WNIVERS

v\g ONOM4 /P/@/\

A\

Casa abierta al tiempo

/040

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
UNIDAD XOCHIMILCO

>
Py nodd

DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD
DEPARTAMENTO EL HOMBRE Y SU AMBIENTE
LICENCIATURA EN BIOLOGIA

INFORME FINAL DE SERVICIO SOCIAL POR PROYECTO DE INVESTIGACION

Evaluacion de la resistencia eléctrica transepitelial en cocultivo de células
A549 y THP-1 por la exposicion de liquidos y condensados de liquidos de
vapeo

PARA OBTENER EL TITULO DE LICENCIATURA EN BIOLOGIA

Que presenta la Alumna:
Carredn Cruz Maria del Carmen
Matricula: 2203059690

Asesora externa
Dra. Yazmin Debray Garcia
(Ced. Prof. 13560839)
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio Villegas.
Departamento de Investigacion en Toxicologia y Medicina

Asesor interno
M en EA. Ezel Galindo Pérez
(No. Eco. 44093)
Divisién de Ciencias Biolégicas y de la Salud.
Departamento el hombre y su ambiente
Universidad Autbnoma Metropolitana Xochimilco.

Ciudad de México Julio 2025




INDICE

LNSTST U [ 1T o PP PTRPPTTTN 3
INTRODUCCION ..ottt ettt ettt et e et e et e e te et e et e steeteateantestesteeneeneeeens 4
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION.......ccoiiiieieceee e, 6
OBJIETIVO GENERAL ..ottt e e et e e e et e e e eaaan s 7
ODbjetiVOS ESPECITICOS .. ittt 7
ANTECEDENTES . ... e et e e e et e e e et e e e e eaa e 8
MATERIALES Y METODOS .....oooviitiiieeeeee ettt ettt sttt ane e 11
1.CUIIVOS CEIUIAIES ...ttt ettt et e e e e e e e e e e e eees 11
2. Exposicion a liquidos y condensados de liquidos de Vapeo. ...........ccccoevvviiiiiiiiieneennnnns 11
3. ANAIISIS d€ RESUIAAOS .......uviiiiiiieiiiiiie e 13
RESUITAAOS .. 13
D EY XU =Y o o IO PPTP ST 26
CONCIUSIONES .ottt 27
T (=TT o Tod T K PP P PP PPPPPPPPPPPP 28



Resumen

El uso de vapeadores ha aumentado significativamente, especialmente entre
adolescentes y jovenes, por su diversidad de sabores y disefios atractivos. Sin
embargo, estos dispositivos presentan riesgos considerables para la salud
respiratoria. Diversos estudios han demostrado que los componentes quimicos de
los liquidos y condensados de vapeo pueden inducir dafio pulmonar, como
inflamacion, estrés oxidativo, y alteracion de la barrera epitelial pulmonar. Esta
barrera, fundamental para proteger los pulmones, puede evaluarse mediante la
técnica de resistencia eléctrica transepitelial (TEER), que permite cuantificar la
integridad celular y la funcién de union entre células epiteliales. En esta
investigacion, se evalu6 el efecto de distintos liquidos y condensados de vapeo
sobre la TEER en un cocultivo de células A549 y THP-1, expuestos a saborizantes
como mora, chocolate, tabaco, THC y acetato de vitamina E (VEA). Se observo una
disminucion progresiva de la TEER en todos los tratamientos, lo que sugiere una
pérdida de la integridad de la barrera epitelial. Los efectos fueron mas pronunciados
en los condensados que en los liquidos, sugiriendo una transformacion a
compuestos mas toxicos tras el calentamiento. Particularmente, los tratamientos con
THC y VEA mostraron un efecto citotoxico significativo, 1o que puede relacionarse
con enfermedades pulmonares como EVALI (Lesion Pulmonar Asociada al uso de
Cigarrillos Electronicos o productos de vapeo). Ademas, los saborizantes frutales y
de tabaco también indujeron dafio epitelial, posiblemente por compuestos como
diacetilo o benzaldehido. La disminucion de TEER estd asociada con mayor
permeabilidad de la barrera, facilitando la entrada de patégenos y promoviendo
respuestas inflamatorias iniciales, que pueden conllevar al desarrollo de

enfermedades.

Palabras clave: Vapeo, THP-1, Ab549, cocultivo, barrera epiterial pulmonar,

Resistencia eléctrica transepiterial (TEER).



INTRODUCCION

En México, cada dia mueren 118 personas a causa de enfermedades
relacionadas al uso del tabaco, 65 mil muertes anuales que podrian ser evitadas
(Gobierno del Estado de México, 2022). Hoy en dia, los cigarrillos tradicionales no
son la unica forma de adiccion, existen otros dispositivos, como los Sistemas
Electronicos de Administracion de Nicotina (SEAN). Aunque se sigue estudiando el
dafio que pueden causar estos dispositivos a la salud publica, se sabe que pueden
causar dafios respiratorios (Allen et al., 2016; Alvear et al.,2017).

De acuerdo con una encuesta realizada por la Comisiéon Nacional Contra las
Adicciones (CONADIC) reportd en 2022 que por lo menos 5.02 millones de
personas entre los 12 y 65 afios alguna vez han usado los vapeadores en algun
punto de su vida, mientras que 975 mil continban con su uso. Ademas, los
principales consumidores son adolescentes y jovenes, ya que les llama la atencion
los diferentes tipos de sabores y disefios llamativos (American Cancer Society
Cancer Action Network, 2020; COFEPRIS, 2022).

