dans les
produits du tabac et est un excipient tres répandu dans l'industrie pharmaceutique.
Comme pour le propyléne glycol, elle est peu toxique pour 'lhomme mais les données
concernant I'exposition chronique par voie inhalée sont trop peu nombreuses pour
conclure a une totale innocuité. D’aprés Phillips et al, en association avec les autres
composants des e-liquide, la glycérine végétale posséderait méme un faible potentiel
toxique par voie inhalée et de fagon chronique (11).

La glycérine végétale (VG) est utilisée dans les liquides de vapotage pour
rendre la vapeur plus dense et plus visible. Elle est associée au propyléne glycol dans
des proportions variables : en fonction de I'expérience de vapotage souhaitée, le
consommateur peut choisir des e-liquides avec plus ou moins de glycérol et de
propyléne glycol (PG). En pratique, ce sont les liquides avec un ratio de 70/30 en
faveur du PG et ceux avec un mélange 50/50 de PG et de VG qui sont les plus vendus
(8). Il est aussi intéressant de noter que plus les liquides sont concentrés en nicotine,
plus le ratio PG/VG est en faveur du propylene glycol (8).
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C. La nicotine

Alcaloide extrait des feuilles de Nicotiana tabacum, plante de la famille des

solanacées, la nicotine est un liquide huileux, incolore, a 'odeur et au goUt acre (13).

1. Pharmacodynamie de la nicotine

La nicotine est un agoniste des récepteurs cholinergiques de type nicotinique
(11,12), qui sont pentamériques, inotropes et perméables aux cations sodium,
potassium et calcium. Leur distribution est ubiquitaire dans l'organisme : on les
retrouve au niveau des jonctions neuromusculaires, de la rétine, de |la
médullosurrénale et dans de nombreuses zones du cerveau. Ce sont les récepteurs
situés dans l'aire tégmentale ventrale (ATV) qui sont responsables du haut pouvoir
addictif de la nicotine (11). En effet, 'ATV est une structure cérébrale impliquée dans
le circuit de la récompense (15). L’activation de ce circuit aboutit a la libération finale
de dopamine, le messager chimique du plaisir. On retrouve, dans cette zone, les corps
cellulaires des neurones dopaminergiques de la voie mésocorticolimbique, sur
lesquels sont situés les récepteurs nicotiniques. Lorsque la nicotine va se lier a ses
récepteurs, le canal ionique s’ouvre et un flux de sodium, de potassium et de calcium
se crée. Cet influx ionique va entrainer une dépolarisation neuronale qui va avoir pour
conséquence directe l'activation des canaux calciques voltage dépendants de la
terminaison axonale. L’entrée massive de calcium, va déclencher la libération de
dopamine dans la fente synaptique. La fixation de la dopamine a ses récepteurs post-
synaptique va permettre 'activation du reste du circuit de la réecompense et va étre
responsable des effets bénéfiques de la nicotine (stimulation, anxiolytique...) mais
aussi des effets délétéres a savoir I'addiction. A noter que ce mécanisme existe
également lors de l'exposition a d’autres drogues. Il résulte de cette addiction
I'apparition d’'un syndrome de sevrage, se caractérisant entre autres par de I'anxiéte,
de lirritabilité, une perturbation du sommeil, des troubles de la concentration et du
comportement alimentaire, et survenant lorsqu’un fumeur souhaite ralentir ou stopper

sa consommation.
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Les effets cardiovasculaires et métaboliques de la nicotine sont dus a la fixation
de cette derniére aux récepteurs nicotiniques des cellules chromaffines de la
médullosurrénale (11). Elles sont responsables de la libération d’adrénaline dans la
circulation sanguine. Le fonctionnement est le méme que celui vu précédemment avec
les neurones dopaminergiques. La liaison de la nicotine sur son récepteur permet
'ouverture du canal et le passage des ions sodium. S’en suit une dépolarisation qui
active les canaux calciques voltage dépendants et provoque le relargage d’adrénaline
dans la circulation sanguine. On observa alors une augmentation de la tension
artérielle, du rythme cardiaque, une vasoconstriction et une augmentation de la

glycémie.

2. Pharmacocinétique de la nicotine

La nicotine est trés fortement absorbée au niveau de la muqueuse buccale et
des alvéoles pulmonaires lorsqu’elle est consommeée par voie inhalée. Du fait de son
caractére lipophile, on observe également une forte absorption par voie cutanée
(11,12,14).

La nicotine passe bien évidemment la barriere hématoencéphalique (BHE) mais
aussi la barriére placentaire et elle est excrétée dans le lait maternel. En effet, chez
les femmes grandes fumeuses, des concentrations de nicotine allant jusqu’a 0,5 mg/L
ont été retrouvées dans le lait maternel (11). La capacité de distribution élevée de la
nicotine pose un probleme chez la femme enceinte et allaitante car elle augmente le
risque d’avortements spontanés et les nourrissons exposés, ont généralement un
poids de naissance plus faible que les nourrissons non exposeés (12).

La nicotine subit une forte métabolisation hépatique : elle est transformée en
une vingtaine de métabolites différents dont la cotinine, qui reste active d’'un point de
vue pharmacologique (méme si moins puissante que la nicotine). La demi-vie
plasmatique de la nicotine varie entre 1 et 3 heures tandis que celle de la cotinine
atteint facilement les 20 heures (12,14).

Enfin, I'élimination se fait majoritairement par voie rénale : on retrouve dans les
urines aussi bien les formes métabolisées de la nicotine que la nicotine sous forme

inchangée (12,14).
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3. Toxicité de la nicotine

Les intoxications aigues a la nicotine provoquent des nausées-vomissements,
des crampes abdominales et dans les cas les plus sévéres, de I'agitation et des
convulsions (11). Ces symptémes ont été rapportés chez des personnes ayant ingéré
de la nicotine a la dose de 0,3 mg/kg (17). Chez d’autres, il aura fallu atteindre les 6
mg/kg pour que ces mémes symptdémes apparaissent. A savoir que la dose létale de
nicotine a été estimée entre 6,5 et 13 mg/kg. Lors d’'une exposition chronique, la
nicotine favorise le développement de pathologies cardiovasculaires (athérosclérose,
pathologies coronariennes, artériopathie oblitérante des membres inférieurs) et

pulmonaires (bronchopneumopathie obstructive) (12,14).

4. La nicotine dans les e-liquides

Les liquides de recharge pour cigarette électronique vendus en France ont des
concentrations en nicotine allant de 0 mg/ml a 20 mg/ml (4). A I'heure actuelle, les e-
liquides les plus consommés sont ceux ayant une concentration faible a modérée (3,
6 et 12 mg par ml de nicotine) (9). Néanmoins, depuis deux ou trois ans, avec I'essor
des kits de vapotage « Do It Yourself », on constate une nette augmentation de la
vente des « boosters », des e-liquides sans arbme, atteignant la concentration
maximale en nicotine, qui sont utilisés comme « matiere premiere ».

Si, au début de la commercialisation des cigarettes électroniques, la nicotine
était toujours utilisée sous sa forme de base faible pour la formulation des liquides de
vapotage, au fil des années, des liquides avec des sels de nicotine dans leur
composition ont fait leur apparition (8). Utiliser la nicotine dans sa version protonée
présente deux avantages. Premierement, un produit de vapotage a base de sels de
nicotine est moins irritant pour les voies respiratoires supérieures. Deuxiemement, la
biodisponibilité de la nicotine est meilleure car les sels de nicotine sont moins
dénaturés que la nicotine sous forme de base faible qui doit subir de nombreux
processus de transformation avant de pouvoir étre utilisée comme ingrédient dans les
e-liquides. Ces liquides occupent encore une place faible sur le marché car ils
s’adressent a un public de « niche » au sein des fumeurs. En effet, nombreux sont les

fumeurs qui, lorsqu’ils remplacent la cigarette classique par la cigarette électronique,
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recherchent justement la sensation d'irritation au niveau de la gorge (aussi appelée

« throat hit ») or elle disparait avec la consommation de sels de nicotine.

D. Les arbmes

En ce qui concerne les arébmes, une trés grande variété de choix est disponible
: tabac classique, fruits, menthol, sucreries... Certains sont extraits de plantes
(menthe, vanille, agrumes...) et d’autres sont issus de la chimie de synthése (8,15).
Par exemple, le butyrate d’éthyle ou l'acétate d’isoamyle sont des composants qui
donnent un parfum fruité (8). Les amides de synthése WS-5 et WS-23 procurent une
sensation de fraicheur a l'utilisateur. A savoir que les substances donnant un aréme
mentholé, qu’elles soient d’origine naturelles ou non, sont présentes dans presque
75% des produits commercialisés actuellement en France. Les arébmes ont une double
utilité : permettre au consommateur de personnaliser le plus possible son expérience

de vapotage en fonction de ses désirs et masquer le goit amer de la nicotine.

E. Les édulcorants

Autre composant ayant pour objectif de masquer I'amertume de la nicotine, ce
sont les sucres ou les édulcorants (8). Dans cette catégorie, on retrouve des sucres
classiques comme le fructose, le galactose ou le sirop de mais, les édulcorants
d’origine naturelle comme le stévia et de réglisse et les édulcorants de synthese que
sont le sorbitol ou le xylitol. Petit a petit, on constate que les édulcorants prennent la

place des sucres dans la composition des e-liquides.
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llI- Cigarette électronique et réglementation

Si on compare aux autres produits permettant de consommer de la nicotine, la
cigarette électronique est un produit trés jeune. Commercialisé en Europe depuis
2010, les premiéres directives encadrant la mise sur le marché et les conditions de
vente des dispositifs de vapotage n’ont été votées qu’en 2014 et réellement appliquées
qu’a partir du 20 mai 2016 (16).

A. Législation européenne

1. Dossier de déclaration des produits de vapotage

La directive 2014/40/UE du parlement européen et du conseil du 03 avril 2014,
relative au rapprochement des dispositions Iégislatives, reglementaires et
administratives des états membres en matiére de fabrication, de présentation et de
vente des produits du tabac et des produits connexes, impose, aux fabricants et
importateurs de produit de vapotage, la constitution d’'un dossier de déclaration (8,16).
Ce dossier doit comporter des informations sur le déclarant (identité et coordonnées
de I'entreprise qui va commercialiser le produit), sur le produit (type, présentation du
produit, masse, volume, concentration et composition du e-liquide, caractéristiques
techniques de la cigarette électronique...), sur les données toxicologiques des
composants des e-liquides, sur les émissions de nicotine et de composés produits
dans des conditions normales d’utilisation et sur les dates de lancement et/ou de retrait
du marché. Ce dossier de déclaration doit &tre transmis au minimum six mois avant la
mise sur le marché du produit concerné (4). De plus, les entreprises commercialisant
le produit de vapotage s’engagent a transmettre tous les ans les données de vente et
les études de marché réalisées. Toutefois, il est a noter, qu’en dépit du caractére
obligatoire de la transmission de ce dossier aux autorités compétentes du pays ou le
produit sera commercialisé, il ne s’agit pas d’un dossier d’autorisation de mise sur le
marche.

Les produits de vapotage soumis a la directive 2014/40/UE concernent les
cigarettes électroniques jetables, les cigarettes électroniques rechargeables et les

cigarettes électroniques remplissables. Les catégories cigarettes rechargeables et
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remplissables englobent a la fois le dispositif et les recharges (qu’ils soient vendus

ensemble ou séparément) (3,8,16).

2. Concentration maximale autorisée pour les e-liquides

La directive européenne 2014/40/UE fixe, par ailleurs, a 20 mg/ml la
concentration maximale en nicotine des produits de vapotage commercialisés au sein
de l'union européenne. Elle plafonne également le volume des contenants de e-
liquides a 10 ml pour les flacons de recharges et a 2 ml pour les cartouches (3,8). S'il
dépasse les 20 mg/ml en concentration de nicotine ou s'il se revendique comme étant
un outil d’aide au sevrage tabagique (article L.5121-2 du Code de la santé publique),
un e-liquide peut avoir le statut de médicament. Pour avoir le statut de médicament, le
fabricant doit obtenir une autorisation de mise sur le marché (AMM) pour
commercialiser son produit qui rentrera alors dans le monopdle pharmaceutique. De
plus, dans ce cas, le dispositif qui servira a 'administration de ce liquide obtiendra le
statut de dispositif médical (et donc devra remplir toutes les obligations relatives a ce
statut comme le marquage CE par exemple). Ce n’est le cas d’aucun produit de

vapotage commercialisé a I'heure actuelle (20).

B. Législation francaise

La législation frangaise reprend les grands principes instaurés par la directive
européenne de 2014. Ces principes ont été transposés, via 'ordonnance 2016-623,
au titre ler du livre V de la troisiéme partie du Code de la Santé Publique (CSP) ce qui
correspond aux articles L.3513-1 et suivants du CSP (3).

Il faut toutefois noter une petite subtilité par rapport a la Iégislation européenne.
Les articles du CSP relatifs aux produits de vapotage ont été regroupés sous l'intitulé
« Dispositions propres aux produits du vapotage contenant de la nicotine ». Un tel
intitulé sous-entend, qu’en France, I'obligation déclarative ne porte que sur les produits
contenant de la nicotine. De ce fait, un flou juridique se créé car dés lors que l'article
n’est pas commercialisé avec de la nicotine, cette obligation de déclaration disparait.

En d’autres termes, cela signifie qu’un industriel souhaitant mettre sur le marché
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francgais uniquement une cigarette électronique, qui peut contenir de la nicotine mais
qui n’est pas vendue avec, n’a pas l'obligation d’en faire la déclaration aux autorités

compeétentes.

En plus de tout ce qui concerne I'obligation déclarative pour les produits de
vapotage, la concentration maximale autorisée en nicotine et le volume maximal des
produits, on retrouve dans le CSP les régles encadrant les conditions de vente et
d’utilisation de la cigarette électronique, ainsi que les mentions autorisées ou interdites

sur les produits de vapotage (3,8).

1. Publicité pour les produits de vapotage

D’aprés l'article L3513-4 du CSP, « toute propagande ou publicité pour les
produits de vapotage, qu’elle soit faite de fagon directe ou indirecte, est strictement
interdite » (3).

Quelques exceptions existent cependant et concernent les cas suivants :

- La publicité, imprimée ou en ligne, réservée aux professionnels du milieu
(fabricants, distributeurs et revendeurs)

- Les affiches publicitaires que l'on retrouve a [lintérieur des boutiques
commercialisant les produits de vapotage (a la condition que ces affiches ne soient

pas visibles depuis I'extérieur).

2. Utilisation des dispositifs de vapotage dans les lieux accueillant du public

Tout comme il est interdit de fumer des produits du tabac dans I'espace public,
il est également prohibé de vapoter dans les établissements scolaires, les
établissements destinés a l'accueil/a la formation et a 'hébergement des mineurs,
dans les moyens de transport publics et dans les lieux de travail fermés et couverts a

usage collectif (3).
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3. Etiquetage des liquides de recharge

Pour ce qui est de I'étiquetage des produits, les produits de vapotages doivent
tous comporter les éléments suivants : la composition intégrale de e-liquide, sa
concentration en nicotine et la quantité diffusée par dose, le numéro de lot, la mention
« tenir hors de portée des enfants », un avertissement sur les dangers pour la santé
de l'utilisation de la nicotine (3,16). De plus, les liquides de recharge de cigarettes
électroniques sont soumis aux dispositions du réglement (CE) n°1272/2008 portant
sur la classification, I'étiquetage et 'emballage des mélanges dangereux (réglement
CLP) (16). Ainsi, lorsqu’un e-liquide contient entre 0,25% et 1.66% m/m de nicotine, le
pictogramme nocif ou irritant doit figurer sur le flacon accompagné de la mention «
attention, nocif en cas d’ingestion ». Lorsque la concentration en nicotine dépasse les
1,67% m/m, c’est le pictogramme « toxicité aigue » qui doit apparaitre sur le packaging
avec la mention « danger, toxique en cas d’ingestion ». Des conseils sur la bonne
fagcon de manipuler et de conserver le produit et la marche a suivre en cas d’ingestion
font également parti des mentions obligatoires pour I'étiquetage.

Enfin, il est strictement interdit pour un fabricant, un exportateur ou un
revendeur de produits de vapotage de suggérer a travers 'emballage de son produit,
que ce dernier a des effets bénéfiques sur la santé (vitalisant, énergisant, curatif) ou
sur I'environnement, de promouvoir sa consommation en minimisant les risques sur la
santé, de le faire ressembler a un produit cosmétique ou alimentaire, ou de mettre en
avant de quelque maniére que ce soit un avantage économique via sa consommation.
(3,16)

4. Roéle de 'ANSES vis-a-vis des produits de vapotage

En France, l'autorité chargée de recueillir, d’analyser et de transmettre le
dossier de déclaration est 'agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de
'environnement et du travail (ANSES) (8).

L’ANSES a deux missions principales vis-a-vis des produits de vapotage.
Premieérement, elle a un réle d’information auprés du grand public qui consiste en une

mise a disposition sur son site internet de la liste des produits de vapotage disponibles
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sur le marché frangais depuis plus de 6 mois. Elle doit également fournir la composition
de ces produits et mettre a jour mensuellement I'entiéreté de ces informations.
Deuxiémement, TANSES s’est vu confier par la direction générale de la santé (DGS),
une mission d’expertise a savoir la production d’'un bilan des déclarations des produits
présents sur le marché et I'actualisation de ce dit bilan de fagon annuelle.

Enfin, le contrdle des produits déja commercialisés et de la sanction des contrevenants

en cas d’infraction, est une mission gérée par la DGS et non par TANSES.

5. Conditions de vente

Comme pour les produits du tabac, il est interdit de vendre des produits de
vapotage aux mineurs et une piece d’identité doit étre demandée lors de I'achat afin
de s’assurer que le client est bien majeur (3).

S’ils n'ont pas le statut de médicament, les produits de vapotage sont interdits
a la vente en pharmacie. La vente par internet ou par distributeurs automatiques est

possible mais cela pose un probléme pour la vérification de I'age de l'utilisateur (3).
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TOXICITE DE LA CIGARETTE ELECTRONIQUE

La consommation de cigarettes classiques est dangereuse pour la santé, c'est
un fait avéré. Nombreuses sont les études a avoir établi le lien entre tabagisme et
développement de cancers, de maladies cardio-vasculaires et respiratoires. En
France, en 2020, le tabagisme a été la cause de 75 000 décés, dont 45 000 (soit 60%)
par cancer (21). On estime, en effet, que 80% des cancers pulmonaires, 70% des
cancers des voies aériennes et digestives supérieures et 35% des cancers de la vessie
sont provoqués par le tabagisme. Du c6té des pathologies cardiaques, selon 'OMS,
20% des déces par infarctus du myocarde sont imputables au tabac (22). Enfin, 85%
des bronchopneumopathies chroniques obstructives sont diagnostiquées chez des
fumeurs. Mais, si la toxicité de la cigarette traditionnelle est bien connue de tous, que
sait-on de celle de son homologue électronique ? Depuis leur commercialisation au
début des années 2000, les cigarettes électroniques sont présentées comme une
alternative moins nocive aux cigarettes traditionnelles, notamment en raison de
'absence de composeés toxiques issus de la combustion du tabac. Cette allégation est-
elle vraiment fondée ? Les recherches effectuées ces vingt derniéres années mettent-
elles en évidence un lien entre I'usage de e-cigarettes et 'existence un probléme de
santé publique ? C'est a travers une revue systématique des travaux publiés sur la

toxicité de la cigarette électronique que nous allons tenter de répondre a ces questions.

I- Toxicité du dispositif et des liquides de recharge

Les cigarettes conventionnelles contiennent de nombreuses substances
chimiques. Ces éléments sont, d’'une part, naturellement présents dans Nicotiana
tabacum (nicotine, arsenic absorbé via la terre, pesticides) et, d’autre part, générés
lors de sa combustion (benzéne, acroléine, ammoniac, formaldéhyde...). On trouve
également les agents de saveurs, de texture et de conservation ajoutés par les
industriels pour améliorer I'aspect et le golt de leur produit. C’est en tout environ
quatre mille substances, dont certaines cancérigénes, qui entrent dans la composition
des cigarettes classiques. A l'inverse, comme décrit précédemment, la composition

des e-liquides peux se résumer a une dizaine de substances avec une grande
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proportion de glycérine et de propyléne glycol et a priori, pas de composeés favorisant
I'apparition de cancers. Sur le papier, la cigarette électronique semble donc un moyen
plus sdr que les cigarettes classiques. Mais qu’en est-il réellement de l'innocuité des
produits de vapotage une fois que ceux-ci ont été chauffés et sont restés au contact
des éléments métalliques du dispositif ? Les composants des e-liquides sont-ils sans
dangers lorsque les consommateurs y sont exposés de fagon chronique par voie
inhalée (d’autant plus lorsque 'on sait qu'il existe des kits de mélange de e-liquides a
faire soi-méme ou les concentrations des divers composés sont encore plus

variables) ?

A. Toxicité liée aux e-liquides

Afin d’identifier les composés générés lors de la décomposition par chauffage
des liquides de vapotage, plusieurs études se sont intéressées a la composition des
vapeurs émises lors de leur consommation. Parmi elles, une étude polonaise de 2013
a analysé les composés présents dans les aérosols des douze marques de e-liquides
les plus populaires et les plus consommeées en Pologne (23). Tout d’abord, un sondage
a été effectué aupres de dix consommateurs de cigarettes électronique, pour connaitre
leurs habitudes de vapotage. Les données, ainsi obtenues, ont permis de paramétrer
de la fagon la plus réaliste possible le dispositif permettant de « fumer » les liquides
de cigarette électronique. Ensuite, la vapeur générée a été récoltée dans des tubes
permettant de piéger les composants trés volatils grace a un solide adsorbant et dans
un solvant organique liquide pour les autres. L’analyse de ces échantillons a mis en
évidence quatre grands types de composés que nous allons détailler ci-apres : les
composés carbonylés, les composés organiques volatils, les nitrosamines spécifiques
de la dégradation de la nicotine et les métaux lourds.
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1. Les composés carbonylés

Les composeés carbonylés ont été détectés par chromatographie liquide haute

performance (HPLC) couplée un détecteur a UV a barrette de diodes (23).
Pour rappel, 'HPLC est une technique de séparation utilisant deux phases non
miscibles a savoir une phase mobile dont le réle est de faire migrer les constituants de
I'échantillon a analyser le long d’'une phase stationnaire, qui va retenir les composés
en fonction de leur affinité pour cette derniére. Ainsi, les constituants de I'’échantillon
seront caractérisés par un temps de rétention : plus ils ont d’affinité pour la colonne,
plus ils mettront de temps a étre élués jusqu’au bout. Les mécanismes de rétention
varient en fonction du type de phase stationnaire utilisée. Dans cette étude, c’est une
chromatographie solide-liquide qui a été réalisée avec, pour phase stationnaire, une
colonne apolaire composée de gel de silice sur lequel est greffé une chaine de dix-huit
carbones et pour phase mobile, un mélange polaire d’eau et d’acétonitrile (23). Le
détecteur a UV a barrettes de diodes mesure I'absorbance a 365nm des composés
élués pour permettre leur identification.

Finalement, trois composés carbonylés ont été identifiés en quantités
significatives dans les vapeurs des marques de e-liquides testées : I'acroléine, le
formaldéhyde et 'acétaldéhyde. En 2019, Dupont et Aubin ont mis en évidence, a
travers la revue systématique de cinquante-deux publications portant sur I'étude des
vapeurs de cigarettes électroniques, que I'acroléine, le formaldéhyde et I'acétaldéhyde

étaient retrouvés de fagon quasi systématique dans leur composition (24).

1.1. L’acroléine

1.1.1. Pharmacocinétique

L’acroléine est une substance volatile connue pour étre irritante pour les yeux
et les muqueuses et toxique pour les voies respiratoires et le foie (25). Lors d’'une
exposition aigue par voie inhalée, 80% de la dose d’acroléine est absorbée et passe
dans la circulation sanguine. Elle est fortement métabolisée par le foie, qui, par
'intermédiaire d’'une enzyme, la glutathion-S-transférase, la conjugue au glutathion,

pour donner le S-(2-formyléthyl) -glutathion. Ce composé est, ensuite, soit réduit en
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I'acide-S-(3-hydroxylpropyl)-mercapturique (HPMA) soit oxydé en [l'acide-S-(2-
carboxyéthyl)-mercapturique (CEMA). Dans les deux cas, ces métabolites, moins

toxiques que I'acroléine dont ils sont issus, sont éliminés par voie urinaire (19,20).

1.1.2. Toxicite

L’acroléine est un aldéhyde, faisant partie des substances polluantes de
'environnement. Elle est hépatotoxique : c’est une substance trés réactive qui va
notamment interagir avec les groupements thiols présents dans I'organisme. A forte
dose, elle va ainsi entrainer une forte mobilisation des réserves hépatiques de
glutathion, qui, comme expliqué ci-dessus, est au cceur de son schéma métabolique.
Or, le glutathion est indispensable au maintien du potentiel d’oxydo-réduction des
cellules car il est impliqué dans les mécanismes de détoxification et d’élimination des
espeéces réactives de 'oxygéne. En provoquant une déplétion en glutathion, I'acroléine
va engendrer une nécrose cellulaire, a I'origine de son hépatotoxicité.

L’acroléine est également responsable de dommages a ’ADN en raison de sa
forte réactivité vis-a-vis des sites nucléophiles, mais également car elle inhibe des
protéines impliquées dans des systémes de réparation de 'ADN (21, 22, 23).

Quel que soit la voie d’exposition, I'acroléine a une trés forte toxicité aigué mais
celle-ci s’observe tout particulierement lors d’'une exposition par voie inhalée. Les
voies respiratoires supérieures et inférieures s’irritent, ce qui se traduit chez la
personne exposée par une toux, une dyspnée, un bronchospasme et dans les cas les
plus graves, un cedéme pulmonaire. Lorsque la muqueuse oculaire souffre, elle aussi,
d’irritation, la fréquence de clignement des paupiéres augmente, les yeux sont rouges,

la qualité du film lacrymal est altérée et les paupiéres sont cedématiées (25).

