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Resumen

El crecimiento en el uso de cigarrillos electronicos ha generado una preocupacion
creciente por sus efectos adversos en la salud, especialmente en el sistema
pulmonar. Aunque se conoce la toxicidad general, los mecanismos citotoxicos
especificos, particularmente las vias de muerte celular requlada activadas en células
inmunes como los monocitos, permanecen inexplorados. Esta investigacion busca
identificar la via de muerte celular inducida por el vapeo.

Objetivo: Evaluar mediante el uso de inhibidores, las vias de muerte celular regulada
que se activan al exponer monocitos humanos (linea THP-1) al condensado de
vapeador.

Método: La presente investigacion corresponde a un estudio post test cualitativo in
vitro con disefo experimental.

La poblacion la conformaron las células THP-1 Humano las cuales fueron expuestas
a tratamientos de condensados de tabaco sin nicotina (TSN), tabaco con nicotina
(TCN), mentol sin nicotina (MSN), mentol con nicotina (MCN), control solvente (CS)

y control positivo (C+). La identificacion de las vias de muerte celular regulada se
realizara utilizando inhibidores especificos para cada via, Z-VAD-FMK para
Piroptosis, Ferrostatina para Ferroptosis, CA-074M2 para la Muerte Dependiente del
Lisosoma, Ciclosporina para la Autofagia y Necrostatina para la Necroptosis.

Para cada muestra se evalu6 viabilidad celular.

Resultados: Todos los tratamientos generaron una disminucion de la viabilidad
celular, sin embargo, no fue posible identificar la via de muerte celular responsable
del aumento de la citotoxicidad, lo que sugiere que otras vias sean objetivo de
estudios adicionales a futuro.

Conclusiones: Los resultados de este estudio confirman que todos los condensados
de vapeador evaluados reducen la Vviabiidad de Ilas células THP-1,
independientemente de la presencia de nicotina, siendo los sabores tabaco los mas
citotoxicos. Ninguno de los inhibidores aplicados logré revertir dicha pérdida de
viabilidad, lo que sugiere que las vias de muerte celular regulada evaluadas no
serian las predominantes en este modelo, indicando que otras vias de muerte
regulada pueden estar involucradas o la posible participacion de mecanismos
alternativos como parthanatos u oxeiptosis. Estos hallazgos refuerzan que los
aerosoles de vapeo no son inocuos y pueden alterar de manera importante la
funcién de células inmunes. A futuro, se recomienda profundizar en vias emergentes
de muerte celular, incorporar técnicas de andlisis mas especificas y emplear
modelos celulares mas complejos que permitan comprender mejor el impacto real
de los vapeadores sobre el sistema respiratorio y su potencial relacion con
patologias como EVALI.

Palabras clave: Vapeador, Esencias, Nicotina, Citotoxicidad, Monocitos THP-1



humano, muerte celular regulada.

Abstract

The growing use of electronic cigarettes has raised increasing concern about their
adverse health effects, particularly on the pulmonary system. Although general
toxicity is known, the specific cytotoxic mechanisms—especially the regulated cell
death pathways activated in immune cells such as monocytes—remain unexplored.
This research aims to identify the cell death pathway induced by vaping.

Objective: To evaluate, through the use of inhibitors, the regulated cell death
pathways activated when human monocytes (THP-1 cell line) are exposed to vape
condensate.

Method: This research corresponds to an in vitro qualitative post-test study with an
experimental design.

The population consisted of human THP-1 cells, which were exposed to condensate
treatments: tobacco without nicotine (TSN), tobacco with nicotine (TCN), menthol
without nicotine (MSN), menthol with nicotine (MCN), solvent control (SC), and
positive control (C+). The identification of regulated cell death pathways was carried
out using specific inhibitors for each pathway: Z-VAD-FMK for pyroptosis, ferrostatin
for ferroptosis, CA-074M2 for lysosome-dependent cell death, cyclosporine for
autophagy, and necrostatin for necroptosis.

Cell viability was assessed for each sample.

Results: All treatments caused a decrease in cell viability; none of the treatments
were able to prevent cytotoxicity to demonstrate a specific cell death pathway.

Conclusions: The results of this study confirm that all the vaping condensates
evaluated reduced the viability of THP-1 cells, regardless of the presence of nicotine,
with tobacco flavors being the most cytotoxic. None of the applied inhibitors reversed
this loss of viability, suggesting that the evaluated regulated cell death pathways
were not predominant in this model. This indicates that other regulated cell death
pathways, or alternative mechanisms such as parthanates or oxeiptosis, may be
involved. These findings reinforce the idea that vaping aerosols are not harmless
and can significantly alter the function of immune cells. Future research should delve
deeper into emerging cell death pathways, incorporate more specific analytical
techniques, and employ more complex cell models to better understand the true
impact of vaping on the respiratory system and its potential relationship to
pathologies such as EVALI.

Keywords: Vaping device, Essences, Nicotine, Cytotoxicityy, Human THP-1
monocytes, Regulated cell death.



Capitulo |

1.Introduccion

El tabaquismo se presenta en la actualidad como una de las amenazas mas
significativas para la salud publica a nivel mundial ya que, la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS, 2022) ha catalogado el tabaquismo como una enfermedad
cronica no transmisible y adictiva. A nivel nacional, también es una problematica de
salud publica el tabaquismo dado que Chile posee una de las mas altas
prevalencias de consumo de tabaco en la Region de las Américas, tanto en
adolescentes como en personas adultas (OPS, 2016).

La adiccion a la nicotina y las estrategias de marketing de la industria tabacalera
perpetuan este problema, mientras que el tabaquismo pasivo afecta también a
quienes no fuman y segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2024) la
exposicién al humo de tabaco ajeno también se ha relacionado con consecuencias
adversas para la salud, ya que causa 1,2 millones de muertes al afo. En suma,
agrega que cada afno mueren 65.000 nifios debido a enfermedades que se provocan
debido a la exposicion de humo de combustion transformando a estos nifios en
fumadores pasivos. Ademas, fumar durante el embarazo puede provocar diversas
enfermedades a largo plazo en los bebés, en este contexto, es fundamental abordar
el tabaquismo no sélo como un desafio de salud individual, sino como una cuestion
de salud publica que requiere intervenciones efectivas y politicas integrales para su
control y prevencién (Burke et al., 2012).

Muchos fumadores recurren a los cigarrillos electrénicos o vapeadores como una
alternativa para dejar el cigarrillo o consumir en menor cantidad, creyendo que son
una opcidon mas segura y menos dafiina. Sin embargo, los cigarrillos electrénicos
también estan implicados en la disfuncidon endotelial, estrés oxidativo en la
vasculatura y los pulmones pudiendo ser igual o incluso mas perjudicial que el
tabaco (Kuntic et al.,, 2019). Ademas, debido a la publicidad y facil acceso, los
cigarrillos electrénicos han tenido un crecimiento notable y han originado una nueva
generacion de usuarios de cigarrillos electronicos, siendo nifios, adolescentes y
jévenes la gran mayoria de estos nuevos usuarios, que previamente no fumaban y
ahora son usuarios habituales de estos productos (Borrajo et al., 2023).

Cuando se exponen los monocitos residentes del pulmén al vapor de cigarrillos
electronicos, ocurre un aumento de la toxicidad, una reduccion del metabolismo,
migracion, fagocitosis y reclutamiento de los macrofagos provocando que, el
sistema respiratorio tenga una menor respuesta protectora frente a antigenos y
seamos mas propensos a adquirir una infeccion o enfermedad respiratoria (Hamon
et al., 2024).



En un estudio previo realizado por un grupo de tesistas de la Escuela de
Kinesiologia, dirigidos por la Kinesiéloga Maria Ignacia Grossi y el Dr. Carlos Jara,
se evaluod el efecto de los residuos de las esencias de vapeador de mentol con
nicotina, mentol sin nicotina; tabaco con nicotina y tabaco sin nicotina sobre
parametros de citotoxicidad, oxidacién (ROS), potencial de membrana mitocondrial
(WAmt), factores de transcripcion antioxidantes (Nrf2 y FOXO3a) y caspasas activas
en la linea celular de monocitos THP-1 humanos. Los resultados de esta
investigacion arrojaron hallazgos como la disminucion de la viabilidad celular,
concentracion dependiente de los condensados del vapeo; un aumento en la
produccion de ROS en los monocitos una vez expuestos a los condensados; un
aumento de la permeabilizacion de la membrana mitocondrial; un aumento en la
expresion de Nrf2 y FOXO3a; y activacion de muerte celular regulada asociada a la
via mediada por caspasas solo en las células que fueron expuestas al condensado
de la esencia tabaco con nicotina. El resto de los condensados, tabaco sin nicotina,
mentol sin nicotina y mentol con nicotina, generan la muerte celular de forma
independiente de la activacion de caspasas, por lo que urge reconocer las vias
especificas activadas por estos condensados. La finalidad de indagar sobre las vias
especificas de muerte celular regulada activadas por estos tres condensados, es de
instaurar terapias especificas contra estos mecanismos de muerte para que asi el
tratamiento sea mas eficaz y particular.

Entonces con los antecedentes dados surge la siguiente pregunta ;Qué vias de
muerte celular reguladas especificas estan siendo activadas en el monocito humano
THP-1, al exponerlos a los condensados de esencia tabaco sin nicotina, mentol con
y sin nicotina?