Sin embargo, el aumento del uso de estos vapeadores ha generado
preocupaciones sobre su impacto en la salud respiratoria, debido a que llegan a
padecer enfermedades respiratorias como asma, neumonia, sindrome de distrés
respiratorio agudo (SDRA), brote de lesiones pulmonares asociadas al uso de
cigarrillos electronicos o productos de vapeo (EVALI), bronquitis y enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC); las cuales pueden ocasionar
hospitalizaciones, ventilacion mecénica e incluso la muerte (Camacho et al, 2019;
COFEPRIS, 2021). Entre los compuestos asociados con EVALI destacan el Acetato
de Vitamina E (VEA) y el tetrahidrocannabinol (THC), los cuales han sido
identificados como sustancias responsables de generar lesiones pulmonares graves
al ser inhalados (CDC, 2019).

Los cigarrillos electronicos (e-cigs) también conocidos como dispositivos de
vapeo o vapes funcionan con baterias que vaporizan una formulacién de liquido (e-

liquido) el cual contiene diversas sustancias quimicas que pueden dafar



gravemente el sistema respiratorio a corto y largo plazo (Davis et al., 2021). Cuando
se inhalan los aerosoles producidos por estos dispositivos, se introducen en los
pulmones sustancias toxicas que irritan las vias respiratorias, disminuyendo el
oxigeno en la sangre, lo cual puede provocar inflamaciéon y mayor produccién de
mucosidad, alterando la funcion de las células que protegen el pulmén de diversas
infecciones y enfermedades. Ademéas de generar estrés oxidante en las células
pulmonares, lo que incrementa el riesgo de desgarres, perdida de la estructura del
tejido pulmonar, asi como tumores y cancer pulmonar (Neumoldgica, 2023;
Martinez-Laderas et al., 2023).

En el sistema respiratorio se encuentran los pulmones, los cuales estan
protegidos de una capa de células que defiende a éstos, de microbios y particulas
dafinas; se conoce como barrera epitelial pulmonar, esta ubicada en los alvéolos y
es esencial para el intercambio de gases entre el aire y la sangre (Aghapour et al,
2017). Esta barrera estd formada por neumocitos tipo I, células endoteliales
capilares y membranas basales (Kaval, 2017). Sin embargo, factores como la
exposicion al aerosol de los cigarrillos electrénicos pueden comprometer la
integridad de esta barrera, alterando su funcion y predisponiendo a enfermedades
respiratorias (Aghapour et al, 2017). Para evaluar la integridad de la barrera epitelial
in vitro, se emplea la medicion de la resistencia eléctrica transepitelial (TEER). Esta
técnica cuantifica la resistencia al paso de corriente eléctrica a través de un
monocapa celular, proporcionando informacién precisa sobre la permeabilidad y la

funcidn de barrera del epitelio (Nicolas, 2021).

En este tipo de estudios, se realizan con modelos celulares como las células
A549, derivadas de un adenocarcinoma pulmonar humano, que presentan
caracteristicas funcionales similares a las células alveolares tipo Il. Por su parte, las
células THP-1 son una linea celular de monocitos humanos que, bajo estimulos
especificos, pueden diferenciarse en macréfagos maduros o células dendriticas,
siendo Utiles para evaluar la respuesta inmunoldgica in vitro (Petpiroon,2023;
Chanput et al., 2015).

En investigaciones recientes, la medicion de TEER se ha consolidado como
una herramienta clave funcional para evaluar la integridad de las uniones celulares y

monitorear, en tiempo real, los efectos de diversos compuestos sobre la barrera



epitelial o endotelial (Aghapour et al, 2017). El uso combinado de lineas celulares
A549 y THP-1 ha permitido profundizar en el estudio de los efectos biologicos
inducidos por la exposicién a liquidos y condensados de cigarrillos electronicos
(Martinez-Ladera, et al.,2023). No obstante, ain es necesario ampliar estas
investigaciones para comprender a mayor profundidad como los componentes del
vapeo contribuyen al dafio de la barrera epitelial, la induccion de procesos

inflamatorios y el desarrollo de enfermedades respiratorias.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el tabaquismo
representa la segunda causa de muerte a nivel mundial. Aunque en México, las
politicas publicas han contribuido a reducir el consumo de cigarrillos
convencionales, ha surgido una nueva problematica, el aumento en el uso de
vapeadores. Esta nueva forma de consumo presenta riesgos que aun no estan
completamente determinados (Kuri-Morales, 2016). De acuerdo con la Encuesta
Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT), existen 17 millones de fumadores, de los

cuales 1.7 millones lo hacen a través del cigarrillo electronico (ENSANUT, 2022).

Una de las principales problematicas del vapeo es la composicion quimica de
los liquidos que son utilizados en estos dispositivos, ya que producen sustancias
toxicas al ser calentados e inhalados (Ocasio-Pefia, 2023). En los ultimos afios, se
han reportado casos alarmantes de enfermedades pulmonares asociadas al vapeo.
Tal es el caso del EVALI, que en 2019 provoc6é mas de 2,800 hospitalizaciones y 68
muertes en Estados Unidos, de acuerdo con los Centros para el Control y la
Prevencion de Enfermedades (CDC, 2019). Entre los principales compuestos
identificados se encuentran en acetato de vitamina E (VEA) y el tetrahidrocannabinol
(THC), ambos asociados con efectos inflamatorios, dafio alveolar y deterioro
estructural del tejido pulmonar. Estudios clinicos y experimentales han vinculado el
uso del vapeo con enfermedades como bronquitis cronica, asma inducido o
exacerbado por vapeo, EPOC, dafio alveolar difuso y alteraciones en la funcién

inmunoldgica del sistema respiratorio (Bello, 2020).