Les données sur la toxicité de I'acroléine, lors d’'une exposition chronique chez
’lhomme, sont inexistantes. Néanmoins, des travaux menés chez la souris et le rat,
montrent plusieurs effets délétéres tels qu’'une réduction du poids corporel, des
modifications histopathologiques des voies respiratoires supérieures et de séveres
atteintes pulmonaires (inflammation chronique, cedéme, hémorragie, métaplasie et

hyperplasie) (25).
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1.1.3. Acroléine et cigarette électronique

L’acroléine est un des produits issus de la dégradation par chauffage des
liquides de cigarettes électroniques. En effet, étant absente ou retrouvée en trés
faibles quantités dans les liquides n’ayant pas été chauffés, on peut en conclure que

c’est lors de leur vaporisation qu’elle se forme (30).

OH

OH

Glycérine végétale/glycérol Acroléine

Schéma 3 : Formation de I'acroléine par réaction de déshydratation du glycérol.
D’apres Sleiman et al (24).

Plus précisément, c’est la réaction de déshydratation de la glycérine végétale,
présente dans les e-liquides, qui génere de l'acroléine. Deux éléments permettent
d’appuyer cette affirmation. D’'une part, il a été établi que les e-liquides ne contenant
que du propyléne glycol n’aboutissent pas a la production d’acroléine aprés chauffage
(24, 25). D’autre part, 'augmentation de la concentration en glycérol du liquide
vaporisé entraine une augmentation de la quantité d’acroléine détectée. Néanmoins,
il convient de noter que cette concentration initiale en glycérine n’est pas la seule
variable entrant en jeu dans le rendement de cette réaction : la topographie des
bouffées, le voltage de la batterie (et donc, par extension, la température de la
résistance), la présence d’arémes ou de nicotine sont autant de facteurs influant sur

la concentration finale des aérosols en acroléine (18, 24, 26, 28).

La topographie des bouffées est un terme regroupant les caractéristiques
physiques du comportement du fumeur a savoir le nombre de bouffées, leur volume,
leur durée et l'intervalle qui les sépare (24). Sala et son équipe ont cherché a savoir
dans quelle mesure I'ensemble de ces paramétres, et plus particulierement la durée
d'une bouffée, affecte la production d’acroléine (33). Pour cela, ils ont utilisé un
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dispositif permettant de générer des aérosols a partir de deux cigarettes électroniques
de deuxiéme génération remplies d’un liquide composé de nicotine concentrée a 16
mg/ml, et d’'un mélange de 60% de propyléne glycol et de 40% de glycérol. La
« machine a fumer » a été programmeée afin d’obtenir la topographie des bouffées
suivante : des bouffées, d’'un volume de 70 ml et de durée variable (2, 5 et 10
secondes), espacées de 20 secondes chacune, ont été tirées par la machine lors de
séances de vapotages de 5 bouffées. La composition des vapeurs ainsi obtenues a
été analysée au moyen d’un spectrométre de masse couplé a un chromatographe en
phase gazeuse. Il en est ressorti qu’en augmentant la durée des bouffées de e-liquide,
la quantité d’acroléine produite augmentait de fagon significative. Autrement dit, plus
la bouffée est longue, plus le liquide est chauffé longtemps par la résistance et donc
plus la quantité de glycérol déshydraté en acroléine est importante.

Toujours a 'aide d’'une machine reproduisant le vapotage et d’'un spectrométre
de masse associé a une chromatographie en phase gazeuse, deux études,
respectivement allemande et japonaise, ont confirmé que le nombre de bouffées
consommeées, ainsi que l'intervalle les séparant, étaient aussi des facteurs affectant la
quantité d’acroléine présente dans les aérosols de cigarettes électroniques (29, 30).
En effet, il est apparu que, lors des premiéres bouffées, la quantité d’acroléine était
trées faible (voire négligeable) mais que, passé un certain cap, cette quantité
augmentait de fagon exponentielle et proportionnellement au nombre de bouffées
consommeées. Bien entendu, ce nombre change en fonction du type d’e-liquide utilisé
et du reste de la topographie des bouffées mais ce constat rejoint le fait que plus le
liquide est chauffé longtemps, plus les vapeurs sont concentrées en acroléine et donc

plus le potentiel toxique de la cigarette électronique est grand.

Le voltage et la puissance de la batterie sont deux autres paramétres
influengant la production d’acroléine car ils sont intimement liés a la température de la
résistance. Or, I'acroléine étant issue de la dégradation par chauffage de la glycérine
végétale, il semble logique de dire que plus cette température va croitre, plus les
aérosols auront une teneur élevée en acroléine. C’est en tout cas cette relation de
cause a effet que plusieurs équipes de chercheurs se sont attachés a démontrer. En
2017, Wang et al. ont analysé, via une chromatographie liquide haute performance, la
proportion en plusieurs composés carbonylés (dont I'acroléine) des vapeurs de deux

e-liquides chauffés a des températures allant de 50 a 300°C (31). L’acroléine
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commence a étre détectable a partir de 270°C et sa concentration augmente au fur et
a mesure de 'augmentation de la température de la résistance.

Le méme constat a été fait lors d’autres travaux de recherche menés en 2016
(34). Cette fois-ci, les chercheurs ont utilisé des dispositifs de vapotages dont ils ont
fait varier la puissance de la batterie entre 5 et 25 watts (W). La composition du e-
liquide utilisé était la suivante : 50% de glycérine, 40% de propyléne glycol, 6% d’eau,
3% d’arbme tabac et 0,9% de nicotine. Pour chacune des puissances testées, six
séries de dix bouffées ont été tirées et I'analyse des aérosols générés a été effectuée
par une chromatographie liquide haute performance (HPLC) couplée a un détecteur
UV. Comme lors de I'étude décrite précédemment, les résultats ont mis en exergue
une concentration croissante des vapeurs en acroléine, proportionnelle a
'augmentation de la puissance de la batterie (et donc par extension, de la température
de chauffe de la résistance). De plus, il a également été constaté que c’est aux
puissances les plus élevées (a savoir 20W et 25W) que 'acroléine commence a étre
produite dans des quantités détectables. Ces résultats sont cohérents avec I'étude de
Wang car la température de la résistance mesurée lorsque la batterie fournit une
puissance de 20W est d’environ 250°C (25, 27).

Enfin, le dernier facteur ayant une incidence sur la production d’acroléine est la
présence de certains arbmes. Farsalinos et al. ont mesuré la teneur en composés
carbonylés (acroléine inclue) des aérosols issus de quatre e-liquides aux parfums
différents : un sans arbme (servant de contréle), un aréme café, un aréme myrtille et
un arébme pastéque (37). En dehors de l'arbme, ces e-liquides étaient strictement
identiques : mélange de 60% de propyléne glycol et de 40% de glycérol et nicotine
concentrée a 1,2%. Tous ont été chauffés par une résistance alimentée par une
batterie réglée a 10,7 W et pour chaque liquide, la méme topographie de bouffée a été
appliquée. Comme décrit précédemment, la composition qualitative et quantitative des
vapeurs émises a été déterminée par HPLC couplée a un détecteur UV. Le constat est
sans appel : la quantité d’acroléine produite est jusqu’a 9 fois plus élevée dans les
aérosols des liquides aromatisés que dans ceux du liquide sans saveur. De plus, au
sein méme des e-liquides aromatisés, il y a des disparités : les e-liquides aux arbmes

fruités génerent plus d’acroléine que I'e-liquide aréme café.
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En résumé, de nombreux travaux de recherche montrent que le processus de
vaporisation des e-liquides engendre une production non négligeable d’acroléine. Or,
comme expliqué précédemment, cette derniere est responsable d’effets délétéres sur
'appareil oculaire et les voies respiratoires supérieures et inférieures. Il reste,
toutefois, un point important encore non abordé sur la toxicité de I'acroléine, a savoir

son potentiel cancérigene.

1.1.4. L’acroléine : composé cancérigéne ou non ?

Le Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC) a établi quatre
groupes dans lesquels les produits chimiques, les mélanges de substances ainsi que
les agents physiques et biologiques sont classés en fonction de leur degré de
cancérogeénicité (24) : le groupe 1 est celui des cancérogénes avérés pour ’lhomme,
le groupe 2A correspond aux agents probablement cancérigenes, le groupe 2B a ceux
qui sont des cancérigénes potentiels et le groupe 3 est le groupe des agents sur
lesquels il y a des soupgons mais pour lesquels les études sur ’lhomme et/ou I'animal
sont trop peu nombreuses ou ne permettent pas de conclure a une quelconque
capacité a induire des cancers. Pour ce qui est de I'acroléine, elle est classée dans le
groupe 2A par le CIRC. En effet, les données disponibles sont insuffisantes pour
conclure a sa cancérogeénicité chez ’homme. Néanmoins, les données obtenues avec
les animaux de laboratoire suggérent que [l'acroléine joue un rdle dans le
développement de cancers (entre autres, pulmonaires) via sa capacité a induire des

mutations génétiques (25).

Il existe plusieurs types de mutations génétiques : les insertions, les délétions
et les substitutions nucléotidiques. Ces derniéres sont issues des erreurs de réplication
commises par ’ADN polymérase, 'enzyme responsable de I'élongation du brin d’ADN.
Ces erreurs peuvent étre spontanées ou résulter de Iésions non corrigées sur le brin
d’ADN. Parmi ces dommages, on retrouve les adduits, créés par la fixation d’'une
molécule exogéne sur une base de I'ADN (site nucléophile) par liaison covalente.
L’acroléine fait partie des substances capables de générer des adduits de I'ADN,
notamment, en se fixant aux guanines pour former la y-hydroxy-1, N(2)-propano-2'-

deoxyguanosine (y-OH-PdG). C’est la production de cet adduit que Lee et al ont voulu
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quantifier dans deux groupes de souris males : un groupe a été exposé a de lair filtré
et 'autre a été exposé a de la fumée de cigarette, connue pour contenir de nombreux
composés carbonylés dont I'acroléine (27). L’exposition des rongeurs a duré huit ou
seize semaines (exposition sub-chronique et chronique), a raison de six heures par
jour, cing jours par semaine. La formation d’adduits a 'ADN a ensuite été évaluée par
HPLC et immunohistochimie dans le liquide de lavage bronchoalvéolaire ainsi que
dans différents tissus (pulmonaires, cardiaques, hépatiques et vésicaux). Des niveaux
de y-OH-PdG, significativement plus élevés que dans le groupe contrdle, ont été
retrouvés dans le liquide de lavage broncho-alvéolaire mais aussi dans les tissus
pulmonaires et vésicaux des souris ayant respiré la fumée de cigarette
quotidiennement pendant seize semaines. En d’autres termes, I'inhalation chronique
d’acroléine, peut générer la formation d’adduits de 'ADN des cellules situées sur le
site d’exposition mais aussi a distance de ce dernier. Ces résultats révelent une

absorption non négligeable de ce composé au niveau pulmonaire.

Si elles ne sont pas réparées, ces lésions de 'ADN et les mutations qui en
découlent, peuvent affecter 'expression des genes par modulation de leur transcription
et étre a I'origine de modifications de certaines protéines suite a la traduction de 'ARN
messager. En effet, la modification des triplets de bases peut engendrer trois types de
mutations : une mutation faux sens, c’est-a-dire le remplacement d’'un codon par un
autre donnant un acide aminé différent au niveau de la protéine, une mutation
silencieuse correspondant également au remplacement d’'un codon par un autre a ceci
prés que I'acide aminé obtenu in fine dans la protéine reste le méme ou encore, une
mutation non-sens a savoir I'apparition d’un codon stop qui créera une protéine
tronquée. Lorsque ces mutations surviennent sur les oncogénes ou les génes
suppresseurs de tumeurs, les protéines chargées en temps normal de stopper le
développement d’'une cellule si celle-ci est trop endommagée, sont dysfonctionnelles
et le processus de carcinogénése se met en place.

Il a été mis en évidence par Feng et son équipe que I'acroléine induisait des
mutations sur 'un de ces genes suppresseurs de tumeurs, le géne p53 (28).
L’expression de ce géne donne naissance a la protéine du méme nom, qui est un
facteur de transcription. Lorsque la cellule est soumise a un stress quelconque et que
son matériel génétique est endommagé, la concentration de cette protéine va trés

fortement augmenter. P53 va venir se fixer dans la zone régulatrice des genes régulant
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le cycle cellulaire, lesquels sont impliqués dans les systemes de réparation de 'ADN
ou dans le déclenchement de I'apoptose. Ainsi, le cycle cellulaire va étre bloqué en
phase G1 (au lieu de passer a la phase S de réplication) et les systémes de réparation
vont étre activés. Si '’ADN de la cellule est trop endommagé, alors p53 active la voie
de I'apoptose. Il a été montré a de multiples reprises que les versions mutées de la
protéine p53 sont retrouvées dans de nombreux cancers (foie, poumons, peau...).
L’équipe de Feng a cartographié la distribution des adduits de 'ADN caractéristiques
d’'une exposition a l'acroléine dans le but de déterminer a quel point cette derniére
pouvait altérer le fonctionnement de la voie p53 (28). En incubant 'ADN issu de
cellules de I'épithélium bronchique et des fibroblastes pulmonaires humains exposés
a de l'acroléine avec I'endonucléase UvrABC, capable d’exciser spécifiquement les y-
OH-PdG formées, il a été montré que les adduits apparaissaient sur des séquences
codantes du géne p53, souvent mutées dans les cancers pulmonaires induits par la
cigarette. Ces mutations sont retrouvées en grande partie dans les ilots CpG ou les
guanines mutées induisent des inversions entre les guanines et les thymines. Dans le
contexte d’'une exposition a I'acroléine, la probabilité que ces inversions ne soient pas
réparées est grande car I'activité des systemes de réparation de 'ADN est réduite par
cette substance (27). Or, 'absence de correction de lésions générées va conduire a la
formation de protéines p53 dysfonctionnelles pouvant favoriser le développement de

cancers suite a 'accumulation de mutations.

Comme nous l'avons brievement évoqué précédemment, il existe des systémes
de réparation pouvant intervenir sur les lésions survenues sur le brin d’ADN. En effet,
toutes les erreurs de ’ADN polymérase et les Iésions provoquées par des substances
génotoxiques n’aboutissent pas automatiquement a des mutations. Parmi ces
systéemes de réparation, on retrouve le Nucleotide Excision Repair (systeme NER) qui
a pour role de corriger les adduits de 'ADN et les pontages intra-brins et inter-brins.
Or, il semblerait que l'acroléine ne se contente pas d’endommager I'ADN via la
formation d’adduits, mais qu’elle inhibe aussi les systémes de réparation (27). Ainsi,
des plasmides préalablement exposés a des rayonnements UVC ou a du peroxyde
d’hydrogéne, ont ensuite été incubés avec un lysat cellulaire issu des poumons des
souris du groupe « air filtré » et du groupe « fumée de cigarette ». Aprés digestion de
ces plasmides par I'enzyme de restriction Hind Ill, TADN obtenu a été soumis a une

électrophorése sur gel d’agarose, une technique permettant de séparer les molécules
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selon leur poids moléculaire en les soumettant a un courant électrique. Les résultats
de cette électrophorése ont montré que 'ADN des plasmides incubés avec le lysat
cellulaire des souris exposées a l'acroléine a été moins bien réparé que celui des
plasmides incubés avec le lysat cellulaire des souris controles. Autrement dit, I'activité
des systémes de réparation est altérée dans des cellules qui ont préalablement été
exposeées a de la fumée de cigarette.

Dans le méme temps, les chercheurs ont également analysé I'expression des
protéines Xeroderma Pigmentosum C (XPC) et 8-Oxoguanine DNA glycosylase
(OGG1), par Western blot, dans les lysats cellulaires issus des poumons des souris
des différents groupes (27). L’objectif de cette expérience était de savoir si la fumée
de cigarette induisait ou non I'expression de ces deux enzymes, nécessaires au bon
déroulement du processus de réparation. Xeroderma Pigmentosum C est une protéine
dont le role est de détecter les Iésions distordant la double hélice de 'ADN et d’initier
leur réparation par le systtme NER. La protéine OGG-1, quant a elle, est chargée
d’exciser les 8-oxoguanine, des guanines endommagées par les radicaux libres de
'oxygéne et incapables de s’apparier avec I'adénine, leur base complémentaire. Cette
enzyme intervient avec le Base Excision Repair (BER), un autre systéme de réparation
qui entre en jeu lorsqu’une base aberrante est incorporée a la séquence du brin d’ADN.
En tant que protéine a activité de glycosidase, OGG-1 va intervenir au tout début de
la réparation, en coupant la liaison B-glycosidique entre le sucre et la base, ce qui va
permettre aux autres enzymes impliquées d’incorporer la bonne base. Les Western
Blot d’XPC et d’OGG-1 ont révélé une réduction significative de ces deux protéines
dans chez les souris exposées a la fumée de cigarette par rapport a celles non
exposées (27).

En résumé, I'acroléine serait responsable, aussi bien lors d’une exposition sub-
chronique que chronique, d’'une diminution de I'expression des protéines XPC et OGG-
1. Ces dernieres étant indispensables a la mise en place des systémes BER et NER,
leur dysfonctionnement a pour conséquence une réduction de la réparation des lésions
de '’ADN et donc une augmentation des mutations au niveau du matériel génétique
des cellules concernées. Etant donné la capacité de I'acroléine a former des adduits
de I'ADN, on peut facilement imaginer que la diminution de I'expression de XPC et
d’OGG-1, résultent de mutations générées suite a des Iésions non corrigées sur les
genes codant pour ces protéines, ce qui a eu pour effet la production de leurs versions

dysfonctionnelles et/ou tronquées. On assisterait donc a la mise en place d’un cercle
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vicieux ou l'acroléine engendrerait a la fois des dommages sur les génes impliqués
dans la cancérogénése mais aussi sur les génes des systemes de réparations. Non
réparées, les aberrations dans les séquences d’ADN s’accumuleraient et avec elles
les mutations, ce qui aboutirait a la production d’'un grand nombre de protéines
dysfonctionnelles pour arriver, in fine, a une transformation des cellules. Toutefois, les
arguments en faveur du potentiel mutagéne et cancérigéne de l'acroléine n'ont été
apportés que par des analyses effectuées sur des animaux exposés a de la fumée de
cigarette. Or, la quantité d’acroléine contenue dans cette derniére est 10 fois plus
importante que dans les aérosols d’e-cigarette (38). La question qui se pose alors est
de savoir si la concentration en acroléine des vapeurs d’e-liquides est suffisante pour
entrainer des lésions de 'ADN et potentiellement des mutations.

En 2017, Lee et al ont mesuré I'activité des protéines XPC et OGG-1 ainsi que
les quantités de y-OH-PdG produites dans les différents organes de souris exposées
trois heures par jour, cing jours par semaine pendant trois mois aux vapeurs d’un e-
liquide sans arébme contenant 10 mg/ml de nicotine, et un mélange de 50% de
propyléne glycol et 50% de glycérol (29). A la suite de ces douze semaines
d’exposition, des cellules pulmonaires, cardiaques et vésicales de ces souris ont été
récoltées et analysées, d’'une part par une technique d’immunohistochimie pour la
quantification de y-OH-PdG et d’autre part par Western Blot pour analyser I'expression
des protéines du systeme BER et NER. Les données obtenues ont ensuite été
comparées a celles obtenues chez des souris ayant respiré de l'air filtré uniquement.
Comme pour la cigarette classique de hauts niveaux de y-OH-PdG ont été mis en
évidence dans les cellules pulmonaires, cardiaques et vésicales des souris exposées
aux vapeurs de e-liquide. Pour ce qui est des protéines XPC et OGG-1, leur expression
est également significativement réduite chez les souris qui ont été en contact avec les
aerosols produits par la cigarette électronique.

L’ensemble de ces résultats prouvent que l'acroléine est présente dans les
aérosols de cigarette électronique dans des quantités suffisantes pour induire des

mutations et initier le processus de carcinogéneése.
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Enfin, un dernier élément en faveur du potentiel cancérigéne de I'acroléine est
linitiation du processus de transformation tumorale au niveau de ['épithélium
bronchique et de I'urothélium chez les souris (27). En conditions physiologiques, les
cellules ne peuvent subir qu’'un nombre bien défini de multiplications (au-dela duquel
les processus d’apoptose et de senescence se déclenchent). De plus, ces cellules
possédent une capacité appelée « inhibition de contact » impliquant qu’une cellule
arréte de se multiplier lorsqu’elle touche les parois des cellules avoisinantes. Cette
capacité permet d’éviter que les cellules ne forment des amas lors de leur prolifération.
Quand une cellule subit une transformation tumorale, elle perd ces deux
caractéristiques. Afin d’établir si I'acroléine peut initier cette transformation, sa capacité
a induire une inhibition de contact a été testée sur des cellules issues d’épithélium
bronchique et vésical de souris. Aprés exposition a 'acroléine, les cellules ont été
mises en culture sur un gel d’agar-agar avec un milieu contenant tous les facteurs de
croissance nécessaires a la multiplication cellulaire. Pour une méme surface de
culture, le nombre de colonies cellulaires se chevauchant et ayant perdu leur inhibition
de contact est significativement plus élevé lorsque ces derniéres ont été préalablement
incubées avec de I'acroléine (que ce soit pour les cellules bronchiques ou de la vessie).
Cela signifie qu’'une exposition a cette substance carbonylée favorise I'acquisition des
caractéristiques nécessaires a la transformation d’une cellule normale en cellule

cancéreuse.

1.2. Le formaldéhyde

1.2.1. Toxicité

Le formaldéhyde, aussi connu sous le nom de méthanal ou formol, est un gaz
incolore trés irritant pour les muqueuses oculaires, et celles des voies respiratoires
supérieures et inférieures. Il provoque de I'asthme professionnel chez les travailleurs
qui y sont exposés quotidiennement.

Il est aussi reconnu pour étre un cancérigéne aveéré (classé catégorie 1 par le
CIRC depuis 2004) (39). Lors d’'une exposition chronique, le formaldéhyde favoriserait
la formation de cancer, notamment nasopharyngés (33). La capacité du formol a

générer des pontages ADN-protéines (et notamment des pontages ADN-histones)
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serait a l'origine du développement de ces cancers. En réagissant avec la fonction
amine des bases adénosine ou guanine de 'ADN, il se forme respectivement, les
adduits  Ne-hydroxyméthyladénosine et Nes-hydroxyméthylguanosine. Ceux-Ci
geénereront, par la suite, un pontage avec les histones via la fonction amine de ces
derniéres. Les histones sont des protéines autour desquelles la double hélice d’ADN
s’enroule. Elles jouent un réle central dans les processus de réplication et de
transcription. En effet, ce sont elles qui compactent et décompactent la chromatine
pour interdire ou autoriser aux enzymes I'accés au brin d’ADN pour le répliquer et le
transcrire. Or, la formation de liaisons covalentes entre les histones et le brin d’ADN,
empéche le bon déroulement de ce processus de compaction/décompaction et, en
conséquence, peut amener a la production de protéines dysfonctionnelles ou a
'absence de production de certaines protéines, conduisant in fine, a la mort de la

cellule ou au développement de cancers.

1.2.2. Pharmacocinétique

Le formaldéhyde est trés bien absorbé au niveau de la peau et des voies
respiratoires (32, 34). C’est une molécule de petite taille avec une structure trés
simple : elle réagit trés facilement avec les protéines et les acides nucléiques
environnants, dont elle peut altérer la structure en formant des adduits. Cette grande
réactivité est la cause de son volume de distribution trés faible. Le formol va étre
métabolisé par association au glutathion pour former I'’hydrométhylglutathion, lui-
méme oxydé par la formaldéhyde désydrogénase pour donner le S-formylglutathion.
Aprés hydrolyse, le glutathion est régénéré et de l'acide formique sous sa forme
ionisée est libéré. Ce formiate est majoritairement éliminé sous forme de CO2 (aprées
une étape d’oxydation) au niveau pulmonaire et, dans des quantités beaucoup plus

faibles, dans les urines.
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1.2.3. Le formaldéhyde dans la cigarette électronique

Le formaldéhyde est un des composés carbonylés mis en évidence dans les
aeérosols de cigarettes électroniques et plus particulierement dans ceux issus de
liquides contenant une forte proportion de propyléne glycol (17, 18, 29). En 2013,
Hutzler et al. ont analysé la composition de vingt-huit e-liquides vendus en Allemagne,
avant et apres vaporisation (35). Leur objectif ici était double : vérifier que la
composition des liquides était cohérente par rapport aux déclarations du fabricant et
évaluer si leur vaporisation menait a la formation de composés toxiques. L’analyse des
aérosols, obtenus par chauffage des e-liquides a différentes températures, a été faite
grace a un spectromeétre de masse couplé a une chromatographie en phase gazeuse
(GC-MS). Cette technique permet de séparer et d’identifier les composés
volatiles/gazeux présents dans un échantillon, et de déterminer leur masse molaire et
leur concentration. Cette analyse a montré que plus la concentration en propyléne
glycol du e-liquide est importante, plus la quantité de formaldéhyde obtenue in fine est
grande. A partir des données disponibles dans la littérature et de 'analyse par GC-MS
des produits issus du chauffage d’'une solution de propyléne glycol pure, le schéma

réactionnel menant a la formation de formaldéhyde a été proposé (30) :

OH O H._O
)\/OH — )ké O —A” \l-ll/
Propylene glycol Méthyl glyoxal Formaldéhyde

Schéma 4 : Formation du formaldéhyde par chauffage du propylene glycol. D’aprés Sleiman et al (24).

Comme pour I'acroléine, I'influence de la composition du e-liquide (présence ou
non de nicotine, d’arbmes), de la topographie des bouffées et de la température de
chauffage de la résistance a été évaluée (24). Dans les mémes conditions
experimentales que celles décrites plus haut pour I'acroléine, il a été établi que la
quantité de formaldéhyde produite augmentait avec le nombre de bouffées (24), leur
durée (30) et la présence d’arbmes dans la formule de liquides de cigarettes

électroniques (31, 35). Pour ce qui est de la température de la résistance, la aussi les
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résultats sont similaires a ceux retrouvés pour l'acroléine : en augmentant la
température du e-liquide (via 'augmentation de la tension et de la puissance de la
batterie), on augmente la quantité de formaldéhyde produite (35). A noter que ce
dernier est généré a partir d’'une température plus faible que l'acroléine a savoir
environ 215°C (31).