Capitulo Il
2. Marco teérico

2.1. Tabaquismo

Se considera al tabaquismo como una enfermedad cronica, acompafiado de una
inherente dependencia, y en el 80% de los casos inicia el consumo antes de los 18
afnos, constituyendo uno de los principales problemas de salud publica a nivel
mundial por su alta prevalencia, morbilidad y mortalidad (Alvarez et al., 2023). La
nicotina es el componente esencial del tabaco que genera adiccion, siendo una
sustancia psicoactiva que interviene en la cognicién, humor y comportamiento de los
fumadores. La nicotina tiene un rol como reforzador del uso del tabaco, provocando
la conducta de busqueda y uso de una sustancia (Pozuelos et al, 2000). Segun
estadisticas de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en el 2023, mas de 8
millones de personas mueren al afo a causa del tabaco alrededor del mundo,
incluyendo un estimado de 1.3 millones de personas que no son fumadoras activas,
pero estan constantemente expuestas a humo de combustion de tabaco, es decir,
fumadores pasivos.

El consumo de tabaco es responsable de un deterioro de la calidad de vida,
disminucién de la funcién fisica y envejecimiento precoz, pero lo mas preocupante
no es la minoracidon de los afos de vida, sino que los afos de supervivencia son
vividos en peores condiciones de salud (Graud et al., 2007). Paralelamente, los
fumadores pasivos también poseen un alto riesgo de padecer efectos adversos
significativos en varios sistemas del cuerpo con tan solo un breve periodo de
exposicion al humo de combustion, de modo que, el cese a la actividad tabaquica no
solo beneficia a fumadores activos, sino que también protege la salud de las
personas de sus entornos (Flouris et al, 2009).

En cuanto a Chile, las estadisticas extraidas del ultimo informe sobre el control del
tabaco en América de la Organizaciéon Panamericana de Salud (OPS, 2022), el pais
sigue con la tasa de prevalencia mas alta de consumo de tabaco registrada en
adultos de la region en el afo 2020 (29,2%), reflejando la mantencioén de dicho
puesto por mas de una década y la gran urgencia de tomar medidas adecuadas
para enfrentar el tabaquismo en nuestro pais.

El tabaquismo tiene una estrecha relacion con las Enfermedades crdnicas no
transmisibles (ECNT) dado que se establece como uno de los factores de riesgos
mas relevantes en este tiempo, contemplando sus efectos a partir de componentes
fisicos, psicologicos y sociales (Corvalan, 2017). ElI consumo de cigarrillo aumenta
potencialmente las probabilidades de desarrollar enfermedades cardiovasculares,
enfermedades respiratorias cronicas (EPOC principalmente), cancer y diabetes,



principales ECNT vy origen de casi dos tercias partes de las defunciones a nivel
global (Reynales, 2012).

El aumento del consumo de cigarrillos ha suscitado preocupaciones sobre el
desarrollo y el empeoramiento de enfermedades, en particular las relacionadas con
las vias respiratorias. EI humo del cigarrillo provoca importantes alteraciones
estructurales en el epitelio respiratorio, provocando una reduccién de la viabilidad
celular, induccién de la apoptosis en las células ciliadas respiratorias, engrosamiento
de la submucosa, pérdida de la elasticidad e inflamacién con infiltracién de células
inflamatorias tales como neutréfilos y mononucleares (Tamashiro et al., 2009).

Como se menciond anteriormente, el tabaco es capaz de alterar la morfologia del
pulmén y su correcto funcionamiento, producido por el alto estrés oxidativo impuesto
por las ROS que se producen por accion directa del humo del cigarro (Gutiérrez,
2003). Dado esto, cada vez la concientizacién y educacién con respecto a la gran
cantidad de riesgos que posee el tabaco tradicional ha elevado el impacto en la
busqueda de alternativas menos “dafinas” por parte de los fumadores, teniendo en
consideracion una opcién controversial que posee una popularidad en aumento, el
uso de cigarrillos electrénicos.

2.2. Cigarros electronicos

El cigarrillo electronico es un dispositivo alimentado por una bateria recargable que
contiene un mecanismo que funciona calentando un cartucho que libera dosis de
vapor de diferentes esencias que pueden o no contener nicotina. El mecanismo se
activa mediante la inhalacion sin mediar combustidn, por o que no produce humo
(Cérdoba, 2014). Los cartuchos y soluciones de estos cigarrillos contienen
nitrosaminas, dietilenglicol, otros contaminantes que producen un aumento de ROS
lo que es potencialmente dafino para el sistema respiratorio (Palazzolo, 2013).

El cigarro electronico se ha utilizado principalmente como una alternativa para dejar
el tabaco porque supuestamente es menos dafino pero, segun Marques et al.
(2021) el consumo de cigarros electronicos puede causar dafos perjudiciales para
la salud tanto en el sistema cardiovascular como en el sistema respiratorio ya que,
la exposicion al aerosol de cigarrillo electrénico aumenta la expresion de
marcadores inflamatorios como la activacidon de neutréfilos, leucocitos y plaquetas lo
que estaria directamente relacionado con un incremento del estrés oxidativo, dafio
endotelial microvascular, alteraciones en la funcion endotelial, cambios del tono en
la musculatura lisa de la garganta, por lo que el consumo de cigarrillos electronicos
esta vinculado a toxicidad, estrés oxidativo e inflamacion.
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2.3. Lesion pulmonar asociada al uso de cigarrillos electrénicos o productos
de vapeo (EVALI)

EVALI es una enfermedad Pulmonar Asociada al Uso de Vapper o Cigarrillos
Electrénicos, (por sus siglas en inglés E-cigarette or Vaping product use-Associated
Lung Injury), que emergi6 como una entidad clinica reconocida en 2019 en los
Estados Unidos, cuando se reportaron demasiados nuevos casos de dafo pulmonar
grave, principalmente entre adultos jévenes y adolescentes. Los pacientes con
EVALI suelen presentar sintomas como tos, disnea, dolor toracico, nauseas,
vomitos, fiebre, pérdida de peso y fatiga generalizada, lo que en la mayoria de los
casos requieren de hospitalizacion y soporte ventilatorio (Layden et al., 2020).
Aunque inicialmente se pensaba que la nicotina era el principal agente etioldgico,
las investigaciones sefalaron al acetato de vitamina E, como un probable
responsable del dafio pulmonar, el cual, es usado para diluir liquidos que contienen
tetrahidrocannabinol (THC) (Blount et al., 2020). A nivel patoldgico, se han descrito
patrones de dano alveolar difuso, neumonia organizada y lesiones lipidicas en el
pulmén, sugiriendo una respuesta inflamatoria intensa a nivel pulmonar y sistémico
(Mukhopadhyay et al., 2020). A nivel histopatoldgico, los estudios revelan un patron
de dano alveolar agudo, con presencia de macréfagos cargados de lipidos, lo cual
respalda que el uso de vappers genera un efecto nocivo a nivel pulmonar,
provocado por la inhalacién de aceites, que estan contenidos en las diferentes
esencias para los vappers (Butt et al., 2019). El brote de EVALI puso en evidencia la
falta de regulacion en la composicion de los liquidos de vapeo, particularmente en
los productos obtenidos de fuentes informales o ilegales, lo cual subraya la
importancia de politicas de salud publica orientadas al control de estos dispositivos y
de conocer que vias son las involucradas en el dafio generadas por el consumo de
estas sustancias (CDC, 2020).

En un estudio sobre pacientes con EVALI, se evidencia un notorio incremento en
biomarcadores de estrés oxidativo, con niveles urinarios elevados tanto de
8-isoprostano (marcador de peroxidacion lipidica) como de 8-OHdG (indicador de
dafio oxidativo al ADN), en comparacién con personas que no usan vapeadores,
esto demuestra que el estrés oxidativo es un mecanismo central en la patogenia de
la EVALI, reflejando un desequilibrio entre especies reactivas de oxigeno y los
sistemas antioxidantes que contribuye a la inflamaciéon pulmonar y el dafo tisular
caracteristicos de la enfermedad (Podguski et al. , 2022).
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2.4. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es considerado un desbalance entre la cantidad de oxidantes y
antioxidantes, producto de un aumento de agentes oxidantes o una disminucion de
antioxidantes. Es sabido que el estrés oxidativo desempefa un papel importante en
la patogénesis de muchas enfermedades, presentando una mayor concentracién de
ROS, por ejemplo, a nivel pulmonar. De hecho, la presencia elevada de ROS induce
efectos nocivos que modifican el adecuado desempefio pulmonar, tales como la
inactivacion de antiproteasas, la lesién de tejido epitelial de la via aérea, el aumento
del secuestro de neutrofilos en la microvasculatura pulmonar y la expresion génica
de mediadores proinflamatorios, como el factor nuclear-kB (NFkB), que regula los
genes para mediadores proinflamatorios y la expresién génica antioxidante
protectora (MacNee, 2000).

Dicho lo anterior, se ha evidenciado los efectos negativos que se provoca a partir del
desequilibrio oxidativo generado por el uso de cigarrillos electrénicos. En
consecuencia, se desarrolla un ambiente dafino para los pulmones y las células que
residen en esa region. A nivel celular, se ha evaluado el comportamiento de los
monocitos THP-1 en respuesta al consumo de cigarrillos electronicos, demostrando
que el estrés oxidativo, efecto proinflamatorio y presencia de nicotina son causantes
de un ambiente citotéxico para el THP-1 y, en consecuencia, la muerte celular (Ma
et al., 2020).

2.5. Monocito THP-1 humano

Los monocitos y macréfagos pertenecen al compartimento inmune innato, en el que
sus principales funciones son (1) el reconocimiento de patégenos extrafios como
bacterias, hongos y virus a través de la interaccion de sus estructuras superficiales
con diferentes tipos de receptores de reconocimiento de patrones (PRR); (2) la
proliferacion para aumentar la cantidad de células que son capaces de eliminar
patdgenos; (3) la produccion de quimiocinas y citocinas proinflamatorias y; (4)
fagocitosis para engullir y digerir patégenos. Por consiguiente, se ha utilizado el
modelo THP-1 que pertenece a una linea celular monocitica de leucemia humana
para estudiar las funciones, los mecanismos, las vias de sefalizacion y el transporte
de nutrientes y farmacos de monocitos/macréfagos (Chanput et al., 2014).

