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Resumen

El tabaquismo sigue siendo un grave problema de salud publica, mientras que los cigarros
electronicos (E-cigs) se han popularizado como una supuesta alternativa mas segura,
especialmente entre jovenes, la evidencia indica que estos dispositivos pueden inducir
inflamacion, estrés oxidativo y disfuncién endotelial, principalmente asociados a la nicotina.
Debido a que sus efectos vasculares atin no estan completamente esclarecidos, este estudio evalta
marcadores de lesion endotelial (MCP-1, ET-1 y nitratos) tras la exposicién cronica a E-cig en un
modelo animal de cobayo, analizando a su vez cambios estructurales endoteliales mediante
técnicas histologicas en vasos pulmonares. Se utilizaron 32 cobayos Hartley distribuidos
aleatoriamente en cuatro grupos (control, cigarro convencional (Cig), E-cig 1 H y E-cig 2 H),
expuestos en cdmaras de cuerpo completo (InExpose Scireq), durante 10 semanas. Tras la
exposicion, se obtuvieron muestras de suero y plasma para analisis de biomarcadores y tejido
pulmonar para andlisis histologico de los vasos sanguineos (HyE y Tricromico de Masson). Los
marcadores de lesion endotelial se cuantificaron mediante ensayos ELISA y los datos se
analizaron con pruebas de normalidad, ANOVA de una via y prueba post hoc de Tukey-Kramer.
En los cobayos, los vasos sanguineos del grupo control mostraron estructura normal, mientras
que el grupo E-cig 2H presentaron hipertrofia muscular y fibrosis. MCP-1 mostré en el grupo
de E-cig 2H una disminucion estadisticamente significativa respecto al grupo de cigarro
convencional. Los grupos de E-cig 1H y E-cig 2H mostraron una tendencia a la baja respecto
al grupo control. Mientras que el grupo de cigarro mostré una tendencia a la alta respecto al
control. ET-1 y nitratos no mostraron diferencias significativas, sin embargo, ET-1 tuvo una
tendencia a la baja en grupo E-cig 2H y los nitratos del grupo de cigarro convencional mostraron
ligera tendencia a la baja respecto al control. Es asi como se puede concluir que la exposicion al
cigarro convencional activa vias proinflamatorias, aumentando MCP-1, estrés oxidativo y
favoreciendo a patologias cardiovasculares, mientras que los E-cig aunque aparentemente
inducen menor inflamacion también afectan el endotelio. Las variaciones de ET-1 y nitratos
pueden reflejar alteraciones en el equilibrio vasoconstrictor-vasodilatador, con mayor disfuncion

endotelial por cigarro y posible adaptacion frente a la exposicion prolongada.

Palabras clave: Cardiovascular, Cigarro convencional, E-cig, Lesion endotelial, Moléculas de
adhesion.
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1. Introduccién

De acuerdo con informes mundiales de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), més de
1.300 millones de personas fuman, de los cuales aproximadamente el 80% de personas se
encuentran en paises en desarrollo; a su vez, el consumo de cigarro convencional esti

directamente asociado con mayores tasas de morbilidad y mortalidad (Salari et al., 2024).

Es asi como de acuerdo con la OMS (2023a) el tabaquismo es una de las mayores amenazas
para la salud pablica que ha tenido que afrontar el mundo, causando méas de 8 millones de
muertes al afio a nivel mundial, donde més de 7 millones de estas muertes se deben al consumo
directo de cigarro y alrededor de 1.3 millones son consecuencia de la exposicion pasiva,;
demostrando asi que la exposicion de humo de segunda mano es perjudicial y no existe un nivel

seguro de exposicion al tabaco.

Fumar cigarrillos es la forma de consumir tabaco mas extendida en todo el mundo y tan solo
en 2020, el 22.3% de la poblacion mundial consumia cigarro convencional, siendo el 36.7%

hombres y el 7.8% mujeres (Secretaria de Salud de Puebla, 2025).

En el caso especifico de México la prevalencia de consumo actual de cigarro convencional es
de 15.3%, lo que representa a 14.3 millones de personas de 15 afios o0 mas, reflejando asi que
la prevalencia se mantiene sin cambios significativos respecto a los afios 2009 y 2015; ya que,
el 7.3% (3.5 millones) de las mujeres y el 23.8% de los hombres (10.8 millones) son fumadores
actuales, siendo un total de 6.6% de los adultos en México que fuman diariamente (mujeres
3.0%, hombres 10.5%) mientras que el 8.7% fuma ocasionalmente (mujeres 4.3%, hombres
13.3%) (Gbmez y Pérez, 2023).

Los cigarrillos electronicos (E-cigs) son populares entre los adolescentes y actualmente son la
forma méas comun de consumo de tabaco entre los jovenes, algunos de los factores que han
contribuido a su popularidad en este sector de la poblacion son la facilidad con la que se pueden
obtener, su atractiva publicidad, la variedad de sabores de los e-liquidos y la creencia de que

son mas seguros que los cigarrillos tradicionales (NIDA, 2020).




De forma general, los componentes de los E-cigs principales permanecen inalterados y
consisten en un cartucho que contiene un fluido, un atomizador que actta como elemento
calefactor para vaporizar el e-liquido en un aerosol, un sensor necesario para encender el
dispositivo y una bateria que proporciona la corriente necesaria para calentar el atomizador
(Montjean et al., 2023).

En contraste con la composicion quimicamente diversa del cigarro convencional, los e-liquidos
estan compuestos de glicerol vegetal (VG), propilenglicol (PG), nicotina, agua, ademas de
presentar muchos saborizantes y colorantes (Margham et al., 2021).

La adicion de saborizantes aumenta significativamente la toxicidad, ya que, el calor generado
por los E-cigs provoca la oxidacion y descomposicion de las sustancias quimicas, lo que
eventualmente forma componentes nocivos en los aerosoles inhalados. Si bien se han registrado
niveles de toxinas mucho mas bajos en los aerosoles de los E-cigs que, en el humo de un
cigarrillo convencional, sigue la constante preocupacion sobre su posible impacto en la salud

de la poblacion (Montjean et al., 2023).