1.3. L’acétaldéhyde

1.3.1. Toxicite

L’acétaldéhyde, ou éthanal, est, a l'instar des deux autres composés carbonylés
présentés plus haut, un irritant de la sphere oculaire, ORL et respiratoire (42). Le CIRC
I'a classé dans le groupe 2B, celui des cancérigénes possibles pour ’lhomme (36, 37).
En effet, plusieurs études sur les animaux ont révélé qu’une exposition chronique par
voie inhalée a ce composé accroit le risque de développer un cancer du nez ou du
larynx. Toutefois, ces travaux de recherche sont trop peu nombreux pour amener une
conclusion ferme et définitive quant au potentiel cancérigéne de I'éthanal. De plus, les
données disponibles chez 'homme ne permettent absolument pas d’établir de lien de
cause a effet entre I'exposition a cette substance par voie respiratoire et la survenue

d’un cancer.

1.3.2. Pharmacocinétique

L’acétaldéhyde est absorbé au niveau de la muqueuse nasale et des bronches
(36, 37). Son passage dans la circulation sanguine et sa distribution dans I'organisme
sont faibles car il réagit tres fortement avec les sites nucléophiles expliquant que la
majorité de la dose absorbée reste localisée au niveau du site d’exposition. Son
métabolisme se fait par le biais de l'aldéhyde déshydrogénase, une enzyme
hépatocytaire qui va oxyder I'éthanal en acide éthanoique (ou acide acétique). Ce
dernier, une fois sous sa forme ionisée, va étre dégradé en COz et en eau, qui seront

respectivement éliminés par les poumons et les reins.
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1.3.3. L’acétaldéhyde dans la cigarette électronique

L’acétaldéhyde a, lui aussi, ét¢é mis en évidence dans plusieurs études
analysant la composition des vapeurs issues d’'un bon nombre d’e-liquides disponibles
dans le commerce (17, 24, 29, 38). Sa concentration était plus élevée dans les
aérosols issus d’un liquide contenant une forte proportion de propyléne glycol. Comme
le formaldéhyde décrit précédemment, un schéma réactionnel conduisant a la
formation d’acétaldéhyde a partir du propyléne a été proposé par Sleiman et son

équipe (30) :

O

OH O
)\/OH —»)K;O _A, J

Propyléne glycol Méthyl glyoxal Acétaldéhyde

Schéma 5 : Formation de I'acétaldéhyde par chauffage du propyléne glycol.
D’apres Sleiman et al (24).

L’influence de 'augmentation de la température de chauffe des e-liquides est
également la méme que pour les autres composés carbonylés étudiés auparavant :
'augmentation de la tension ou de la puissance de la batterie, conduisant a une
élévation de la température de la résistance, va de pair avec 'augmentation de la
production d’acétaldéhyde (25, 27). De méme, I'allongement de la durée des bouffées
et la présence d’arémes sont des facteurs menant a une production accrue d’éthanal
(28, 31, 35).

Tous les travaux de recherche présentés jusqu’ici soulignent que le processus
de vaporisation des e-liquides engendre une production non négligeable de composés
carbonylés et que cette derniére dépend de beaucoup de parameétres. Or, d’un individu
a un autre, la fagon d’utiliser la cigarette électronique (type de liquide, topographie des
bouffées, température de chauffe) varie énormément, et avec elle, la teneur en

substances carbonylées présentes dans les aérosols. L'ensemble de ces substances

45



ont des effets déléteres variables sur les organismes qui y sont exposés : les trois
composés sont des irritants du systéme respiratoire et oculaire, le formaldéhyde est
un canceérigéne avéreé et plusieurs éléments suggerent que I'acroléine est elle aussi un
agent cancérogéne. Ainsi, leur présence dans les aérosols de cigarette électronique

vient souligner le fait que I'utilisation de ce dispositif est loin d’étre sans danger.

2. Les composés organiques volatils

Autre catégorie de composés toxiques retrouvés dans les aérosols de cigarette
électronique : les composés organiques volatils. Parmi eux, le toluéne et le benzéne,

ont été détecté par GC-MS dans une vingtaine de liquides de vapotage (27).

2.1. Le toluéne

2.1.1. Toxicité

Le toluene est un hydrocarbure aromatique volatil. Les symptébmes d’une
intoxication au toluéne varient en fonction du temps d’exposition et de sa concentration
dans l'air (45). Pour des expositions aigues ou sub-chroniques, ils peuvent aller de la
simple irritation des voies aériennes supérieures et des yeux a des symptdmes
neurologiques plus sévéres comme la confusion, les troubles de la coordination et de
'équilibre, I'altération des fonctions cognitives ou les paresthésies accompagnées
d’'une faiblesse musculaire.

Lors d’expositions chroniques, le toluene provoque principalement un syndrome
psycho-organique associant troubles cognitifs, diminution de la concentration et des
performances intellectuelles et troubles de la personnalité sans modifications de
I'électroencéphalogramme. Plusieurs études ont également souligné I'altération du
spectre auditif avec perte des fréquences basses et du spectre visuel avec confusion
des couleurs chez les travailleurs exposés au toluéne (40). Néanmoins, aucun lien
avéré de cause a effet n'a pu étre démontré entre ces troubles et lintoxication
chronique au toluéne, les investigations ayant été menées sur des personnes

également exposées a d’autres solvants organiques. De méme, aucune génotoxicité
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ou carcinogeénicité du toluéne n’a été prouvée : les tests de mutagénicité sont négatifs
et les effets hématotoxiques observés sont liés au benzéne, une substance présente
au titre d’impureté dans le toluéne.

En revanche, il a pu étre prouvé que le toluéne est reprotoxique (40) : il
augmente significativement le risque de fausses couches, de retard de croissance
intra-utérin, de malformations diverses du cceur, de la face, des membres et de
troubles neurologiques/comportementaux (retard d’acquisition de la parole, troubles

de l'attention et hyperactivité entre autres).

2.1.2. Pharmacocinétique

Le toluéne est trés bien absorbé au niveau pulmonaire : environ 50% de la dose
absorbée est retrouvée dans la circulation sanguine (40). Sa fixation a 'hémoglobine
permet sa distribution dans I'organisme et notamment les tissus trés vascularisés et
riches en lipides a savoir le cerveau, la moelle osseuse, le foie, les reins et le tissu
adipeux.

Concernant sa métabolisation, il subit, dans un premier temps, une phase de
fonctionnalisation durant laquelle plusieurs isoformes de cytochromes P450 (2E1, 2B6,
1A2, 1A1) vont 'oxyder successivement en alcool benzylique puis en benzaldéhyde et
enfin en acide benzoique afin de le rendre hydrophile. Dans un second temps, I'acide
benzoique obtenu va étre majoritairement conjugué a la glycine pour former de I'acide

hippurique, un métabolite hydrosoluble, éliminé par les reins.

2.2. Le benzéne

2.2.1. Toxicité

Outre un fort pouvoir irritant et des effets toxiques neurologiques semblables a
ceux du toluéne, le benzéne est surtout connu pour étre un agent hématotoxique (43,
44). Il induit chez les personnes exposées une aplasie médullaire se traduisant par
une pancytopénie et une moelle osseuse hypo cellulaire. Plus concrétement, les

patients qui en sont atteints souffrent d’'anémie, de troubles de la coagulation dus a
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une thrombopénie et sont plus susceptibles de contracter des infections a cause de la
leucopénie. A l'arrét de I'exposition, ces troubles sont réversibles. Néanmoins, ils
peuvent aussi étre le signe précurseur du développement d’'une hémopathie maligne,
dans la plupart des cas, une leucémie myéloide. C’est un cancérogene aveéeré pour
'homme (groupe 1 de la classification du CIRC). En effet, le benzéne est un agent
intercalant de 'ADN du fait de sa structure plane. Il entraine ainsi des changements
dans la structure tridimensionnelle du brin d’ADN et favorise les erreurs de réplication,
qui, si elles ne sont pas ou mal réparées aboutiront a I'apparition de mutations.

Le benzéne est également reprotoxique : des troubles du cycle menstruel ont
été observés chez les femmes exposées et des altérations quantitatives du sperme

ont été retrouvées chez les hommes (43, 44).

2.2.2. Pharmacocinétique

Du fait de leurs structures quasi identiques, le benzéne posséde une
pharmacocinétique trés similaire a celle du toluéne (43, 44) : ce dernier posséde un
groupement méthyl en position para du cycle par rapport au benzéne. L’absorption du
benzéne est trés bonne quelle que soit la voie d’exposition (cutanée, orale ou
respiratoire). A I'image du toluéne, il se distribue aussi trés bien dans les tissus riches
en lipides. Avant d’étre éliminé par voie urinaire, le benzéne subit une métabolisation
hépatique en deux phases. Une premiére phase de fonctionnalisation, assurée par le
cytochrome P450 2E1, permet d’oxyder le benzéne en époxybenzene puis en benzéne
oxépine. Aprés un réarrangement électronique, du phénol est obtenu et est a nouveau
transformé par le cytochrome P450 2E1 en diverses substances (catéchol,
hydroquinone, 1,2,4-benzénetriol). Ces derniéres vont subir une phase de conjugaison
les rendant hydrosolubles et éliminables par le rein.

2.2.3. Le benzéne dans la cigarette électronique

Le benzene, une substance trés proche du toluene en termes de structure, a
également été détecté dans les liquides et leurs aérosols de plusieurs marques de

cigarettes électroniques (49). Les e-liquides testés par Pankow et al étaient constitués
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d’'un mélange de glycérol et de propyléne glycol en proportions égales, de nicotine
concentrée a 12mg/ml et de différents arébmes (menthe, fruits, tabac, créme brilée).
Dans un premier temps, la recherche de composés volatils organiques a été effectuée
par HPLC couplée a un détecteur UV. Les données obtenues ont mis en évidence
qu'avant méme d’étre vaporisés, les liquides contenaient du benzaldéhyde et de
I'acide benzoique, deux métabolites du toluéne, a une concentration pouvant atteindre
les 2 mg/ml. Ces composés sont notamment retrouvés dans les e-liquides aromatisés
contenant de la vanilline et de I'éthylvanilline (50). Dans un second temps, ce sont les
aerosols issus du panel de liquides testés qui ont été analysés. Pour se faire, des
séries de six bouffées d’'un volume de 50 millilitres et d’'une durée de cinq secondes
ont été générées par une cigarette électronique dont la batterie a été réglée sur des
puissances allant de 6 a 25W. Les résultats de la CPG-SM ont montré que du benzéne
commence a se former a des puissances moyennes (dés 13W) et qu’a l'instar des
composés carbonylés, plus la résistance chauffe, plus la quantité de benzéne produite

est importante.

b. decarboxylation

@)
OH
B + CO,

benzoic acid benzene

d. disproportionation (Cannizzaro Reaction) then decarboxylation

o @*

@

+ CO,
benzene
benzaldehyde benzoic acid
+H 0 (moreoxldlzed)
+ O 2
benzaldehyde benzylalcohol

(less oxidized)

Schéma 6 : Différentes voies de synthése du benzéne. D’aprés Tierney et al (42).
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Jusqu’ici, seules les substances produites par la vaporisation du propyléne
glycol, de la glycérine végétale et des arbmes ont été répertoriées. Toutefois, il est a
noter que la plupart des liquides de vapotage consommés contiennent de la nicotine.
Or, il a été largement établi que la combustion du tabac menait a la formation de

nitrosamines (29). La vaporisation de la nicotine aboutit-elle au méme résultat ?

3. Les nitrosamines spécifiques de la dégradation de la nicotine

3.1. Toxicité

Goniewicz et al. ont recherché la présence de ces nitrosamines dans les
aeérosols de cigarette électronique a l'aide d’une chromatographie liquide ultra
performance (version améliorée de 'HPLC) associée a une spectrométrie de masse
(23). Deux composés appartenant a cette famille de molécules issues de la
dégradation par chauffage de la nicotine ont ainsi été retrouvés dans les vapeurs de
vingt-cinq des vingt-huit liquides testés: la N’-nitrosonornicotine (NNN) et la 4-
(méthylnitrosoamino) 1-(3-pyridyl) 1-butanone (NNK).

La NNN et la NNK sont toutes deux issues de la nitrosation de la nicotine et
sont classées dans le groupe 1 des substances cancérogénes par le CIRC. Nombreux
sont les travaux de recherche a avoir mis en exergue le lien entre I'exposition au
NNN/NNK et la survenue de cancers des sphéres ORL et respiratoire, de I'cesophage
et du pancréas chez l'animal (45, 46). Pour ce qui est de 'lhomme, les données
disponibles sur I'exposition a ces nitrosamines et sur leur métabolites tendraient a
suggérer qu’elles font parties des substances responsables de I'apparition de cancer
chez les fumeurs (52). Elles ont une bonne distribution dans I'organisme et sont
métabolisées par 'ensemble des cytochromes P450 de la sous famille 2A, via des
réaction d’a-hydroxylation (53). Ce sont les métabolites issus de par cette réaction qui
sont reconnus comme ayant un fort pouvoir cancérigene (46, 48, 49). En effet, ils
réagissent tres fortement avec I’ADN et s’y lient de fagon covalente.

Parmi les métabolites de la NNN et de la NNK, on peut citer le pyridyloxobutyl
qui réagit avec I'oxygéne en position 7 et 'azote en position 2 du cycle de la guanine
mais aussi avec I'oxygéne en position 2 de la thymine et de la cytosine pour former un

adduit pouvant provoquer des erreurs de réplication (52).
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Le 4-hydroxyl-1-(3-pyridyl) -1-butanone (HPB) est un autre métabolite des NNN
et NNK capable d’alkyler TADN. Grace a I'analyse par CLHP-SM de cellules buccales
récoltées chez des personnes fumeuses et non fumeuses, il a été prouvé que, chez
les personnes fumeuses, la quantité d’adduits a 'ADN générés par I'HPB est
largement plus importante que chez les personnes non fumeuses (52). Ces adduits
ont également été retrouvés dans les tissus pulmonaires de patients fumeurs atteints
d’'un cancer du poumon et ce, dans des concentrations beaucoup plus élevées que
chez les personnes fumeuses non atteintes d’'un cancer et les personnes non

fumeuses (55).

3.2. Le NNN et le NNK dans la cigarette électronique

Les niveaux de NNN et de NNK sont-ils aussi élevés chez les vapoteurs que
chez les personnes consommatrices de cigarettes traditionnelles ? pour répondre a
cette question, les teneurs salivaires et urinaires de NNN ont été mesurées dans trois
groupes : un groupe de vingt vapoteurs, ayant un usage quotidien exclusif de la
cigarette électronique depuis au moins trois mois, un groupe de vingt fumeurs,
consommant au moins dix cigarettes classiques par jour depuis au minimum six mois
et un groupe de dix-neuf non-fumeurs/non-vapoteurs, servant de groupe controle (51).
Les échantillons de salive et d’urine ont été récoltés chez chacun des sujets a jeun et
n'ayant pas fumé/vapoté depuis vingt minutes avant le prélevement. L’analyse a été
effectuée par CLHP-SM. Il est ressorti de cette étude, d’'une part, que les niveaux
salivaires de NNN étaient significativement plus élevés chez les vapoteurs que dans
le groupe contréle et d’autre part, qu’ils étaient jusqu’a six fois plus élevés chez les
fumeurs que chez les vapoteurs. Pour ce qui est des concentrations urinaires en NNN,
elles étaient trés faibles chez les vapoteurs (a la limite de la valeur minimale détectable
par CLHP-SM).

Ces résultats nous montrent que les consommateurs de cigarette électronique
sont, eux aussi, exposés aux nitrosamines issues de la dégradation de la nicotine.
Néanmoins, par rapport a leurs homologues fumeurs, les taux de NNN et NNK
absorbés par les vapoteurs restent bien inférieurs.
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4. Les radicaux libres de 'oxygéne

Il est aujourd’hui bien démontré que les fumeurs sont soumis, du fait de la
consommation de cigarettes, a un stress oxydatif qui contribue a un vieillissement
cellulaire accéléeré (56). Mais qu’en est-il des vapoteurs ? Sont-ils eux aussi exposés
a ces especes réactives de 'oxygene (ERO) ? Il faut savoir, qu’en temps normal, notre
organisme fabrique ces ERO. Commencgons par un bref rappel des mécanismes

aboutissant a la production de ces radicaux libres de 'oxygéne.

Le dioxygéne est un élément indispensable a la production d’adénosine
triphosphate (ATP), sorte de « carburant» de l'organisme fournissant I'énergie
nécessaire a de nombreux processus de I'organisme (signalisation cellulaire, transport
actif d’ions/de molécules a travers les membranes cellulaires, division cellulaire,
mobilité du cytosquelette...). La phosphorylation oxydative est 'un des moyens par
lequel 'ATP va étre régénéré : elle se produit dans les mitochondries, au niveau de la
membrane interne et fonctionne grace aux chaines de transport des électrons, qui
nécessitent d’étre alimentées en oxygéne (57). A I'issue de ce processus, des ERO,
comme les radicaux superoxydes, sont générées. Leur élimination se fait par diverses
enzymes (superoxydes dismutases, catalases, glutathion peroxydase) qui vont
permettre de transformer les ERO en eau. La production d’ERO se fait aussi via les
NAD(P)H oxydases, présentes au niveau des membranes cellulaires. En conditions
physiologiques, I'équilibre oxydant/antioxydant, ou balance redox, est maintenu de
facon que la concentration en ERO ne soit pas néfaste pour les cellules. Les ERO
sont, de par leur grande réactivité, capables d’'induire des lésions de ’ADN en altérant
des bases ou en générant des adduits de ’ADN. lls peuvent aussi peroxyder les lipides
et oxyder les protéines entrainant ainsi leur dysfonctionnement. L’homéostasie entre
oxydant et antioxydant peut étre rompue assez rapidement, soit a cause d’une
production excessive d’ERO soit par une diminution des capacités antioxydantes. La

rupture de cet équilibre redox est appelée stress oxydant ou stress oxydatif.

Goel et al ont recherché la présence de radicaux libres de 'oxygéne dans les
aeérosols de e-liquides dans les conditions suivantes : deux cigarettes électroniques
ont été remplies soit avec des e-liquides commerciaux, soit avec du propyléne glycol

ou du glycérol pur, et ont été utilisées selon les habitudes de vapotage retrouvées chez
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les consommateurs de cigarettes électroniques (58). Les vapeurs générées ont, par la
suite, été analysées par un spectroscope basé sur le principe de la résonnance
paramagnétique. Pour rappel, les ERO ont la capacité d’absorber puis de réémettre
I'énergie d’'un rayonnement électromagnétique lorsqu’ils se trouvent dans un champ
magnétique. Des taux d’ERO allant jusqu’a 10,3 x 103 radicaux par bouffées de e-
liquides avec une cigarette réglée a 3,3 volts ont été observés. Ces concentrations
sont moindres par rapport a ce qui est retrouvé dans la fumée de cigarette classique.
Nonobstant, si on met en paralléle ces résultats avec la topographie des bouffées d’'un
utilisateur lambda de cigarette électronique, son exposition quotidienne aux radicaux
libres de l'oxygéne peut étre jusqu’a dix fois plus importante que celle d’'un non

vapoteur simplement exposé a la pollution de lair.

De leur cété, Lerner et al ont voulu connaitre I'influence des arbmes et de la
présence de nicotine sur la production de radicaux libres de I'oxygéne (59). Pour cela,
les vapeurs d’'un liquide nicotiné arbme tabac, d’un liquide sans nicotine arbme tabac
et enfin d’un liquide sans nicotine ardbme menthe ont été immergés dans un bain de
2’7’ dichlorofluorescéine diacétate (H2-DCF-DA), une forme réduite de fluorescéine
utilisée comme indicateur d’ERO. La fluorescence émise lors de I'oxydation de ce
réactif permet de quantifier les ERO présents dans les aérosols analysés. Sans
surprise, la fluorescence détectée est significativement plus importante dans les
vapeurs des trois e-liquides que dans l'air ambiant, traduisant une concentration en
ERO plus forte. En revanche, il s’est avéré que la présence de nicotine n’exergait
aucune influence sur la production d’ERO contrairement aux arébmes. De plus, un
accroissement significatif de la teneur en radicaux libres a été observé dans les
aérosols du e-liquide mentholé par rapport a celui aréme tabac. En d’autres termes,
en fonction de I'arbme choisi, le vapoteur s’expose a un stress oxydant plus ou moins
grand. |l convient malgré tout de souligner que la composition du liquide n’est pas le
seul paramétre ayant une incidence sur la production de radicaux libres. L’équipe de
Lerner a également analysé les composants du clearomiseur avec le réactif H2-DCF-
DA réduit. Une fois de plus, la fluorescence émise était accrue par rapport au test
effectué sur l'air ambiant (servant de contrble), prouvant ainsi que le dispositif de
vapotage lui-méme est une source d’ERO.
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Des résultats similaires ont été trouvés dans une autre étude, a ceci pres, que
la présence d’'ERO a aussi été recherchée directement dans les e-liquides (pas
seulement dans leurs vapeurs) (60). Des e-liquides ayant préalablement été au contact
du clearomiseur ou directement issus du flacon dans lequel ils sont commercialisés
ont été testés avec le bain de H2-DCF-DA réduit. Les résultats ont montré une
fluorescence (et donc une concentration en ERO) nettement plus importante dans les
e-liquides ayant été en contact avec le dispositif de vapotage que dans ceux qui ne

I'ont pas été.

En résumé, de nombreux travaux de recherche ont montré que les substances
entrant dans la composition des e-liquides ainsi que les vapeurs genérées par le
chauffage de ce dernier ne sont pas la seule source de toxicité : la cigarette
électronique en elle-méme peut étre a I'origine de la fabrication de composés néfastes.
On peut se demander si d’autres éléments nocifs pour 'organisme peuvent résulter du

contact entre les e-liquides et la cartouche de I'appareil.

B. Toxicité liée aux éléments composant la cigarette électronique

Outre la présence de composés carbonylés, de nitrosamines et de substances
organiques volatiles, des métaux lourds tels que le cadmium, le plomb et le nickel ont
été détectés dans les vapeurs des douze e-liquides testés par Goniewicz et al (23).
Or, il semblerait que la présence de ces métaux ne soit pas la conséquence du
chauffage de liquides : ils sont retrouvés dans les e-liquides avant vaporisation et
lorsqu’ils ont été au contact des éléments du cartomiseur.

Beauval et al ont utilisé la spectrométrie de masse a plasma a couplage inductif
pour déterminer la concentration en quinze métaux différents de cinquante-quatre
liquides, nicotinés ou non, commercialisés en France et ainsi évaluer leur potentiel
néfaste sur la santé (61). La spectrométrie de masse est une méthode permettant de
séparer en fonction de leur rapport masse/charge des molécules en phase gazeuse
préalablement chargées positivement ou négativement. Le plus souvent, cette
ionisation est effectuée au moyen d’un courant électrique mais, dans la technique mise
en ceuvre dans I'étude citée ci-dessus, c’est une torche a plasma par induction qui va

s’en charger: elle va ioniser le gaz par chauffage a induction via une bobine
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électromagnétique. Cette méthode analytique permet la détection des métaux d’un
échantillon, méme s’ils sont présents en quantités extrémement faibles. A I'issue de
cette analyse, il s’est avéré que les liquides testés contenaient des concentrations non
négligeables en antimoine, en zinc, en cobalt, en mercure, en plomb, en cadmium et
en arsenic. Toutefois, il est important de noter qu’aucun de ces éléments n’a été
retrouvé dans des quantités supérieures a celles fixées par les normes de 'association
francaise de normalisation (AFNOR).

Plusieurs facteurs peuvent expliquer la présence de ces métaux dans les e-
liquides (62). Si ces e-liquides contiennent de la nicotine par exemple, certains métaux
comme le plomb, le cadmium ou le nickel pourraient provenir de la Nicotiana tabacum,
qui lors de sa croissance aurait accumulé les éléments présents dans la terre (ces
derniers se retrouvant ainsi dans la nicotine qui en est extraite).

Autre source potentielle de nickel et de chrome, les résistances utilisées dans
les dispositifs de vapotages. En effet, elles sont au contact direct du e-liquide pour le
chauffer et peuvent au fil du temps et des utilisations répétées s’altérer et libérer le
nickel et le chrome qui les composent. Certaines cigarettes électroniques possédent
une partie que I'on appelle un cartomiseur : c’est une partie qui a la méme fonction
que le clearomiser a la différence qu'ici, la résistance est entourée de fibre (en silice
le plus souvent) pour permettre son imprégnation par I'e-liquide. Williams et al ont
disséqué vingt-deux cartomiseurs commercialisés par le leader du marché aux Etats
Unis (63). La résistance était, dans ces cartomiseurs, représentée par trois fils : deux
étaient épais, en cuivre recouvert d’argent et le troisieme plus fin, fait d’'un alliage de
nickel et de chrome. L’observation de ces fils au microscope électronique a balayage
a révélé que, par endroit, 'enrobage en argent était endommagé et que le cuivre était
a nu, directement au contact de la fibre de silice imbibée de e-liquide. Dans quatre des
vingt-deux cartomisers, les fibres de silice étaient tintées de vert par endroit, faisant
penser a la production de vert de gris, liée a 'oxydation du cuivre. Une analyse au
spectroscope X a dispersion d’énergie (EDS), technique utilisant les rayons X
caractéristiques d’'un échantillon exposé a un faisceau d’électrons pour identifier les
éléments chimiques, a confirmé qu’il s’agissait bien de cuivre. Des taches noires ont
également été observées sur les fibres de silice d’'une dizaine de cartomiseurs.
L’analyse EDS a conclu a la présence d’étain (alliage utilisé pour souder les trois fils

de la résistance entre eux) et de nickel.
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Le nickel, le cadmium et le lithium peuvent aussi provenir des batteries

alimentant les cigarettes électroniques (62).

L’ensemble de ces métaux peuvent étre trés nocifs pour les organismes en
fonction des concentrations d’exposition : ils peuvent provoquer des dommages a
I'ADN, étre reprotoxiques, neurotoxiques, hépatotoxiques, responsables d’anémies,
d’asthme, de cancers du poumon, des sinus et de la cavité orale, altérer la fonction
rénale (62)... Dans la publication de Williams et al, il a été souligné que les liquides
issus des cartomiseurs contenant des particules d’étain inhibaient la prolifération et
'adhésion de fibroblastes humains (caractéristiques nécessaires a leur survie), de
facon significativement plus importante que les liquides sans particules d’étain et que
cette cytotoxicité était dose-dépendante (63).