La linea monocito THP-1 humano es un modelo que se puede diferenciar en
macrofagos derivados de monocitos y son ocupados principalmente en estudios que
involucran inflamacién y cancer, porque este modelo no produce respuestas
inmunitarias perjudiciales in vivo siendo asi, una alternativa viable para estudios en
macréfagos o que los involucren (Zahidah et al., 2022).
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2.6. Muerte celular regulada

Como todo ser vivo, las células también poseen un proceso que marca el final de su
vida catalogadas de dos maneras. La primera es la muerte celular accidental (ACD),
producto de un suceso biolégicamente sin control de origen fisico (p. ej., calor
extremo del ambiente extracelular), quimico (p. ej.,cambios drasticos y dafinos del
pH) o mecanico (p. €j., lesiones traumaticas). Por otro lado, la segunda alternativa
es la muerte celular regulada (RCD) que se caracteriza por un mecanismo que
contempla una cascada de reacciones quimicas como solucion adaptativa frente al
estrés celular con el fin de preservar una homeostasis del organismo y, por otra
parte, es capaz de aportar en el desarrollo y/o remodelacion de tejidos. Con lo
anteriormente mencionado, es fundamental tener en cuenta que es un proceso que
no solo demuestra la capacidad de nuestros sistemas en reconocer y eliminar las
células defectuosas, sino también la utilizacion de moléculas por parte de las células
dafiadas en alertar a nuestro organismo acerca de futuros riesgos potenciales
(Galluzzi et al. 2018).

Segun lo publicado por el Comité de Nomenclatura de Muerte Celular (2018),
existen 12 tipos de RCD, entre las cuales se encuentran la apoptosis intrinseca, la
apoptosis extrinseca, la necrosis dependiente del poro de transicion mitocondrial
(necrosis MPT), la necroptosis, la ferroptosis, la piroptosis, parthanatos, la muerte
celular entdtica, la muerte celular NETotica, la muerte dependiente del lisosoma, la
muerte dependiente de autofagia y la muerte celularinmunogénica. Cada uno de
estos tipos de RCD esta mediada por un conjunto de biomoléculas especificas que,
de manera sinérgica, activan las vias que finalizan en una muerte limpia y sin
afectar a las células sanas colindantes (Galluzzi et al. 2018).

Producto de la investigacion previa, sabemos que los condensados de vapper
esencia tabaco sin nicotina, mentol con nicotina y sin nicotina son citotdxicos,
generan pérdida del potencial de membrana mitocondrial, ROS, activacién de
factores de transcripcion vinculados a defensas antioxidantes, pero sin activar
caspasas. Por ende, a continuacion, explicaremos algunas de las vias que en su
cascada de senalizacion poseen estas caracteristicas y que corresponden a las
posibles RCD activadas por los condensados mencionados.

2.7. Piroptosis

La piroptosis se compone de "piro" y "ptosis". "Piro" significa fuego, lo que indica las
propiedades de inflamacion de la piroptosis, pero "ptosis" significa caida, lo que es
consistente con otras formas de muerte celular reguladas. Existen algunas
similitudes entre la piroptosis y la apoptosis, como el dafio al ADN y la condensacion
de la cromatina, pero en general, se cree que la apoptosis es una forma segura de
muerte, pero la piroptosis puede causar inflamacion, activada por la estimulacién
extracelular o intracelular, como los medicamentos bacterianos, virales, toxicos y de
quimioterapia (Yu et al., 2021).
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La piroptosis es una forma de muerte celular regulada con un fuerte componente
inflamatorio, el aumento de ROS y la disfuncién mitocondrial, que juega un papel
crucial en la defensa contra infecciones, pero también puede estar implicada en una
serie de enfermedades inflamatorias si no se regula adecuadamente. Al involucrar
tanto la activacion de inflamasomas como la liberacién de citoquinas inflamatorias,
la piroptosis no solo elimina células infectadas, sino que amplifica la respuesta
inmune, mediadas por proteinas gasderminas (familia de proteinas formadoras de
poros), las cuales provocan la hinchazén celular, la ruptura de la membrana y la
liberacién del contenido celular. La gasdermina D (GsdmD) posee vias de activacion
canodnicas y no canonicas, la via canodnica puede ser activada tras una infeccion
microbiana respondiendo a los patrones moleculares asociados a patéogenos
(PAMP) y a los patrones moleculares asociados a dafios (DAMP), y la via no
candnica responde a los lipopolisacaridos intracelulares (LPS) de las bacterias
gramnegativas (Dai et al., 2023).

2.8. Ferroptosis

La ferroptosis es uno de los procesos de muerte celular regulada caracterizada por
una peroxidacion lipidica y elevadas concentraciones de hierro en el transcurso de
este mecanismo. Se ha establecido que para inducir este tipo de muerte es
necesario contar con la presencia de hierro y que, a su vez, se estén desarrollando
una cascada de reacciones que difieren, al menos, morfolégicamente otros tipos de
muerte como, por ejemplo, la ausencia de formacién de cuerpos apoptoticos y
desintegracion del citoesqueleto. Por consiguiente, algunos factores con la
capacidad de generar ferroptosis, pueden alterar de forma directa o indirecta la
actividad de la enzima glutatién peroxidasa 4 (GPX4), dando lugar a una accién
antioxidante disminuida y, en consecuencia, un aumento de ROS en el espacio
intracelular, provocando la muerte celular oxidativa. Por otro lado, se ha descrito la
actividad de la erastina, un compuesto inductor de ferroptosis con un alto efecto
selectivo letal en las células tumorales, independiente de la activacion de caspasas
(Li et al., 2020).

2.9. Muerte dependiente del lisosoma

La muerte celular dependiente de lisosomas (LDCD) es relevante para varios
escenarios en la fisiopatologia, siendo parte de procesos como la inflamacion,
remodelacion y reestructuracion de tejidos, envejecimiento, neurodegeneracion,
patologias relacionadas al sistema cardiovascular y respuestas a agentes
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infecciosos, como bacterias capaces de establecerse en el espacio intracelular. El
mecanismo de accién de la LDCD inicia con la permeabilizacion de la membrana
lisosomal (LMP), generando una liberacion al citoplasma de diferentes elementos
gue se encuentran dentro del lisosoma, como enzimas pertenecientes a la familia de
las catepsinas, conocidas por su accion proteolitica. Las catepsinas normalmente
aceleran la muerte celular producto de su capacidad catalizadora, interviniendo en la
activacion o inactivacion de varias enzimas con funciones proteoliticas, incluidos
BID y BAX, que forman parte de la familia BCL2 proapoptoticos, por ende, se
genera una cadena de reacciones, mediante un feedback positivo, con el objetivo de
promover la muerte, involucrando, algunas veces la participacion de caspasas
inflamatorias. En algunas ocasiones, es posible que se presente una disfuncién
lisosomal primaria, impactando en la actividad autofagica en respuesta a la
aparicion de mitocondrias con un dafio considerable (disfuncionales o con pérdida
del potencial de membrana), aumentando la produccion de ROS vy alterando el
proceso de degradacion. Por otro lado, se han documentado varios factores que
podrian inducir esta via de muerte celular como, por ejemplo, la presencia de ROS
que favorecen la actividad de canales sensibles a calcio y generan sin problemas
una LMP, aunque las observaciones sugieren que existe una relacién entre la
generacion de ROS en el ambiente celular y las respuestas adaptativas al estrés, a
modo que, la LMP y LDCD se verian estrechamente condicionadas por los factores
antes mencionados (Galluzzi et al., 2018).

2.10. Necroptosis

La necroptosis es una forma de muerte celular regulada que presenta
caracteristicas morfolégicas similares a la necrosis, pero que ocurre bajo un control
molecular preciso. Este proceso se inicia principalmente mediante la interaccion del
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) con su receptor TNFR1, lo que conduce a la
formacién del complejo I, que incluye proteinas como TRADD, TRAF2, RIPK1,
clAPs y LUBAC (Zhou & Yuan, 2014). Una vez activados los receptores con dominio
de muerte, la quinasa RIPK1 se activa y la caspasa-8 es inhibida, se forma el
complejo llIb, involucrando a RIPK1, FADD y caspasa-8 inhibida, favoreciendo la
necroptosis. Por otro lado, en ausencia de caspasa-8 activa, RIPK1 y RIPK3
interactuan para formar el necrosoma, promoviendo la fosforilacion de la proteina
pseudiquinasa MLKL (Sun et al., 2012). Una vez activada, MLKL se oligomeriza y se
transloca a la membrana plasmatica, donde induce la pérdida de integridad de la
membrana y la liberacion de DAMPs, desencadenando una respuesta inflamatoria
(Pasparakis & Vandenabeele, 2015). La necroptosis ha sido implicada en multiples
patologias como enfermedades neurodegenerativas, cancer e infecciones virales, y
representa una diana terapéutica prometedora para modular la inflamacién y la
respuesta inmune.
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2.11. Necrosis dependiente del poro de transicion mitocondrial (necrosis MPT)

La necrosis dependiente del MTP, es causada por el aumento de la permeabilidad
mitocondrial producto de la apertura del poro de transicion mitocondrial, el cual
corresponde a un canal no selectivo de alta conductancia ubicado en la membrana
interna mitocondrial, que permite el paso de solutos de hasta 1.5 kDa. Este proceso
provoca la pérdida del potencial de membrana, la hinchazén de la matriz
mitocondrial, la ruptura de la membrana externa y la liberacion de factores
proapoptoticos como el citocromo c. Este mecanismo es promovido por el aumento
de calcio intracelular, el estrés oxidativo, procesos de isquemia-reperfusion, lo que
lleva al aumento en la expresiéon de la proteina ciclofilina D (CyPD) que altera la
permeabilidad del poro, generando deplecion de ATP y finalmente a la necrosis
celular (Robichaux et al.,2023).