Sin embargo, en México no existen muchas investigaciones cientificas que

relacionen el uso de vapeadores con los efectos sobre el sistema respiratorio y



alteraciones sobre la barrera epitelial pulmonar, la cual juega como defensa primaria
del organismo frente a agentes externos; su deterioro o dafio puede representar una
puerta de entrada a infecciones e inflamaciones (Yang et al., 2023). Aunado a eso,
pocas investigaciones exploran el uso de la resistencia eléctrica transepitelial
(TEER) como método para evaluar de manera cuantitativa los cambios en la
integridad de dicha barrera tras la exposicién a los liquidos y condensados de los
vapeadores (Yang et al., 2023). Esta falta de informacion limita la comprension del
dafio potencial que estos dispositivos pueden generar a nivel celular, lo que a su vez
dificulta el desarrollo de estrategias publicas para minimizar su impacto en la salud
de las personas (Benowitz,2021).

Por lo tanto, surge la necesidad de estudiar cémo el uso de vapeadores
afecta la barrera epitelial pulmonar y poder evaluar si existen alteraciones medibles
en la resistencia transepitelial. Por lo anterior, la presente investigacion busca
evaluar los efectos de los liquidos y condensados de vapeo en la salud respiratoria

al medir la resistencia eléctrica transepitelial.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos de los liquidos y condensados de vapeo sobre la

resistencia eléctrica transepitelial en cocultivo de células A459 y THP-1.

Objetivos especificos

Estandarizar la técnica de resistencia eléctrica transepiterial (TEER) en
cocultivo A549 y THP-1.

Determinar los cambios en la resistencia de los liquidos y condensados de

vapeo en cocultivo de células A549 y THP-1.



ANTECEDENTES

Los cigarrillos electronicos fueron patentados inicialmente en la década de los
afios 60 por una empresa farmacéutica China. No obstante, su auge y popularidad
se intensificaron a partir de los afios 2000, impulsados por campafas que los
promueven como una alternativa supuestamente mas segura al consumo de tabaco
tradicional (National Institute on Drug Abuse, 2020; ChemNovatic, 2024). Estos
dispositivos estdn conformados por una bateria recargable, un sistema de
calentamiento y un depdésito que contiene un liquido e-liquido. Dicho liquido se
compone de nicotina, propilenglicol, glicerina vegetal (PG/VG) y de aromatizantes.
Al ser calentado, se genera un vapor que es inhalado a través de la boquilla del
dispositivo, el cual permite que las sustancias quimicas lleguen al aparato

respiratorio (Ponciano-Rodriguez et al., 2020).

Diversos estudios han demostrado que el vapor producido por los cigarrillos
contiene metales pesados, compuestos organicos volatiles, particulas ultrafinas y
otras sustancias potencialmente toxicas (Nacional Academies of Science, 2018;
Kruchaska 2016, Usuga 2023, Jara-Reinoso et al., 2024).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha alertado sobre las estrategias
de marketing que las empresas e industrias han creado dirigida especialmente a
jovenes y adolescentes. Estas estrategias incluyen la oferta de dispositivos con
disefios, colores y sabores atractivos (Organizacion Mundial de la Salud, 2024).
Actualmente, se tiene registro de que existen alrededor de 7700 tipos de sabores
diferentes, desde chocolate hasta menta y frutales, con concentraciones de nicotina
gue varian entre 0 mg y 6 mg/ml (ARENAS, 2019).

La exposicidon prolongada a los componentes de los cigarrillos electronicos se
ha vinculado con alteraciones fisioldgicas. El propilenglicol y la glicerina vegetal son
compuestos utilizados habitualmente en las industrias alimentaria y cosméticas, que
presentan riesgos al ser inhalados, ya que pueden inducir procesos de irritacion,
inflamacion de las vias respiratorias, disrupcion de la integridad del epitelio
pulmonar y dafio celular (Kim et al., 2024; Komura et al., 2016). Ademas, bajo

condiciones de alta temperatura (alrededor de 300 °C), estos compuestos pueden



descomponerse Yy liberar sustancias como formaldehido, acetaldehido y acroleina,
todas ellas reconocidas por su potencial mutagénico y cancerigeno (Auschwitz et
al., 2023).

En 2019, el CDC reportd6 mas de 2,000 casos de EVALI; los sintomas
reportados incluyen tos seca, dolor toracico y dificultad para respirar, siendo
necesarios en algunos casos el soporte respiratorio y la hospitalizacion por
hipoxemia (CDC, 2019). La mayoria de estos casos estuvieron relacionados con
productos de vapeo que contenian VEA y THC. Ademas, en el andlisis de lavado
broncoalveolar se identific6 VEA como un componente predominante, el cual es un
quimico usado habitualmente en una variedad de suplementos y productos de
cuidado para la piel. En los cigarrillos electrénicos se usa como espesante en
cartuchos de vapeo con THC, al ser calentado e inhalado ingresa a los pulmones,
donde se enfria y recubre la superficie pulmonar causando dificultad para respirar al
formar compuesto que interfieren con la funcién pulmonar normal, alcanzando los
alveolos e impidiendo el adecuado intercambio de gases (Boudi, 2019; Harris, 2019;
Sandhu, 2020). Estudios en modelos animales y celulares han demostrado que la
exposicion al VEA induce estrés oxidativo e inflamacion pulmonar, ademas de
alterar la morfologia epitelial (Kosarac et al.,2021). Mientras que el THC vaporizado,
ademas de sus efectos psicoactivos ha mostrado inducir citotoxicidad en células

pulmonares (Martinez-Larenas et al., 2023).