Néanmoins, toutes les études menées sur la quantification des métaux lourds
dans les cigarettes électroniques s’accordent sur le fait que les concentrations
retrouvées dans les e-liquides et leurs vapeurs sont bien moins importantes que dans
les cigarettes traditionnelles (55, 56). De plus, I'impact de I'exposition au cuivre (nu ou
oxydé), a I'étain, au nickel et au plomb sur la santé via les aérosols de cigarette
électronique doit étre encore approfondi pour réellement conclure : pour I'heure, on ne
peut qu’émettre des conjectures par rapport a ce que I'on sait déja des effets de ces
métaux lourds sur I'organisme (par d’autres voies d’expositions et par la voie inhalée

avec la fumée de cigarette).
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[l- Effets des e-liquides sur les organismes vivants

En passant en revue la composition des liquides de cigarettes électronique,
nous avons pu entrapercevoir leur potentiel toxique pour la santé. Toutefois, cette
dangerosité reste en grande partie « théorique » c’est-a-dire qu’a partir de ce que I'on
connait du potentiel toxique d’'une substance, nous avons préjugé de ses effets
néfastes sur la santé des vapoteurs. Nous allons maintenant nous intéresser aux

études qui ont porté sur le lien entre le vapotage et son impact sur I'organisme.

A. Sphére cardiovasculaire

Le tabagisme actif est responsable d’'un bon nombre de conséquences
désastreuses sur le systéme cardiovasculaire. Tout d’abord, il favorise la formation de
plaques d’athérome via, d’'une part, une inflammation chronique des vaisseaux
sanguins et d’autre part, une diminution du taux de HDL-cholestérol. Ensuite, il
perturbe le processus de coagulation : il augmente les concentrations plasmatiques
en fibrinogéne et, en raison de 'augmentation du taux de monoxyde de carbone (CO)
circulant, rend le sang plus épais. En effet, le CO a une affinité supérieure a celle de
I'oxygéne pour ’'hémoglobine, ce qui va entrainer une hypoxie. En réponse a I'hypoxie,
I'organisme va mettre en place des stratégies compensatoires comme I'augmentation
du nombre de globules rouges ainsi que I'augmentation de leur volume. Ceci va avoir
pour conséquence une augmentation de la viscosité sanguine, qui, en plus de faciliter
la formation de caillots, va accroitre le travail de la pompe cardiaque. Enfin, fumer
altére la capacité de vasoconstriction des artéres, ce qui provoque des spasmes. De
'ensemble de ces effets délétéres résultent un taux d’infarctus du myocarde et d’AVC
chez les fumeurs largement supérieur a celui observé dans la population générale : un
quart des déces liés a un accident cardiovasculaire avant 70 ans est imputable au
tabac (64). Au vu de ce constat alarmant, de nombreuses équipes de recherche
étudient sur le potentiel nocif de la cigarette électronique sur le cceur et les vaisseaux

sanguins.
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1. Rappels anatomiques sur les artéres

Les arteres sont composées de 3 couches distinctes : I'intima, la média et
'adventice (de la plus interne a la plus externe). L’intima est composée de fibres de
collagéne donnant aux vaisseaux sanguins une rigidité suffisante pour qu’ils ne
s’affaissent pas sur eux méme. Cette couche est recouverte de I'endothélium, un
ensemble de cellules ayant deux propriétés principales : antiadhésive, c’est-a-dire
empéchant le sang de coaguler sur les parois et sécrétrice. Ce sont, en effet, les
cellules endothéliales qui vont libérer les substances vasoconstrictrices (thromboxane,
angiotensine Il) et vasodilatatrices (oxyde d’azote, prostaglandines) agissant sur la
couche musculaire lisse des vaisseaux sanguins, appelée média. Enfin, I'adventice

permet aux vaisseaux sanguins de rester en place dans les tissus qu'’ils traversent.

2. Conséquences du vapotage sur l'intégrité de I'endothélium

Le tissu endothélial joue un réle central dans la vasomotricité. C’est pour cette
raison que Putzhammer et al ont étudié les effets de liquides de cigarettes
électroniques aromatisés sur des cellules endothéliales issues d’'un cordon ombilical
humain (65). Ces cellules ont été incubées pendant 1 heure, 24 heures ou 48 heures,
avec les vapeurs de onze e-liquides, contenant ou non de la nicotine et les arbmes les
plus populaires sur le marché européen et américain (menthe, arébmes fruités, tabac).
Plusieurs paramétres ont ainsi été évalués a savoir : la viabilité et la prolifération
cellulaires, la production d’ERO et la morphologie des cellules.

La mort cellulaire consécutive a I'exposition aux produits de vapotage a été
quantifiée grace au test d’affinité a 'annexine V et a l'iodure de propidium. L’annexine
V est une protéine possédant une forte affinité pour les phosphatidylsérines (PS), des
phospholipides présents exclusivement sur le feuillet interne de la membrane
plasmique en conditions physiologiques. Lorsque le processus d’apoptose cellulaire
débute, ces phosphatidylsérines sont externalisées et peuvent se lier a 'annexine V.
En ajoutant de ce composé au milieu de culture, il est donc possible de détecter et
quantifier les cellules en phase précoce d’apoptose. L’iodure de propidium, quant a lui,
est un agent intercalant qui ne peut pénétrer dans les cellules qu’une fois leur

membrane plasmique endommagée. C’est donc un marqueur tardif d’apoptose ou de
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nécrose cellulaire. Les résultats de ce marquage ont réveélé que, pour les trois durées
d’exposition, la viabilité des cellules endothéliales est significativement diminuée avec
cing des onze liquides testés, et ce, indépendamment de la présence de nicotine.

Il a aussi été montré que cinq e-liquides diminuaient de fagon significative la
prolifération des cellules exposées par rapport au groupe des cellules non exposées.
Il semblerait que cette altération des capacités de division cellulaire soit dépendante

de la cytotoxicité des liquides.

Concernant la production d’espéces réactives de I'oxygéne évaluée par la
mesure de I'oxydation intracellulaire du H2-DCF-DA, il s’avére qu’elle est augmentée
par un seul des liquides du panel testé. L’augmentation du stress oxydatif dans les
organismes exposés a des e-liquides a aussi été prouve, in vivo, chez ’'homme, dans
une étude comparant les niveaux de différents marqueurs sanguins de deux groupes
(un de vingt vapoteurs et un de non vapoteurs) (66). Il a été demandé au groupe de
vapoteurs de consommer neuf bouffées d’un e-liquide arbme tabac contenant 16
mg/ml de nicotine. Aprés cette séance de vapotage, des prélevements ont été
effectués dans les deux groupes et les concentrations sanguines de trois molécules
ont été mesurées : la 8-iso-prostaglandine F2a (8-iso-PGF2a), une prostaglandine
produite lors de la peroxydation de I'acide arachidonique des membranes plasmiques,
la NOX2-derived peptide (sNox2-dp), un marqueur de I'activité de la NADPH oxydase
membranaire et la vitamine E, une molécule capable de réagir avec les radicaux libres
et de les stabiliser (propriété antioxydante). Il est apparu que les niveaux de 8-iso-
PGF2a et de sNox2-dp étaient significativement plus importants dans le groupe des
vapoteurs que dans le groupe contréle. De plus, la concentration sanguine en vitamine
E était nettement diminuée dans le groupe des vapoteurs. En résumé, ces trois
éléments témoignent d’'une tendance a un stress oxydatif accru dans les organismes
exposes aux e-liquides, et ce dés la premiére utilisation. Enfin, I'analyse au microscope
des cellules exposées met en évidence une rupture des jonctions intercellulaires
assurant la cohésion de l'endothélium, et une altération de la structure du

cytosquelette (65).
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En résumé, les données scientifiques montrent que les e-liquides sont
cytotoxiques pour les cellules endothéliales : ils diminuent leurs capacités de
prolifération, endommagent leur cytosquelette, favorisent leur mort par apoptose et
nécrose, et altérent la cohésion de I'ensemble de I'endothélium. Cette cytotoxicité
résulte, en partie, du déséquilibre redox consécutif au vapotage : les ERO, produits en
quantités importantes et trop peu éliminés du fait de la saturation des systémes
antioxydants tels que le glutathion ou la vitamine E, peroxydent les lipides
membranaires, détériorant ainsi la membrane plasmique des cellules, et entrainant

leur mort.

3. Conséquences du vapotage sur la fonction sécrétoire de I'endothélium

Nous avons vu que la consommation de cigarettes électroniques altérait
l'intégrité du tissu endothélial, et nous allons voir qu’elle a également un impact sur sa
fonction sécrétoire. Comme dit précédemment, I'endothélium vasculaire produit
différentes molécules ayant une action sur la média. L'une d’entre elles, I'oxyde
d’azote (NO) est un puissant vasodilatateur. Fetterman et al ont évalué I'impact de la
consommation de e-liquides sur I'enzyme produisant le NO, in vitro (67). Des cellules
endothéliales prélevées chez des individus non-fumeurs/non vapoteurs, ayant
consommeé des e-liquides mentholés ou non aromatisés, ont été incubées avec un
agoniste de la NO synthase endothéliale (eNOS), le A23187 et avec un marqueur
fluorescent, le diacétate de 4,5-diaminofluoresceine afin d’évaluer l'activité de cette
derniere. La eNOS, ou NOS-1, est une enzyme synthétisant le NO a partir de 'oxygene
et de l'arginine au niveau de I'endothélium. Dans les cellules issues de personnes
exposées aux e-liquides, qu’ils soient aromatisés ou non, l'activité de la eNOS est
significativement diminuée par rapport au groupe contrble et ce malgré la stimulation
par le A23187. L’incubation de cellules endothéliales prélevées chez les non-fumeurs
avec des liquides de cigarettes électroniques mentholés a, elle aussi, montré une
diminution de cette activité enzymatique et donc de la production de NO. Des
expériences ont montré que I'ardbme menthe n’est pas le seul a altérer la production
de NO. En effet, une diminution de la fluorescence, observée dans des cellules

endothéliales aortiques humaines mises en culture avec du A23187, de la vanilline, du
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cinnamaldéhyde et de I'eugénol (arbmes fréquemment retrouvés dans la composition
des e-liquides), traduit une baisse de I'activité de 'eNOS.

Les résultats obtenus par Carnevale tendent également a prouver que la
consommation de cigarettes électroniques affecte négativement la biodisponibilité du
NO (66). En effet, elle est fortement diminuée dans le groupe des vapoteurs par rapport
a celle observée dans le groupe contréle. Néanmoins, cette étude a aussi montré que
la biodisponibilité du NO était largement plus diminuée chez des fumeurs de tabac que
chez les vapoteurs, montrant, une fois de plus, que la cigarette électronique, méme si
elle est a 'origine d’effets délétéres sur la santé, reste beaucoup moins toxique que la

cigarette traditionnelle.

En réduisant la production et la biodisponibilité d’oxyde d’azote, les e-liquides
ne permettent plus une vasodilatation correcte des différentes artéres de I'organisme,
et favorisent I'apparition de spasmes et donc un défaut d’oxygénation des tissus. S’ils
surviennent sur une des artéres coronaires chargées de I'alimentation du cceur, ces

rétrécissements vasculaires brutaux peuvent conduire a 'infarctus.

4. Induction de pathologies cardiovasculaires par la cigarette électronique

Des lipides, des cellules musculaires lisses et inflammatoires, du tissu conjonctif
et des dépdts de calcium sont retrouveés dans les plaques d’athérome. Au début de
leur formation, on observe une fixation du LDL cholestérol et du VLDL cholestérol sur
les cellules endothéliales. Ces lipoprotéines sont ensuite oxydées dans I'espace sous-
endothélial. Dans le méme temps, les monocytes sous endothéliaux se transforment
en macrophages qui vont phagocyter les lipides oxydés (on va alors parler de
macrophages spumeux). Les macrophages spumeux vont s’accumuler sous forme de
stries lipidiques formant les Iésions athéromateuses précoces. Les cytokines pro-
inflammatoires produites par les macrophages vont recruter des cellules musculaires
lisses et d’autres macrophages, qui vont entretenir le cycle. Les cellules musculaires
lisses vont se multiplier et augmenter la production de la matrice extracellulaire.
Finalement, une plaque sous endothéliale, composée de lipides et recouverte d’'un
tissu conjonctif fibreux, se forme et se calcifie avec le temps. Ces plaques peuvent étre

stables (elles vont croitre avec le temps jusqu’a obstruer la lumiére du vaisseau) ou
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instables (elles finiront par se rompre et donner des thrombi qui boucheront les artéres
a distance). Du fait de I'altération de I'endothélium vasculaire, les e-liquides, a l'instar
des cigarettes classiques mais dans une moindre mesure, favorisent le
développement de 'athérosclérose et donc augmentent le risque d’avoir un infarctus
du myocarde.

Une étude de dossier rapporte le cas d’'un jeune homme de 24 ans, sans
antécédents médicaux, hospitalisé pour une douleur rétrosternale, intense,
constrictive, ayant débutée quelques heures avant son arrivée aux urgences (68).
L’électrocardiogramme réalisé a révélé un sus décalage du segment ST (ST+),
'échographie cardiaque une fraction d’éjection ventriculaire de 50% et I'analyse
sanguine a montré un taux de troponine T quinze fois supérieur a la norme. L’ensemble
de ces éléments a conduit les médecins a conclure a un syndrome coronarien aigu
ST+. Une fois les déficits en protéines C et S, les mutations du facteur V et le syndrome
anti phospholipidique exclus, il a été conclu par I'équipe médicale que la seule origine
possible de ce syndrome coronarien aigu ST+ chez un patient aussi jeune, en bonne
santé et sans aucun antécédent cardiovasculaire personnel ou familiale, était 'usage
quotidien de cigarettes électronique avec des liquides concentrés a 16mg/ml de

nicotine.

Les résultats obtenus par différentes équipes, révélent que l'usage de la
cigarette électronique est loin d’étre anodin. En endommageant les cellules
endothéliales, les e-liquides altérent a la fois ses propriétés antiadhésives et la
vasomotricité de I'ensemble des vaisseaux sanguin de 'organisme, ce qui, a terme,
peut conduire au développement des mémes pathologies cardiovasculaires que celles
observées chez les fumeurs. Cependant, il convient de nuancer ces propos. Ainsi, la
cigarette électronique, bien qu’entrainant des effets toxiques, demeure une alternative
plus slire que la cigarette classique. Si I'on compare les chiffres d’accidents
cardiovasculaires, on remarque qu’une tres faible proportion d’entre eux est imputable
a la cigarette électronique alors qu’il est admis que 80% des infarctus survenant avant
'age de 50 ans sont causés par le tabagisme (64). De plus, les effets délétéres des
liquides de vapotage ont été, pour I'heure, majoritairement mis en évidence in vitro :

on ignore si, in vivo, les résultats obtenus seraient identiques.
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B. Sphére oculaire

Concernant la toxicité liée a la cigarette classique, il y a un organe auquel on
ne pense pas forcément et qui pourtant, est 'un des premiers a étre impacté
tabagisme : ce sont les yeux. En effet, ils sont au contact direct des substances
nocives contenues dans la fumée de cigarette et ils y sont a nouveau exposés lorsque
ces mémes substances rejoignent la circulation sanguine. De nombreuses études ont
prouvé que le tabagisme favorisait I'apparition de pathologies oculaires : syndrome
des yeux secs, cataracte, dégénérescence maculaire liées a 'age. Comme pour le
systéme cardiovasculaire, des travaux de recherche ont été menés pour connaitre
'impact du vapotage sur la santé visuelle et comparer ses effets a ceux de la cigarette

traditionnelle.

1. Rappels sur le film lacrymal

Le film lacrymal est un des systémes protecteurs de I'ceil. Il est constitué de
trois couches (de la plus interne a la plus externe) : une muqueuse interne, une couche
aqueuse intermédiaire et une couche lipidique externe. La muqueuse interne,
composée de mucus, ancre le film lacrymal a la cornée et en lisse la surface. La
couche aqueuse, quant a elle, est composée d’eau, d’électrolytes, d’enzymes et
d’anticorps. Elle assure une double fonction de nutrition et d’oxygénation de la partie
non vascularisée de la cornée et de défense contre les infections. Enfin, la couche
lipidique est produite par les glandes de Meibomius, situées a la base des cils.
Composée de phospholipides, elle permet d’éviter I'évaporation de la couche aqueuse
et de lubrifier la face interne de la paupiére afin qu’elle glisse correctement sur la
surface de I'ceil.

2. Lien entre la cigarette électronique et le syndrome des yeux secs

Le syndrome des yeux secs s’observe lors d’'un déséquilibre entre la formation
et la dégradation du film lacrymal (69). L’hyposécrétion lacrymale est liée a une

involution des glandes lacrymales. Cette derniére peut étre due a des médicaments, a
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des déréglements hormonaux ou a I'age. L’instabilité lacrymale correspond a une
hyperévaporation du film lipidique externe. Ces étiologies sont multiples :
dysfonctionnement des glandes de Meibomius, inflammation chronique de la
conjonctive, exposition a des conservateurs de type chlorure de benzalkonium,
utilisation de lentilles de contact, chirurgies de I'ceil... Les symptémes décrits par les
patients sont les suivants : yeux secs/rouges, avec une sensation de brllure et/ou de
démangeaison, une sensibilité a la lumiére, un larmoiement excessif, des paupieres
enflammées, une vision trouble et une sensation de corps étranger dans I'ceil. Le
tabagisme est un des principaux facteurs exogénes déclenchants ou aggravant du
syndrome des yeux secs et de nombreuses études semble indiquer que les vapeurs
de e-liquides auraient les mémes effets déléteres sur le film lacrymal que la fumée de
cigarette (70).

Il a été montré que le propyléne glycol et les arbmes des e-liquides provoquent
la peroxydation des lipides de la couche externe, ce qui 'endommage (70). Comme
dit précédemment, linstabilit¢ du film lipidique est un des facteurs menant au
développement d’'un syndrome des yeux secs. L’analyse de la concentration en lipides
peroxydés a la surface des yeux a d’ailleurs été proposée comme outil permettant
d’évaluer la sévérité du syndrome des yeux secs chez un individu donné (71). Dans
cette étude, trois marqueurs de la peroxydation lipidique ont été recherchés :

- L’hexanoyl-lysine (HEL), produit issu de la réaction entre la lysine et un lipide
hydroperoxydé n-6 apparaissant dans les premieres phases de la peroxydation.

- Le 4-hydroxy-2-nonenal (HNE), un ao/f aldéhyde insaturé formé en fortes
proportions lors de la peroxydation des membranes lipidiques.

- Le malondialdéhyde (MDA), un composé généré lors de la dégradation des
acides gras saturés en acides gras essentiels. Etant un marqueur de la phase
tardive de la lipoperoxydation, le MDA est couramment utilisé pour détecter les
réactions entre les lipides et les radicaux libres.

Un dosage immuno-enzymatique quantitatif (test ELISA sandwich), a été réalisé sur
des échantillons de larmes, prélevés dans deux groupes : un groupe « contrdle » ou
les personnes étaient en bonne santé et un groupe de personnes atteintes d’un
syndrome des yeux secs. Des anticorps primaires anti-HEL, anti-HNE et anti-MDA ont
été fixés au fond des puits d’une plaque et les échantillons lacrymaux y ont été ajoutés.
Aprés une étape de ringage des puits, des anticorps secondaires marqués avec une

peroxydase ont été incorporés dans les puits et I'activité enzymatique de la peroxydase
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a eté mesurée. Les concentrations en HNE et en MDA obtenues étaient
significativement plus élevées dans les larmes des sujets atteints d’'un syndrome des
yeux secs que dans le groupe contréle. Ces résultats témoignent donc d’une
peroxydation des lipides de la couche externe du film lacrymal plus importante en cas

de syndrome des yeux secs.

Pour déterminer s’il existe une corrélation entre la concentration en lipides
peroxydés a la surface de I'ceil et la sévérité du syndrome, I'état du film lacrymal des
personnes du groupe « yeux secs » a été évalué et comparé a celui des personnes du
groupe contréle sur la base de plusieurs critéres :

- La quantité de liquide lacrymal produite, diminuée chez les personnes atteintes
du syndrome des yeux secs
- La stabilité du film lacrymal, diminuée chez les personnes atteintes du
syndrome des yeux secs
- La clairance des larmes, diminuée chez les personnes atteintes du syndrome
des yeux secs
- La sensibilité cornéenne, identique dans les deux groupes
- Ladensité des cellules caliciformes, diminuée chez les personnes atteintes des
yeux secs.
De plus, les niveaux en HNE et en MDA des échantillons lacrymaux sont
significativement corrélés a I'ensemble de ces parameétres. Autrement dit, plus la
concentration en lipides peroxydés a la surface de I'ceil est importante, plus les

parameétres cités ci-dessus font état d’'un film lacrymal fortement altéré.

Chez les consommateurs de cigarette électronique, l'instabilité du film lacrymal
observée résulte également de I'exposition aux aldéhydes et aux radicaux libres de
'oxygéne qui vont, eux aussi, endommager le film lipidique et donc provoquer une
hyperévaporation de la couche aqueuse (70). Une étude malaisienne de 2019, qui a
évalué I'état du film lacrymal chez des vapoteurs et des non vapoteurs, est arrivée aux
mémes conclusions (72). Les participants ont été soumis aux tests suivants :

-« L’Ocular Surface Disease Index » (ODSI), un questionnaire de douze items
permettant d’estimer, via un score, la séveérité du syndrome des yeux secs et
son impact sur la vision du patient dans la vie quotidienne

- Le temps de rupture lacrymal, un test évaluant la stabilité du fil lacrymal
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- Le test de Schrimer qui quantifie la production de larmes chez un individu
pendant cinqg minutes et la coloration de la surface de I'ceil a la fluorescéine,
une autre méthode permettant de visualiser I'intégrité du film lacrymal.

L’ensemble des résultats de ces tests montre du doigt une production de larmes
réduite et de mauvaise qualité ainsi qu’'une sécheresse modérée a sévere chez les
vapoteurs contrairement a ce qui est rapporté dans le groupe témoin des non
vapoteurs. De plus, l'altération des paramétres évaluant la qualité du film lacrymal et
les symptoémes ressentis par les patients sont corrélés avec le voltage auquel la
cigarette électronique est utilisée. Or, nous avons vu précédemment, que plus ce
voltage était important, et par extension, plus la température a laquelle le e-liquide est
chauffé, plus la production de composés toxiques (aldéhydes, composés volatiles
organiques, radicaux libres) et irritants pour les yeux, est conséquente. Il est ainsi
possible de conclure que la cigarette électronique, a I'instar du tabac traditionnel, est

un facteur favorisant le développement du syndrome des yeux secs.

3. Toxicité de la cigarette électronique sur les structures de I'ceil

La fonction de sécrétion des larmes et la surface de I'ceil ne sont pas les seules
parties de l'appareil oculaire a étre endommagées par l'usage des cigarettes
électroniques. La revue systématique des articles parus entre les années 1990 et 2020
met en évidence les effets néfastes des e-cigarettes sur d’autres parties de I'ceil (70).

Au niveau de la cornée, la nicotine et I'acroléine induisent une inflammation
chronique pouvant amener a une légére coloration/opacification de la cornée,
provoquant des troubles de la vision (début du processus de développement de la
cataracte).

Concernant la choroide, membrane richement vascularisée faisant office de
« chambre noire » du globe oculaire et chargée de la nutrition de la rétine et de ['iris,
la nicotine contenue dans les cigarettes électroniques serait responsable d’une
vasoconstriction altérant I'afflux sanguin (et donc de nutriments) ainsi que d’une
réduction de son épaisseur. De plus, les effets de la cigarette électronique sur le
systéme cardiovasculaire, en particulier sa capacité a altérer la vasodilatation par

modification du métabolisme du NO, sont également en faveur d’'une mauvaise
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vascularisation des structures de I'ceil et par extension, peuvent aggraver des
pathologies comme les rétinopathies diabétiques.

La rétine est, elle aussi, affectée négativement par la nicotine. En effet, via
l'interaction de cette derniere avec les récepteurs de l'acétylcholine, un premier
neurone va libérer du glutamate, lequel va induire, chez un deuxieme neurone la
libération de GABA conduisant, in fine, a la libération de dopamine. Chez les étres
humains, la dopamine régule le fonctionnement des photorécepteurs rétiniens et
'adaptation de la vision en fonction de la luminosité. Cette caractéristique est
indispensable au bon fonctionnement du cycle circadien. Or, il a été prouvé qu’un
déréglement de ce cycle pouvait favoriser le développement de pathologies
cardiovasculaires, métaboliques (diabéte, obésité), altérer le bon fonctionnement du
systéme immunitaire et méme promouvoir 'apparition de cancers.

Enfin, la nicotine semble provoquer un nystagmus, a savoir des mouvements

involontaires de I'ceil, chez les vapoteurs.

4. Induction de cancers de I'ceil chez les utilisateurs de cigarette

électronique

Pour finir, le vapotage pourrait favoriser, sur le long terme, la survenue de
cancers oculaires. C’est en tout cas ce que rapporte une étude de cas américaine de
2020 (73). Un jeune homme de 22 ans, consommateur de e-liquides aromatisés a la
menthe depuis 5 ans, est amené a consulter un ophtalmologiste pour une vision flou
unilatérale, sans douleur oculaire avec une légére opacification de la cornée
supérieure de I'ceil droit. Le préléevement cornéen effectué, a la suite de I'absence de
réponse au traitement antiviral prescrit par le spécialiste, n’a révélé aucune infection
bactérienne, virale ou mycosique en cours. Au bout d’'une année sans amélioration
des symptdmes, une kératectomie superficielle est réalisée et a révélé une néoplasie
intraépithéliale conjonctivale de haut grade. Cette formation de cellules pré-
canceéreuses au niveau de la conjonctive peut évoluer en carcinome épidermoide en
'absence de traitement. Le développement de ce genre de pathologies malignes
pourrait étre favorisé notamment par les aldéhydes émis lors de la vaporisation des
liquides de cigarettes électroniques, qui comme expliqué précédemment, sont, pour

certains, des substances cancérigénes avérées.
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C. Sphére auditive

Au cours des dix derniéres années, plusieurs travaux de recherche ont conclu
que le tabagisme favorisait une perte réversible de I'audition, notamment des hautes
frequences du spectre auditif (74). Autrement dit, les fumeurs seraient plus
susceptibles de ne plus percevoir les sons aigus au fur et a mesure des années. Tous
les mécanismes conduisant a cette surdité partielle ne sont pas encore élucidés mais
pour I'’heure, il semblerait que la toxicité des substances contenues dans les cigarettes
ainsi que I'hypoxie, provoquée par I'action combinée de 'augmentation des taux de
CO sanguins et la vasoconstriction induite par la nicotine, soient responsables d’'une
altération des cellules cillées de la cochlée. Si dans les années qui viennent, ces
hypothéses se vérifient, il est fort probable qu’une nocivité des e-liquides vis-a-vis de

la sphére auditive soit, elle aussi, mise en évidence.