La apertura del poro de transicion mitocondrial forma parte de medidas fisiologicas
que contribuyen a una serie de procesos como, la regulacion de la bioenergética
mitocondrial, el metabolismo celular, normalizar niveles de Ca?', mantener la
homeostasis y produccion de ROS. Por otra parte, la CyPD es una proteina
mitocondrial clave en la regulacion del poro de transicion mitocondrial (MTP). Su
relevancia radica en que, al modular la apertura del MTP, CyPD controla las
especies reactivas de oxigeno (ROS) dentro de la mitocondria, por lo que la
apertura prolongada de este canal es considerada patoldgica y puede conducir a la
alteracion del metabolismo mitocondrial y una desregulacién osmotica del organelo,
provocando hinchazén mitocondrial y la ruptura de la membrana externa, la cual es
la causa principal de la liberaciéon de citocromo c¢ hacia el citosol, lo que inicia la
muerte celular (Bernardi et al., 2023). Por otro parte, la falta de oxigenacion se
traduce en una reduccion de la actividad de la cadena de transporte de electrones
(ETC) vy, por lo tanto, da lugar al bloqueo de la fosforilacion oxidativa (OXPHOS) y, a
la consiguiente reduccion del reciclaje de ATP, en este escenario, para satisfacer las
demandas de energia, las células regulan al alza la glucdlisis anaerdbica,
produciendo acido lactico e iones de hidrogeno, lo que da lugar a la acidosis
intracelular, al neutralizar el pH a través de la activacion del antiportador de Na+/H+
(NHE), la célula experimenta una acumulacién de sodio que se contrarresta con la
actividad inversa del intercambiador de Na+/Ca?(NCX), concomitantemente, la
reduccion del ATP disponible deprime la actividad de la ATPasa Na+/K+, la ATPasa
calcica de la membrana plasmatica (PMCA) y la Ca*-ATPasa del reticulo sarco-/
endoplasmico (SERCA), lo que en ultima instancia resulta en una sobrecarga de
Ca?* citosodlico, ademas, la pO, reducida provoca la acumulacién de electrones entre
diferentes complejos respiratorios, lo que conduce a la produccion de ROS,
favoreciendo su acumulacion e induccién de MPT (Bonora et al., 2020).

Conocer las vias involucradas en el dafo generado por los condensados de vapper,
permite idear estrategias para tratar los problemas causados por el uso de estos
dispositivos. Por lo anterior, la pregunta de investigacion de la presente tesis es
¢ Qué vias de muerte celular reguladas especificas estan siendo activadas en el
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monocito humano THP-1, al exponerlos a los condensados de esencia tabaco sin
nicotina, mentol con y sin nicotina?

Capitulo 1l

3.Metodologia

3.1. Objetivo general:

e Evaluar a través de inhibidores, las vias de muerte celular regulada (RCD)
que se activan al exponer monocito humano (linea THP-1) al condensado de
vapeador.

3.2. Objetivos especificos:

1. Determinar si la via de muerte celular regulada activada por
condensador de vapeador en la linea THP-1 corresponde a vias
dependientes de caspasas usando el inhibidor Z-VAD-FMK.
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. Identificar si la via de muerte celular regulada activada por

condensador de vapeador en la linea THP-1 corresponde a ferroptosis
usando el inhibidor Ferrostatina.

. Establecer si la via de muerte celular regulada activada por

condensador de vapeador en la linea THP-1 corresponde a muerte
que depende del lisosoma usando el inhibidor CA-074M2.

. Demostrar si la via de muerte celular regulada activada por

condensador de vapeador en la linea THP-1 corresponde a necrosis
dependiente del poro de transicion mitocondrial (necrosis MPT)
usando el inhibidor ciclosporina A.

. Definir si la via de muerte celular regulada activada por condensador

de vapeador en la linea THP-1 corresponde a necroptosis usando el
inhibidor necrostatina.

3.3. Poblacion

e Universo: Células monocitos humanos inmortalizados residentes del tracto
respiratorio.
e Poblacion: Células de Monocitos THP-1 Humanos.

3.4. Muestra

e Las muestras son células de Monocitos THP-1 Humanos expuestas a
tratamientos de condensados de tabaco sin nicotina (TSN), tabaco con
nicotina (TCN), mentol sin nicotina (MSN), mentol con nicotina (MCN),
control solvente (CS) y control positivo (C+).

3.5. Definicion de Variables

En esta tabla N°1 se listaran las variables de la investigacion y sus definiciones
correspondientes.

Tabla N°1 de variables

Variable Definiciéon Unidad de
medida
Independiente Tratamientos: cell/mL

- C+: Células con inductor de muerte
Triton (20%)

- Control Solvene: Células con
DMSO (2%)

- TSN: Células de Monocitos THP-1
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Humanos expuestas a condensado
de tabaco sin nicotina

TSN+ inhibidor
Z-VAD-FMK:Células de Monocitos
THP-1 Humanos expuestas a
condensado de tabaco sin nicotina
y el inhibidor de la via de muerte
dependiente de caspasas

TSN+ inhibidor Ferrostatina:
Células de Monocitos THP-1
Humanos expuestas a condensado
de tabaco sin nicotina con el
inhibidor de la via de muerte
ferroptosis

TSN+ inhibidor CA-074M2:
Células de Monocitos THP-1
Humanos expuestas a condensado
de tabaco sin nicotina con el
inhibidor de la via de muerte
dependiente del lisosoma

TSN+ inhibidor ciclosporina A:
Células de Monocitos THP-1
Humanos expuestas a condensado
de tabaco sin nicotina con el
inhibidor de la via de muerte
necrosis dependiente del poro de
transicion mitocondrial

TSN+ inhibidor
necrostatina:Células de
Monocitos THP-1 Humanos
expuestas a condensado de tabaco
sin nicotina con el inhibidor de la
via de muerte necroptosis.

TCN: Células de Monocitos THP-1
Humanos expuestas a
condensados de tabaco con
nicotina

TCN+ inhibidor
Z-VAD-FMK:Células de Monocitos
THP-1 Humanos expuestas a
condensado de tabaco con nicotina
y el inhibidor de la via de muerte

19



dependiente de caspasas

TCN+ inhibidor Ferrostatina:
Células de Monocitos THP-1
Humanos expuestas a condensado
de tabaco con nicotina con el
inhibidor de la via de muerte
ferroptosis.

TCN+ inhibidor CA-074M2:
Células de Monocitos THP-1
Humanos expuestas a condensado
de tabaco con nicotina con el
inhibidor de la via de muerte
dependiente del lisosoma

TCN+ inhibidor ciclosporina A:
Células de Monocitos THP-1
Humanos expuestas a condensado
de tabaco con nicotina con el
inhibidor de la via de muerte
necrosis dependiente del poro de
transicion mitocondrial

TCN+ inhibidor
necrostatina:Células de
Monocitos THP-1 Humanos
expuestas a condensado de tabaco
con nicotina con el inhibidor de la
via de muerte necroptosis.

MSN: Células de Monocitos THP-1
Humanos expuestas a
condensados de mentol sin nicotina

MSN+ inhibidor
Z-VAD-FMK:Células de Monocitos
THP-1 Humanos expuestas a
condensado de mentol sin nicotina
y el inhibidor de la via de muerte
dependiente de caspasas

MSN+ inhibidor Ferrostatina:
Células de Monocitos THP-1
Humanos expuestas a condensado
de mentol sin nicotina con el
inhibidor de la via de muerte
ferroptosis.
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MSN+ inhibidor CA-074M2:
Células de Monocitos THP-1
Humanos expuestas a condensado
de mentol sin nicotina con el
inhibidor de la via de muerte
dependiente del lisosoma

MSN+ inhibidor ciclosporina A:
Células de Monocitos THP-1
Humanos expuestas a condensado
de mentol sin nicotina con el
inhibidor de la via de muerte
necrosis dependiente del poro de
transicién mitocondrial

MSN+ inhibidor necrostatina:
Células de Monocitos THP-1
Humanos expuestas a condensado
de mentol sin nicotina con el
inhibidor de la via de muerte
necroptosis.

MCN:Células de Monocitos THP-1
Humanos expuestas a
condensados de mentol con
nicotina

MCN+ inhibidor
Z-VAD-FMK:Células de Monocitos
THP-1 Humanos expuestas a
condensado de mentol con nicotina
y el inhibidor de la via de muerte
dependiente de caspasas

MCN+ inhibidor Ferrostatina:
Células de Monocitos THP-1
Humanos expuestas a condensado
de mentol con nicotina con el
inhibidor de la via de muerte
ferroptosis.

MCN+ inhibidor CA-074M2:
Células de Monocitos THP-1
Humanos expuestas a condensado
de mentol con nicotina con el
inhibidor de la via de muerte
dependiente del lisosoma

MCN+ inhibidor ciclosporina A:
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Células de Monocitos THP-1
Humanos expuestas a condensado
de mentol con nicotina con el
inhibidor de la via de muerte
necrosis dependiente del poro de
transicién mitocondrial

e MCN+ inhibidor necrostatina:
Células de Monocitos THP-1
Humanos expuestas a condensado
de mentol con nicotina con el
inhibidor de la via de muerte
necroptosis.Condensado de mentol
con nicotina con el inhibidor
Z-VAD-FMK

Dependiente Citotoxicidad celular (%) Absorbancia %
de viabilidad

3.6.Tipo de estudio

e Esta investigacion corresponde a un estudio cuasiexperimental in vitro .