Como lo es principalmente la nicotina presente en los e-liquidos la cual se absorbe facilmente
desde los pulmones hasta el torrente sanguineo cuando una persona vapea, al entrar en la
sangre, la nicotina estimula las glandulas suprarrenales para que liberen la hormona epinefrina
(adrenalina), siendo esta la que estimula el sistema nervioso central y aumenta la presion

arterial, la respiracion y la frecuencia cardiaca (NIDA, 2020).

A su vez la inhalacion de aerosoles de los E-cigs puede ser paralela al efecto de los
contaminantes ambientales en la activacion de la inflamacidn, el estrés oxidativo y el inicio del
proceso de disfuncidn endotelial (EDF); donde las caracteristicas distintivas son el aumento de
la generacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS), la disminucion de la generacion de 6xido

nitrico (NO) y la formacion de moléculas de adhesion celular (Chatterjee et al., 2019).

El impacto que tienen los E-cigs en el sistema cardiovascular es directamente proporcional a

diversos factores (vaporizador y e-liquido). Se ha demostrado que los vaporizadores que




manejan mayores voltajes producen una mayor concentracion de aerosoles de los elementos
que contiene el e-liquido, a su vez, otro factor importante es el porcentaje de cada sustancia
(saborizante, glicerina, propilenglicol y nicotina) que se tiene entre cada liquido, asi como de
los materiales de los que esta hecho. El E-cigs, a diferencia del cigarro convencional, no genera
una combustion total de los materiales que contiene, sin embargo, el aerosol que puede llegar
a generarse puede ser igual o mas dafino para el cuerpo y sobre todo para el aparato
cardiovascular (Martinez et al., 2022).

Estudios clinicos han reportado un fuerte vinculo entre el uso de E-cigs, lesién vascular y
pérdida del tono vascular, estableciendo que la nicotina aumenta la permeabilidad endotelial
vascular en el pulmdn, observando que el extracto de humo de E-cigs causa muerte de células
endoteliales y pérdida de la barrera endotelial secundarios a la nicotina presente en e-liquido
(Del Valle et al., 2010; Blackham et al., 2024). A pesar de que se ha observado disrupcion de
la barrera endotelial con una e-liquidos sin nicotina, la mayoria de los estudios sobre
mecanismos moleculares relacionados implican a la nicotina como la fuente principal de lesion

vascular en respuesta al uso de E-cigs (Blackham et al., 2024).

Al ser el endotelio, barrera y regulador clave del sistema cardiovascular, puede verse afectado
por las sustancias presentes en los E-cigs, sin embargo, la evidencia actual sobre los efectos
vasculares, especialmente sobre el endotelio, ain es limitada y en algunos casos contradictoria,
por ello, es imprescindible desarrollar estudios que utilicen metodologias estandarizadas y
modelos clinicos y experimentales robustos que permitan caracterizar con mayor precision la
identificacion de biomarcadores especificos de disfuncion endotelial ademas de establecer
relaciones causales entre la exposicion a E-cigs y el deterioro de la funcién vascular, sirviendo
de base para recomendaciones clinicas y decisiones regulatorias fundamentadas (Flammer y
Lischer, 2010; Mohammadi et al., 2022).

Por lo que, en el presente estudio, se tiene como objetivo evaluar los marcadores de lesion
endotelial secundarios a exposicion cronica de cigarros electrénicos en un modelo animal en

cobayo, los cuales tienen similitudes biolégicas con los humanos, ademas de que sus vias aéreas




son muy sensibles a los alérgenos (Carriquiriborde, 2021).
2. Lugar de realizacién

Las actividades relacionadas con el Servicio Social se llevaran a cabo en el Instituto Nacional
de Enfermedades Respiratorias (INER), en el Departamento de Toxicologia y Medicina
Ambiental localizado en Calzada de Tlalpan 4502, Belisario Dominguez Seccion 16, Tlalpan,
14080 Ciudad de Meéxico, CDMX. Se encuentra en las coordenadas 19°1728.95" N
y 99°9'31.15” W (Figura 1). Las actividades se llevaran a cabo del dia 4 de agosto del 2025 al
5 de febrero del 2026.

4
3 Leyenda
9 INER - Instituto Nacional de En fermedades Respiratorias

Figura 1. Localizacion del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) obtenido de Google Earth.
3. Marco Institucional

El INER se fund6 en 1936, inicialmente denominado Sanatorio para Enfermos Tuberculosos
de Huipulco, tomando el nombre actual en 1982, contando con atribuciones juridicas para
realizar investigacion bésica y aplicada, impartir ensefianza, prestar asesoria técnica a las
Unidades Médicas y proporcionar atencion médica para la prevencion, diagndstico, tratamiento
y rehabilitacion de las enfermedades respiratorias; por lo cual es de importancia el conocer la
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mision, vision y los objetivos que tiene la institucion (Béaez, 2023).

Misién: Mejorar la salud respiratoria de los individuos y las comunidades a través de la

investigacion, la formacion de recursos humanos y la atencion médica especializada.

Vision: EI INER debe ser la entidad nacional normativa en salud respiratoria y el principal sitio
de ensefianza, investigacion, promocion y atencién de alta especialidad, con competitividad

nacional e internacional.

Objetivos de la Institucion: Primer Objetivo Prioritario: Asegurar atencion médica de alta
especialidad en patologias respiratorias a la poblacion sin seguridad social garantizando los
principios de salud, equidad y calidad. Segundo Objetivo Prioritario: Formar especialistas de
alto perfil en patologias graves del aparato respiratorio para contribuir a mejorar las
condiciones de salud de la poblacion a nivel nacional. Tercer Objetivo Prioritario: Fortalecer
la investigacion cientifica de calidad que incremente el conocimiento y contribuya al
entendimiento y solucion de los problemas de salud relacionados con el aparato respiratorio
(Baez, 2023).

4. Objetivos

4.1 General

Evaluar los marcadores de lesion endotelial secundarias a una exposicién cronica de cigarros

electronicos en un modelo animal en cobayo.