Algunos estudios han informado sobre los riesgos en la salud de los
consumidores por la exposicidon a e-liquidos saborizados, como la inhibicion del
crecimiento celular, aumento de la citotoxicidad y estrés oxidativo (Effah, 2022). En
2019, investigadores analizaron liquidos saborizados como vainilla, sandia y
platano, en donde de manera general encontraron que algunos saborizantes
mostraron una toxicidad en células epiteliales bronquiales humanas. En 2018, otros
investigadores realizaron un estudio con sabores frutales en donde se determind
gue existian altos niveles de benzaldehidos, un tipo de sustancia quimica usada
como saborizantes, los cuales alteraban las células A549 y se asociaba a procesos
de inflamacidén croénica y susceptibilidad a infecciones (Sassano et al., 2018; Omaiye
et al., 2019).



Desde un enfoque celular y fisiopatoldgico, el epitelio pulmonar esta
constituido principalmente por células alveolares tipo 1 (AT1) y tipo 2(AT2). Las
células AT2 son responsables de funciones inmunes, secretoras y regenerativas;
ademas de actuar como progenitoras de las células AT1, lo cual permite la
reparacion del epitelio tras existir un dafio (Azucas, 2023). En estudios in vitro, se ha
empleado la linea celular A549, derivada de un adenocarcinoma pulmonar humano,
como modelo representativo de células AT2. Estas células presentan morfologia
epitelial escamosa, crecimiento en monocapa y caracteristicas fisiologicas similares

a las células pulmonares nativas (Cytion, 2024; Qi et al, 2020).

Asi mismo, la linea celular THP-1 (Tohaku Hospital Pediatrics-1), derivada de
un paciente con leucemia monocitica aguda, es ampliamente utilizada como modelo
de monocitos humanos. Estas células pueden diferenciarse en macrofagos
mediante estimulos especificos, generando fenotipos M1 (proinflamatorios) o M2
(antiinflamatorios), lo que permite estudiar la respuesta inmune y los procesos
inflamatorios en distintas condiciones patoldgicas, incluyendo la exposicion a
compuestos toxicos inhalados como los vapores de cigarrillos electronicos (Cytion,
2024; Yasin et al., 2023).

Una herramienta utilizada para evaluar el estado de las barreras epiteliales y
endoteliales es la resistencia eléctrica transepitelial (TEER) esta técnica permite
medir la integridad de las uniones estrechas entre las células de una monocapa,
mediante la cuantificacion del paso de iones a través de la barrera celular. Una
disminucion en los valores de TEER se asocia con alteraciones en la estructura
epitelial, pérdida de la funcion barrera y aumento en la permeabilidad celular;
fendmenos comunes en enfermedades respiratorias e inflamatorias (Srinivasan et
al., 2015; Elbrecht et al, 2016; Cuanalo-Contreras 2021). El sistema Transwell, en
conjunto con dispositivos como el medidor Millicell ERS-2, permite realizar estas
mediciones de manera precisa en tiempo real, ofreciendo un indicador confiable de

confluencia y viabilidad celular (Wang, 2022).

Estudios recientes han confirmado que la exposicion a aerosoles derivados

de cigarrillos electronicos afecta la resistencia transepitelial. En 2018 investigadores
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mencionaron que el vapor de nicotina reduce los valores de TEER en células
epiteliales pulmonares, indicando dafio en las uniones celulares (Lerner et al., 2018).
Por su parte, un grupo de investigadores en el perdié del 2018-2020 observaron que
liguidos aromatizados, incluso en ausencia de nicotina, inducen respuestas
inflamatorias y alteraciones en la integridad de la monocapa epitelial (Scott, 2018;
Bello 2020; Davis et al., 2021).

MATERIALES Y METODOS

1.Cultivos celulares

Para la evaluacion de la resistencia eléctrica transepitelial en cocultivo, se

utilizaron dos tipos de lineas celulares A549 y THP-1.

Las A549 se descongelaron y se cultivaron en botellas p75 con medio HAM
suplementado con Suero Fetal Bovino (FBS) al 10%, fueron incubadas a una
temperatura de 37°C, con CO2 al 5%, se les cambi6 el medio cada tercer dia, una
vez llegada a una confluencia del 85% se levantaron con tripsina, se llevaron a
centrifugar a 1500 rpm por cinco minutos a 26°C, posteriormente se realizé el

conteo celular con la camara de Neubauer (Chary, 2023; ThermoFisher s.f).

Las THP-1, se cultivaron en botellas p75 con Medio HAM suplementado con
Suero Fetal Bovino (FBS) al 10%, fueron incubadas a una temperatura de 37°C, con
CO: al 5% se les cambié el medio cada tercer dia hasta llegar a la confluencia del

85% para ser expuestas (Aldo et al., 2023).

2. Exposicion a liquidos y condensados de liquidos de vapeo.

Se realizaron tres exposiciones, por triplicado, a liquidos y condensados de

vapeo para cocultivo, los cuales requirieron seguir una serie de pasos:
e Se utilizaron placas de 24 pocillos con insertos permeables. En cada pozo se

colocd 1 ml de Medio HAM al 10% fuera del filtro (compartimiento basal) y

700 pl dentro del filtro (compartimiento apical) (Bengalli et al.,2017).
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Antes de cada lectura, los electrodos fueron introducidos durante cinco
minutos cada uno en tres soluciones diferentes: Etanol, PBS 1X y Medio
HAM al 10%, posteriormente, en cada lectura que se realizo, fueron
sumergidos en etanol, enjuagados en PBS y neutralizados con medio para no
alterar la lectura de cada resistencia (Bengalli et al.,2017).

Se calibr6 el sistema Millicell ERS-2, el cual debe mostrar una lectura inicial
de referencia del 1000 Q (Sigma,2021).