3.7.Técnicas e instrumentos

e La fase inicial del proceso es recolectar los condensados de esencias de
tabaco sin nicotina, mentol sin nicotina y mentol con nicotina mediante el
vaporizador “Smok vape pen V2”.

Luego se evalua la viabilidad celular mediante la prueba de MTT, una vez
conseguido los resultados de viabilidad, se determina el mecanismo de muerte
celular:

Utilizando el inhibidor Z-VAD-FMK para la muerte por pyroptosis.

Utilizando el inhibidor Ferrostatina para la muerte por ferroptosis.

Utilizando el inhibidor CA-074M2 para la muerte que depende del lisosoma.
Utilizando el inhibidor ciclosporina para la muerte por necrosis dependiente
del poro de transicion mitocondrial.

5. Utilizando el inhibidor necrostatina para la muerte por necroptosis.

hon -~
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Los procedimientos anteriores se llevaron a cabo con los instrumentos expuestos
en la Tabla N°2 donde se menciona la operacionalizacion de cada implemento. En
esta tabla se listaran los implementos utilizados en la investigacién, ademas de sus

caracteristicas técnicas.
Tabla N°2. Técnicas e instrumentos.

Implemento

Operacionalizacion (Caracteristicas
técnicas)

Vaporizador “Smok vape pen V2’
Esencias de vaporizador, sabor
mentol c/nicotina, sabor mentol
s/nicotina, tabaco s/nicotina,
tabaco c/nicotina.

Mecanismo por el cual se combustionan
las esencias para obtener los
condensados.

Ambd.

Asimila el pulmon a volumen corriente
(500mL).

Micropipetas.

Graduan las dosis de condensados y
activos en el tratamiento de las células.

Puntas graduadas para
micropipetas.

Permiten verter los activos en el medio
celular.

Tubos Eppendorf.

Implemento utilizado para preservar
condensados y activos.

Placas de 96 pocillos

Reservorio de las células antes, durante
y posterior al tratamiento.

Incubadora.

Lugar donde se preservan las células ya
que tiene las condiciones suficientes
como la temperatura a 37°C y una
presion de CO2 de 5%.

Campana de flujo laminar.

Lugar donde se puede dar tratamiento a
las células sin tener riesgo que estas se
contaminen con microorganismos.

Balanza Analitica.

Permite medir de manera exacta los
solutos.

Espatula.

Sirve para verter concentraciones
pequenas de solutos.
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Vortex. Mezcla la solucion mediante vibracion.

Sonicador. Mezcla la solucién con ondas de sonido.

Tubos falcon. Sirve para trasladar las muestras sin
riesgos de derrame.

Centrifuga para tubos falcén. Permite la precipitacion del pellet,
Lector de placas ELISA Mide viabilidad celular
Capitulo IV

4. Procedimientos

Recoleccion de condensado. La condensacion es el proceso por el cual se obtiene
la muestra liquida de cada esencia luego de vaporizarla con el dispositivo “Vape Pen
V2. Se utiliza un ambu, el cual tiene la funcién de imitar al sistema respiratorio,
dado que emula el volumen tidal o corriente de una persona (500 mL). El tiempo de
combustion es de 8 segundos, con el regulador de paso de aire del vaporizador a
maxima capacidad, lo que se considera una vapeada.

Luego de realizar la vapeada se deja condensar por 10 minutos a -20 °C, este
proceso se repite 3 veces, después se agrupan las microgotas las cuales al formar
una gota de 100 uL aproximadamente se recoge con una micropipeta P200, esto se
recolecta en un tubo Eppendorf hasta conseguir 1 mL.

Al cambiar cada esencia, se cambié a su vez el vidrio y la resistencia del

vaporizador; ademas los ambues se lavaron con agua destilada y jabon, esto con el
objetivo de que no se mezclaran los condensados. Segun el calculo realizado por
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los investigadores de esta tesis se estima que por cada 3 vapeadas se recolectan
100 uL de condensados de las esencias de vapeador.

5.Citotoxicidad celular (Denizot F. & Lang R.)

El protocolo para evaluar el porcentaje de citotoxicidad celular se realiza mediante la
técnica de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromuro), que requiere
uso de placas de cultivo celular que poseen 96 pocillos de 100uL de medio celular
DMEM, con una cifra minima de 5.000 y maxima de 10.000 células de monocitos
THP-1 por pocillo. Posteriormente estos elementos seran ubicados en una
incubadora con una temperatura de 37 °C y con una presion regulada de 5,6% de
COs,.

Esta técnica de MTT corresponde a un ensayo colorimétrico,que utiliza una sal de
tetrazolio de color amarillo, que es reducida por enzimas mitocondriales de células
vivas a un compuesto insoluble de color purpura llamado formazan, lo que permite
diferenciar células viables de las muertas, ya que, estas ultimas no producen dicho
cambio de color a purpura. Ademas, la intensidad del purpura generado es
proporcional a la actividad metabdlica y cantidad de células vivas presentes,
permitiendo medir citotoxicidad, proliferacion y activacién celular con alta precision
mediante un lector ELISA (Denizot & Lang, 1986).

El método es sensible, econdmico y aplicable tanto a células adherentes como en
suspension; sin embargo, puede verse afectado por compuestos que alteren el
metabolismo celular, por lo que se recomienda el uso de controles adecuados v,
cuando sea necesario, complementarlo con otros ensayos que identifiquen el tipo de
muerte celular (Kumar et al.,2018).

El procedimiento se detalla a continuacion en la Tabla N°3.

Tabla N°3. Procedimiento para calcular Viabilidad Celular.

Se detalla el procedimiento de viabilidad celular, considerando el numero de la
muestra, el nombre, el condensado, concentracién y cantidad de pocillos.

Numero Nombre Condensado Concentracion Cantidad
de pocillos
1 Control - 2 8
Solvente
2 Control Triton 20% 20 yL 8
positivo
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TSN

Condensado tabaco
sin nicotina (TSN)

10 pL

TSN

Condensado tabaco
sin nicotina (TSN)

10 pL

TSN

Condensado tabaco
sin nicotina (TSN)

10 pL

TSN

Condensado tabaco
sin nicotina (TSN)

10 pL

TSN

Condensado tabaco
sin nicotina (TSN)

10 pL

TSN

Condensado de
tabaco sin nicotina
con el inhibidor
Z-VAD-FMK

10 pL

TSN

Condensado de
tabaco sin nicotina
con el inhibidor
Z-VAD-FMK

10 uL

10

TSN

Condensado de
tabaco sin nicotina
con el inhibidor
Z-VAD-FMK

10 pL

11

TSN

Condensado de
tabaco sin nicotina
con el inhibidor
Z-VAD-FMK

10 pL

12

TSN

Condensado de
tabaco sin nicotina
con el inhibidor
Z-VAD-FMK

10 pL

13

TSN

Condensado de
tabaco sin nicotina
con el inhibidor
Ferrostatina

10 pL

14

TSN

Condensado de
tabaco sin nicotina
con el inhibidor
Ferrostatina

10 pL

15

TSN

Condensado de
tabaco sin nicotina
con el inhibidor
Ferrostatina

10 pL

16

TSN

Condensado de
tabaco sin nicotina
con el inhibidor
Ferrostatina

10 pL

17

TSN

Condensado de

10 pL
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tabaco sin nicotina
con el inhibidor
Ferrostatina

18

TSN

Condensado de
tabaco sin nicotina
con el inhibidor
CA-074M2

10 pL

19

TSN

Condensado de
tabaco sin nicotina
con el inhibidor
CA-074M2

10 pL

20

TSN

Condensado de
tabaco sin nicotina
con el inhibidor
CA-074M2

10 pL

21

TSN

Condensado de
tabaco sin nicotina
con el inhibidor
CA-074M2

10 pL

22

TSN

Condensado de
tabaco sin nicotina
con el inhibidor
CA-074M2

10 pL

23

TSN

Condensado de
tabaco sin nicotina
con el inhibidor
ciclosporina

10 pL

24

TSN

Condensado de
tabaco sin nicotina
con el inhibidor
ciclosporina

10 pL

25

TSN

Condensado de
tabaco sin nicotina
con el inhibidor
ciclosporina

10 pL

26

TSN

Condensado de
tabaco sin nicotina
con el inhibidor
ciclosporina

10 uL

27

TSN

Condensado de
tabaco sin nicotina
con el inhibidor
ciclosporina

10 pL

28

TSN

Condensado de
tabaco sin nicotina
con el inhibidor
necrostatina

10 pL

29

TSN

Condensado de
tabaco sin nicotina

10 pL
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con el inhibidor
necrostatina

30

TSN

Condensado de
tabaco sin nicotina
con el inhibidor
necrostatina

10 uL

31

TSN

Condensado de
tabaco sin nicotina
con el inhibidor
necrostatina

10 pL

32

TSN

Condensado de
tabaco sin nicotina
con el inhibidor
necrostatina

10 pL

33

TCN

Condensado de
tabaco con nicotina
(TCN)

10 pL

34

TCN

Condensado de
tabaco con nicotina
(TCN)

10 pL

35

TCN

Condensado de
tabaco con nicotina
(TCN)

10 uL

36

TCN

Condensado de
tabaco con nicotina
(TCN)

10 pL

37

TCN

Condensado de
tabaco con nicotina
(TCN)

10 pL

38

TCN

Condensado de
tabaco con nicotina
y el inhibidor
Z-VAD-FMK

10 pL

39

TCN

Condensado de
tabaco con nicotina
y el inhibidor
Z-VAD-FMK

10 pL

40

TCN

Condensado de
tabaco con nicotina
y el inhibidor
Z-VAD-FMK

10 yL

41

TCN

Condensado de
tabaco con nicotina
y el inhibidor
Z-VAD-FMK

10 pL

42

TCN

Condensado de
tabaco con nicotina
y el inhibidor
Z-VAD-FMK

10 pL

43

TCN

Condensado de

10 pL
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tabaco con nicotina
con el inhibidor
Ferrostatina