4.2 Particulares
e ldentificar cambios estructurales endoteliales mediante técnicas histolégicas en vasos
sanguineos pulmonares de cobayos expuestos a cigarro convencional, vapeo y grupo
control.
e Cuantificar proteina de suero y plasma.
e Evaluar marcadores de lesion endotelial en plasma y suero.

o Proteina Quimioatrayente de Monocitos 1 (MCP-1)




o Péptido vasoconstrictor producido por células endoteliales vasculares (ET-1)
o Oxido nitrico

5. Actividades desarrolladas

5.1 Justificacion

Los E-cigs fueron introducidos en el mercado y promocionados como productos para dejar el
consumo de cigarro convencional, sin embargo, estos dispositivos electrénicos contienen una
solucion liquida, denominada e-liquido, la cual habitualmente estd compuesta por nicotina,
propilenglicol, glicerol y otros compuestos quimicos, que mediante un mecanismo eléctrico es
vaporizado para simular el efecto del uso de los cigarrillos convencionales (Garcia et al., 2019).
Ademas de los problemas de salud publica que involucran el uso de estos dispositivos, también
estan presentes los problemas economicos y ecoldgicos. En México en el 2022, 4.6% de la
poblacion adolescente y 19.5% de la poblacion adulta reportaron consumir cigarro
convencional, lo cual representa cerca de un millén de adolescentes y 16.6 millones de adultos
fumadores, mientras que para el caso de los E-cigs, 2.6% de la poblacion adolescente y 1.5%
de la poblacién adulta hacen uso de estos, representando cerca de medio millon de adolescentes

y 1.3 millones de adultos en el pais (Barrera et al., 2023).

El uso de E-cigs puede llegar a ser perjudiciales para la salud ademas de ser muy adictivos, no
se han estudiado completamente sus efectos a largo plazo, sin embargo, se ha demostrado que
liberan sustancias toxicas, algunas de las cuales son cancerigenas y pueden aumentar el riesgo
de sufrir trastornos cardiacos y pulmonares. Ademas, pueden presentar afectaciones en el

desarrollo del cerebro y causar trastornos del aprendizaje en los jovenes (OMS, 2023b).

Es asi que las emisiones de los E-cigs, pueden tener efectos adversos sobre la salud
cardiovascular, evidencias epidemioldgicas indican que los E-cigs se consideran un factor de
riesgo independiente para el aumento de las tasas de incidencia y mortalidad por enfermedades
cardiovasculares, como arritmias cardiacas, hipertension, sindromes coronarios agudos e
insuficiencia cardiaca, han presentado un crecimiento entre las personas que vapean; los

mecanismos bioldgicos subyacentes no se han estudiado por completo, se ha comenzado a




estudiar como el estrés oxidativo, la inflamacion, la disfuncion endotelial, la aterosclerosis, los
efectos hemodinamicos y la funcion plaquetaria pueden desempefiar un papel importante en la
fisiopatologia de la lesion cardiovascular secundaria al uso de los E-cigs en el cuerpo humano
(Zong et al., 2024).

En un enfoque hacia las células endoteliales vasculares se conoce que constituyen un 6rgano
estructuralmente simple, sin embargo funcionalmente es complejo ya que regula procesos
diversos como la hemostasis, la fibrinolisis, la inflamacion, la presion arterial, el metabolismo
de las lipoproteinas y la angiogénesis, siendo asi que tienen un papel esencial en la homeostasis
del sistema vascular; ademas de verse relacionado con el 6xido nitrico (NO) el cual cumple
una serie de funciones relacionadas con la homeostasis del sistema vascular como la regulacion
del tono de los vasos, inhibicion de la agregacion plaquetaria, inhibicion de la adhesion y
trasmigracion leucocitaria, asi como la proliferacion y migracion de las células musculares

lisas, entre otras (Acosta et al., 2006).

En cuestiones sociales el uso de E-cigs puede causar una carga economica considerable en
aspectos de salud. En 2012, los gastos sanitarios a nivel mundial para tratar las enfermedades
y las lesiones atribuibles al consumo de cigarro convencional ascendieron a cerca del 6% del
gasto sanitario global; asimismo, el consumo de cigarro convencional también puede reducir
la productividad al retirar permanente o temporalmente a las personas del mercado laboral en
consecuencia de una salud precaria, igualmente el consumo de cigarro puede desplazar el gasto
de los hogares (necesidades basicas como alimentacion y educacién) contribuyendo a la
pobreza y el hambre (Organizacion Panamericana de la Salud, 2021). Es asi como se presenta
una oferta, lo cual se ve reflejado en una demanda de los E-cigs y de forma simultadnea ambas
variables conforman un mercado multimillonario valuado en 15, 040 millones de dolares en
2020 (Arriaga, 2023).

En cuanto a los impactos ecoldgicos de los E-cigs estos han sido poco estudiados desde el
enfoque del ciclo de vida (fabricacion, uso y eliminacién) y el como sus emisiones y desechos

afectan a la salud humana y a los ecosistemas, debido a las altas cantidades de nicotina y otras




sustancias toxicas que contienen, lo que los convierte en fuentes relevantes de contaminacion
(Ngambo et al., 2023).

Es asi como los impactos ambientales de los cigarrillos electronicos pueden prevenirse

mediante una mejor regulacion de su produccion, uso y eliminacién.

En un enfoque cientifico, se pueden aplicar conocimientos de biologia celular, fisiologia del
organismo a trabajar y bioquimica para analizar como los compuestos presentes en los E-cigs
afectan la integridad del endotelio vascular y como contribuyen al desarrollo de enfermedades
cardiovasculares esto mediante procesos inflamatorios y de estrés oxidativo. En cuanto un
ambito técnico-metodologico, se puede disefiar y ejecutar investigaciones experimentales
como analisis moleculares y la evaluacion de marcadores biologicos en este caso en la lesion
endotelial, ademas del analisis de datos epidemioldgicos que ayuden a comprender el impacto

del problema.