Después se tomo la resistencia de cada pocillo (con medio HAM al 10% y sin
células) con el sistema de resistencia eléctrica Millicell ERS-2 y un electrodo
STXO01 (Sigma, 2021).

Posteriormente se sembraron en 14 pocillos 30,000 células A549/ pocillo
dentro del filtro. Al formar la monocapa 24 hrs después y llegar a una
confluencia del 90-95%, se agregaron las células THP1 en proporcion 1:2 y
se tomo la resistencia antes y después de exponer a las células a los

tratamientos (Holownia et al., 2015).

Se expusieron las células a siete diferentes tratamientos de liquidos de
vapeo, los cuales son: Control (Ctr), Control vehiculo (CV), Mora (M),
Chocolate (CH), Tabaco (Tbh), THC y Acetato de Vitamina E (VEA). Para ello,
se puso 1ml de medio de exposicion al 0.05% de suero en el compartimiento
basal, dentro del compartimiento apical se sembraron 60,000 células/pocillo
de THP-1. Entre células, liquido de vapeo y medio al 0.05% se colocoé un total
de 700 pl dentro del filtro. Para ello se realizaron los calculos necesarios para

cada experimento (Tabla 1) (Bengalli et al., 2017).

Para la medicion, se tomé la resistencia de dos lados diferentes del pocillo,
de cada pocillo en tiempo cero, 1lhr, 2hr, 4hr, 6hr, 8hr, 12hr y 24 horas y se
fueron registrando los datos obtenidos para su procesamiento (Bengalli et al.,
2017).

12



Tabla 1. Cantidad de células THP-1 y porcentajes para preparar soluciones para

los experimentos de cocultivo de resistencia eléctrica transepitelial.

Tratamiento células THP-1 proparciones (%)
Liquido Condensado

CVv 60,000 0.6 0.1

Mora 60,000 0.3 1.6

Cho 60,000 0.4 1.6

Tabaco 60,000 0.03 0.5

THC 60,000 0.003 0.03

VEA 60,000 0.002 0.003

3. Andlisis de Resultados

Las mediciones realizadas fueron registradas en una base de datos en Excel,
donde se calcul6 el promedio de cada tratamiento (Ctr, CV, Mora, Cho, Tab, THC y
VEA). Posteriormente estos valores fueron multiplicados por un factor de 0.33,
correspondiente al area de la membrana de los insertos utilizados (0.33 cm?),
conforme a los estandares de la técnica TEER (Sigma, 2021). Después se
analizaron los datos en el programa estadistico Prisma GraphPad 8.01. Se aplico la
prueba de ANOVA de dos vias y Dunnettt post test. Se consideraron significativos
los valores de p<0.05 y los datos fueron representados graficamente (Sanchez-
Rodriguez, 2021)

Resultados

Se evaluaron los cambios en la resistencia eléctrica transepitelial (TEER) en
un modelo de cocultivo celular A549/THP-1 tras la exposicion a diferentes liquidos

de vapeo. Los tratamientos incluyeron un grupo control sin exposicién (Ctr), un
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control con vehiculo (CV) y liquidos con saborizantes como Mora, Chocolate (Cho),
Tabaco (Tab), THC y acetato de vitamina E (VEA). Las mediciones de TEER se
realizaron desde la hora 0 hasta las 24 horas, con registros en los tiempos 0, 1, 2, 4,
6, 12 y 24 horas.

En la figura 1 se presenta la evolucién general de la resistencia transepitelial a lo
largo del tiempo para todos los tratamientos. El grupo control inici6 con una
resistencia de 50 Q-cm? a la hora 0, disminuyendo progresivamente hasta alcanzar
43 Q-cm? a las 24 hrs. El control con vehiculo presentd un valor inicial de 54 Q-cm?,
descendiendo a 44 Q-cm? al final del periodo. El tratamiento con sabor Mora
comenz6 en 52 Q-cm? y finalizé en 46 Q-cm?, presentando una disminucion mas
marcada a las horas 4 y 6hrs. con valores de 42 y 40 Q-cm?, respectivamente. El
tratamiento con Chocolate mostré un valor inicial de 48 Q-cm? y una resistencia final
de 44 Q-cm? Tabaco presentd un comportamiento similar, comenzando con 52
Q-cm? y descendiendo a 43 Q-cm?. Los tratamientos con THC y con VEA iniciaron
ambos en 46 Q-cm?; posteriormente, se observé una leve disminucion transitoria en
las horas 2, 4 y 6, con valores de 46, 43 y 43 Q-cm?, respectivamente.

Posteriormente, se evalud la comparacion entre Ctr vs CV* y entre Ctr vs cada uno

saborizantes.

LIQUIDOS

- CTR

= CV

«~ MORA

-+ CHO

- TAB
THC

« VEA

TEER (Qecm?)
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Figura 1. Medicion de la resistencia eléctrica transepitelial (TEER) tras la exposiciéon
a liquidos de vapeo durante 24 horas. Se muestra la evolucion general de la TEER.
El Ctrinicié con 50 Q-cm? a la hora 0 y descendié a 43 Q-cm? a las 24 horas.
El CV comenzd en 54 Q:cm? y termin6 en 44 Q-cm?. Mora inicidé con 52 Q-cm? y
descendio transitoriamente a 42 y 40 Q-cm? en las horas 4 y 6, respectivamente,
finalizando en 46 Q-cm?. Chocolate mostré6 una disminucién de 48 a 44 Q-cm?.
Tabaco pas6 de 52 a 43 Q-cm? THC y VEA iniciaron con 46 Q-cm? y aunque
ambos presentaron descensos transitorios en las horas 2, 4 y 6 (46, 43 y 43 Q-cm?),

terminaron en 46 Q-cm?.