1. Rappels anatomiques sur I'appareil auditif humain

L'oreille est composée de trois parties : l'oreille externe, I'oreille moyenne et
I'oreille interne. Le pavillon et le conduit auditif (oreille externe) permettent de capter
les ondes sonores et de les concentrer vers le tympan. Derriere la membrane
tympanique, se trouve la caisse du tympan comprenant le marteau, I'enclume et
I'étrier, trois osselets chargés de transmettre le son jusqu’a l'oreille interne. Cette
derniére est composée de la cochlée qui va transformer le signal mécanique en signal
électrique qui sera, ensuite, acheminé au cerveau par le nerf auditif et celui du

vestibule, jouant un réle dans I'équilibre.

2. Cigarette électronique et audition

Le potentiel cytotoxique de e-liquides, non nicotinés et aromatisés a été mis en
évidence, in vitro, sur des cellules épithéliales de I'oreille moyenne (75). Song et al ont
incubé ces cellules avec soixante-treize liquides commercialisés par douze fabricants
différents. Ces liquides ont été répartis en cing groupes en fonction de leurs arébmes :

tabac, café, fruits, menthe, confiseries. La viabilité cellulaire a été évaluée dans ces
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différents groupes grace au « Cell Counting Kit-8 » (CCK-8). Le CCK-8 est un test
colorimétrique mesurant la quantité de sels de tétrazolium réduite en formazan par les
NAD(P) déshydrogénases cellulaires. Le formazan est un composé de couleur
orangée : ainsi, a I'aide d’'un spectrophotométre UV-visible, il est possible de détecter
la concentration de ce dernier dans le milieu de culture. La concentration en formazan
est proportionnelle au nombre de cellules viables en phase de prolifération. Il est
apparu, a l'issue du test CCK8, que la viabilité cellulaire était fortement diminuée dans
les groupes de cellules exposées aux e-liquides par rapport au groupe contrdle. Il a
aussi été démontré que cette cytotoxicité dépendait de la dose de e-liquide et de son
ardbme. En effet, la concentration inhibitrice 50 (CI50), c’est-a-dire, la concentration
nécessaire pour inhiber 50% d’un processus biologique, était significativement plus

faible dans le groupe des liquides mentholés que dans les autres.

De la mort des cellules ciliées de la cochlée résulte une perte d’audition : il
semblerait donc, qu’a l'instar de la cigarette traditionnelle, les dispositifs de vapotage

induisent une surdité partielle, dose et arbme dépendante.

D. Sphére oropharyngée

Chez un fumeur, la bouche est le tout premier organe a étre au contact direct
des milliers de substances nocives composant la fumée de cigarette. Il n’est donc pas
surprenant de constater que les effets délétéres du tabagisme sur la santé bucco-
dentaire sont nombreux : parmi eux, on peut citer la perte du godt/de I'odorat, I'halitose,
I'hyposialie, 'apparition de carries et de parodontites, 'usure prématurée et accrue des
dents, une prédisposition aux candidoses, des retards de cicatrisation et enfin le
développement de cancers. La encore, la question de la toxicité de la cigarette
électronique vis-a-vis de la cavité buccale se pose et plusieurs équipes de recherche

ont voulu y répondre.

Ji et al ont incubé des kératinocytes humains, issus de la muqueuse buccale,
avec des aérosols de liquides plus ou moins concentrés en nicotine et avec différents
ardbmes (76). L’effet cytotoxique de ces liquides a été évaluée par un test de viabilité

cellulaire a 'ATP. Lorsque l'intégrité de la membrane plasmique est compromise (lors
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de I'apoptose ou de la nécrose cellulaire par exemple, les protéines contenues dans
le cytoplasme de la cellule sont relarguées dans le milieu de culture. Parmi elles, se
trouve une enzyme, l'adénylate kinase, chargée de convertir TADP en ATP. En
ajoutant au milieu de culture une autre enzyme, la luciférase, capable d’oxyder la
luciférine en hydrolysant 'ATP en AMP et ainsi de produire un signal lumineux, il est
possible de déterminer la concentration en ATP dans le milieu de culture et donc
d’estimer la cytotoxicité d’'un composé. A lissue de ce test a 'ATP, la fluorescence
détectée dans le milieu de culture des cellules exposées aux vapeurs de cigarettes
électroniques était beaucoup plus importante que dans le milieu de culture du groupe
contréle, témoignant d’'une viabilité cellulaire réduite dans le groupe exposé. Toujours
avec un test a la luciférine, la concentration intracellulaire en glutathion a été
déterminée afin de savoir si la cytotoxicité des e-liquides pouvait étre liée a une
saturation des capacités antioxydantes des cellules exposées. Une diminution
significative des concentrations en glutathion a été mise en évidence dans ces cellules.
L’ensemble de ces résultats souligne que les e-liquides provoquent un stress oxydant
dans les kératinocytes de la cavité buccale qui y sont exposés et induisent ainsi leur

mort.

Ce constat, Sancilio et al I'ont également fait sur des fibroblastes gingivaux
humains exposés a des liquides nicotinés ou non (77). Ces fibroblastes ont été incubés
avec des concentrations en e-liquides allant de 0 mg/ml (groupe contréle) a 5 mg/mi
de nicotine sur une période allant de 0 heures a 72 heures. Plusieurs paramétres ont
été mesureés : la production de radicaux libres de 'oxygéne, I'expression de la protéine
Bcl2 associated X (Bax), capable d’'induire I'apoptose et la viabilité cellulaire. La
production d’ERO a été estimée par analyse, en microscopie optique, de la
fluorescence émise par 'oxydation du H2-DCF-DA. Aprés 24 heures d’incubation, la
concentration en radicaux libres de 'oxygéne était significativement augmentée dans
les groupes de fibroblastes exposés, par rapport au groupe contrdle et ce,
indépendamment de la teneur en nicotine du milieu de culture. De plus, la quantité
d’ERO détectée augmentait en fonction du temps. L'expression de Bax, mesurée par
cytométrie en flux, était aussi, accrue dans les groupes de cellules exposés aux
différents e-liquides aprés 24 heures. Enfin, le test MTT, un test de viabilité cellulaire
reposant sur le méme principe que le test CCK8, a montré une augmentation de la

mortalité des fibroblastes exposés par rapport aux fibroblastes non exposés aprées 48
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heures d’expérience. Tous ces résultats indiquent que la cytotoxicité liée aux liquides
de vapotage et observée dans les populations de cellules de la cavité buccale résulte

trés certainement du stress oxydant excessif auquel ces cellules sont soumises.

L’arbme est également un facteur faisant varier la dangerosité des e-liquides.
Comme dans les études citées précédemment, la viabilité des cellules de la muqueuse
oropharyngée, prélevées chez des individus en bonne santé, est réduite de fagon plus
ou moins importante dans les groupes exposés aux e-liquides par rapport au groupe
contrdle (78). De plus, le nombre de cellules vivantes est significativement plus faible
aprés exposition a des liquides aromatisés (menthe, fruits...) qu’aprés exposition a
leurs homologues arbme tabac. Welz et al sont partis du postulat que la cytotoxicité
des e-liquides était la conséquence directe de la capacité de ces derniers a provoquer
des cassures de ’ADN. lIs ont alors effectué, sur ces cellules oropharyngées, un test
des cométes, technique permettant de mesurer les cassures de 'ADN (qu’elles soient
simple ou double brin). Aprés incubation avec l'agent d’intérét, les cellules sont
incorporées dans un gel d’agarose et lysées par un agent alkylant de fagon a séparer
'ADN du noyau et des autres éléments cellulaires (membranes, ARN, protéines...).
L’ADN est incubé dans un tampon d’électrophorése (pH basique) ce qui permet de
détendre I'hélice et de dénaturer ’ADN. Une électrophorése sur gel d’agarose est
ensuite effectuée et du bromure d’éthidium, un agent intercalant fluorescent qui permet
de colorer 'ADN est ajouté. Lors de I'observation au microscope, si 'ADN est non
fragmenté, on voit alors uniquement la téte de la comeéte, traduisant que 'ADN de la
cellule est intact et que I'agent testé n’est pas génotoxique. Si ’ADN est fragmenté en
revanche, on observera la téte et la queue de la cométe, ce qui signifie que I'agent
testé est génotoxique (plus il I'est, plus la queue de la cométe est longue et grande).
La fragmentation de ’ADN était significativement plus élevée dans les groupes de
cellules exposés a la cigarette électronique que dans le groupe contréle et on peut
méme ajouter que ’ADN était plus fortement endommagé dans les groupes e-liquides
aromatisés que dans le groupe e-liquide tabac. Une fois de plus, cette génotoxicité et
cytotoxicité semblent indépendantes de la teneur en nicotine des liquides (79). En
effet, il n’a été retrouvé aucune différence significative entre les groupes « liquides
avec nicotine » et « liquides sans nicotine » quant a la réduction de la viabilité
cellulaire, a la taille des queues des cométes et au nombre de foyers y-H2AX

fluorescents (témoins des cassures doubles brins de 'ADN). La teneur en nicotine d’'un
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e-liquide n’est donc en rien un indicateur de sa génotoxicité contrairement a la

présence d’'un arbme qui semble provoquer plus de cassures de '’ADN.

Tous ces résultats suggérent fortement que les e-liquides sont cytotoxiques car
ils sont générateurs d’un stress oxydant important que les systémes de détoxification
de la cellule ne peuvent pas prendre en charge ce qui conduit a des dommages de
ADN pouvant entrainer la mort cellulaire par apoptose ou nécrose.
Physiologiquement, I'équilibre entre réplication et mort cellulaire doit étre finement
régulé afin de maintenir 'lhoméostasie tissulaire. Dans le cas ou cet équilibre est rompu
en faveur de I'apoptose, la cicatrisation peut étre retardée et les lésions au niveau du
tissu touché peuvent s’accumuler. Les lésions de la muqueuse buccale ont été étudiée
chez des vapoteurs et des anciens fumeurs, afin de déterminer, d’'une part, si la
cigarette électronique induit des lésions chez ces utilisateurs et d’autre part, si les
Iésions sont retrouvées avec la méme fréquence que chez les fumeurs (80). Un total
de quatre-vingt-dix patients, quarante-cinq vapoteurs et quarante-cinq anciens
fumeurs, ont participé a cette étude et ont été soumis a un examen buccal avec
réalisation de frottis ou de biopsies si besoin. Les résultats montrent qu’un peu plus de
la moitié des personnes inclues dans cette étude présentent des Iésions buccales et
parmi elles, les deux tiers font parties du groupe des vapoteurs. Trois types de Iésions
sont significativement plus fréquentes chez le vapoteurs que chez les ex-fumeurs : la
stomatite nicotinique, qui correspond a l'inflammation des glandes salivaires liée a la
consommation de nicotine, la langue rapeuse et la perléche, une inflammation de la
commissure des lévres se manifestant par des fissures au coin des lévres, sur fond

érythémateux et d’origine infectieuse (bactérienne ou mycosique).

Dans certains cas, les lésions de 'ADN peuvent survenir sur des oncogéenes,
des geénes suppresseurs de tumeurs ou les genes des télomérases : la cellule ne
s’engagera alors pas dans la voie de I'apoptose mais pourra accumuler des mutations
pouvant aboutir a un processus de transformation tumorale. Deux cas de cancers de
la cavité orale ont été imputés ces dernieres années a l'utilisation chronique de
cigarette électronique (81). Le premier cas est celui d’'un patient de 66 ans, sans
antécédent médicaux particuliers, consommateur quotidien de cigarettes
électroniques depuis treize ans, ayant consulté un otorhinolaryngologiste pour une

perte de poids importante et inexpliquée, une dysphagie et une xérostomie
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(sécheresse buccale). L'’examen de sa bouche a révélé plusieurs zones indurées et
une paresthésie de la langue compatibles avec la sécheresse buccale dont se plaint
le patient. Des masses entourées de zones hyperkératosiques ont également été
observées lors de cet examen. Au niveau de la biologie, une augmentation des niveaux
sériques de ferritine, d’a-antitrypsine et d’a-antiglucoprotéine ont été retrouvées : ces
trois parametres sont des marqueurs souvent associés a des stades tardifs de cancers
oraux. A la suite d’une biopsie, un carcinome basocellulaire basaloide squameux a été
diagnostiqué. Le deuxiéme cas concerne un homme de 59 ans consultant pour une
ulcération de la levre inférieure ne cicatrisant pas depuis 9 mois. A 'auscultation, les
signes vitaux sont normaux et aucune adénopathie cervicale n’est retrouvée. Comme
pour le patient précédent, la biologie montre une augmentation de la ferritine, de I'a-
antitrypsine et de l'a-antiglucoprotéine. La biopsie confirmera le diagnostic de

carcinome basocellulaire squameux.

Il convient toutefois de nuancer I'ensemble des conclusions tirées de ces
études : une équipe italienne a réalisé un test des micronoyaux sur des cellules
buccales prélevées sur soixante-cing patients répartis en trois groupes : fumeurs, non-
fumeurs/non-vapoteurs et vapoteurs (82). La prévalence des micronoyaux était
significativement plus basse dans le groupe des vapoteurs par rapport a celui des
fumeurs et il n’y avait aucune différence statistiquement significative entre la
prévalence des micronoyaux dans le groupe des vapoteurs et celui des non-
fumeurs/non-vapoteurs. Ainsi, la cigarette électronique semble moins mutagéne,

moins génotoxique que la cigarette classique.

E. Sphére respiratoire basse

S’il y a bien un organe sur lequel I'innocuité de la cigarette électronique fait
débat, ce sont les poumons. En effet, 'impact potentiel sur 'appareil respiratoire est
ce a quoi on pense en premier lorsque I'on évoque la toxicité de ce dispositif. Ce
questionnement est tout a fait |égitime puisque I'on sait que la cigarette traditionnelle
aggrave des pathologies telles que I'asthme, et est impliquée dans le développement

de la bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) et des cancers du poumon.
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Nous allons voir ci-apres ce que rapportent les études scientifiques sur la toxicité de

I'e-cigarette.

1. Cigarette électronique et clairance mucociliaire

L’épithélium bronchique est constitué de plusieurs types cellulaires a savoir, les
cellules basales jouant un role nutritif, les cellules caliciformes chargées de sécréter le
mucus et les cellules cillées qui assurent, en partie, la clairance mucociliaire. Plusieurs
eéquipes de recherche se sont intéressés sur la question de la cytotoxicité des e-
liquides vis-a-vis de I'épithélium pulmonaire et de leur impact sur I'évacuation du
mucus. Parmi elles, Garcia-Arcos et al ont exposé, pendant 24 heures, des cellules
épithéliales bronchiques humaines a des vapeurs de e-liquides contenant des
concentrations de 0 a 36 mg/ml de nicotine (83). lls ont ensuite évalué le nombre de
cellules ciliées et leur fréquence de battement, via des anticorps monoclonaux anti-
tubuline marqués. Aprés 8 heures d’exposition, il s’est avéré que la fréquence de
battement des cils était significativement plus faible dans les groupes de cellules
incubées avec les e-liquides nicotinés par rapport au groupe contrdle. Ce phénoméne
est dépendant de la concentration en nicotine du liquide : plus elle est élevée, moins
les cils battent. Par ailleurs, le nombre de cellules ciliées présentes dans le milieu de
culture n’étant pas modifié, cela suggére que la diminution de la fréquence de
battement n’est pas due a une amplification de la mort cellulaire. Toutefois, les auteurs
ignorent les raisons de cette diminution de la fréquence de battement ciliaire. On
pourrait supposer qu’elle résulte d’'une altération es cils présents a la surface des
cellules (comme c’est le cas avec I'exposition a la fumée de cigarette). Au vu de ces
résultats, il semblerait que les vapeurs de e-liquides diminuent la clairance mucociliaire
par altération du fonctionnement des cellules ciliées. Or, une mauvaise évacuation du
mucus peut vite devenir problématique pour le maintien d’'une bonne fonction
respiratoire. L’'une des fonctions du mucus est en effet de piéger les organismes
pathogenes pour les évacuer avant qu’ils ne puissent proliférer et induire une maladie
infectieuse chez le sujet exposé. Si le mucus stagne dans les bronches, le terrain
devient propice au développement d’infections bactériennes, virales ou mycosiques.

De méme, avec la diminution de la clairance mucociliaire, tous les composés
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chimiques irritants, les particules et les allergénes resteront plus longtemps au contact
de I'épithélium bronchique, favorisant ainsi une inflammation du tractus respiratoire.
Garcia-Arcos et al ont également étudié les effets des e-liquides sur les
mucines, des glycoprotéines de haut poids moléculaire, entrant dans la composition
du mucus et notamment les effets sur la mucine MUCS5AC que I'on retrouve aussi bien
chez ’lhomme que chez les souris (83). L'observation au microscope a fluorescence
de la protéine MUC5AC, préalablement marquée avec un fluorochrome, chez des
souris exposees a des aérosols de cigarettes électroniques contenant de la nicotine a
mis en évidence une augmentation de la production de mucus dans leurs voies
respiratoires inférieures par rapport aux souris contréle. De plus, une analyse par PCR
en temps réel a montré une expression accrue du géne Muc5ac (codant pour la mucine
du méme nom) chez ces souris et une augmentation de l'activité du facteur de
transcription SPDEF, régulant de fagon positive le géne Mucbac, a été mise en
évidence dans les expectorations d’utilisateurs de cigarettes électronique. L’ensemble
de ces résultats suggére, qu’en réponse a « I'agression » que représente l'inhalation
des vapeurs de e-liquides, les cellules caliciformes produisent plus de mucus. La
réduction de la fréquence de battement ciliaire entraine une accumulation du mucus
dont la production est accrue favorisant la stagnation des agents pathogénes,
allergénes et irritants au niveau des bronches et donc, in fine, une altération de la

fonction respiratoire.

La clairance mucociliaire est un phénomene dépendant, d’'une part, de I'activité
des cellules ciliées et d’autre part de I'hydratation du mucus. Cette derniére est
assurée par diverses protéines transmembranaires qui vont permettre le passage de
'eau du milieu intracellulaire vers le milieu extracellulaire. Parmi ces protéines, on
retrouve le Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator ou canal CFTR.
Cette protéine transmembranaire, qui fonctionne comme un canal, est présente au
niveau de nombreuses cellules de l'organisme et notamment les cellules de
I'épithélium pulmonaire. Elle permet le passage des ions chlore de l'espace
intracellulaire vers l'espace extracellulaire. Un gradient de concentration en ions
chlorure est ainsi crée et permet d'attirer I'eau a I'extérieur des cellules et d’hydrater le
mucus pour qu’il soit correctement évacué. Chez les individus possédant des canaux
CFTR défectueux, on observe le développement de pathologies comme la

mucoviscidose. On sait que le tabagisme altére le fonctionnement du canal CFTR : le
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mucus est moins hydraté, plus visqueux et s’évacue moins bien provoquant
'encombrement bronchique observé chez les fumeurs, notamment ceux atteints de
bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO). Pour ce qui est de la cigarette
électronique, il a été montré que l'acroléine, produite lors de la vaporisation des e-
liquides, réduisait le flux d’ions chlore transitant par les canaux CFTR des cellules
épithéliales humaines (84). Cette perte de flux peut s’expliquer d’une part par la
réduction de la conductance ionique, c’est-a-dire la facilité avec laquelle les ions
chlorures passent la membrane plasmique, et d’autre part par des canaux CFTR
rendus dysfonctionnels par des mutations génétiques provoquées par 'acroléine et
inhibant ainsi le passage des ions. Ces résultats sont confirmés par I'étude de Lin et
al (85) qui a montré que le transport des ions chlorure via le canal CFTR est diminué
suite a une exposition des cellules épithéliales a du glycérol pur et des e-liquides
vaporisés. Cette réduction du flux ionique n’est pas observée lors de I'incubation des
cellules avec des liquides non vaporisés ce qui signifie que c’est bien une substance
produite lors de la dégradation thermique des liquides qui est a l'origine de cette
dysfonction des canaux CFTR. L’acroléine étant impliquée dans I'altération de ces
canaux et étant générée en quantité non négligeable lors de I'aérosolisation des e-
liquides, on peut fortement suspecter que cette derniére est impliquée dans la

diminution du flux d’ions chlorures.

Le transport des ions sodium semble également affecté de fagon négative par
I'utilisation de la cigarette électronique (85). Au pdle apical des cellules de I'épithélium
pulmonaire se trouvent des transporteurs ENaC, chargés de faire passer les cations
sodium du milieu extracellulaire vers I'intérieur de la cellule. A l'instar du canal CFTR,
ENaC permet de réguler la quantité de mucus tapissant les voies respiratoires. Si ce
transporteur est inhibé, alors le sodium n'est plus absorbé par la cellule et le mucus
s’accumule. Le transporteur Na+/K+ ATP-dépendant est un autre transporteur
cellulaire chargé de générer des flux d’ions sodiques. Situé au pdle basal des cellules,
il permet d’évacuer les ions sodium s’accumulant dans les cellules vers la circulation
sanguine. La mesure des flux de sodium sur des cellules épithéliales bronchiques
humaines a permis de mettre en évidence une diminution du transport du sodium,
aussi bien par ENaC que par les transporteurs Na+/K+ ATP dépendants aprés

exposition a des vapeurs de cigarette électronique. Comme pour le canal CFTR, on
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peut imaginer que les composés toxiques comme l'acroléine altérent les génes codant

pour ces protéines, ce qui aboutit a leur dysfonctionnement.

En résumé, I'usage de la cigarette électronique conduit a une diminution de la
clairance mucociliaire reposant sur trois phénomeénes : diminution de la fréquence de
battement des cils présents sur les cellules ciliées, production accrue de mucus en
réponse a lI'agression de I'épithélium et épaississement du mucus due a l'altération
des systémes permettant le maintien de son hydratation. Cette diminution de clairance
peut favoriser la vulnérabilité de I'appareil respiratoire aux toxiques et aux agents

infectieux.

2. Cigarette électronique et cytotoxicité vis-a-vis de I'épithélium bronchique

Les effets d’'une exposition des cellules de I'épithélium bronchique humain a de
la vapeur de cigarette électronique a été évaluée par Scheffler et al (86). Des cellules,
prélevées sur deux donneurs humains volontaires, ont été incubées avec des e-
liquides nicotinés (concentration allant jusqu’a 24 mg/ml) ou non, du propyléne glycol
pur, de la glycérine pure et de la fumée de cigarette classique. La production de
radicaux libres et la viabilité cellulaire ont été mesurés par des techniques de
marquage a la luciférine. Ces tests ont montré qu’une augmentation de la production
de radicaux libres et une diminution de la viabilité cellulaire dans les groupes exposés
aux e-liquides, au propyléne glycol pur et a la glycérine pure par rapport au groupe
exposé a l'air libre et ce, indépendamment de leur concentration en nicotine, prouvant
une nouvelle fois, 'existence d’un effet délétére des excipients des e-liquides.

Autre excipient semblant étre un facteur potentialisant la toxicité des liquides :
les arbmes. L’évaluation de la viabilité cellulaire par le test MTT sur une lignée de
cellules de [I'épithélium pulmonaire (CALU3) a montré que cette derniére était
significativement plus faible dans les groupes de cellules exposées a des e-liquides
aromatisés que dans les groupes de cellules exposées seulement a un mélange de
propyléne glycol et de glycérine (87).

Toutefois, il convient de nuancer ces résultats car la cigarette classique est
jusqu’a huit fois plus toxique pour les cellules et entraine une production cinq fois plus

importante de radicaux libres que son homologue électronique (86).
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3. Cigarette électronique et matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire (MEC) pourrait étre qualifiée de « ciment
intercellulaire » : c’est elle qui assure I'organisation et la fonctionnalité de chaque tissu.
Elle est constituée de diverses macromolécules (collagéne, élastine, glycoprotéines,
protéoglycanes) synthétisées par les fibroblastes et dégradées par les
métalloprotéases. Lorsque ’homéostasie de cette matrice est perturbée, c’est tout le
fonctionnement des tissus qui est remis en cause. C’est pour cette raison que l'impact
de l'utilisation de la cigarette électronique sur cette derniére a été étudiée.

Lerner et al ont incubé, pendant 24 heures, des fibroblastes pulmonaires issus
d’un feetus humain avec du propyléne glycol pur, du glycérol pur, des e liquides arbme
tabac, cannelle, raisin et contenant ou non de la nicotine (59). lls ont, ensuite, analysé
la morphologie de ces fibroblastes avec un microscope en contraste de phase et
estimé la viabilité cellulaire par cytométrie en flux. Il est ressorti de ces analyses que
les connexions intercellulaires étaient moins nombreuses et plus altérées dans les
cellules ayant été en contact avec les e-liquides et leurs divers composants purs que
dans la condition contréle : les formations en fuseau, caractéristiques de fibroblastes,
sont quasiment absentes dans ces cultures. De plus, on observe également la
présence de nombreuses vacuoles dans le cytoplasme de ces fibroblastes. Ces
changements sont exacerbés par la présence de nicotine et d’arbmes dans les
liquides. L’'usage de la cigarette électronique a donc un effet négatif sur la morphologie
des fibroblastes, pouvant ainsi altérer le bon déroulement de la synthése des
composants de la matrice extracellulaire.