Por lo tanto, resulta fundamental desarrollar un modelo de exposicion animal que permita
investigar de manera controlada y sistematica los efectos cardiovasculares asociados al uso de
los cigarros electrénicos. En particular, la observacion de la funcion endotelial en un modelo
in vivo el cual resulta clave, debido a que el endotelio vascular tiene un papel central en el
mantenimiento de la homeostasis cardiovascular y es uno de los primeros tejidos en responder
ante agentes toxicos inhalados. Al utilizar un modelo animal como el cobayo se presentan
ventajas relevantes debido a su fisiologia respiratoria y cardiovascular que es comparable con
la humana. Con el desarrollo de este modelo experimental se pueden caracterizar los cambios
estructurales y funcionales inducidos por la exposicion cronica al E-cigs.

5.2 Metodologia
5.2.1 Exposicion de animales

Se utilizaron cobayos obtenidos del bioterio asociado al INER. Estos se mantuvieron con
condiciones controladas de temperatura (22-25°C) con libre acceso a agua y alimento en los

cuartos de experimentacion. Después de una semana de aclimatacion, los animales se dividieron
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aleatoriamente en 4 unidades experimentales de 8 cobayos con 4 machos y 4 hembras en cada

grupo

y se expusieron a cuerpo completo en el equipo InExpose Scireq de la siguiente manera:

Grupo 1: control (agua nebulizada)
Grupo 2: cigarro combustible
Grupo 3: cigarro electrdnico: 1 hora de exposicion

Grupo 4: cigarro electronico: 2 horas de exposicion

El modelo de exposicion fue de 7 dias por semana, con ciclos de puffs con 3 segundos

encendido y 30 segundos de apagado durante 1 hora. Al final de cada exposicion, los animales

fueron trasladados a una camara limpia. Esta exposicion se llevo a cabo durante 10 semanas.

a)

b)

d)

Criterios de Inclusién.

Se utilizaron 32 Cobayos Hartley, (12 Hembras y 12 Machos), con un peso de entre 200-
250 g.

Criterios de Exclusion.

Cobayos que fueron utilizadas previamente en otro protocolo.
Cobayos que tenian malformaciones, alteraciones fisiologicas o tumoraciones.

Criterios de Eliminacion.

Cobayos que presentaron un sufrimiento innecesario debido a la exposicion o a algln

evento adverso inesperado
Tamafio de muestra.

El tamafio de la muestra empleada fue calculado previamente en funcion del calculo
para variables continuas en modelos animales (Dell et al., 2002). Por otra parte, para el
calculo de la muestra (n) se considerd una diferencia de medias (d) de resistencia

pulmonar, cuyo valor basal es de 0.094 cmH2O/ml/s con una desviacién estandar (s) de
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0.007 cmH>0O/ml/s, para detectar un 20% de cambio (0.1128 cmH20/ml/s, d=0.0188)
con el 90% de confianza (C=10.51), en un modelo de exposicion a E-cigs en cobayo
(Khosravi et al., 2018). Tomado estas consideraciones se obtuvo el siguiente calculo:

n=1+2C(s/d)?
n= 1+ 2(10.51) (0.007/0.0188)?
n= 4 animales por grupo
n= 4 machos y 4 hembras x grupo
n=4 machos y 4 hembras x 3 grupos = 12 hembras y 12 machos = 24 cobayos.

El nimero de cobayos que se utilizd es el minimo requerido para, observar una

diferencia estadistica significativa.

5.2.2 Obtencién de muestras

Al concluir las 10 semanas de exposicidn, los cobayos fueron anestesiados y sacrificados, 24
horas después de la ultima exposicion. Se realizd una eutanasia con pentobarbital sédico
intraperitoneal (45 mg/kg) (American Veterinary Medical Association AVMA, 2020). Se
obtuvo sangre periférica por puncion intracardiaca para suero y plasma. Se centrifugaron a
3000 rpm durante 15 minutos y se alicuotaron y almacenaron a -80°C para su posterior analisis
mediante ELISA. Una seccion de los pulmones se fijo, deshidraté e incluyo en parafina para

fines histologicos.
5.2.3 Tipo de muestras

e Suero y plasma de cobayo.
e Laminillas de pulmén.

Se consideraron variables de desenlace y descripcion de las otras variables de estudio las cuales

son.

a. Variable Independiente
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Tipo de exposicién a la que los cobayos se enfrentaron (Agua nebulizada, cigarro
convencional y E-cig)

b. Variable Dependiente

Es aquella variable de desenlace, la que nos permitié observar los cambios en
marcadores como lo seran los utilizados
e MCP-1
e Endotelina-1
e  Oxido nitrico
5.2.4 Histologia
La evaluacion de vasos sanguineos se realizé mediante las tinciones de Hematoxilina y Eosina

(HyE) y Tricrémico de Masson. Las fotografias se obtuvieron a 10X y 40X con el microscopio
optico Leica (Figura 2a) y el software Leica Application Suite version 3.4.0 (Figura 2b).

e ——

Figura 2 (a) Microscopio optico Leica y (b) Software Leica Application Suite version 3.4.0.
5.2.5 Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)

Metodologia de las ELISAS de interés

En el Sdndwich-ELISA el antigeno queda inmovilizado entre dos anticuerpos, uno de captura
y otro de deteccion también conocidos como pares de anticuerpos, que se uniran a dos epitopos




distintos de un mismo antigeno (Martinez et al., 2024).

e Proteina Quimioatrayente de Monocitos (MCP-1)

MCP-1: Sandwich-ELISA. Sensibilidad: 18.75 pg/mL. Rango de deteccion: 31.25-2000
pg/MI (MyBiosource, 2019. Cddigo: MBS2507712).

a. Preparacion de los reactivos

Previo al inicio del ensayo, todos los reactivos se estabilizaron a temperatura ambiente entre
18-25 °C; se diluyeron 30 mL de buffer de lavado concentrado en 720 mL de agua destilada.
La solucion estandar se centrifugo a 10, 000xg durante 1 minuto, y posteriormente se afiadio
1.0 mL de estandar de referencia y diluyente de muestra, dejando reposar durante 10 min,
posteriormente se homogenizd. Esta reconstitucion produjo una solucién de trabajo: 2000

pg/mL.