La muestra del tratamiento con Mora, se observaron diferencias
estadisticamente significativas uUnicamente en la comparacion Ctr vs CV, con
valores de 49, 43, 41 y 46 Q-cm? en las horas 0, 1, 4 y 6, respectivamente, con p <
0.05 (Figura 2). En los tratamientos con Chocolate, Tabaco y THC se observaron
patrones similares, tal como se muestra en las (Figuras 3, 4 y 5). En todos los
casos, se detectaron diferencias significativas en la comparacion Ctr vs CV en las
horas 0,1,4y 6y p < 0.05 (Figura 2).

LIQUIDO MORA

60- - CTR
55- = CV
50- -~ MORA
45-
40

TEER (Qecm?)

01 2 4 6 12 24
Horas

Figura 2. Cambios en la TEER tras exposicion al e-liquido con sabor Mora durante
24 horas. Se compararon los grupos Ctr, CV y Mora. Se observaron diferencias

estadisticamente significativas entre Ctr y CV en las horas 0 (49 Q-cm?), 1 (43

15



Q-cm?), 4 (41 Q-cm?) y 6 (46 Q-cm?) con p < 0.05. ANOVA de dos vias con prueba
post hoc de Dunnett. #* p < 0.05.

Al comparar Ctr vs los saborizantes, el tratamiento con Chocolate present6
diferencias significativas en las horas 4 y 6, con valores de 41 y 43 Q-cm?
respectivamente, lo que sugiere un efecto directo del saborizante sobre la integridad

epitelial (Figura 3).

LIQUIDO CHOCOLATE

60- « CTR
55- = CV
50_ * -+ CHO

* 3
* 3

45-
40

TEER (Qecm?)

0 1 2 4 6 1224
Horas

Figura 3. TEER en cocultivo celular expuesto al e-liquido con sabor Chocolate
durante 24 horas. Se encontraron diferencias significativas entre Ctr vs CV en las
horas 0, 1, 4 y 6. Ademas, se detectaron diferencias estadisticamente significativas
entre Ctr y Chocolate en las horas 4 (41 Q-cm?) y 6 (43 Q-cm?). ANOVA de dos vias
y post hoc de Dunnett. #* p < 0.05.

En el tratamiento con Tabaco, se observé una diferencia significativa en la
hora 4, con un valor de 41 Q-cm? (Figura 4). En el caso de THC, se observé una
diferencia en la hora 1, con un valor de 43 Q-cm? (Figura 5), sin cambios relevantes

en las mediciones posteriores.
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LIQUIDO TABACO

- CTR
= CV
- TAB

TEER (Qecm?)

40

01 2 4 6 1224
Horas

Figura 4. TEER en cocultivo celular tras exposicion al e-liquido con sabor Tabaco
por 24 horas. Se observaron diferencias significativas entre Ctr vs CV en las horas
0, 1,4y 6. Asimismo, en la hora 4, la comparacion entre Ctr y Tabaco evidencié una

diferencia estadisticamente significativa, con un valor de 41 Q-cm? y ANOVA de dos

vias con prueba de Dunnett. #* p < 0.05.
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LIQUIDO THC

60- « CTR
55- = CV
50- THC

45-

40 | 1 I 1 | | 1

0 1 2 4 6 12 24
Horas

¥

TEER (Qecm?)

Figura 5. TEER en cocultivo celular tras exposicion al e-liquido con THC durante 24
horas. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre Ctr vs CV en
las horas 0, 1, 4 y 6. En la comparacién Ctr vs THC, se observa una diferencia
significativa unicamente en la hora 1, con un valor de 43 Q-cm?. ANOVA de dos vias

con post hoc de Dunnett. # p < 0.05.

Por dltimo, en el tratamiento con VEA se observo una disminucion de la
TEER en el Ctr vs saborizante en las horas 1, 4 y 12, con valores de 49, 41y 41
Q-cm?, respectivamente. La hora 12 destacé por mostrar una diferencia mas
sostenida en el tiempo, lo que sugiere un posible efecto prolongado del VEA sobre
la integridad de la barrera epitelial (Figura 6). En todos los casos con significancia, el

valor de p fue < 0.05.
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LIQUIDO VEA

60- « CTR
= CV

« VEA

TEER (Qecm?)

40|| | L
0 1 2 4 6 1224

Horas

Figura 6. Evaluacion de la TEER en cocultivo celular tras exposicion al e-liquido con
acetato de vitamina E (VEA) durante 24 horas.
Se observaron diferencias significativas entre Ctr vs CV en las horas 0, 1, 4y 6. En
la comparacion Ctr vs VEA, se observaron diferencias significativas en las horas 1
(49 Q-cm?), 4 (41 Q.cm?) y 12 (41 Q-cm?). ANOVA de dos vias con prueba de
Dunnett. #* p < 0.05.

En cuanto a los condensados, se observO una tendencia similar a la
registrada con los liquidos. En la Figura 7 se muestra el comportamiento general de
los tratamientos, incluyendo Ctr y CV. El grupo Ctr comenzé con un valor de 52
Q-cm? ala hora 0 y finalizé en 46 Q-cm? a las 24 horas, registrando una disminucion
pronunciada en las horas 4 y 6, con valores de 39 y 38 Q-cm?, respectivamente. Por
su parte, el CV inicid6 con 51 Q-cm? y presentd una disminucion progresiva hasta
alcanzar 45 Q-cm? a las 24 horas. El sabor Mora comenzé con 47 Q-cm?, con
descensos notables en la hora 4 (42 Q-cm?) y en la hora 12 (43 Q-cm?), finalizando
en 46 Q-cm?. Chocolate y Tabaco iniciaron en 47 y 49 Q-cm?, y terminaron en 43
Q-cm?. THC comenzé con 47 Q-cm? y descendié también a 43 Q-cm?, mientras que

VEA parti6 de 49 Q-cm? y concluyé en 44 Q-cm>.
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CONDENSADOS

CTR
CV
MORA
CHO
TAB
THC

= VEA

R B

TEER (Qecm?)