44

TCN

Condensado de
tabaco con nicotina
con el inhibidor
Ferrostatina

10 pL

45

TCN

Condensado de
tabaco con nicotina
con el inhibidor
Ferrostatina

10 pL

46

TCN

Condensado de
tabaco con nicotina
con el inhibidor
Ferrostatina

10 pL

47

TCN

Condensado de
tabaco con nicotina
con el inhibidor
Ferrostatina

10 pL

48

TCN

Condensado de
tabaco con nicotina
con el inhibidor
CA-074M2

10 pL

49

TCN

Condensado de
tabaco con nicotina
con el inhibidor
CA-074M2

10 pL

50

TCN

Condensado de
tabaco con nicotina
con el inhibidor
CA-074M2

10 pL

51

TCN

Condensado de
tabaco con nicotina
con el inhibidor
CA-074M2

10 pL

52

TCN

Condensado de
tabaco con nicotina
con el inhibidor
CA-074M2

10 pL

53

TCN

Condensado de
tabaco con nicotina
con el inhibidor
ciclosporina

10 uL

54

TCN

Condensado de
tabaco con nicotina
con el inhibidor
ciclosporina

10 yL

55

TCN

Condensado de
tabaco con nicotina
con el inhibidor

10 pL
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ciclosporina

56

TCN

Condensado de
tabaco con nicotina
con el inhibidor
ciclosporina

10 yL

57

TCN

Condensado de
tabaco con nicotina
con el inhibidor
ciclosporina

10 pL

58

TCN

Condensado de
tabaco con nicotina
con el inhibidor
necrostatina

10 pL

59

TCN

Condensado de
tabaco con nicotina
con el inhibidor
necrostatina

10 pL

60

TCN

Condensado de
tabaco con nicotina
con el inhibidor
necrostatina

10 pL

61

TCN

Condensado de
tabaco con nicotina
con el inhibidor
necrostatina

10 yL

62

TCN

Condensado de
tabaco con nicotina
con el inhibidor
necrostatina

10 yL

63

MSN

Condensado de
mentol sin nicotina
(MSN)

10 uL

64

MSN

Condensado de
mentol sin nicotina
(MSN)

10 pL

65

MSN

Condensado de
mentol sin nicotina
(MSN)

10 pL

66

MSN

Condensado de
mentol sin nicotina
(MSN)

10 pL

67

MSN

Condensado de
mentol sin nicotina
(MSN)

10 pL

68

MSN

Condensado de
mentol sin nicotina
con el inhibidor
Z-VAD-FMK

10 uL

69

MSN

Condensado de
mentol sin nicotina

10 pL
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con el inhibidor
Z-VAD-FMK

70

MSN

Condensado de
mentol sin nicotina
con el inhibidor
Z-VAD-FMK

10 pL

71

MSN

Condensado de
mentol sin nicotina
con el inhibidor
Z-VAD-FMK

10 pL

72

MSN

Condensado de
mentol sin nicotina
con el inhibidor
Z-VAD-FMK

10 pL

73

MSN

Condensado de
mentol sin nicotina
con el inhibidor
Ferrostatina

10 pL

74

MSN

Condensado de
mentol sin nicotina
con el inhibidor
Ferrostatina

10 pL

75

MSN

Condensado de
mentol sin nicotina
con el inhibidor
Ferrostatina

10 pL

76

MSN

Condensado de
mentol sin nicotina
con el inhibidor
Ferrostatina

10 pL

77

MSN

Condensado de
mentol sin nicotina
con el inhibidor
Ferrostatina

10 pL

78

MSN

Condensado de
mentol sin nicotina
con el inhibidor
CA-074M2

10 pL

79

MSN

Condensado de
mentol sin nicotina
con el inhibidor
CA-074M2

10 pL

80

MSN

Condensado de
mentol sin nicotina
con el inhibidor
CA-074M2

10 pL

81

MSN

Condensado de
mentol sin nicotina
con el inhibidor
CA-074M2

10 pL
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82

MSN

Condensado de
mentol sin nicotina
con el inhibidor
CA-074M2

10 pL

83

MSN

Condensado de
mentol sin nicotina
con el inhibidor
ciclosporina

10 pL

84

MSN

Condensado de
mentol sin nicotina
con el inhibidor
ciclosporina

10 pL

85

MSN

Condensado de
mentol sin nicotina
con el inhibidor
ciclosporina

10 pL

86

MSN

Condensado de
mentol sin nicotina
con el inhibidor
ciclosporina

10 pL

87

MSN

Condensado de
mentol sin nicotina
con el inhibidor
ciclosporina

10 uL

88

MSN

Condensado de
mentol sin nicotina
con el inhibidor
necrostatina

10 yL

89

MSN

Condensado de
mentol sin nicotina
con el inhibidor
necrostatina

10 uL

90

MSN

Condensado de
mentol sin nicotina
con el inhibidor
necrostatina

10 pL

91

MSN

Condensado de
mentol sin nicotina
con el inhibidor
necrostatina

10 pL

92

MSN

Condensado de
mentol sin nicotina
con el inhibidor
necrostatina

10 pL

93

MCN

Condensado de
mentol con nicotina
(MCN)

10 pL

94

MCN

Condensado de
mentol con nicotina
(MCN)

10 pL
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95

MCN

Condensado de
mentol con nicotina
(MCN)

10 pL

96

MCN

Condensado de
mentol con nicotina
(MCN)

10 yL

97

MCN

Condensado de
mentol con nicotina
(MCN)

10 pL

98

MCN

Condensado de
mentol con nicotina
con el inhibidor
Z-VAD-FMK

10 pL

99

MCN

Condensado de
mentol con nicotina
con el inhibidor
Z-VAD-FMK

10 pL

100

MCN

Condensado de
mentol con nicotina
con el inhibidor
Z-VAD-FMK

10 pL

101

MCN

Condensado de
mentol con nicotina
con el inhibidor
Z-VAD-FMK

10 pL

102

MCN

Condensado de
mentol con nicotina
con el inhibidor
Z-VAD-FMK

10 pL

103

MCN

Condensado de
mentol con nicotina
con el inhibidor
Ferrostatina

10 pL

104

MCN

Condensado de
mentol con nicotina
con el inhibidor
Ferrostatina

10 pL

105

MCN

Condensado de
mentol con nicotina
con el inhibidor
Ferrostatina

10 pL

106

MCN

Condensado de
mentol con nicotina
con el inhibidor
Ferrostatina

10 pL

107

MCN

Condensado de
mentol con nicotina
con el inhibidor
Ferrostatina

10 pL

108

MCN

Condensado de

10 L
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mentol con nicotina
con el inhibidor
CA-074M2

109

MCN

Condensado de
mentol con nicotina
con el inhibidor
CA-074M2

10 yL

110

MCN

Condensado de
mentol con nicotina
con el inhibidor
CA-074M2

10 pL

112

MCN

Condensado de
mentol con nicotina
con el inhibidor
CA-074M2

10 pL

113

MCN

Condensado de
mentol con nicotina
con el inhibidor
CA-074M2

10 pL

114

MCN

Condensado de
mentol con nicotina
con el inhibidor
ciclosporina

10 pL

115

MCN

Condensado de
mentol con nicotina
con el inhibidor
ciclosporina

10 pL

116

MCN

Condensado de
mentol con nicotina
con el inhibidor
ciclosporina

10 pL

117

MCN

Condensado de
mentol con nicotina
con el inhibidor
ciclosporina

10 pL

118

MCN

Condensado de
mentol con nicotina
con el inhibidor
ciclosporina

10 pL

119

MCN

Condensado de
mentol con nicotina
con el inhibidor
necrostatina

10 uL

120

MCN

Condensado de
mentol con nicotina
con el inhibidor
necrostatina

10 pL

121

MCN

Condensado de
mentol con nicotina
con el inhibidor

10 pL
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necrostatina
122 MCN Condensado de 10 L 4
mentol con nicotina
con el inhibidor
necrostatina

123 MCN Condensado de 10 L 4
mentol con nicotina
con el inhibidor
necrostatina

6.Analisis estadistico

Al realizar prueba de distribucion de los datos (chi-cuadrado), identificamos que
nuestros resultados son no paramétricos, por lo que realizamos la prueba Anova
Kruskal Walllis. Los datos fueron evaluados con un nivel de significancia de 0.05. Los
resultados seran entregados en graficos que incluyen el promedio + la desviacion
estandar.
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7. Resultados

Los resultados del presente estudio nos revelan que no tenemos certeza de la
posible via de muerte celular, ya que, ningun tratamiento logro mantener intacta su
viabilidad celular, por el contrario, todos los tratamientos presentaron una
disminucién de la viabilidad celular, lo esperado era que si el inhibidor evitaba la
muerte celular podriamos saber el mecanismo de muerte celular.
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Figura 1. Porcentaje promedio de viabilidad celular de la linea de monocitos THP-1
humanos expuestas a distintos tratamientos como se especifica a continuacion.
CS=Control solvente, C+= Control positivo, MSN= Mentol sin nicotina, MCN=Mentol
con nicotina, TSN= tabaco sin nicotina, TCN=Tabaco con nicotina, Z-VAD-FMK para
la muerte por pyroptosis, Ferrostatina para la muerte por ferroptosis, CA-074M2
para la muerte que depende del lisosoma, ciclosporina A para la muerte por
necrosis dependiente del poro de transicion mitocondrial, necrostatina para la
muerte por necroptosis.

Los datos se entregan en promedio % la desviacién estandar (n=9), el simbolo *
significa diferencias significativas con respecto al control solvente (CS), p <0,05.