Se realiz6 una dilucion seriada, el gradiente de dilucién fue: 2000, 1000, 500, 250, 125, 62.5,
31.25, 0 pg/mL (Figura 3).

500 pL 500 pL 500 pL 500 pL 500 pL 500 pL
Estandar de :A
referencia | !
— |
) |
2000 1000 500 250 125 62.5 31.25 0 pg/mL

Figura 3. Diagrama de curva estandar de MCP-1.
Para la solucion de trabajo del anticuerpo (Ab) de deteccion biotinilado, se diluyeron 120 uL
el Ab de deteccidn biotinilado concentrado con 11.88 mL de diluyente de Ab (1:100). Para la
Solucion de trabajo de conjugado HRP concentrado se diluyo 120 uL del conjugado de HRP
concentrado con 11.88 mL de diluyente de conjugado de HRP (1:100).
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b. Preparacion del ensayo

Se realiz6 la curva estandar para cada ensayo por duplicado (100 uL por pocillo) y se afiadieron
las muestras a los demas pocillos (100 uL por pocillo), se dejo sellado y en incubacién durante
90 minutos a 37 °C. Concluida la incubacién, se decantd el contenido de los pozos y se
afiadieron 100 uL de la solucion de trabajo AB de deteccién biotinilado, y se llevo a incubacién
durante 1 hora a 37 °C. Se decantd la solucion de cada pocillo y se lavo 3 veces con 350 uL de
buffer de lavado a cada pocillo.

Se afadieron 100 uL de conjugado HRP a cada pocillo y se dejo en incubacion durante 30
minutos a 37 °C. Posteriormente, se decantd la solucion de cada pocillo y se lavo 5 veces. Se
afiadieron 90 pL de reactivo de sustrato en oscuridad y se dejé en incubacion de 15 minutos a
37 °C. Finalmente se afiadieron 50 puL de solucion de parada y se leyd inmediatamente a 450

nm en un lector de placas ELISA BioTek (Figura 4).

Aviso importante

Antes de usar este Lector de
placas de ELISA (Biotech)

avise al encargado, una vez
autorizado su uso anétese en la

Figura 4. Lector de placas ELISA BioTek

e Péptido vasoconstrictor producido por células endoteliales vasculares
(Endotelina-1)

ET-1: Doble sandwich-ELISA. Sensibilidad: 1 pg/mL. Rango de deteccién: 500-7.8 pg/mL
(MyBiosource, 2017. Cédigo: MBS265321).
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a. Preparacion de los reactivos

Se realiz6 una dilucion de la solucion de lavado concentrada con agua bidestilada (1:25). Para
la muestra estandar de ET-1 se afiadié 1.0 mL de diluyente a la muestra estandar liofilizada de
ET-1y se mantuvo en reposo por 30 minutos. Una vez disuelta por completo, se homogenizo.
A continuacidn, se diluyé de acuerdo con las concentraciones para la curva estandar: 500, 250,
125, 62.5, 31.2, 15.6 y 7.8 pg/mL (Figura 5).

300 pL 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL 30pL  300pL

Estandar de -

referencia ‘ ‘

= ®
;(/\ ) !

I ! |

G4 { )

1000 500 250 125 62.5 31.2 15.6 7.8 0 pg/mL

Figura 5. Diagrama de curva estandar de ET-1.

Para el anticuerpo de ET-1 biotinilado de cobayo se utilizé el diluyente (1:100). Igualmente,
para el liquido del conjugado enzimatico se realiz6 una dilucion (1:100). Finalmente, para el
reactivo de color, se utilizo el reactivo Ay el reactivo B en la proporcion de 9:1. (MyBiosource,
2017).

b. Preparacion del ensayo

Se realiz6 la curva estandar para cada ensayo por duplicado (100 pL por pocillo) y se afiadieron
las muestras de plasma a los demas pocillos (100 pL por pocillo), se incubd a 37 °C durante 90
min. Se realizaron 2 lavados y posteriormente se agrego el anticuerpo ET-1 a cada pocillo (100
pL para cada uno) el cual se dej6 incubar a 37 °C durante 60 min. Se lavo la placa 3 veces y se
agrego el liquido del conjugado enzimético a cada pocillo, excepto a los pocillos del blanco
(100 pL cada uno) dejando a 37 °C durante 30 min.

Posteriormente se lavo 5 veces la placa y se agreg6 100 uL de reactivo de color a cada pocillo,
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se incub6 a 37 °C, 20 min. Finalmente, se afiadieron 100 pl de reactivo de color C a cada

pocillo mezclando bieny realizandose la lectura a 450 nmen un lector de placas ELISA BioTek.
e Oxido nitrico (Nitratos)

Nitratos: Test colorimétrico para determinar las concentraciones de nitrato reductasa.
Sensibilidad: 0.09-0.78 umol/L. Rango de deteccién: 13-97 pumol/L (R&D Systems, 2018).

a. Preparacion de los reactivos

Se realiz6 una dilucion 1:10 para el diluyente de reaccion, mezclando 30 mL del concentrado
con 270 mL de agua desionizada. Para la nitrato reductasa se reconstituyo afiadiendo 1.0 mL
de diluyente y se dej6 reposar 15 min a temperatura ambiente. De la misma manera, la enzima

se mezclé con diluyente de reaccion (1:10), manteniéndose en hielo hasta su uso.

El reactivo NADH se reconstituy6 con 5 mL de agua desionizada, y se dejo reposar 3 minutos
con agitacion suave. Para el estandar de nitrato se diluyo (1:10) para generar la curva estandar:
200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13 y 0 umol/L (Figura 6).

500l 500uL  500uL  500uL 500l 5004l
= Van Ve Wan W YWan
100 L Std. i |
D~
| |
> | el |
e 9989

2000 pmol/L 200 pmol/L 100 umol/L 50 umol/L 25 pmol/L 12,5 umol/L  6.25 pmol/L 3.13 pmol/L

Figura 6. Diagrama de curva estandar de nitratos.

b. Preparacion del ensayo

Se realizo la curva con 50 pL del estandar por duplicado, en los pozos restantes se afiadié 50
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uL de la muestra de suero. Se afiadieron 50 pL de diluyente de reaccion (1:10) a los pocillos
blanco. Luego se incorporaron 25 ul. de NADH y 25 pL de nitrato reductasa diluida a todos
los pocillos, se cubrid y se dejo en incubacién durante 30 minutos a 37 °C.