Horas

Figura 7. Medicion de la resistencia eléctrica transepitelial (TEER) tras la exposicion
a condensados durante 24 horas. Se muestra la evolucion general de la TEER. El
grupo Ctr inicié con 52 Q-cm? y disminuyd a 46 Q-cm? a las 24 h, con descensos
marcados en las horas 4 (39 Q-cm?) y 12 (38 Q-cm?). EI CV comenz6 en 51 Q-cm?y
termind en 45 Q-cm?. Mora baj6é de 47 a 46 Q-cm?, presentando disminuciones en la
hora 4 (42 Q-cm?) y 12 (43 Q-cm?). Chocolate descendi6 de 47 a 43 Q-cm?, Tabaco
de 49 a43 Q-cm?, THC de 47 a43 Q-cm? y VEA de 49 a 44 Q-cm.

Se observé una relacion significativa entre las horas de exposicion y la
disminucién de la TEER entre los grupos Ctr vs CV., siendo mas evidentes en las
horas 1, 2, 12 y 24, con valores de 50, 48, 42 y 41 Q-cm?, respectivamente, con p <
0.05. Al analizar Ctr vs Mora, también se observd una diferencia significativa en la
hora 0 con un valor de 55 Q-cm? (p < 0.05) (Figura 8).
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CONDENSADO MORA

- CTR
= CV
-+ MORA

TEER (Qecm?)

40

01 2 4 6 1224
Horas

Figura 8. TEER en cocultivo celular expuesto al condensado con sabor Mora
durante 24 horas. Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
Ctr vs CV en las horas 1 (50 Q-cm?), 2 (48 Q-cm?), 12 (42 Q-cm?) y 24 (41 Q-cm?) (p
< 0.05). En la comparacion Ctr vs Mora, se evidencio una diferencia significativa en
la hora 0 con un valor de 55 Q-cm? (p < 0.05). ANOVA de dos vias y prueba post
hoc de Dunnett. ** p < 0.05.

En la Figura 9, correspondiente al tratamiento con Chocolate, se observaron

diferencias significativas entre Ctr y Chocolate en las horas 0 y 4, con valores de 55

y 43 Q-cm?, respectivamente, y con p < 0.05.
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CONDENSADO CHOCOLATE

- CTR
= CV
-+ CHO

TEER (Qecm?)

40

0 1 2 4 6 12 24
Horas

Figura 9. TEER en cocultivo celular expuesto al condensado con sabor Chocolate
durante 24 horas. Se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre Ctr
vs CV en todas las horas, excepto en las horas 0 y 6. Entre Ctr y Chocolate, se
observaron diferencias significativas en la hora 0 (55 Q:cm?) y la hora 4 (43 Q-cm?.

ANOVA de dos vias con prueba de Dunnett. #* p < 0.05.

En el caso de Tabaco (Figura 10), se ve una diferencia significativa entre Ctr
y Tab en la hora 0 con un valor de 56 Q-cm?. Para THC (Figura 11), se encontraron
diferencias significativas comparadas con el Ctr en las horas 0 y 2, con valores de

55y 48 Q-cm?, respectivamente.
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CONDENSADO TABACO

- CTR
= CV

- TAB

TEER (Qecm?)

40

| 1 | 1 | | 1

Horas
Figura 10. TEER en cocultivo celular expuesto al condensado con sabor Tabaco
durante 24 horas.
Se observaron diferencias significativas entre Ctr vs CV en las horas 1, 2, 12y 24 (p

< 0.05). En la comparacioén Ctr vs Tabaco, se observé una diferencia significativa en
la hora 0 con un valor de 56 Q-cm? (p < 0.05). ANOVA de dos vias y Dunnett post

test. # p < 0.05.
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CONDENSADO THC

607 - CTR
55- x = CV

504 THC
45-
40

* 3

TEER (Qecm?)

| 1 | 1 | | 1

Horas
Figura 11. TEER en cocultivo celular expuesto al condensado con THC durante 24
horas. Se identificaron diferencias significativas entre Ctr vs CV en las horas 1, 2, 12

y 24. En la comparacion Ctr vs THC, se observaron diferencias en la hora 0 (55

Q-cm?) y la hora 2 (48 Q-cm?). ANOVA de dos vias y prueba de Dunnett. ** p < 0.05.
Finalmente, en el tratamiento con VEA (Figura 12), se observaron diferencias

significativas respecto al control en las horas 0, 1, 4 y 6, con valores de 55, 50, 43y

42 Q-cm?, respectivamente (p < 0.05).
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CONDENSADO VEA

- CTR

= CV
 VEA

TEER (Qecm?)

40

0 1 2 4 6 1224
Horas

Figura 12. TEER en cocultivo celular expuesto al condensado con acetato de
vitamina E (VEA) durante 24 horas. Se observaron diferencias significativas entre
Ctr vs CV en las horas 1, 2, 12 y 24. En la comparacion Ctr vs VEA, se encontraron
diferencias significativas en las horas 0 (55 Q-cm?), 1 (50 Q-cm?), 4 (43 Q:cm?®) y 6
(42 Q-cm?) con p < 0.05. ANOVA de dos vias y prueba post hoc de Dunnett. # p <
0.05.