Concernant les mécanismes de dégradation de la MEC, des altérations
imputables aux e-liquides ont été observées. Une PCR quantitative réalisée sur le lysat
des tissus pulmonaires des souris exposées de fagon chronique soit a un e-liquide
sans nicotine soit a un liquide concentré a 18 mg/ml de nicotine, a mis en évidence
une augmentation de I'expression des genes codant pour certaines protéases de la
matrice extracellulaire dans le groupe nicotine (83). Parmi elles, les « matrix
metalloproteinase » (MMP) 9 et 12, ont respectivement un réle de gélatinase et
d’élastase, c’est-a-dire qu’elles peuvent dégrader la gélatine et I'élastine de la MEC.
Chez ces mémes souris du groupe e-liquide nicotiné, une activité accrue de la
collagénase est également retrouvée. Ces trois enzymes sont peu exprimées en

conditions physiologiques, mais lors du processus d’inflammation, et plus précisément
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lors de la réparation tissulaire, une augmentation de leur activité est observée suite a
'activation de leurs génes par des cytokines telles que I'lL-1 B et le TNFa. Si
linflammation devient chronique, elles vont étre continuellement actives et la MEC
sera dégradée plus rapidement que ce qu’elle ne sera synthétisée, provoquant ainsi
des plaies chroniques, des retards de cicatrisation et une altération permanente des
tissus. Au niveau pulmonaire, une expression anarchique des métalloprotéases est a
I'origine d’'un emphyséme et d’'une bronchiectasie, une dilatation non réversible du
calibre bronchique.

Un constat similaire a été fait chez 'homme aprés analyse de I'expression de
meétalloprotéases provenant du liquide de lavage bronchoalvéolaire prélevé chez des
individus non-fumeurs, vapoteurs et fumeurs de tabac (88). Les concentrations et
I'activité des protéases MMP-2 et MMP-9 du groupe « vapoteur » est significativement
plus élevée que dans le groupe « non-fumeur » et a un niveau équivalent de ce qui est
observé dans le groupe « fumeur ». A l'inverse, I'expression des antiprotéases, les
protéines chargées de « contrer » les métalloprotéases, est inchangée quel que soit
le groupe étudié.

Les effets d’'une exposition sub-chronique a la cigarette électronique sur le
remodelage de la matrice extracellulaire pulmonaire, ont également été étudiés par
Wang et al (89). Trois groupes de souris ont été exposées pendant un mois a raison
de deux heures par jour, cing jours par semaine soit a de I'air filtré, soit a un e-liquide
contenant un mélange de propyléne glycol (PG) et de 25 mg/ml de nicotine, soit a un
e-liquide contenant uniquement du PG. Aprés trente jours d’exposition, les
concentrations en collagéne et fibronectine, deux composants essentiels de la matrice
extracellulaire, étaient fortement réduites dans le liquide de lavage bronchoalvéolaire

des souris exposées aux deux types de e-liquides.

La conséquence sur le long terme de l'altération de la synthése de la matrice
extracellulaire et de sa dégradation accrue pourrait étre le développement d’'une BPCO
chez l'individu consommateur de e-cigarette. La BPCO est une bronchite chronique,
irréversible et d’évolution trés lente. Elle se caractérise, entre autres, par la formation
d’'un emphyséme, c’est-a-dire une fusion des alvéoles pulmonaires provoquée par leur
perte d’élasticité et le rétrécissement bronchique. Cette atteinte du parenchyme
pulmonaire altére la qualité des échanges gazeux : le sang est moins bien oxygéné et

le patient souffre progressivement de dyspnée. 80% des BPCO sont consécutives au
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tabagisme (90): au vu des effets des e-liquides sur la MEC, on peut facilement
imaginer qu’a linstar du tabagisme mais dans une moindre mesure le vapotage

pourrait également conduire au développement de cette maladie.

4. Cigarette électronique et inflammation chronique des voies respiratoires

L’'inflammation chronique des voies aériennes inférieures est une
caractéristique retrouvée dans les deux grandes pathologies pulmonaires que sont la
BPCO et I'asthme. S’il est acquis que le tabagisme actif participe a I'entretien de cette

inflammation, qu’en est-il du vapotage ?

Pour un début de réponse, reprenons les résultats obtenus par Garcia-Arcos et
son équipe (83). Des souris ont été exposées quotidiennement, pendant deux
semaines (exposition sub-chronique) ou quatre mois (exposition chronique), a des
aerosols d’'un mélange de propyléne glycol et de glycérine et de e-liquides contenant
18 mg/ml de nicotine ou non. L’homogénat issu des poumons montre une
augmentation significative de I'expression des cytokines IL-1B, IL-6, Cxcl10 et Cxcl2
dans le groupe des souris exposées a de la nicotine par rapport au groupe sans
nicotine et ce que ce soit pour une exposition sub-chronique ou chronique.

Pour rappel, les interleukine 1 (IL-1) et 6 (IL-6) sont des cytokines pro-
inflammatoires sécrétées par les cellules en réponse a une agression. L’IL-1 stimule
'expression des molécules d’adhésion a la surface des cellules endothéliales ce qui
permet aux leucocytes circulants (PNN, PNE, monocytes et lymphocytes NK) de
rejoindre le site de I'inflammation. Elle agit également au niveau de I'’hypothalamus, et
plus précisément sur les centres de régulation de la température corporelle (induisant
ainsi de la fievre). L'IL-6 est produite par les cellules de l'immunité résidentes
(macrophages et cellules dendritiques) : elle induit le processus de phagocytose et la
modification de I'endothélium. Les chimiokines sont une classe particuliere de
cytokines chargées du recrutement des cellules de I'inflammation : via la formation
d’'un gradient de concentration, elles permettent 'acheminement des cellules cibles
vers le site de I'inflammation. CXCL10 recrute les monocytes et les NK et CXCL2, les

polynucléaires neutrophiles.
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L’augmentation de la production d’IL-6 est aussi retrouvée en cas d’exposition
aigue a la cigarette électronique (91). Onze souris ont été réparties en trois groupes
et, en fonction de ce dernier, ont été exposées six heures par jour pendant trois jours
a de I'air ambiant (contréle), a de la cigarette électronique et a de la cigarette classique.
Le profil d’expression de différentes cytokines pro-inflammatoires (IL-18, IL-6 et TNFa)
a été établi par RT-PCR a partir des ARN messagers récupérés dans les lysats des
cellules pulmonaires des trois groupes de souris. Sur ces trois cytokines, seul 'ARN
messager codant pour la cytokine IL-6 est augmenté de fagon significative dans les
poumons des souris du groupe cigarette électronique. Ces résultats sont concordants
avec ceux obtenus par I'équipe de Lerner (59), qui a retrouvé, via un test ELISA
effectué sur le liquide de lavage bronchoalvéolaire des souris, une production accrue
des cytokines IL-1B3, IL-6 et de la chimiokine CXCL8 (aussi appelée interleukine 8)
dans les différents groupes exposés de fagon aigue a des vapeurs de e-liquides par
rapport au groupe témoin. Cette augmentation de I'lL-6 et de I'lL-8 a également été
observée dans les cellules de I'épithélium pulmonaire humain incubées avec des e-
liquides. De plus, il a été montré par la méme occasion, que les arbmes exercent une
influence sur la réponse inflammatoire des cellules. En effet, la quantité d’IL-8 était
beaucoup plus importante dans le groupe de cellules exposées au liquide arbme

cannelle que dans les autres groupes de cellules.

Wang et al ont aussi montré que la nicotine avait un effet sur la production de
cytokines pro-inflammatoires au niveau pulmonaire (89). En effet, le liquide de lavage
bronchoalvéolaire de souris exposées a un e-liquide nicotiné, était plus riche en
cytokines pro-inflammatoires que celui des souris du groupe « air filtré » et « e-liquide
sans nicotine ». De méme, le nombre de cellules de I'inflammation (macrophages,
polynucléaires neutrophiles, lymphocytes TCD4 et lymphocytes TCD8) est
significativement plus important dans le liquide de lavage bronchoalvéolaire du groupe
de souris exposées aux aérosols d’un liquide avec nicotine que dans le groupe des
souris ayant respiré les vapeurs d’un liquide sans nicotine.

L’augmentation des cytokines pro-inflammatoires a aussi été mise en évidence
in vitro dans des cultures de cellules humaines de I'épithélium bronchique et cutané
(92). Alinstar des autres études, I'incubation des cellules a été faite avec des liquides
contenant ou non des arbmes et avec ou sans nicotine. Vingt-sept cytokines ont été

recherchées dans le milieu de culture de chaque groupe de cellules a I'aide d’'une

81



technique d’'immunofluorescence en multiplex. Une augmentation significative de
plusieurs cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, IL-8, TNFa) a été constatée dans
les groupes exposés aux vapeurs de la cigarette électronique (y compris sans nicotine)
par rapport au groupe contréle, exposé a l'air filtre.

Des analyses histologiques réalisées sur des biopsies pulmonaires de
consommateurs de cigarette électronique ont permis de révéler une accumulation de
macrophages lipidiques, ainsi qu’'un important infiltrat de polynucléaires neutrophiles
(93).

Comme évoqué précédemment, I'inflammation chronique des voies aériennes
est une caractéristique retrouvée dans plusieurs pathologies du tractus respiratoire,
notamment I'asthme. Elle va avoir pour conséquence un épaississement des parois
des bronches et responsable d’'une diminution de leur calibre. L'air va circuler plus
difficilement et le patient va souffrir d’'une géne respiratoire se manifestant, entre
autres, par une toux, une respiration sifflante et des crises d'essoufflement. De plus,
une personne asthmatique va étre plus sensible a des facteurs tels que l'exercice
physique, le froid, la fumée de cigarette, les substances allergenes... En réaction a ces
agressions extérieures, les bronches vont produire plus de mucus et vont se
contracter : c’est ce que I'on appelle la crise d’asthme. Via la production accrue de
cytokines entretenant I'inflammation des bronches, la cigarette électronique peut, a

'image de la cigarette traditionnelle, aggraver I'asthme.

5. Cigarette électronique et fonction pulmonaire

5.1. Hyper-réactivité bronchique

L’'impact sur la fonction pulmonaire d’une exposition chronique aux vapeurs de
e-liquides a été investiguée chez des souris par Larcombe et al (94). Les rongeurs ont
été divisés en six groupes : un groupe contréle ayant respiré de I'air filtré, un groupe
exposé a de la fumée de cigarette classique, un groupe aux vapeurs d’'un e-liquide
sans nicotine, un groupe aux vapeurs d’un liquide avec nicotine et enfin les deux
derniers groupes respectivement a des vapeurs de glycérol pur et de propyléne glycol

pur. Vingt-quatre heures aprés la derniére exposition, les souris ont été anesthésiées
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et placées sous respiration artificielle afin de procéder a un test de réactivité a la
meéthacholine, un broncho constricteur stimulant les récepteurs muscariniques du
systéme nerveux parasympathique. Cette molécule est généralement utilisée pour
déterminer la réactivité bronchique d’un individu. Ce paramétre peut servir au
diagnostic de I'asthme en cas d’examens clinique et spirométrique normaux ou a
objectiver la sévérité d’'un asthme chez un patient. Ici, les souris ont été exposées a
différentes concentrations en méthacholine et les paramétres suivants ont été mesurés
par oscillation forcée a basse fréquence (technique consistant a appliquer une onde
oscillatoire basse fréquence a l'ouverture des voies respiratoires pour mesurer la
pression, le débit et le volume qui en résultent et ainsi permettre une évaluation de la
fonction pulmonaire de l'organisme) : résistance des voies respiratoires, élastance
tissulaire et amortissement des tissus. L’ensemble de ces trois parameétres est plus
élevé dans les groupes « glycérol pur », « e-liquide avec nicotine » et « e-liquide sans
nicotine » par rapport au groupe contréle t¢moignant ainsi d’'une plus grande irritabilité
des voies respiratoires chez ces souris et donc une plus grande proportion d’individus
asthmatiques dans ces groupes. A noter que, d’aprés Larcombe et al, cette hyper-
réactivité bronchique est nicotine-indépendante et beaucoup plus prononcée chez des
individus ayant respiré de la fumée de cigarette. Ce constat est cependant a nuancer
car Garcia-Arcos et al ont obtenu des résultats similaires a ceux de Larcombe
uniquement avec les aérosols générés a partir de liquides nicotinés (83). Seules les
souris exposées a un e-liquide concentré a 18 mg/ml de nicotine, ont montré un rapport
Débit Expiratoire Maximal au point 50 de la capacité vitale forcée (DEM50)/Capacité

vitale forcée (CVF) a la suite du test a la méthacholine dans leur étude.

Chez 'homme, une altération des fonctions pulmonaire, consécutive a la
consommation de cigarette électronique, a également été mise en exergue a de
multiples reprises par des chercheurs et ce, méme pour des expositions aigues. Une
étude a ainsi porté sur les effets d’'une utilisation a court terme de la cigarette
électronique sur la fonction pulmonaire de personnes non fumeuses, de fumeurs en
bonne santé et de fumeurs atteints d’asthme ou de bronchopneumopathie obstructive
chronique (BPCO) (95). Pour cela, plusieurs parameétres (résistance des voies
respiratoires, conductance des voies respiratoire, symptédmes respiratoires, signes
vitaux, capacité de diffusion du monoxyde de carbone et NO expiré) ont été évalués

aprées l'inhalation de e-liquide contenant 11 mg/ml de nicotine ou non. Dans tous les
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groupes exposeés aux vapeurs de e-liquides, avec ou sans nicotine, la résistance des
voies respiratoires est augmentée et leur conductance diminuée : c’est une situation
que I'on retrouve lors de la bronchoconstriction. Ceci témoigne d’'une diminution de la
facilité avec laquelle l'air circule dans les voies respiratoires car plus la résistance
augmente, plus la personne éprouvera des difficultés a respirer. De méme, plus la
conductance diminue, moins la respiration est bonne. S’ajoutent a cela une
augmentation du rythme cardiaque et une diminution de la saturation en oxygéne dans
les groupes fumeurs (qu’ils soient en bonne santé ou non) ainsi qu’une toux d’irritation
aigue chez lintégralité des sujets. Ces résultats prouvent que méme lors d’une

utilisation aigue, les cigarettes électroniques altérent la fonction respiratoire.

5.2. Etat inflammatoire des bronches

Le NO et le CO expiré sont deux autres paramétres permettant d’évaluer la
fonction respiratoire. lls ont été mesurés lors d’un essai randomisé réalisé pendant un
an (96).

Le NO expiré par un individu est un trés bon reflet de I'état inflammatoire de ses
voies respiratoires, qu’il soit transitoire comme lors d’une infection ou chronique
comme chez les personnes souffrant d’asthme ou de BPCO. En effet, les cellules
mobilisées lors de l'inflammation produisent une grande quantité de NO via I'activation
de la NO synthase par le facteur de transcription NF-KB et I'inflammasome, deux
composants de la réponse pro-inflammatoire. La NO synthase est une enzyme formant
du NO a partir de I'arginine et de I'oxygéne. Elle existe sous plusieurs isoformes (NOS-
1, NOS-2, NOS-3) qui différent par leurs fonctions, leurs caractéristiques biologiques
et leur localisation dans I'organisme. L’isoforme qui nous intéresse dans ce contexte
est NOS-2, présente uniquement en conditions pathologiques (c’est 'activité de cette
NO synthase qui est induite par I'inflammasome). Elle permet la production de NO
dans des quantités beaucoup plus importantes que les isoformes constitutives et est
surtout exprimée par les cellules de I'épithélium bronchique. Toutefois, si le taux de
NO expiré permet d’estimer de fagon assez fiable I'état d’inflammation pulmonaire
chez un individu lambda, en cas de tabagisme actif, I'interprétation de ces taux peut
étre plus délicate. En effet, on sait que le fait de fumer provoque un état inflammatoire

chronique des bronches. Or, chez les fumeurs, il est possible d’avoir des taux de NO
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inférieurs a la norme. Cela s’explique par un rétrocontrdle négatif de la NO synthase :
la forte production de NO consécutive a la combustion de la cigarette, entraine une
diminution de son activité enzymatique (94).

Le monoxyde de carbone expiré, quant a lui, est un paramétre permettant
d’évaluer la qualité de I'oxygénation du sang. En effet, le CO a une plus grande affinité
pour I'hémoglobine que l'oxygéne. Si la proportion d’hémoglobine couplée au
monoxyde de carbone devient plus importante que celle couplée a 'oxygeéne, alors le
patient se retrouvera en état d’hypoxie (C’est ce qui est responsable du déces des
personnes intoxiquées au CO). Chez un fumeur, le taux de CO circulant beaucoup
plus important que chez un non-fumeur explique la diminution de la saturation en
oxygene et les difficultés respiratoires accrues chez ces personnes.

Lors de I'étude prospective évoquée plus haut, des fumeurs en bonne santé ont
été divisés en trois groupes (96) : « e-liquide sans nicotine », « e-liquide a 18 mg/ml
de nicotine » et « e-liquide a 24 mg/ml de nicotine ». Les taux de NO et de CO ont été
mesurés dans l'air expiré a trois reprises (a 12 semaines, a 24 semaines et a 52
semaines). Chez les personnes ayant remplacé définitivement la cigarette classique
par la cigarette électronique, le taux de CO a drastiquement chuté en comparaison
aux groupes dont les individus continuent de fumer, ce qui se traduit par une
amélioration de la fonction respiratoire (les patients ont déclaré étre moins essoufflés
gu’avant). Le taux de NO ayant été multiplié par 3, on peut en déduire que l'arrét de la
cigarette a eu pour conséquence une levée du rétrocontréle négatif exercé sur la NO
synthase. En revanche, il est compliqué, dans ce contexte de conclure sur I'état
inflammatoire des bronches puisque I'étude ne présente pas de valeur de NO expiré
chez les individus non-fumeurs. De plus, les résultats ont été obtenus uniquement avec
les individus ayant complétement arrété de fumer gréace a la cigarette électronique :
ceux qui ont continué a fumer en paralléle du vapotage n'ont pas vu d’amélioration
significative de leur santé pulmonaire. Cela prouve d'une part, que le sevrage
tabagique peut permettre, dans une certaine mesure, une amélioration de la fonction
respiratoire et d’autre part, que la cigarette électronique utilisée de fagon chronique,

altére moins la santé pulmonaire.
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5.3. Fonction pulmonaire

Flouris et al ont évalué la fonction pulmonaire de deux groupes de quinze
personnes a été évaluée. Un groupe de fumeurs, qui a, tour a tour, fumé et vapote, et
un groupe de non-fumeurs ayant respiré les aérosols de e-cigarette et les fumées de
cigarette ont effectué une spirométrie (97).

La spirométrie est un test permettant d’évaluer le fonctionnement pulmonaire.
Différents paramétres sont mesurés lors de cet examen, dont la capacité vitale (CV)
et le volume expiratoire maximal seconde (VEMS). La CV correspond a la somme de
trois paramétres : le volume courant qui est le volume moyen d’air inspiré et expiré en
situation de repos, le volume de réserve inspiratoire (VRI), c’est-a-dire le volume d’air
que I'on peut mobiliser entre la fin d’'une inspiration normale et d’'une inspiration forcée
et le volume de réserve expiratoire (VRE), méme volume que le VRI mais lors d’'une
expiration. La capacité vitale est donc le volume maximal d’air qu’'un étre humain est
capable de mobiliser lors d’'une respiration forcée. Le VEMS correspond au volume
d’air maximal qu’un sujet peut expirer au cours de la 1ére seconde d’une expiration
forcée faisant suite a une inspiration forcée. Le rapport VEMS/CV donne un résultat
que l'on appelle le coefficient de Tiffeneau. Chez une personne normale, il est
supérieur a 80% (le but étant d’expirer en une seconde une quantité d’air qui se
rapproche le plus du volume de la CV qui, pour rappel est la quantité d’air maximale
mobilisable par un individu lorsqu’il respire de maniére forcée). Enfin, le dernier
parametre pouvant étre évalué lors d’'une spirométrie est le débit expiratoire maximal
(DEM). Il est mesuré a différents stades de la CV (25%, 50% et 75%). C’est un débit
indépendant de I'effort.

Lors de I'étude de Flouris et al, les fumeurs/vapoteurs actifs ont effectué trois
séances de trente minutes de consommation de cigarette classique/électronique. Les
fumeurs/vapoteurs passifs, quant a eux, sont restés pendant une heure dans les salles
dans lesquelles les fumeurs ont fumé/vapoté. Chaque séance a été espacée d’'une
semaine et les spirométries ont été faites une heure aprés exposition. Le e-liquide
utilisé dans cette étude contenait 11mg/mL de nicotine, un mélange de 60% de
propyléne glycol et de 40% de glycérol et un arbme tabac. Les résultats ont montré
que le vapotage, qu’il soit actif ou passif, n’a pas eu d’incidence sur le coefficient de
Tiffeneau des participants contrairement au tabagisme actif, qui a entrainé une chute

de ce coefficient de presque 8% comparé au groupe contréle (air ambiant). Comme
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pour I'étude précédente, le monoxyde de carbone expiré n'a été augmenté que chez
les personnes exposées a la cigarette classique (que ce soit de maniére active ou
passive).

Malgré ces résultats, attention néanmoins a ne pas conclure a une totale
innocuité de la cigarette électronique sur la fonction respiratoire car, chez les souris
de I'étude de Larcombe et al, 'exposition aux aérosols d’e-liquides a entrainé une
diminution de leur capacité résiduelle fonctionnelle (94). Autrement dit, chez ces
souris, une réduction du volume d’air restant dans les poumons est observée a la fin

d’'une expiration normale, lorsque les muscles expiratoires ne sont pas mobilisés.

En conclusion, I'exposition a des aérosols de cigarette électronique entraine
des conséquences négatives sur la physiologie de [l'appareil pulmonaire.
Premierement, le vapotage conduit a 'augmentation de la résistance et a la diminution
de la conductance des voies respiratoires aussi bien chez des sujets sains que chez
des personnes déja atteintes d’asthme ou de BPCO et ce de fagon nicotine-
indépendante (95). Deuxiemement, la consommation de e-liquides a un fort impact sur
la clairance mucociliaire. D’'un cété, il existe une altération de la fréquence de
battement des cellules ciliées et un dysfonctionnement des canaux CFTR ainsi que du
transport des ions sodium, conduisent a une mauvaise évacuation du mucus. D’'un
autre coteé, lirritation des voies respiratoires et l'inflammation chronique qui en
résultent, entrainent une production accrue de mucus. Enfin, 'augmentation de la
réactivité bronchique et l'altération du parenchyme pulmonaire contribuent a entraver
la bonne circulation de l'air et provoquent des difficultés respiratoires chez les sujets
atteints. L’ensemble de ces éléments favorisent I'apparition d’asthme ou de BPCO
chez les vapoteurs (83). Cependant, contrairement a la cigarette classique, l'e-
cigarette n'augmente pas les taux de CO sanguins et ne modifie pas significativement
les paramétres spirométriques. Elle reste donc moins néfaste que la cigarette

traditionnelle sur les fonctions respiratoires.

87



6. L’ EVALI ou « e-cigarette or vaping product use associated lung injury »

Nous allons a présent aborder d’'une pathologie propre a la consommation de
cigarette électronique : I'« e-cigarette or vaping product use associated lung injury »
(EVALI). Fait intéressant, cette pathologie n’est observée que chez des personnes,
consommatrices de produits de vapotages, aucun cas n’ayant été a ce jour décrit chez
des fumeurs de cigarettes traditionnelles. Généralement, les patients consultent pour
une toux persistante, une dyspnée, des nausées/vomissements, une douleur
thoracique, de la fatigue, de la fievre et parfois une perte de poids inexpliquée, le tout
évoluant depuis quelques semaines tout au plus (98). Si ces symptdmes évoquent une
infection pulmonaire, les résultats des cultures microbiologiques reviennent cependant
négatifs et les traitements antibactériens, antiviraux, antiparasitaires et antimycosiques
sont inefficaces. En revanche, les patients répondent trés bien a la corticothérapie,

signe que 'EVALI est une pathologie inflammatoire (91, 92).

Les échantillons de tissus pulmonaires et les liquides de lavages
bronchoalvéolaires de ces patients montrent une recrudescence de macrophages
remplis de lipides (91, 92). Ces lipides peuvent aussi bien étre d’origine exogéne
(inhalation d’e-liquide) qu’endogéne (dysfonctionnement du métabolisme lipidique).
On ignore également si ces macrophages sont des marqueurs de la maladie ou s’ils

jouent un réle central dans le processus physiopathologique de 'EVALI.

L’EVALI serait causée par l'acétate de vitamine E, un excipient utilisé pour
solubiliser dans les e-liquides le tétrahydrocannabinol (THC), un principe actif dérivé
du cannabis, utilisé pour ses propriétés hallucinogénes et classé au niveau
international comme stupéfiant. En effet, dans la maijorité des cas d’EVALI qui ont été
rapportés, les patients vapotaient des e-liquides a base de THC (98-101). Les autres
cas peuvent s’expliquer par le fait qu’aux Etats Unis, I'acétate de vitamine E est aussi
utilisé comme épaississant dans les e-liquides classiques. De plus, on peut souligner
le fait qu’aucun cas de cette pathologie n’a été rapporté en Europe, car 'usage de ce
genre de e-liquide y est trés fortement contrélé voire interdit en fonction des pays.
L’acétate de vitamine E, produit trés gras, serait la source exogéne des lipides que I'on

retrouve dans les amas de macrophages lipidiques des alvéoles pulmonaires (83).
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7. Cigarette électronique et cancers pulmonaires

Entre 85 et 90% des cancers bronchopulmonaires sont liés au tabagisme (102).
En effet, au vu du nombre de composés cancérigénes contenus dans la fumée de
cigarette, les fumeurs s’exposent a un risque accru de contracter un jour un cancer du
poumon. Bien qu’elle reste une alternative plus sire, la cigarette électronique n’est
pas sans danger pour ce qui est du potentiel cancérigéne. Plusieurs études montrent
ainsi que des substances telles que I'acroléine, les dérivés nitrés de la nicotine et les
radicaux libres de I'oxygéne, qui peuvent générer des adduits a 'ADN, sont présentes
en concentration suffisantes dans les vapeurs d’e-cigarettes pour provoquer des
mutations. Si ces mutations surviennent sur des génes clés du fonctionnement du
cycle cellulaire, cela peut aboutir a I'apparition de tumeurs. C’est ce qui a été observé
dans un groupe de quarante souris, exposées aux vapeurs d’un e-liquide pendant
cinquante-quatre semaines a raison de quatre heures par jour, cing jours par semaine
(103). La composition du e-liquide utilisé était la suivante : 36 mg/mL de nicotine, un
mélange 50/50 de propylene glycol et de glycérine végétale et aucun arébme. Un
adénocarcinome pulmonaire a été diagnostiqué chez un quart des souris de ce groupe
(contre seulement une souris dans le groupe contrble ayant respiré de l'air filtré). Cette
experience montre que lI'exposition chronique aux vapeurs de e-cigarettes a donc
multiplié¢ par 4 le nombre d’individus ayant développé un cancer pulmonaire.
Cependant, 'ensemble des données sur le potentiel carcinogéne des e-liquides et de
leurs vapeurs n’ont été mises en évidence qu’in vitro (dans des cultures cellulaires) et
in vivo, chez des animaux de laboratoire. Des analyses épidémiologiques sont donc

nécessaires pour confirmer ces résultats.