Posteriormente, se afiadieron 50 uL del reactivo de Griess [ 'y 50 uL del reactivo de Griess Il,
se mezclo suavemente y se incubd por 10 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se
realizé la lectura a 540 nm en un lector de placas ELISA BioTek.

5.2.6 Analisis de resultados

a. Plan de analisis de resultados.

Se sometieron los datos al analisis cuantitativo de muestras mediante un ajuste de curva logistica
de 4 parametros (4PL) en el software MyAssays (Figura 7).

D Measurements

Supply your measurement data: &

®raw OFile

8.192 8.199 8,347 8,345 9.325 0,321 .88 0.797 1.589 1.593 0.241 6.M6
6.293 9.389 9,536 ©.534 9.360 0,793 0.462 0.281 6.539 €.837 0.562 6.564
8.537 8.534 8,549 8,547 9.878 0.875 @.471 0.471 6.759 @.756 1.839 1.843
5.858 9.555 9,229 9,325 8.531 8,530 1.552 1.551 £.429 @.427 0.424 8.4
1.523 1.527 8.436 9.499 1.289 1.283 1.438 1.438 1.45 1591 1.427 1.428
1.622 1.621 8.621 .626 @.667 8.663 1.358 1.347 0.631 @.634 1.695 1.634
0.021 @.001 8.356 .35 2.413 8.412 1.172 1.174 1.572 1.57¢ 0.595 0.5%8
0.297 2.297 8.79% ©.8e1 1.517 1.515 9.960 ©.365 0.534 @.527 0.585 0.584
4

Paste PIF\ag Positions 2 384-Well Plate [ multiple Plates &

D Microplate

D Standard Concentrations

D Dilution Factors

D Sample IDs
D Run Notes

Figura 7. Software MyAssays utilizado para analisis de 4PL.

La normalidad de los datos se evalu6 por la prueba de Shapiro- Wilk. Las variables presentaron
una distribucion normal y se realizaron pruebas de ANOVA de una via, seguida de la prueba
post hoc de Tukey-Kramer para identificar las diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos, se considerd p<0.05 como nivel de significancia. Se utilizé el software GraphPad
Prism 8 para el anlisis de datos Yy la realizacién de graficas con barras representando el error

estandar para la presentacion de los datos.
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5.3 Resultados y discusion
5.3.1 Histologia

Los vasos sanguineos de los cobayos del grupo control presentaron endotelio, capa muscular
y adventicia normales. Los grupos de cigarro convencional y E-cig 1H, no presentaron cambios
estructurales evidentes respecto al control. El grupo de E-cig 2H mostro hipertrofia muscular
+ observada mediante H y E en comparacion con el grupo control. De la misma manera se
observé un aumento de la cantidad de colageno en los grupos de E-cig 1H y E-cig 2H en

comparacion con el grupo control (Tabla 1).

Tabla 1. Vasos sanguineos pulmonares

TINCION CONTROL CIGARRO E-CIG 1H E-CIG 2H
CONVENCIONAL

Hematoxilina
y eosina

(HyE)

Tricromico
de Masson
(TM)

La remodelacion vascular se define como un proceso de adaptacion y mantenimiento de la
pared vascular ejecutado por las células musculares lisas y otros componentes celulares en
respuesta a diversos estimulos y tensiones, estas adaptaciones se manifiestan mediante cambios
estructurales y funcionales, los cuales alteran el diametro del vaso de forma eutréfica o
hipertréfica, provocando un engrosamiento anormal y pérdida de elasticidad de la pared
(Santhanam, 2024).

Dichas alteraciones son el resultado de mualtiples vias de sefializacion intracelular que afectan

la proliferacion, migracién y apoptosis de las células vasculares, asimismo, este proceso se ve
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impulsado por desequilibrios en la sintesis y degradacion de la matriz extracelular (MEC),

junto con respuestas inflamatorias y estrés oxidativo (Lyu et al., 2020).

Es asi como la lesion del endotelio predispone a la acumulacién de lipidos, células
inflamatorias y elementos fibrosos en las paredes arteriales, ademas de activacién temprana de
mecanismos adaptativos y/o patoldgicos de la pared vascular, el aumento de la cantidad de

colageno puede presentar una relacién con un proceso de cicatrizacion del tejido vascular.

Los cambios hemodindmicos o las lesiones vasculares por remodelacion vascular provocan
cambios en la arquitectura vascular y se asocian conla enfermedad coronariay la
aterosclerosis (Maurer et al., 2010). Ademas, estudios previos han demostrado que la nicotina
promueve la remodelacion tisular, la actividad protrombdtica y la inflamacion sistemica, lo

cual contribuye a los cambios aterogénicos en la pared vascular (Cheraghi et al., 2024).

A su vez una fragmentacion de la elastina provoca un mayor numero de fibras de colageno y
células musculares lisas, las cuales causan el endurecimiento de las paredes de los vasos
sanguineos al inducir la calcificacion (Tomosugi et al., 2017). Estos cambios estan asociados
a la exposicion a toxinas como nicotina, saborizantes, glicerina y propilenglicol presentes en
los E-cigs, los cuales pueden ser capaces de inducir dafio tisular y activacion de procesos de

cicatrizacion vascular.

5.3.2 Proteina Quimioatrayente de Monocitos 1 (MCP-1)

MCP-1 mostrd en el grupo de E-cig 2H una disminucién estadisticamente significativa
respecto al grupo de cigarro convencional. Los grupos de E-cig 1H y E-cig 2H mostraron una
tendencia a la baja respecto al grupo control. Mientras que el grupo de cigarro mostré una

tendencia a la alta respecto al control (Figura 8).
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Figura 8 . Niveles de la Proteina Quimioatrayente de Monocitos (MCP-1) en muestras de plasma de cobayos expuestos a
cigarro convencional (CIG) y cigarro electrénico (E-CIG) 1 hora (1H) y 2 horas (2H) durante 10 semanas (* p < 0.05).