Cabe destacar que, en todas las graficas correspondientes a los
condensados, se encontré una diferencia estadisticamente significativa entre Ctr vs
CV enlas horas 1, 2, 12 y 24, lo que refuerza el patron observado de deterioro de la

barrera epitelial inducido por los tratamientos, con p < 0.05 en todos los casos.
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Discusion
El uso de vapeadores ha ido en aumento por su gran variedad de sabores.

Recientemente se ha demostrado que los sabores de los cigarrillos pueden ser

perjudiciales para el tejido pulmonar al generar estrés oxidativo (Lerner et al., 2018).

La barrera epitelial pulmonar es una estructura esencial para proteger el
tejido pulmonar frente a patdégenos. Una forma para medir la integridad funcional de
esta barrera es mediante la TEER. La cual permite cuantificar la capacidad celular
para formar uniones estrechas y evitar el paso de sustancias a través del epitelio
(Gerloff et al., 2017).

Se ha demostrado que el humo del cigarrillo compromete la funcién de la
barrera, ya que tanto la nicotina como los saborizantes de los cigarrillos electrénicos
son responsables de comprometer la integridad epitelial, permitiendo que las
particulas crucen la barrera epitelial, ya que los saborizantes afadidos a los liquidos

de vapeo no estan disefiados para ser inhalados (Schweitzer et al., 2015).

Los resultados obtenidos muestran que la exposicion a liquidos de vapeo,
incluidos los saborizantes y sus condensados provoca una disminucion en la TEER,
lo cual refleja una alteracion de la barrera pulmonar. En el presente estudio se
observé una disminucién para el sabor mora respecto a los demas sabores,
comparando esta informacidén con otros estudios en donde se han trabajado con
sabores frutales como los de frutas y mentol, pueden existir efectos perjudiciales en
las células pulmonares, alterando la expresion a proteinas de union estrecha y

comprometer a la barrera epitelial (Raduka et al.,2023).

Investigaciones han identificado que, compuestos como diacetilo,
pentamidina y mantol, presentes en muchos saborizantes puede inducir respuestas
inflamatorias y alterar la funcion de la barrera epitelial (Eshraghian et al.,2017;
Muthumalage et al.,2018; Muthumalage et al.,2019). Otros estudios han demostrado
gue la exposicion a dichos compuestos puede aumentar la liberacion de citoquinas
proinflamatorias como la interleucina-8 (IL-8) en células epiteliales pulmonares, lo
cual indica una activacién en el sistema inmunolégico y una posible disfuncién de la
barrera epitelial (Gerloff, 2017; Scott et al., 2018).
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El efecto observado en la TEER también fue evidente en THC y VEA. En el
caso de THC (el principal componente psicoactivo del cannabis), se ha repostado
gue su inhalacion puede alterar la expresion de proteinas clave en células epiteliales
(Blount et al, 2019). En cuanto a VEA, su uso est4 relacionado a casos de EVALI,
ademas se ha demostrado que VEA puede inducir toxicidad pulmonar grave al ser
inhalado, aumentado el riesgo de enfermedades pulmonares a largo plazo (Effah,
2022).

Los condensados de liquidos de vapeo mostraron un efecto aun mas
pronunciado sobre la disminucién de TEER comparados con el control. A diferencia
de los liquidos, los condensados presentaron un mayor efecto posiblemente debido
a los procesos de calentamiento y vapor. Los condesados de mora, tabaco y THC
presentaron diferencias significativas en casi todas las horas; lo cual indicaria que
estos compuestos pueden tener un efecto mas profundo sobre la barrera que, los
liquidos. Estudios previos han sefialado que los condesados pueden aumentar la

toxicidad de los compuestos presentes en los liquidos (Wang et al., 2020).

La disminucion de TEER junto con la alteracion con la barrera epitelial
pulmonar se correlaciona con el aumento de la permeabilidad de dicha barrera, lo
cual aumenta el paso de sustancias extrafias y patdgenos a su vez; esto podria
aumentar la susceptibilidad a enfermedades pulmonares cronicas por
desencadenaba procesos inflamatorios y aumentar la vulnerabilidad a infecciones
(Ghosh et al., 2019).

Perspectivas

Como perspectiva del trabajo queda un analisis mas profundo al evaluar el

area bajo la curva de las gréficas.

Conclusiones

La exposiciéon a liquidos y condensados de vapeo, incluidos diferentes
saborizantes como mora, chocolate, tabaco, THC y acetato de vitamina E (VEA)
altera la integridad de la barrera epitelial pulmonar, evidenciado por una disminucion
progresiva en la resistencia eléctrica transepitelial (TEER). Este efecto sugiere una

pérdida de la funcién de barrera en el modelo in vitro de cocultivo celular A549/THP-
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1, lo cual podria desregular la entrada de sustancias nocivas y patdégenos al tejido

pulmonar.

Al parecer, los condensados resultan ser mas perjudiciales, probablemente
por la mayor concentracion de compuestos téxicos derivados del proceso de
calentamiento y vaporizacion. En particular, los saborizantes de mora y tabaco, THC
y VEA, mostraron efectos mas pronunciados, tanto en forma liquida como en sus

condensados.

Estos hallazgos refuerzan la evidencia de que los componentes de los
liquidos de vapeo, pueden comprometer la salud pulmonar. Dado el creciente uso
de cigarrillos electrénicos, especialmente entre jovenes, es fundamental seguir
investigando sus efectos bioldgicos y promover politicas de salud publica orientadas

a regular estos productos.
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