En la figura 1 se muestra la viabilidad celular de las células de monocitos THP-1
las cuales fueron expuestas a los tratamientos de condensados de vaper de mentol
sin nicotina (MSN), mentol con nicotina (MCN), tabaco con nicotina (TCN) y tabaco
sin nicotina (TSN), junto con los inhibidores Z-VAD-FMK , Ferrostatina, CA-074M2,
ciclosporina y necrostatina. En esta figura podemos destacar que los tratamientos
de tabaco sin nicotina y tabaco con nicotina muestran un menor porcentaje de
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viabilidad en comparacion con el mentol con nicotina y el mentol sin nicotina, ningun
tratamiento presenta una viabilidad como el control solvente.

8. Discusion

Este estudio se plante6 a partir de antecedentes en los cuales se observo que
diferentes tipos de condensados (tabaco con nicotina, tabaco sin nicotina, mentol
con nicotina y sin nicotina) provocan citotoxicidad en el monocito THP-1, llevando a
una disminucion en la viabilidad celular, un aumento significativo de ROS y pérdida
del potencial de membrana. Cabe destacar que en dicha investigacion solo el
condensado de tabaco con nicotina induce muerte celular mediada por caspasas, lo
que sugiere la activacidon de vias apoptoticas clasicas. En contraste, en ese mismo
trabajo se reporté que los otros tipos de condensados evaluados no activaron las
vias dependientes de caspasas, lo que plantea la posibilidad de que dichos
tratamientos desencadenan mecanismos alternativos de muerte celular regulada
(Forjan y Villaseca, 2022 pp. 37-48).

La presente tesis, tuvo como fin evaluar a través de diferentes inhibidores, las vias
de muerte celular regulada (RCD) que se activan al exponer monocito humano
(linea THP-1) al condensado de vapeador. En particular, se buscé esclarecer qué
mecanismos de muerte celular se inducen ante la exposicién a condensados de
mentol con nicotina, mentol sin nicotina, tabaco sin nicotina y tabaco con nicotina.
Para ello, fueron seleccionadas 5 vias de muerte relacionadas al aumento de ROS y
pérdida de potencial de membrana, en la cual utilizamos inhibidores para identificar
la via de muerte celular como, el inhibidor Z-VAD-FMK para las vias dependientes
de caspasas, el inhibidor Ferrostatina para la via por ferroptosis, el inhibidor
CA-074M2 para la via de muerte que depende del lisosoma, el inhibidor ciclosporina
A para la via de muerte por necrosis dependiente del poro de transicion mitocondrial
(necrosis MPT) y el inhibidor necrostatina para la via de muerte necroptosis.

De acuerdo con lo planteado anteriormente, los inhibidores seleccionados bloquean
las vias de muerte celular que, segun lo esperado en este estudio, se inducen en los
monocitos tras la exposicion a los condensados. En primer lugar, Z-VAD-FMK actua
como un inhibidor pan-caspasa irreversible, bloqueando la actividad de caspasas
ejecutoras e iniciadoras y, con ello, las respuestas dependientes de caspasas, como
la apoptosis (Mills et al., 2021; Peter & Thornberry, 2005). En segundo lugar,
Ferrostatina-1 (Fer-1) actia como un atrapador de radicales lipidicos (RTA),
previniendo la peroxidacion lipidica y suprimiendo asi la ferroptosis (Dixon et al.,
2012; Skouta et al., 2014). En tercer lugar, CA-074 (y su derivado CA-074Me) inhibe
la catepsina B lisosomal, evitando la liberacion de proteasas al citosol tras la
permeabilizacién lisosomal y bloqueando la muerte celular asociada a este proceso
(Mihalik et al., 2004; Xie et al., 2023). Por otro lado, Ciclosporina A impide la
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apertura del poro de transicion mitocondrial mediante la inhibicion de la ciclofilina D,
preservando la funcién mitocondrial y previniendo la necrosis dependiente de MP (
Baines et al., 2005; Halestrap et al., 2004). Finalmente, Necrostatina-1 bloquea la
cinasa RIPK1, interfiriendo con la formacidn del complejo necrosémico
RIPK1-RIPK3-MLKL e inhibiendo la necroptosis regulada (Degterev et al., 2005;
Wu et al.,, 2021). En conjunto, el uso de estos inhibidores permiti6 abordar de
manera diferencial los mecanismos implicados en la respuesta citotdxica de las
células THP-1 frente a los condensados de vapeador y asi evaluar la viabilidad
celular con el fin de identificar las muertes relacionadas a cada tipo de condensado.

En el presente trabajo, se realiz6 una exposicion celular mediante la utilizacién de
condensado en forma de vapor generado por un vaper, con el objetivo de reproducir
de manera mas semejante las condiciones de la inhalacion a las que se expone un
usuario real al vapear, ya que, para transformar la esencia en vapor, pasa por un
sistema de calentado (Coérdoba, 2014). En contraste, el estudio de Effah et al.
(2023) utiliz6 una metodologia mas simplificada, en el que se aplico directamente la
esencia en el cultivo celular, siendo este procedimiento menos realista, ya que, no
estaria simulando la inhalacion y el proceso de calentamiento de la esencia
realizado por el vaper al tomar aire.

La metodologia de exposicion por vapor empleada en nuestro estudio ofrece una
aproximacion mas certera, al incorporar la complejidad de la fase gaseosa y la
deposicion real de particulas sobre las células de monocito THP-1 humano,
evaluando productos de la degradacion térmica que se genera durante el
calentamiento del dispositivo, los cuales han sido reportados como potencialmente
toxicos y potencialmente dafino para el sistema respiratorio como el aumento de
ROS (Palazzolo, 2013).

Los resultados obtenidos a partir del ensayo MTT evidenciaron que todos los
condensados por si solos redujeron significativamente la viabilidad celular en las
células THP-1, confirmando que inducen muerte celular en condiciones in vitro.
Interezantemente, se observaron diferencias notables entre los tipos de condensado
de tabaco, tanto con, como sin nicotina, mostrando los porcentajes mas bajos de
viabilidad celular (%), mientras que los condensados mentolados presentaron una
menor citotoxicidad celular (%). Este hallazgo sugiere que la composicion quimica
asociada al sabor tabaco podria contener componentes o subproductos mas
dafinos para las células monociticas que aquellos presentes en los liquidos sabor
mentol una vez condensados.

Por otra parte, la diferencia entre los condensados con y sin nicotina, tanto en la
variante de tabaco como en la de mentol, no fueron significativos, o que podria
indicar que la nicotina no constituye el principal factor determinante de la muerte
celular observada en este modelo. De manera similar, otros estudios han
demostrado que la exposicién a los condensados de cigarrillos electronicos puede
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alterar el metabolismo celular y desencadenar respuestas inflamatorias incluso en
ausencia de nicotina, ya que, los compuestos generados durante el calentamiento
de los liquidos de vapeo provocan disfuncion mitocondrial, aumento del estrés
oxidativo y liberacibn de mediadores proinflamatorios en células epiteliales
pulmonares y macréfagos humanos (THP-1) (Sinha et al.,2022). Estas alteraciones,
asociadas a un incremento de especies reactivas de oxigeno y a la activacién de
vias inflamatorias dependientes de NF-kB, sugieren que la toxicidad de los
vapeadores esta mas relacionada con sus componentes quimicos y el proceso
térmico de vaporizacién que con la nicotina en si (Yuan et al., 2022), ya que, los
principales componentes que se encuentran en las esencias de vapers son,
propilenglicol (PG) y glicerina vegetal (VG) (Peace et al., 2016), pero luego del
proceso térmico que involucra el vapeo se forman nuevos compuestos quimicos
toxicos como aldehidos, formaldehido, acetaldehido, acroleina, carbonilos,
compuestos organicos volatiles y metales pesados como niquel y cromo (Zhao et
al., 2023). Estos compuestos estan relacionados directamente con diferentes
muertes celulares, el niquel se a visto involucrado en muerte celular por ferroptosis y
piroptosis (Vana et al., 2024), los compuestos de aldehidos generan disfuncion
mitocondrial, apoptosis mitocondrial (Bax/Bcl-2, caspasas) y dafio al ADN (Wong et
al.,2023; Kuntic et al., 2023).

Diversos estudios recientes sobre la patogénesis de la EVALI han indicado que la
exposicion a aerosoles de vapeo, especialmente aquellos que contienen vitamina E
acetato (VEA) (un aditivo lipofilico empleado como espesante) esta asociado
directamente con la toxicidad pulmonar de esta enfermedad, provocando disfuncion
de macrofagos alveolares, aumento de ROS y dano oxidativo (McGraw et al., 2021;
Warren et al., 2023). Asi mismo, se ha descrito que la disminuciéon del potencial de
membrana mitocondrial y el incremento de ROS son eventos tempranos de
citotoxicidad inducidos por aerosoles de vapeo (Clapp et al., 2019). En este
contexto, los resultados obtenidos en las células THP-1, donde se activaron distintas
vias de muerte celular asociadas a estrés oxidativo, sugieren que mecanismos
similares podrian participar en la fisiopatologia de EVALI. No obstante, al no
identificarse una via predominante en este estudio, es posible que otras formas de
muerte celular, como por ejemplo, la oxeiptosis y parthanatos, donde la primera,
descrita por Holze et al. (2018), corresponde a una muerte celular inducida
directamente por ROS y caspasa-independiente, caracteristica que coincide con los
tratamientos donde no se observd activacidon de caspasas pese a la elevada
produccion de ROS. Por su parte, parthanatos, ( Xu et al. 2024), se inicia por dafo
al ADN causado por ROS, un escenario compatible con el desbalance oxidativo
observado en las células THP-1 expuestas a los condensados. En conjunto, estas
vias emergen como candidatos razonables para explicar la muerte celular
observada, especialmente considerando que las vias clasicas evaluadas (caspasas,
ferroptosis, necroptosis, necrosis MPT y LDCD) no explican completamente la
citotoxicidad registrada.
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9.Conclusién

Los resultados de este estudio confirman que todos los condensados de vapeador
evaluados reducen la viabilidad de las células THP-1, independientemente de la
presencia de nicotina, siendo los sabores tabaco los mas citotoxicos. Ninguno de los
inhibidores aplicados logré revertir dicha pérdida de viabilidad, lo que sugiere que
las vias de muerte celular regulada evaluadas no serian las predominantes en este
modelo, indicando que otras vias de muerte regulada pueden estar involucradas o la
posible participacion de mecanismos alternativos como parthanatos u oxeiptosis.
Estos hallazgos refuerzan que los aerosoles de vapeo no son inocuos y pueden
alterar de manera importante la funcion de células inmunes. A futuro, se recomienda
profundizar en vias emergentes de muerte celular, incorporar técnicas de analisis
mas especificas y emplear modelos celulares mas complejos que permitan
comprender mejor el impacto real de los vapeadores sobre el sistema respiratorio y
su potencial relacion con patologias como EVALI.
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Anexo 1

Bioética y bioseguridad

El uso de lineas celulares inmortalizadas, como el monocito THP-1, en
investigaciones in vitro no suele requerir la revision de un comité de bioética
debido a varias razones que enlistaran a continuacion.