MCP-1, también es conocida como CCL2 (ligando de quimiocinas 2), es la primera
quimiocina descubierta en humanos. MCP-1 es sintetizada y secretada por células de musculo
liso vascular, endotelio, monocitos y macréfagos; una vez secretada se une a su receptor,
CCR2, el cual es un receptor acoplado a proteinas G (GPCRs) y se encarga del reclutamiento
de leucocitos y especialmente monocitos, a los focos donde esta teniendo lugar una respuesta

inflamatoria, secundaria a una lesion endotelial y/o estrés oxidante (Singh et al., 2021).

Estudios previos en biopsias de tejido pulmonar, lavado broncoalveolar (LBA) y plasma han
demostrado que los genes de quimiocinas se activan en la Enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC) y en fumadores de cigarro convencional; se ha observado una sobreexpresion
génica de MCP-1 en macrdfagos, linfocitos T, células endoteliales y epiteliales, tanto en
sujetos control como en fumadores. No obstante, los niveles de expresion de MCP-1 son
significativamente superiores en pacientes fumadores con EPOC, por lo que se correlacion6
con el nimero de macréfagos intraepiteliales, lo que indica que MCP-1 puede estar

involucrado en el reclutamiento de macréfagos en el epitelio de las vias respiratorias en la
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EPOC (Comandini et al., 2009).

Igualmente se ha demostrado que la expresion de ARNm de MCP-1 en células epiteliales
bronquiales de pacientes con EPOC es mayor en comparacién con los nunca fumadores, lo que
sugiere un papel del epitelio como fuente de quimiocinas proinflamatorias en la EPOC (Fuke
et al., 2004).

Por lo tanto, la expresién de MCP-1 indica que la exposicién al cigarro convencional induce
un aumento en los niveles de esta quimiocina, ejerciendo un mayor impacto proinflamatorio,
lo que sugiere una mayor activacion de procesos inflamatorios asociados al reclutamiento de

monocitos y a la respuesta frente al dafio tisular y al estrés oxidativo.

Nuestros datos muestran una tendencia similar a lo reportado en la literatura, donde el uso
cronico del cigarro convencional se asocia a EPOC. Aunque los cigarrillos electronicos (E-
cig) aun no pudieran estar directamente relacionados con EPOC, estudios como el de
Mohammadi et al. (2022) han reportado que su consumo aumenta la permeabilidad
microvascular, ademas de un aumento significativo en los niveles circulantes de la proteina

ICAM-1, generando inflamacion y aumento de la permeabilidad endotelial.

5.3.3 Péptido vasoconstrictor producido por células endoteliales

vasculares (Endotelina-1)

ET-1 no presentd diferencias estadisticamente significativas entre los grupos. Sin embargo, se

observé una tendencia a la baja del grupo E-cig 2 horas con respecto al control (Figura 9).

22

——
| —



ET-1

25
20
— 15— T
£
(@)}
© 10—
5_
0- T T
FOIPS SIS N
© < <«

Figura 9. Niveles de Péptido vasoconstrictor producido por células endoteliales vasculares (ET-1) en muestras de plasma
de cobayos expuestos a cigarro convencional (CIG) y cigarro electrénico (E-CIG) 1 hora (1H) y 2 horas (2H) durante 10
semanas.

La ET-1 también es conocida como preproendotelina-1 (PPET1), es el vasoconstrictor mas
potente producido por el cuerpo humano; siendo un producto peptidico de 21 aminoacidos del
gen EDNL1 producido por las células endoteliales vasculares, igualmente se han caracterizado
dos tipos de receptores de alta afinidad, receptores de endotelinas tipo A (ET A) y tipo B (ET
B) que pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteina G, a través de las cuales

median sus efectos las endotelinas (Baltazares et al., 2005).

La ET-1 causa una respuesta vasoconstrictora potente y duradera a través de acciones
paracrinas, predominantemente en los receptores ET A de las células musculares lisas
vasculares, mientras que la union autocrina de la ET-1 a los receptores ET B de las células

endoteliales produce vasodilatacion a través de la liberacion de 6xido nitrico (Flores, 2013).

Considerando que la ET-1 se asocia a la activacién endotelial y a estimulos como la nicotina,
esta tendencia a la baja observada tras una mayor duracion de la exposicion a E-cigs podria
estar relacionada con la activacion de mecanismos adaptativos del endotelio frente a la

estimulacion continua por nicotina.
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La activacion de las células endoteliales puede conducir a la liberacion de sustancias
vasoconstrictoras, como ejemplo, la nicotina aumenta la liberacion de ET-1 de las células
endoteliales (Espinoza et al., 2022).

En estudios se ha observado que los fumadores tienen mayores concentraciones circulantes de
ET-1, ademas de revelar que justo después de fumar cigarrillos convencionales, la ET-1 indujo
una respuesta de vasoconstriccion mucho mayor que antes de fumar; igualmente el fumar solo
un cigarrillo resulté en un aumento inmediato en los niveles plasmaticos de ET-1, que
disminuyeron después de 15 min, se destaca a su vez que la ET-1 reduce la biodisponibilidad
del NO e influye directamente en la funcion endotelial al reducir la expresion y la actividad de
la sintasa de o0xido nitrico endotelial (eNOS), y al activar la nicotinamida adenina dinucle6tido
fosfato (NADPH) oxidasa, una enzima productora de superoxido ubicada en células vasculares

y células inflamatorias como los macréfagos (Hahad et al., 2023).

5.3.4 Oxido nitrico (nitratos)

Los nitratos presentes en muestras de suero no tuvieron diferencias estadisticamente
significativas. Sin embargo, se observé una tendencia a la baja de todos los grupos respecto al

control siendo el de cigarro convencional el que presenté la tendencia méas baja (Figura 10).
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Figura 10. Niveles de nitratos presentes en muestras de suero de cobayos expuestos a cigarro convencional (CIG) y cigarro
electrénico (E-CIG) 1 hora (1H) y 2 horas (2H) durante 10 semanas.