F. Sphére urogénitale

Chez les fumeurs, il est fréquent de retrouver dans les urines, des molécules
issues de la métabolisation des composés présents dans la fumée des cigarettes
classiques. Parmi ces composés, on peut citer le benzanthracéne, le benzopyréne, le
1-hydroxypyréne, l'o-toluidine ou encore la 2-naphthylamine (104). Tous étant
reconnus comme étant des cancérigénes avérés : le fait que ces substances restent

au contact de la vessie et des voies urinaires des fumeurs en général, représente donc
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un facteur de risque. C’est dans ce contexte que Fuller et al ont cherché a savoir si la
cigarette électronique augmentait le risque de développer un cancer de la vessie
comme son homologue conventionnel (104). Pour cela, la composition des urines de
treize vapoteurs en bonne santé et dix non vapoteurs a été analysée par CLHP-SM.
Les auteurs ont mis en évidence la présence de deux composés reconnus pour leur
potentiel cancérigéne au niveau de la vessie, le O-toluidine et la 2-naphthylamine,
dans des concentrations 1,5 a 2 fois plus importantes dans les échantillons urinaires
des vapoteurs par rapport aux non vapoteurs. Le O-toluidine est une amine aromatique
néfaste pour les voies urinaires, que ce soit lors d’une exposition aigue ou elle est
responsable d’'une hématurie ou d’une exposition chronique ou elle provoque de
nombreux symptémes urinaires (dysurie, vidange vésicale incompléte, pollakiurie...)
et des cystites (105). Pour ce qui est des effets génotoxiques et cancérigénes, des
adduits de 'ADN ont été détectés dans les tissus vésicaux de patients atteints de
cancers de la vessie et 'ensemble des études réalisées montrent que I'O-toluidine
augmente de fagon dose-dépendante le risque de développer ce type de cancers. Elle
a été classée dans le groupe 1, cancérogene avéré pour ’lHomme, par le CIRC. La 2-
naphthylamine, est, elle aussi une amine aromatique possédant les mémes

caractéristiques génotoxiques et cancérigénes que le O-Toluidine (106).

Le 4-(méthylnitrosoamino) -4-(3-pyridyl) -1-butanol (NNAL) est un autre
composeé cancérigéne détectable dans les urines de vapoteurs (103). C'est un dérivé
du NNK évoqué précédemment : étant issu de la nitrosation de la nicotine, sa détection
est directement liée a la présence de nicotine dans I'e-liquide. Il a été prouvé a de
nombreuses reprises que les composés comme le NNN, le NNK et par extension, le
NNAL, alterent d’'une part, les fonctions de réparation de 'ADN, et d’autre part,
générent des adduits de 'ADN. Or, ces deux phénoménes sont impliqués dans les
processus de transformation tumorale. Trois étapes ont été identifiées lors de ce
processus : l'initiation, la promotion et la progression tumorale. De fagon résumée, lors
de l'initiation, une lésion majeure se produit au niveau de 'ADN conduisant a une
altération (mutation) de sa séquence génétique. L’accumulation progressive
d’altérations moléculaires va conférer aux cellules une capacité accrue a proliférer et
a échapper aux signaux apoptotiques (c’est I'étape de promotion). Enfin, cette cellule
et ses clones acquiérent les caractéristiques d’'une cellule cancéreuse : elles se

multiplient de fagcon anarchique, perdent en partie leur caractére différencié et, aprés
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une étape de prolifération locale, deviennent capables de migrer et d’envahir le reste
de l'organisme sous forme de métastases (c’est la progression). Ainsi, au fur et a
mesure des divisions cellulaires, les anomalies génétiques s’accumulent, c’est de cette
facon que les cellules acquiérent leurs caractéristiques de cellules cancéreuses. Ces
mutations conduisent a la transformation tumorale lorsqu’elles surviennent sur des
genes clés, comme les génes suppresseurs de tumeurs ou les oncogenes. L'initiation
de cette transformation tumorale, a la suite d’'une exposition a des dérivés de la
nicotine, a été mise en évidence in vitro, sur des cellules issues de différents organes
et notamment la vessie (29). Des cellules humaines vésicales de la lignée UROtsa,
prétraitées avec de la nicotine ou du NNK, ont été transfectées avec un plasmide dont
I’ADN contient la séquence du géne supF, un géne codant pour un ARNt suppresseur
de tyrosine chez la bactérie Escherichia coli et utilisé comme cible pour les agents
mutagénes. Ensuite, ces cellules vésicales transfectées ont exposées a des facteurs
de stress, a savoir des rayons UVC ou du peroxyde d’hydrogéne. La fréquence de
mutations spontanées au niveau du géne supF est trois a quatre fois plus importante
dans les groupes de cellules avec nicotine et NNK que dans le groupe contréle. |l est
également important de souligner que la nicotine et les dérivés issus de sa nitrosation
induisent une augmentation du nombre de colonies cellulaires se développant dans
un laps de temps donné (par rapport au groupe contrdle) et que la proportion de ces
colonies qui n'est pas ancrée au gel d’agar sur lequel elles sont cultivées y est plus
grande. Autrement dit, la nicotine et le NNK favorisent la multiplication anarchique des
cellules et la perte de l'inhibition de contact et de I'adhésion a la matrice. Il convient
toutefois de nuancer ces propos : a titre d’exemple, la proportion de NNAL retrouvée
dans les urines de vapoteur ne représente que 5% de celle présente dans les urines
de fumeurs. De plus, avec un e-liquide sans nicotine, le consommateur ne s’expose

pas a ces composeés canceérigenes (103).

In fine, la capacité des composés de la cigarette électronique a induire des
mutations sur des genes clés du développement cellulaire et a promouvoir la
transformation tumorale a entrainé une hyperplasie vésicale (stade précancéreux)
chez 57% des souris de I'étude de Tang et al exposées a la cigarette électronique (96).
Ces résultats suggérent un lien entre exposition a la cigarette électronique et cancer

qui nécessite d’étre approfondi.
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G. Systéme immunitaire

Ces derniéres années, un « nouvel » effet néfaste de la cigarette classique a
été mis en avant par plusieurs études : il s’agit de la baisse des défenses immunitaires
(107). Au niveau systémique, le tabagisme est responsable d’un déficit immunitaire
partiel pouvant favoriser le développement d’allergies et de pathologies auto-immunes.
D’un point de vue plus local, c’est-a-dire au niveau des muqueuses nasales ou
pulmonaires qui sont au contact direct de la fumée de cigarette, on observe une
altération de la réponse immunitaire innée et adaptative. Associée aux autres effets
délétéres induits par le tabagisme (diminution de la clairance du mucus, inflammation
chronique), cette diminution des défenses immunitaires peut amener les fumeurs a
contracter des infections bactériennes, virales, parasitaires et/ou mycosiques plus
séveres et plus difficiles a traiter qu’'une personne en bonne santé. Plusieurs équipes
de recherche ont cherché a savoir quel impact pouvait avoir la cigarette électronique
sur le systeme immunitaire.

Hwang et al ont incubé des kératinocytes humains de la lignée HaCaT, souvent
utilisés comme modéles de I'épithélium nasal, avec une souche de Staphylococcus
aureus résistante a la méticilline (MRSA) (108). Ces cellules ont été préalablement
divisées en trois groupes et exposées soit a de I'air filtré, soit aux aérosols de deux e-
liquides contenant 50% de propyléne glycol, 50% de glycérine végétale et de la
nicotine, concentrée a 8 mg/ml ou 24 mg/ml. Il a été constaté que le nombre de cellules
infectées par le MRSA était plus important de 25% dans le groupe e-liquide avec 24
mg/ml de nicotine que dans le groupe contréle. En comparant le nombre de cellules
MRSA positives des groupes exposés aux e-liquides, on remarque que I'augmentation
de la teneur en nicotine corréle avec 'augmentation du nombre de cellules infectées.
[l faut savoir que les cellules provenant des épithéliums nasal et respiratoire possédent
des « pattern recognition receptors » ou PRR, qui sont des récepteurs de I'immunité
innée reconnaissant les signaux de danger et permettant le déclenchement de la
réponse immunitaire. Elles font donc partie intégrante des défenses de I'organisme
contre les agents pathogenes. Ainsi la recrudescence de cellules MRSA positives dans
les groupes ayant été au contact des vapeurs de e-liquides peut s’interpréter comme
un défaut de mise en place de la réponse immunitaire par les cellules épithéliales.
Toujours d’aprés Hwang et son équipe, des résultats similaires ont été trouvés en

incubant des macrophages alvéolaires et des polynucléaires neutrophiles avec ces
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mémes e-liquides (100). Néanmoins, il semblerait que la nicotine ne soit pas la seule
responsable de la diminution des défenses immunitaires. L’exposition de I'ensemble
de ces cellules immunitaires a de la glycérine végétale et a du propyléne glycol pur
engendre aussi une augmentation du nombre de cellules infectées au MRSA (bien que
cette augmentation soit significativement plus faible que dans les groupes « e-

liquide »).

In vivo, des indices de l'altération de la réponse immunitaire consécutive a la
consommation de cigarette électronique ont aussi été mis en avant. L'analyse de
cellules de I'épithélium nasal prélevées sur des non-fumeurs, des fumeurs et des
vapoteurs a montré une diminution des taux des ARN messagers codant pour de
nombreuses protéines impliquées dans la réponse immunitaire chez les fumeurs et les
vapoteurs (109). Il a été établi, dans cette méme étude que cette altération est la
conséquence de la réduction de l'activité des génes dont sont issus ces ARN

messagers.

L’utilisation de la cigarette électronique semble donc diminuer les défenses de
I'organisme en altérant les acteurs de 'immunité innée avec un réle prépondérant bien
que non exclusif de la nicotine. « L'immunodéficience partielle acquise » par le
vapotage n’est toutefois pas le seul mécanisme de la sévérité accrue des infections
observées chez les utilisateurs de e-cigarette. En effet, cette derniere augmente
également la virulence des bactéries comme le MRSA (100) : I'exposition aux aérosols
de e-liquides induisent une production accrue de biofilm, un des mécanismes de
défense des bactéries face aux agents antibactériens. Elle favorise aussi 'adhérence
bactérienne aux kératinocytes et donc le processus d’infection. Ce phénomeéne est
aussi observé avec les pneumocoques apres une exposition a des liquides contenant

ou non de la nicotine (110).
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CIGARETTE ELECTRONIQUE ET COVID-19

- Lien entre vapotage et infection au SARS-CoV-2

La fin de 'année 2019 marque le début de la pandémie de CoronaVirus Disease
2019 (COVID-19), une maladie respiratoire causée par le SARS-CoV-2, un virus
appartenant a la famille des coronavirus (111). Cette infection se manifeste de maniére
trées semblable a la grippe: fatigue, fievre, toux, maux de gorge, difficultés
respiratoires... En revanche, il n’est pas rare d’observer des patients positifs a la
COVID-19 souffrant d’anosmie ou d’agueusie (termes désignant respectivement la
perte de I'odorat et du godt) (112). La contamination se fait majoritairement par voie
aerienne mais elle est également possible par contact avec des gouttelettes de salive
contenant le virus. Le SARS-CoV-2 se transmet plus facilement que le virus de la
grippe et provoque jusqu’a 3 fois plus de formes sévéres que ce dernier (103, 104).
Ces formes sévéres nécessitent généralement la mise en place d'une
oxygénothérapie et peuvent également provoquer des symptdmes cardiovasculaires
tels que des palpitations ou des douleurs thoraciques. Les personnes agées de plus
de 75 ans, les personnes immunodéprimées et celles atteintes de pathologies
chroniques comme le diabéte, l'insuffisance cardiaque ou rénale, I'asthme ou la
BPCO, sont les populations les plus a risques de développer une forme grave de la
COVID-19.

Au vu des effets de la cigarette, traditionnelle ou électronique, sur les poumons
d'une part, et d’'autre part de l'atteinte respiratoire représentant la forme clinique
prédominante de la COVID-19, la question dun potentiel lien entre
tabagisme/vapotage et physiopathologie de [linfection au SARS-CoV-2 s’est
naturellement posée. A ce jour, aucun consensus n’a été trouvé.

D’un cbté, certaines études affirment qu’il 'y a pas de risque accru chez les
vapoteurs de contracter la COVID-19 par rapport a la population générale. C’est le cas
par exemple des travaux de Jose et al (113). lls ont recueilli parmi les personnes
hospitalisées entre le 15 septembre 2019 et le 30 novembre 2020 dans la clinique de
Mayo (Etats-Unis), celles associant le statut de vapotage et une potentielle infection a
la COVID-19. Sur les 69 264 patients concernés, 1888 étaient des vapoteurs et 102
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d’entre eux ont été infectés par le SARS-CoV-2. L’analyse statistique réalisée n’a pas
établi de lien significatif entre développement de la COVID-19 et vapotage.

D’'un autre c6té, d’autres travaux de recherche ont mis en avant plusieurs
arguments suggerent que l'usage de la cigarette électronique serait un facteur
favorisant une infection au SARS-CoV-2. Ainsi, I'enzyme de conversion de
'angiotensine Il (ACE2) a récemment été identifiée comme étant la porte d’entrée du
SARS-CoV-2 dans les cellules pulmonaires (114). Or, une régulation positive de
I'ACEZ2 a été observée a la fois chez les souris et chez ’lhomme suite a une exposition
a de la nicotine (82, 104-107). Physiologiqguement, 'ACE2, présente dans les
poumons, le cceur, les artéres et les reins, transforme, par clivage, I'angiotensine Il en
angiotensine 1-7, une protéine ayant une action vasodilatatrice (115). Du fait de ces
effets opposés a ’ACE1, 'ACE-2 régule négativement le systéme rénine-angiotensine-
aldostérone (SRAA) et permet une diminution de la pression artérielle. D’aprés Masso-
Silva et al, I'exposition de souris a des e-liquides non aromatisés et contenant de la
nicotine a 24 mg/mL, une heure par jour, pendant un a six mois, conduit a une
expression modérément mais significativement accrue d’ACE2 au niveau des
poumons (116). Des résultats similaires ont été retrouvés in vitro, en quantifiant la
présence de la protéine ACE2 par immunofluorescence et en mesurant son expression
génique par PCR quantitative aprés exposition de cellules de I'épithélium bronchique
a des e-liquides nicotinés ou non (117). La aussi, I'expression du géne ACE2 est
significativement accrue suggérent fortement que la protéine ACE2 est présente en
quantité plus importante dans les cellules exposées aux e-liquides que celles qui ne
I'ont pas été. Toutefois, si 'on se référe aux données obtenues in vivo par Lee et son
équipe suite a l'analyse des taux d’ARN messagers, cette augmentation de
I'expression d’ACE2 est retrouvée uniquement chez les fumeurs et pas chez les
vapoteurs (118). Pour ce qui est du mécanisme responsable de la régulation positive
d’ACEZ2, la nicotine semble y jouer un réle important. D’aprés Wang et al, I'exposition
de souris normales ou Wild Type (WT) a des e-liquides nicotinés méne a une sur-
expression de I'enzyme ACE2 a la surface des cellules tandis que, chez des souris
déficientes ou knock-out (KO) pour le récepteur nicotinique a l'acétylcholine a7

(nAChRa?7), I'expression de cette enzyme est diminuée (89).
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D’un point de vue purement clinique, les données récoltées jusqu’a maintenant
tendraient a suggérer que le vapotage favorise le développement d’'une forme
fortement symptomatique de la maladie. Une enquéte menée sur 1734 personnes
testées positives a la COVID-19 entre le 16" mars 2020 et le 28 février 2021 a la clinique
de Mayo (Etats Unis) a révélé que les vapoteurs souffraient généralement d’une
symptomatologie plus prononcée que les non vapoteurs (119). En effet, les 289
consommateurs de cigarettes électroniques ont été significativement plus nombreux
que les 1445 non vapoteurs a rapporter avoir souffert des symptomes suivants :
douleur ou sensation de compression thoracique, myalgies, frissons, anosmie et

dysgueusie et céphalées (voir tableau ci-dessous).

Symptomes Vapoteurs (N =289) Non vapoteurs (N = 1445)
Douleur/sensation

47 (soit 16,3%) 150 (soit 10,4%)
compression thoracique
Myalgies 114 (soit 39,4%) 459 (soit 31,8%)
Frissons 72 (soit 24,9%) 269 (soit 18,6%)
Anosmie/dysgueusie 108 (soit 37,4%) 434 (soit 30,0%)
Céphalées 141 (soit 48,8%) 599 (soit 41,5%)

Tableau 1 : Récapitulatif des résultats obtenus par McFadden et al (115). Les différences observées
entre les vapoteurs et les non-vapoteurs sont toutes statistiquement significatives (p<0,05).

Un nombre accru de syndrome inflammatoire multi systémique, complication rare
et sévere de la COVID-19 a également été constaté chez des adolescents vapoteurs
(120). Bien que le plus souvent, un enfant ou un adolescent infecté par le SARS-CoV-
2 présente peu ou pas de symptdbmes, dans certains cas sont observés une forte
fievre, une altération trés marquée de I'état général, des troubles du rythme cardiaque
(hypotension, pouls filant), une polypnée et une détresse respiratoire. Les résultats de
I'étude de Brar et al montrent que les adolescents vapoteurs sont plus touchés que les
autres par ce syndrome, a cause de l'altération du systeme immunitaire et de la

régulation positive d’ACE2 par l'usage de la cigarette électronique (120).

96



- Profil des utilisateurs de la cigarette électronique en France pendant le

confinement de mars 2020 et 3 ans plus tard

La pandémie de COVID-19 et toutes les mesures gouvernementales qu’elle a
engendrées ont perturbé de bien des fagons le quotidien de dizaines de millions de
gens pendant plusieurs mois. Cette période trés particuliere a été une source de stress
pour une grande part de la population mais elle a aussi été une « bonne » occasion
de remettre en question certaines de nos habitudes de vie. Au cours de cette
pandémie, j’ai observé, chez les fumeurs de mon entourage, des changements dans
leurs habitudes de consommation. Certains fumaient plus qu’a 'accoutumée en raison
du stress et de I'ennui et d’autres avaient réduit leur consommation, que ce soit a
cause des restrictions de déplacement, pour des raisons économiques ou par peur
d’étre plus vulnérable vis-a-vis d’'une infection par le SARS-CoV-2. Je me suis alors
demandé si I'utilisation de la cigarette électronique avait, elle aussi, été impactée d’'une
maniére ou d’une autre par cette crise sanitaire et si le profil tabagique des vapoteurs
est toujours similaire a ce qu’il était avant la pandémie. Ce questionnement a été le
point de départ de mon projet de these et afin d’y trouver des éléments de réponse,
jai élaboré avec I'aide de ma directrice de thése madame Fallone et du docteur Boyes
le questionnaire de I'annexe 1. Dans cette partie, je vais vous détailler les résultats

obtenus.
A. Matériel et méthode
1. Population étudiée
Un questionnaire sur 'usage de la cigarette électronique a été proposé aux
patients de deux pharmacies d’une ville thermale des Pyrénées Orientales, Amélie-
les-bains ainsi qu'a des étudiants de 6°™ année bient6t diplomés de la faculté de

pharmacie de Toulouse (promotion 2020-2021). Dans tous les cas, les personnes

étaient agées de 18 a 85 ans et il n’y avait aucun critére d’exclusion.
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2. Recueil des données

Le recueil des données a été effectué grace au questionnaire de I'annexe,
rempli de fagon anonyme par les répondants. Les trois premiéres questions ont été
posées a tous les participants et ont permis de déterminer leur age, leur sexe et leur
statut tabagique. lls se sont ensuite vu proposer une série de question adaptée a ce
statut tabagique : les fumeurs ont répondu a quinze questions, les ex-fumeurs a
quatorze questions, et les non-fumeurs a cinq questions. Les participants ont été
préalablement informés de [l'utilisation des données collectées et étaient libres d’y
répondre ou non. Le questionnaire a été proposé entre le 02 juillet 2022 et le 23

septembre 2022.

3. Criteres de jugement

Le critere de jugement principal était le profil tabagique des utilisateurs de cigarette
électronique. Plusieurs criteres de jugement secondaires ont été étudiés : fréquence
d’utilisation de la cigarette électronique, motivations d’utilisation, types de liquides

utilisés et influence de la crise de la COVID-19 son usage.

4. Analyse des données récoltées

L’analyse descriptive des données obtenues a été faite au moyen du logiciel Excel et

'analyse statistique a été effectuée avec le logiciel BioStatTGV. Les tests Chi2 et de

Fisher ont été réalisés pour la comparaison des variables qualitatives nominales avec

un seuil de significativité fixé a 0,05.
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B. Résultats
235 personnes ont répondu au questionnaire. Sur 'ensemble de ces réponses, 12 ont
été exclues, soit parce qu’elles étaient incohérentes soit parce qu’elles étaient

incomplétes. L'analyse des résultats a donc été réalisée sur un total de 223

questionnaires.

1. Profil général des participants

m18-25ans m26-40 ans m41-60 ans 61-85 ans

Figure 1 : Répartition des participants en fonction de leur age

L’age moyen des participants était de 37 ans et 8 mois. On remarque que la répartition
est équilibrée entre les tranches d’age 18-25 ans, 26-40 ans et 41-60 ans, représentant
respectivement 30%, 30% et 34% de notre effectif total (Figure 1). Notre échantillon
est donc bien représentatif de la population générale. Par ailleurs, seulement 13 (6%)
personnes agées de 61 a 85 ans ont souhaité répondre a cette enquéte. Cela peut
s’expliquer par le fait que la cigarette électronique est un dispositif récent, cette tranche

d’age n’a pris I'habitude de vapoter.
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mHommes mFemmes

Figure 2 : Répartition des participants en fonction de leur sexe

71 hommes et 152 femmes (respectivement 32% et 68% de I'effectif total) ont répondu

a ce questionnaire indiquant un sex ratio était de 0,47 (Figure 2).

HPharmacie M Faculté de pharmacie

Figure 3 : Répartition des participants en fonction de leur origine
(faculté de pharmacie ou officine)

Parmi les participants, 195 (87%) sont issus de la population fréquentant les
pharmacies d’Amélie-les-bains et 28 (13%) viennent de la promotion 2020-2021 de la

faculté de pharmacie de Toulouse (Figure 3).
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2. Profil tabagique des participants

mFumeur ®mExfumeur m=mNon fumeur

Figure 4 : Répartition des participants en fonction de leur profil tabagique

Sur les 223 répondants, 60 (27%) sont fumeurs, 36 (16%) sont ex-fumeurs et 127

(57%) sont non-fumeurs (Figure 4).

Wm1l-14ans mW15-17ans mM18-25ans m26-40ans

Figure 5 : Répartition des participants fumeurs et ex-fumeurs en
fonction de leur a4ge d’entrée dans le tabagisme

L’age moyen d’entrée dans le tabagisme est de 17 ans et 6 mois. Plus de deux tiers
(68%) des 93 participants fumeurs/ex-fumeurs ont commencé a fumer avant leur 18
ans (Figure 5). Or, Iégalement, en France, la vente de tabac est interdite aux mineurs.
Ces résultats montrent donc que la législation ne suffit pas a contrbler la

consommation de tabac par la population.
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100% des fumeurs et ex-fumeurs de I'enquéte sont entrés dans le tabagisme via la

cigarette traditionnelle.

Le nombre moyen de cigarettes classiques consommé quotidiennement chez les

fumeurs et ex-fumeurs est de 10,6 cigarettes.

3. Tentatives d’arrét

Sur les 60 fumeurs ayant répondu a I'enquéte, 46 (76,7%) ont fait au moins une
tentative d’arrét dans leur vie.

Lors de leur derniére tentative d’arrét, 50% des 82 fumeurs/non-fumeurs n’ont utilisé
aucun traitement nicotinique de substitution (TNS) et ont voulu arréter par la volonté
seule. Pour ce faire, 21 d’entre eux (25,6%) ont utilisé la cigarette électronique, 1
(1,2%) a testé une technique alternative (hypnose, phytothérapie, gemmothérapie) et
11 (13,4%) ont utilisé plusieurs techniques de substitution en simultané. Parmi ces 11
personnes, 7 ont utilisé la cigarette électronique comme outil de sevrage.

A noter que les TNS comme les gommes a macher, les sprays sublinguaux et les
pastilles a sucer sont toujours associés a d’autres outils de sevrage par les fumeurs/ex-

fumeurs.

4. Profil tabagique des vapoteurs
78 (35%) des participants ont déja utilisé au moins une fois dans leur vie la cigarette
électronique. Parmi ces 78 personnes, 16 (20,5%) ont adopté la cigarette électronique
quotidiennement (tableau 2), 15 (19.2%) I'utilisent au moins une fois par mois (tableau

3) et 47 (60,3%) I'ont juste testé une fois (tableau 4).

Tableau 2 : Profil tabagique des vapoteurs quotidiens

Fumeurs 11 (68,8%)
Ex-fumeurs 5 (31,3%)
Non-fumeurs 0 (0%)
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Tableau 3 : Profil tabagique des vapoteurs occasionnels

Fumeurs 11 (73,3%)
Ex-fumeurs 2 (13,3%)
Non-fumeurs 2 (13,3%)

Tableau 4 : Profil tabagique des personnes ayant testé une seule fois la

cigarette électronique

Fumeurs 16 (34,0%)
Ex-fumeurs 2 (4,3%)
Non-fumeurs 29 (61,7%)

Tableau 5 : Profil tabagique des non-vapoteurs

Fumeurs 22 (15,2%)
Ex-fumeurs 27 (18,6%)
Non-fumeurs 96 (66,2%)
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Ces résultats révélent que le choix d’utiliser ou non la cigarette électronique est trés
dépendant du statut tabagique : en effet, statistiquement, il y a plus de vapoteurs
(quotidiens et occasionnels) chez les fumeurs/ex fumeurs que chez les non-fumeurs
(p < 0.05).