La ausencia de sujetos humanos o animales vivos.

Las lineas celulares inmortalizadas son cultivos que derivan de tejidos
humanos o animales, pero que han sido modificados o seleccionados para
crecer de manera indefinida en el laboratorio. Estas células no representan o
Nno son reconocidas como un organismo Vvivo, ni implican interaccion directa
con personas O animales vivos, lo que elimina consideraciones éticas
relacionadas con su obtencion o uso.

Son obtenidas de manera legal y autorizada.

Las lineas celulares inmortalizadas utilizadas en investigacion generalmente
provienen de fuentes comerciales o bancos de células reconocidos que
cumplen con estandares éticos y legales (Como la ATCC, American Type
Culture Collection, desde donde provienen los monocitos THP1 (T1B-202)
(que seran utilizados en esta tesis). Esto asegura que las células fueron
obtenidas bajo procedimientos éticos previamente aprobados, como el
consentimiento informado inicial en el caso de tejidos humanos.

Fines experimentales controlados.

Los estudios in vitro se realizan en ambientes completamente controlados y
limitados al laboratorio, sin impacto directo en seres vivos o en la sociedad.
Este tipo de experimentacion se considera de bajo riesgo desde el punto de
vista ético y bajo normas de bioseguridad especificas de cada laboratorio.
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4. Se ajusta a directrices internacionales.

- Instituciones internacionales, como el CIOMS (Council for International
Organizations of Medical Sciences), establece que los estudios que no
involucren sujetos humanos o animales, sino unicamente materiales
derivados, como lineas celulares inmortalizadas, no requieren aprobacion
bioética siempre que su uso sea responsable y conforme a los estandares
cientificos aceptados.

- No obstante, pese a que no es necesaria la evaluacién de un comité de
bioética, es importante que los investigadores consideren aspectos de
bioseguridad como la eliminacion de elementos cortopunzantes, residuos
biologicos y reactivos utilizados durante el desarrollo de la investigacion.

- A continuacién, se detallan los mecanismos de bioseguridad estandar para la
eliminacién de residuos generados durante la presente tesis.

VALORACION DE ASPECTOS DE BIOSEGURIDAD.

En esta investigacion no se utilizaran cultivos de microorganismos patégenos y/o no
patogenos.

En esta investigacion no se realizara manipulacién genética de microorganismos.

En esta investigacion se utilizaran cultivos celulares. se utilizaran lineas
inmortalizadas de monocito humano (THP-1) provenientes del proveedor
internacional ATCC. Todos los residuos biolégicos generados, son desechados en
contenedores especiales para residuos bioldgicos y retirados por una empresa
especialista en tratamiento de este tipo de residuos.

En esta investigacion no se realizara manipulacion genética de células u
organismos.

De acuerdo con el plan de manejo de REAS (Residuos de Establecimientos de
Atencion de Salud) del edificio R3 de la Universidad de Valparaiso:

Los acidos y bases se eliminan en contenedores adecuadamente rotulados, los
cuales no deben superar % de su capacidad, una vez neutralizados (aunque se
preparan en la cantidad que se requiere).

Mientras se utilizan solventes inflamables no se enciende llama alguna.

Toda manipulacion con irritantes se hace bajo campana, utilizando guantes de latex,
en caso de derrame existe ducha emergencia.

La eliminacion de los REAS se realiza periédicamente por una empresa
transportista externa, PROCESOS SANITARIOS S.A., con quien la Universidad de
Valparaiso posee actualmente un convenio. El tiempo de retiro esta estimado en no
mas de 6 meses desde la generacion de los residuos o antes de acuerdo con la
visita programada por la empresa contratista externa.
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Los materiales plasticos empleados no son reutilizados y los REAS son desechados
en contenedores especiales para solventes quimicos bien rotulados segun su
naturaleza. La eliminacion de material plastico desechable contaminado con
sustancias quimicas es tratada como residuo peligroso, por lo tanto, eliminado en
contenedores plasticos de color rojo.

El preparado de los reactivos se realiza en material de vidrio especial para uso en
laboratorio, por lo que una vez utilizados se procede a lavar con abundante agua y
detergente, se enjuaga en agua destilada, es secado en estufa y reutilizacion.

El material plastico como eppendorf, se desechan en el contenedor de plastico
cerrado y rotulados.

El laboratorio de bioensayos cuenta con campana extractora con mantencion al dia,
antiparras de proteccidon, guantes de nitrilo y ademas, si es que se requiere, se
cuenta con mascarilla anti gases y vapores, resguardando el correcto uso de este
elemento de proteccion personal.

Los guantes de nitrilo son desechados como residuos peligrosos en contenedores
rojos bien rotulados y el resto de los equipos son limpiados y reutilizados.

En esta investigacion no se utilizara material radioactivo.

En esta investigacion no se utilizara material cortopunzante o material de vidrio que
pueda generar riesgo.

En esta investigacion se utilizaran y/o generaran desechos biolégicos (muestras de
tejidos y/o fluidos biolégicos humanos, de animales de experimentacion u otros
organismos). Los cuales seran desechos biolégicos (células inmortalizadas).

Los REAS producto de esta actividad seran eliminados en cloro comercial (30%),
para eliminar posibles patégenos y derivados de la sangre, dentro de contenedores
resistentes (botellas)para residuos peligrosos bien rotulados, hasta su traslado y
eliminacién por parte de PROCESOS SANITARIOS S.A.

En esta investigacion no se utilizaran dispositivos o equipos generadores de
agentes fisicos tales como temperaturas extremas, presiones extremas, ruido,
radiaciones UV, IR, RX.

En esta investigacién no se contempla el traslado de muestras biolégicas o quimicas
que forman parte de la investigacion (no corresponde a residuos para desecho).

3.COMPROMISO DEL GRUPO DE INVESTIGACION.

Los investigadores individualizados en la primera pagina de esta solicitud, declaran
haber leido el Manual de Bioseguridad de CONICYT version 2008 en los topicos
atingentes a su proyecto y se comprometen a seguir las indicaciones de dicho
Manual relacionadas con su proyecto, asi como las normas descritas en el
Reglamento de Higiene y Seguridad de la Universidad de Valparaiso (Decreto
exento 1239 del 28 de mayo de 2003).
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Los investigadores declaran también que toda la informacion descrita en este
formulario es fidedigna y sin omisiones, comprometiéndose a presentar al CB-UV
cualquier modificacién al protocolo para una nueva certificacion.

ANTECEDENTES DEL PROYECTO DE INVESTIGACION.

Titulo: Vias de muerte celular regulada especificas generadas al exponer células de
la linea thp-1 de monocitos humanos al condensado de vapeadores con esencia de
tabaco sin nicotina; mentol con nicotina y mentol sin nicotina.

Tesistas:Barbara Muioz Baack y Luciano Parada Barrientos
Profesor guia responsable: Carlos Jara Gutiérrez

Dependencia(s) de la Universidad de Valparaiso donde se desarrollara la
investigacion:

Laboratorio de Bioensayos — Centro Interdisciplinario de Investigaciones Biomédicas
e Ingenieria para la Salud (MEDING) — Edificio R3 — Campus Refaca — Universidad
de Valparaiso.

Objetivo general de la investigacion:

Evaluar a través de inhibidores, las vias de muerte celular regulada (RCD) que se
activan al exponer monocito humano (linea THP-1) al condensado de vapeador.

Objetivos especificos de la investigacion:

1. Determinar si la via de muerte celular regulada activada por condensador de
vapeador en la linea THP-1 corresponde a pyroptosis usando el inhibidor
Z-VAD-FMK.

2. ldentificar si la via de muerte celular regulada activada por condensador de
vapeador en la linea THP-1 corresponde a ferroptosis usando el inhibidor
Ferrostatina.

3. Establecer si la via de muerte celular regulada activada por condensador de
vapeador en la linea THP-1 corresponde a muerte que depende del lisosoma
usando el inhibidor CA-074M2.

4. Demostrar si la via de muerte celular regulada activada por condensador de
vapeador en la linea THP-1 corresponde a autofagia usando el inhibidor
ciclosporina.

5. Definir si la via de muerte celular regulada activada por condensador de
vapeador en la linea THP-1 corresponde a necroptosis usando el inhibidor
necrostatina.
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Anexo 2. Analisis estadistico

Variable: %, Distribution: Marmal
Chi-Square test=251,99170, df = 5 (adjusted) , p = 0,00000
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