El nitrato es un compuesto que contiene un ion nitrato (NO3"), el cual se forma cuando el &cido
nitrico (HNOs) reacciona con una base; igualmente ejercen un efecto farmacologico al ser
activados por la aldehido deshidrogenasa mitocondrial o citosolica (ALDH2) en éxido nitrico
(NO), el cual es un factor relajante derivado del endotelio y es generalmente producido para
dilatar los vasos sanguineos; sin embargo, la disfuncién endotelial en enfermedades como la

aterosclerosis puede reducir los niveles de NO (Lee y Gerriets, 2023).

Dado que los nitratos constituyen un reservorio indirecto de NO, el cual es mediador clave de
la vasodilatacion y de la funcion endotelial, esta tendencia a la baja podria sugerir una
alteracion inicial en la biodisponibilidad de NO asociada a la exposicidn al cigarro convencional

y en menor medida, a los cigarrillos electrdnicos.

En estudios previos se ha demostrado que el humo del cigarrillo contiene superéxido y una
gran cantidad de otras especies reactivas de oxigeno (ROS) y se ha planteado que los efectos
adversos del tabaquismo resultan de una acumulacion de dafio oxidativo provocado por ROS
en las células endoteliales, siendo estas células las que sintetizan constitutivamente NO a partir

de L-arginina mediante la enzima enddgena, NO sintasa, esto para regular el tono vascular, el
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flujo sanguineo local y la perfusion tisular; igualmente se han reportado bajas concentraciones
plasmaticas de NO, lo que es un signo de disfuncion endotelial, ademés de bajas
concentraciones plasméticas de acido ascdrbico en fumadores habituales, estas condiciones
provocan la aceleracion de la insuficiencia de la arteria coronaria y la vasoconstriccion en los
tejidos (Tsuchiya et al., 2002).

5.4 Conclusiones

La exposicién a E-cigs implica la inhalacion de diversas toxinas que pueden inducir la
generacion de estrés oxidativo y promover procesos inflamatorios en el endotelio vascular.
Estos fendmenos no solo alteran la funcion de las células endoteliales, sino que también afectan
a las células musculares lisas vasculares, desencadenando alteraciones en la matriz
extracelular. Este proceso lleva al endurecimiento progresivo de la pared vascular y a la pérdida

de elasticidad, contribuyendo al desarrollo de patologias cardiovasculares a largo plazo.

Aunque E-cig parecen inducir una menor activacion en el reclutamiento de células
inflamatorias, no son exentos de efectos adversos sobre el endotelio, ya que, existen otras vias
de lesion endotelial que no fueron evaluadas, como el factor de crecimiento transformante beta
1, metaloproteinasas de matriz y los tipos de coldgeno observados en histologia, los cuales son
componentes profibrdticos que permitirian proporcionar mas informacion sobre los efectos

que tiene el uso de los E-cigs.

Igualmente, las variaciones observadas en ET-1 y nitratos sugieren una alteracion en el
equilibrio entre factores vasoconstrictores y vasodilatadores, donde el E-cig se puede asociar
a una mayor disfuncion endotelial mediada la disminucion de 6xido nitrico evaluada mediante

nitratos.

La evidencia presentada indica que la exposiciéon al cigarro convencional promueve la
activacion de vias proinflamatorias, principalmente a través del aumento de MCP-1,

favoreciendo el reclutamiento de macréfagos provocando estrés oxidativo, todos estos
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mecanismos han sido implicados tanto en la aterosclerosis como en patologias asociadas como
la EPOC.

Se necesita profundizar en investigaciones sobre los efectos de los E-cigs en enfermedades
cardiovasculares, ya que su uso ha mostrado alteraciones y la investigacion cientifica aln es
limitada, por lo cual se requiere informar a la sociedad para una comprension critica de sus
riesgos. Asimismo, es fundamental que se formulen politicas de prevencién en torno a su
consumo, ya que, aunque su comercializacion y distribucién se encuentran prohibidas siguen
utilizandose. Esta situacion, demuestra la necesidad de fortalecer estrategias de vigilancia de
los E-cigs, asi como educacion para la salud y toma de decisiones informadas para el bienestar

colectivo y reducir sus impactos en la salud publica.

6. Vinculo de las actividades realizadas con el plan de estudios

El tabaquismo convencional ejerce un impacto sobre la inflamacion vascular y disfuncion
endotelial; a su vez, los E-cig poseen la capacidad de inducir alteraciones fibroticas en vasos
sanguineos que son relevantes a largo plazo, por lo cual, la integracion de conocimientos de
biologia celular y molecular, fisiologia y bioquimica permiten analizar de manera mas
completa, como los compuestos presentes en el cigarro convencional y en los E-cig afectan la
funcion endotelial. Asimismo, el disefio y ejecucion de estudios experimentales que incluyen
andlisis moleculares y evaluacion de marcadores bioldgicos de lesion endotelial ayudan a

comprender el alcance real de este problema de salud.

Por lo tanto, este tema representa un desafio de salud publica que requiere de una participacion
de equipo profesional para generar conocimiento que contribuya a la toma de decisiones
informadas, politicas preventivas el uso de los E-cigs y educacion para la salud, reafirmando
de esta forma el compromiso ético y social como se plantea en el Mddulo Conocimiento y
Sociedad logrando la relacién entre ciencia y sociedad abordando la construccién del

conocimiento cientifico para la toma de decisiones.
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Igualmente en la realizacion de mi servicio social participé en actividades de biologia
molecular y bioquimica que se vinculan con los Mddulos Procesos Celulares Fundamentales
y Energia y Consumo de Substancias Fundamentales, aprendiendo y comprendiendo
fundamentos, técnicas y normas para un correcto desempefio en un laboratorio de
investigacion cientifica. Igualmente, asisti y participé en seminarios que fortalecieron mis
habilidades de comunicacion ademas de fortalecer los conocimientos adquiridos durante mi
estadia en el INER y también los adquiridos durante los otros nueve modulos de la Licenciatura

en Biologia.
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