De plus, et de facon surprenante, ces résultats permettent de voir que, dans la
population interrogée, il y a significativement plus de non-fumeurs ayant expérimenté
au moins une fois dans leur vie la cigarette électronique par rapport aux fumeurs ou
ex-fumeurs (p < 0.05).

Le baromeétre de santé publique France sur I'usage de la cigarette électronique, le
tabagisme et les opinions des 18-75 ans en 2017 nous donne deux explications au fait
que la fréquence d’utilisation de la cigarette électronique soit dépendant du statut
tabagique (121) . Selon les résultats obtenus lors de cette enquéte, 80,4% des fumeurs
vapoteurs déclarent que la cigarette électronique les aide/a aidé a réduire leur
consommation de cigarettes traditionnelles. Elle est donc plus pergue comme un outil
de sevrage par la population que comme un moyen de consommer de la nicotine. De
plus, la cigarette électronique est pergue comme plus nocive que la cigarette classique
par 11,3% des participants et ce chiffre est en augmentation de 5,1 points par rapport
a 2014. Ces deux éléments expliquent que seuls les fumeurs et les ex-fumeurs sont
des vapoteurs quotidiens et occasionnes. En revanche, au vu de la méfiance
grandissante de la population vis-a-vis de la cigarette électronique, il est étonnant de
constater qu’il y ait plus de non-fumeurs ayant expérimenté au moins une fois dans

leur vie la cigarette électronique par rapport aux fumeurs ou ex-fumeurs.

5. Causes expliquant que les non-fumeurs n’ont pas poursuivi le vapotage

Comme I'ont montré nos résultats, 29 personnes « non-fumeurs » ont expérimenté I'e-
cigarette. Trois raisons ont été citées par ces personnes pour expliquer qu’elles n’ont
pas donné suite a cette expérience :
- 16 (55,2%) ne voyaient pas d’intérét a poursuivre le vapotage, ils ont essayé
par simple curiosité
- 8 (27,6%) ont été effrayés par I'absence de recul sur le dispositif et notamment

sa potentielle toxicité
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5 (17,2%) ont associé cela a une expérience désagréable (mauvais gout,

mauvaise odeur, irritation de la gorge...)

6. Causes de l'arrét de la cigarette électronique chez les fumeurs/ex-

fumeurs

Les raisons ayant poussé les 18 fumeurs/ex-fumeurs a stopper la cigarette

électronique sont un peu différentes des raisons avancées par les non-fumeurs :

6 trouvent que le vapotage ne ressemble pas du tout au fait de fumer (33,3%)
5 ont mis 'accent sur le fait que ce n’est, selon eux, pas un moyen de sevrage
tabagique efficace (27,8%)

4 ont trouvé que le vapotage était une expérience désagréable (mauvais godt,
mauvaise odeur, irritation de la gorge...) (22,2%)

2 regrettent un manque de praticité du dispositif en lui-méme (encombrant,
nécessite d’étre rechargé en liquide, batterie a recharger...) (11,1%)

1 a essayé par curiosité (5,6%)

Il'y a statistiquement plus de non-fumeurs ayant expérimenté la cigarette électronique

par simple curiosité que de fumeurs/ex-fumeurs (p < 0,05). En revanche, il n’existe pas

de différence significative entre le nombre de non-fumeurs et le nombre de fumeurs/ex-

fumeurs ayant trouvé que I'utilisation de la cigarette électronique était une expérience

sensorielle désagréable (p = 0.72).

7. Raisons expliquant la poursuite de I'utilisation de la e-cigarette

Les 31 participants vapoteurs (quotidiens ou occasionnels) ont justifié leur utilisation

de la cigarette électronique pour les raisons suivantes :

17 voient en I'e-cigarette le moyen de se sevrer de la cigarette classique
(54,8%)

9 prennent plaisir a vapoter (29,9%)

3 trouvent que le vapotage a moins d’effets indésirables que le fait de fumer

(9,7%)
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- 2 ont délaissé la cigarette classique au profit de I'électronique pour des raisons

économiques (6,5%)

8. Dosage en nicotine des liquides utilisés

17 vapoteurs (54,8%) utilisent des liquides faiblement dosés en nicotine (0 a 3 mg/ml),
13 (41,9%) en consomment des moyennement dosés en nicotine (6 a 12 mg/ml) et 1

seul vapoteur (3,2%) utilise des liquides fortement dosés en nicotine (16 a 20 mg/ml).

9. Tabagisme et vapotage

Concernant la double utilisation de la cigarette classique et de son homologue
électronique, 18 fumeurs (81,8%) ont réduit leur consommation de cigarettes
classiques et 4 (31,8%) consomment autant de cigarettes classiques qu’avant. Les 7
ex-fumeurs/vapoteurs et les 2 non-fumeurs/vapoteurs qui utilisent exclusivement la

cigarette électronique n’ont pas été inclus dans les pourcentages ci-dessus.

10. Tabagisme, vapotage et COVID-19

Au cours de I'enquéte, il a été demandé aux ex-fumeurs d’indiquer la date de leur
sevrage définitif. Il en résulte que, parmi les 7 ex-fumeurs et vapoteurs, 1 seul d’entre
eux a définitivement remplacé la cigarette classique contre la cigarette électronique
(en usage quotidien) lors du confinement de mars 2020 lié a la pandémie de COVID-
19. Pour ce qui est des 22 fumeurs/vapoteurs, la consommation de cigarette
électronique/cigarette classique pendant le confinement s’est répartie de la fagon
suivante :
- 13 (59,1%) n’ont rien changé a leur consommation de cigarette, qu’elle soit
électronique ou classique
- 2(9,1%) ont remplacé la cigarette classique contre I'électronique (changement
temporaire)

- 7 (31,8%) ont diminué la cigarette classique au profit de I'e-cigarette
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Les 2 personnes ayant arrété la cigarette traditionnelle pour la cigarette électronique

durant cette période ont par la suite repris la cigarette classique.

Si on compare la consommation pendant et aprés le confinement :

- L’ex-fumeur a diminué sa consommation de cigarettes classiques au profit de
I'électronique durant le confinement et a par la suite totalement arrété.

- 7 fumeurs ont diminué la cigarette classique au profit de I'électronique pendant
le confinement et ont gardé cette habitude par la suite

- 1 (4,5%) fumeur a arrété durant le confinement et a repris une consommation
de cigarette classique égale a sa consommation avant vapotage

- 1 (4,5%) fumeur a arrété durant le confinement et a repris une consommation
de cigarette classique inférieure a celle qu’il avait avant de vapoter

- 13 fumeurs n’ont rien changé a leur consommation de cigarette classique : 10
(76,9%) consomment moins de cigarettes classiques qu’avant de se mettre au
vapotage et 3 (23,1%) en consomment autant qu’avant de se mettre au

vapotage

C. Discussion

En 2021, en France, 31,9% des personnes de 15 a 75 ans étaient fumeuses
(quotidienne ou occasionnelle) (122). Ce chiffre, en baisse constante depuis plusieurs
années, semble reparti a la hausse avec la crise de la COVID-19 : en 2019, 30,4%
des adultes étaient fumeurs, soit 1,5 point de plus en deux ans (123). Notre enquéte,
menée sur un échantillon trés restreint par rapport aux sondages de Paquereau et al
mais représentatif de la population générale semble, quant a elle, montrer une
tendance a la baisse de la prévalence du tabagisme (122 et 123). Il serait intéressant
de voir dans les années qui viennent si la soudaine augmentation du nombre de
fumeur est due a la situation exceptionnelle engendrée par la crise sanitaire de la
COVID-19 et si la diminution observée jusqu’alors reprend ou non. Le nombre moyen
de cigarettes consommeées par jour tendrait a diminuer, lui aussi, d’années en années
(12,5 cigarettes consommées par jour en 2019 contre 10,6 aujourd’hui) (113).

En 2021, 38,7% des 18 a 75 ans s’étaient essayés au vapotage (2). A I'heure

actuelle, il semblerait que cette proportion de testeurs soit a la baisse mais la taille de
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notre échantillon ne permet pas de conclure de fagon certaine sur cette tendance. En
revanche, le statut tabagique est toujours étroitement lié au choix d’utiliser la cigarette
électronique : les vapoteurs sont dans I'écrasante majorité des fumeurs ou des ex-
fumeurs. De plus, la cigarette électronique ne constitue toujours pas une porte d’entrée
sur le tabagisme (en tout cas, chez les personnes adultes ou jeunes adultes qui étaient
la cible du questionnaire présenté ci-dessus): tous les fumeurs interrogés ont
commencé en fumant des cigarettes classiques et les non-fumeurs ayant testé la
cigarette électronique n’ont, dans leur grande majorité, pas renouvelé I'expérience. Ce
point reste soumis a débat, car si pour I'heure, les chiffres abondent dans ce sens,
I'arrivée sur le marché des puff cigarettes, une nouvelle forme de e-cigarette a usage
unique associée a des saveurs sucrées et fruitées, pourrait bien finir par changer ce
constat auprées des adolescents.

Parlons maintenant de limpact de la crise COVID sur les habitudes de
consommation des cigarettes, aussi bien classique qu’électronique. D’aprés une étude
américaine portant sur 366 fumeurs/vapoteurs, 41,4% n’ont rien changé a leurs
habitudes, 28,3 % ont diminué leur consommation de cigarette classique/électronique
et 30,3% l'ont augmentée (124). Toujours aux Etats Unis, en Aolt 2020, sur 1024
adultes, 45% ont gardé le méme rythme de consommation, 26% I'ont diminué et 33%
'ont augmenté (125). En France, la part des personnes n’ayant pas modifié leurs
habitudes de consommation représentait plus de la moitié de I'échantillon. De plus,
aucun fumeur/vapoteur n’a déclaré avoir augmenté sa consommation de cigarette
classique. Cette différence peut s’expliquer par la taille de I'échantillon étudié : I'étude
américaine a ciblé exclusivement des fumeurs/vapoteurs la ou, dans notre échantillon,
il N’y avait qu’'une petite proportion des 223 personnes répondantes qui correspondait
a ce profil. Pour ce qui est de la diminution de la consommation de la cigarette
classique, nos résultats semblent corréler avec de ce qui a été observé chez nos
voisins d’outre Atlantique.

Concernant les raisons des modifications de consommation de tabac, nous
n‘avons pas obtenu suffisamment de réponses pour avancer des explications claires
et précises. Néanmoins, en se référant a différents articles, on remarque assez
rapidement que les justifications données sont les mémes quel que soit le pays ou
'enquéte a été menée. Ainsi, la raison principale donnée par les personnes ayant
essayé d’arréter la cigarette, qu’elle soit classique ou électronique, est que le

tabagisme/ le vapotage sont des facteurs de risque augmentant la probabilité de
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contracter la COVD-19 (114, 116) . Sur les 366 adultes américains interrogés dans le
sondage présenté précédemment, plus de 20% ont arrété I'un ou I'autre de peur d’étre
infectés par le SARS-CoV-2. Fin 2020, sur 1251 adolescents américains de 13 a 17
ans participant a une enquéte en ligne, 68,34% (soit plus des 2/3 de I'échantillon)
pensaient que le vapotage augmentait le risque d’avoir la COVID-19 (115). Cette
tendance a aussi été observée au Pays-Bas peu de temps aprés la fin du premier
confinement ou 14,1% de fumeurs ont entamé un processus de sevrage par peur de
développer cette infection (127). Enfin, une étude turque montre une augmentation
significative du taux de patients sevrés entre 2019 et 2020 (passage de 23,7% a 31,1%
de personnes ayant arrété la cigarette) (128).

Les personnes ayant augmenté leur consommation de cigarette classique ont
justifié leur comportement par le stress engendré par la situation de crise, I'ennui et le
manque d’activité liés au confinement (114). Ainsi, pres de la moitié (45,2%) des 1097
adultes polonais questionnés en 2020 dans une étude ont augmenté leur
consommation de tabac durant cette période, en réponse au stress qu’ils subissaient.
Méme justification du coté des 33% d’américains ayant indiqué une consommation de

cigarette classique supérieure comparé a avant la crise sanitaire (115).
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CONCLUSION

Dés le début de sa commercialisation, I'argument de vente phare de la cigarette
électronique prénait un dispositif permettant de consommer de la nicotine sans effets
indésirables sur la santé. Cette allégation s'est appuyée d'une part sur la toxicité bien
établie et largement démontrée de la cigarette traditionnelle et d'autre part sur
I'absence de preuves d'un quelconque danger de I'e-cigarette. Une vingtaine d'années
apres sa mise sur le marché et quelques milliers d'études plus tard, il est possible
d'affirmer que non, le vapotage n'est pas sans danger. Comme présenté dans cette
thése, les e-liquides contiennent, avant méme d’étre vaporisés, plusieurs substances
nocives pour l'organisme comme le benzéne ou le toluene. De plus, le processus de
chauffage nécessaire a la vaporisation de ces liquides entraine la formation de
composés comme les dérivés carbonylés (acroléine, formaldéhyde, acétaldéhyde)
irritants pour les muqueuses et reconnus comme étant des cancerigénes potentiels
voire avérés. Le contact permanant des e-liquides avec les éléments métalliques de
la cigarette surexpose son utilisateur a plusieurs métaux lourds. Le vapotage engendre
un stress oxydant via une production excessive de radicaux libres de I'oxygéne que
I'organisme ne peut pas prendre en charge et causant des dommages a 'ADN. Par
ailleurs, si les e-liquides sont nicotinés, le consommateur va également étre exposé
aux composeés issus de la nitrosation de la nicotine, qui eux aussi, peuvent étre
impliqués dans le développement de cancers. En plus de la toxicité connue des
composants des liquides de vapotage et de leurs aérosols, nombreux sont les travaux
de recherche ayant mis en avant leurs conséquences sur les organismes vivants. lls
sont cytotoxiques, engendrent des mutations par altération de 'ADN et des systéemes
de réparation. En fonction des organes touchées, les conséquences sont diverses : on
peut observer, entre autres, des dysfonctionnements de I'endothélium vasculaire
pouvant conduire a des infarctus du myocarde ou des accidents vasculaires
cérébraux, le développement du syndrome des yeux secs, d’une surdité, une
aggravation d’asthme ou de BPCO et le développement de tumeurs. Plus récemment,
il a été pointé du doigt que la cigarette électronique serait un facteur favorisant les
infections au SARS-CoV-2 et le développement de formes graves de la COVID-19.
Néanmoins, compte tenu de la moindre toxicité de la e-cigarette par rapport a la

cigarette classique, les éléments qui viennent d’étre énoncés ne deviennent
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problématiques que si la cigarette électronique est utilisée par un non-fumeur. Comme
nous l'avons vu, les cigarettes classiques contiennent des milliers de composés
cancérigenes, reprotoxiques, génotoxiques auxquels s’exposent les fumeurs et ce
dans des concentrations bien plus importantes que dans la cigarette électronique. De
plus, les preuves en faveur de la nocivité de I'e-cigarette ont majoritairement été mises
en évidence dans des études réalisées sur des cellules humaines in vitro ou sur des
modeles murins et les conditions expérimentales (dosage des liquides en nicotine
utilisés versus dosages autorisés a la vente, topographie des bouffées...), bien
gu’essayant de reproduire les usages des vapoteurs, ne permettent pas de conclure
de facon ferme et définitive a ce jour. S’il est totalement faux de dire que la cigarette
électronique est sans danger et qu’elle peut devenir un véritable probleme de santé
publique si elle favorise I'entrée dans le tabagisme, elle est un outil de réduction des
risques pour les fumeurs car elle leur offre une alternative de consommation de la
nicotine plus slre (voire, in fine, un moyen de se sevrer complétement). A I'heure
actuelle, on peut dire que c’est de cette maniére qu’elle est utilisée par le grand public :
parmi les vapoteurs, on retrouve des fumeurs et des ex-fumeurs. Les non-fumeurs,
eux, certes se laissent tenter par I'expérimentation, mais dans la grande majorité des
cas, ne poursuivent pas sur la voie du tabagisme. Un des problémes qui pourrait
cependant étre soulevé est la tentative par I'industrie du tabac d’attirer les adolescents
et les jeunes adultes, par I'entremise de puff cigarettes par exemple, vers une addiction
aux produits du tabac. En effet, le tabagisme des collégiens n’a jamais été aussi bas
(en classe de troisieme : deux fois moins d’expérimentations et quatre fois moins
d’'usage quotidien en 2021 par rapport a 2010 (129). A 17 ans, l'usage du tabac ainsi
que celui de I'e-cigarette sont en baisse (130).

En résumé, méme si la crise sanitaire et le confinement liés a la COVID-19 n’ont
pas fondamentalement changé les habitudes de consommation de tabac et de
cigarette électronique, ils ont tout de méme eu un impact, que I'on peut qualifier a la
fois de positif et négatif. D’'une part, I'idée, partiellement prouvée, que le tabagisme et
le vapotage puissent augmenter le risque de contracter une infection au SARS-CoV-
2, a permis a certains consommateurs de cigarette classique/électronique a diminuer
leur consommation (ou en tout cas, a remplacer la cigarette classique par une
alternative moins nocive). D’autre part, le stress et le manque d’activité qui ont découlé
du confinement ont poussé une partie des fumeurs/des vapoteurs a augmenter leur

usage des produits du tabac et du vapotage.
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ANNEXE : QUESTIONNAIRE PATIENT

Questions générales

. Age

Entre 18 et 25 ans
Entre 26 et 40 ans
Entre 41 et 60 ans
Entre 61 et 85 ans

(I I I B N I

. Sexe

1 Homme
1 Femme
L1 Autre

. Statut tabagique

L1 Fumeur (quotidien ou occasionnel)
L Ex-fumeur

0 Non-fumeur

Questions pour les fumeurs

. A quel age avez-vous commenceé a fumer ?

L] Entre 11 et 14 ans
L] Entre 15 et 17 ans
] Entre 18 et 25 ans
1 Entre 26 et 40 ans
1 Entre 41 et 60 ans

. Sous quelle forme se trouvait la nicotine lors de votre premiére

consommation ?
[] Tabac (cigarette classique, cigare, pipe a eau)

[1 Cigarette électronique, puff cigarette

. Combien de cigarettes consommez-vous quotidiennement ?

1 Moins de 10 cigarettes
1 Entre 10 et 20 cigarettes
1 Entre 21 et 30 cigarettes
[J Plus de 30 cigarettes
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4. Avez-vous déja essayé d’arréter de fumer ?
] Oui
] Non
5. Quelle est la principale raison qui vous a poussé a essayer d’arréter de
fumer ?
[J Raisons de santé
1 Raisons économiques
L] Autre
6. Quel type de substituts nicotiniques avez-vous utilisé lors de votre derniére
tentative de sevrage ?
L] Patchs
Gommes
Pastilles a sucer
Spray a base de nicotine
Cigarette électronique, puff cigarette

Hypnose

O 0 00d00gad

Phytothérapie, gemmothérapie, homéopathie
1 Je n’ai pas utilisé de substitut nicotinique (arrét par la volonté seule)
7. Avez-vous bénéficié d’aide lors de votre tentative de sevrage ?
L1 Aide de I'entourage proche (famille, amis...)
(1 Aide d’'un professionnel de santé (médecin, pharmacien...)
[J Je n’ai bénéficié d’aucune aide
8. Avez-vous déja utilisé une cigarette électronique/une puff cigarette ?
] Oui
] Non
9. Votre utilisation de la cigarette électronique est :
[0 Quotidienne
1 Occasionnelle (au moins une fois par mois)
[ Expérimentale (une fois pour essayer)
10.Si votre utilisation de la cigarette électronique est expérimentale, pourquoi ne
pas avoir continué a en consommer ? (En quelques mots)
11. Si votre utilisation de la cigarette électronique est quotidienne ou
occasionnelle, vous utilisez des e-liquides :

(1 Faiblement dosés en nicotine (0 a 3 mg/ml)
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L1 Moyennement dosés en nicotine (6 a 12 mg/ml)
[ Fortement dosés en nicotine (16 a 20 mg/ml)

12. Pourquoi consommez-vous la cigarette électronique ? (En quelques mots)

13. Fumez-vous des cigarettes classiques en paralléle de votre consommation de

cigarette électronique ?

1 Oui, je fume autant de cigarettes classiques qu’avant
1 Oui mais je fume moins de cigarettes classiques qu’avant

[J Oui et je fume plus de cigarettes classiques qu’avant

O

14. Lors de la crise de la COVID-19, avez-vous diminué/stoppé votre

Non

consommation de cigarettes classiques au profit de la cigarette électronique ?

L1 Oui, jai diminué

[J Oui, jai stoppé

0l

15.Raisons de ce changement d’habitudes de consommation

Questions pour les ex-fumeurs

1. A quel age avez-vous commencé a fumer ?

Non

Entre 11 et 14 ans
Entre 15 et 17 ans
Entre 18 et 25 ans
Entre 26 et 40 ans
Entre 41 et 60 ans

. Sous quelle forme se trouvait la nicotine lors de votre premiere

consommation ?

[J Tabac (cigarette classique, cigare, pipe a eau)
1 Cigarette électronique, puff cigarette

(
0
0
(
(
2
3.

[ Moins de 10 cigarettes
1 Entre 10 et 20 cigarettes
L] Entre 21 et 30 cigarettes
[J Plus de 30 cigarettes

Combien de cigarettes consommiez-vous quotidiennement ?

125



4. Quelle est la principale raison qui vous a poussé a essayer d’arréter de
fumer ?
[J Raisons de santé
[1 Raisons économiques
L] Autre
5. Quel type de substituts nicotiniques avez-vous utilisé lors de votre derniére
tentative de sevrage ?
L] Patchs
Gommes
Pastilles a sucer
Spray a base de nicotine
Cigarette électronique, puff cigarette

Hypnose

N I A

Phytothérapie, gemmothérapie, homeéopathie
1 Je n’ai pas utilisé de substitut nicotinique (arrét par la volonté seule)
6. Avez-vous bénéficié d’aide lors de votre tentative de sevrage ?
L1 Aide de I'entourage proche (famille, amis...)
1 Aide d’'un professionnel de santé (médecin, pharmacien...)
[J Je n’ai bénéficié d’aucune aide
7. Avez-vous déja utilisé une cigarette électronique/une puff cigarette ?
] Oui
L] Non
8. Votre utilisation de la cigarette électronique est :
[J Quotidienne
(1 Occasionnelle (au moins une fois par mois)
[J Expérimentale (une fois pour essayer)
9. Si votre utilisation de la cigarette électronique est expérimentale, pourquoi ne
pas avoir continué a en consommer ? (En quelques mots)
10. Si votre utilisation de la cigarette électronique est quotidienne ou
occasionnelle, vous utilisez des e-liquides :
[ Faiblement dosés en nicotine (0 @ 3 mg/ml)
[0 Moyennement dosés en nicotine (6 a 12 mg/ml)
[ Fortement dosés en nicotine (16 a 20 mg/ml)

11. Pourquoi consommez-vous la cigarette électronique ? (En quelques mots)
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12. Quel est la date de votre sevrage ?
13. Lors de la crise de la COVID-19, avez-vous diminué/stoppé votre
consommation de cigarettes classiques au profit de la cigarette électronique ?
L1 Oui, jai diminué
[J Oui, jai stoppe
[J Non

14.Raisons de ce changement d’habitudes de consommation ?

V- Questions pour les non-fumeurs
1. Avez-vous déja essayé la cigarette électronique ?
I Oui
] Non
2. Votre utilisation de la cigarette électronique est :
[J Quotidienne
1 Occasionnelle (au moins une fois par mois)
[ Expérimentale (une fois pour essayer)
3. Si votre utilisation est expérimentale, pourquoi ne pas avoir continué a en
consommer ? (En quelques mots)
4. Si votre utilisation est quotidienne ou occasionnelle, pourquoi avoir continué a
en consommer ? (En quelques mots)
5. Si votre utilisation est quotidienne ou occasionnelle, vous utilisez des e-
liquides :
(1 Faiblement dosés en nicotine (0 a 3 mg/ml)
1 Moyennement dosés en nicotine (6 a 12 mg/ml)

L] Fortement dosés en nicotine (16 a 20 mg/ml)
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Résumé en frangais :

Les liquides de cigarettes électroniques et leurs vapeurs contiennent plusieurs substances
toxiques a l'origine du développement de nombreuses pathologies, cancéreuses ou non.
Le vapotage favoriserait également les infections au SARS-CoV-2 et les formes graves de
la COVID-19. Toutefois, le vapotage reste beaucoup moins néfaste que le tabagisme : la
cigarette électronique est donc un bon outil de réduction des risques chez les fumeurs. En
France, le confinement lié a la crise sanitaire a temporairement modifié les habitudes des
fumeurs/vapoteurs : la corrélation entre tabagisme/vapotage et infection par le SARS-
CoV-2 a encouragé certains consommateurs a diminuer ou arréter 'usage de ces produits.
Alinverse, le stress et l'inactivité ont poussé certains fumeurs/vapoteurs a augmenter leur

consommation.

Titre et résumé en anglais:

ELECTRONIC CIGARETTE: CURRENT KNOWLEDGE ABOUT TOXICITY, USERS
PROFIL AND COVID-19 HEALTH CRISIS EFFECT ON ITS USE

E-liquids and electronic cigarette vapors contains toxic compounds. These molecules
lead to several cancerous and not cancerous diseases development. Recently, the link
between vaping, SARS-CoV-2 infection and severe COVID-19 form has been
demonstrated. However, vaping is safer than smoking: electronic cigarette is a good tool
to reduce risk for smokers. In France, COVID-19 health crisis and lockdown didn’t really
change smoking and vaping habits, but we could see that some people reduced or
stopped their cigarette/e-cigarette use because they were afraid of catching SARS-CoV-
2. In opposite ways, other people smoked/vaped more than usual due to stress and lack

of activity.
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