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Resumen

En los ultimos afios, se ha observado un aumento exponencial en la incidencia de enfermedades
respiratorias crénicas a nivel global. Este incremento se ha relacionado con el aumento de la
contaminacién atmosférica y con los cambios propios de la vida moderna. En particular, el presente
estudio se enfoca en el tratamiento de dos enfermedades respiratorias especificas como son el asmay la
fibrosis pulmonar idiopatica. El asma es una patologia que se caracteriza por la inflamacién crénicay la
hiperreactividad de las vias respiratorias, ambos procesos orquestados por linfocitos Th2. Por otro lado,
la fibrosis pulmonar es una enfermedad crdénica y progresiva que se distingue por la acumulacién de
matriz extracelular en los pulmones lo que produce una cicatrizacion crénica y un engrosamiento del
tejido que rodea los alvéolos. Debido a que ambas condiciones son multifactoriales y cronicas,
actualmente no existe cura para estas enfermedades. Por consiguiente, los tratamientos actuales se
enfocan en controlar los sintomas y preservar la funcién pulmonar.

La N-acetilcisteina (NAC), es un compuesto con actividad antioxidante, antiinflamatoria y
mucolitica (Dekhuijzen, 2004). Todas estas propiedades la convierten en una excelente opcién para el
tratamiento de enfermedades respiratorias. El principal problema de este farmaco es su baja
biodisponibilidad. Entonces, el desarrollo de estrategias de delivery para transportar y estabilizar la NAC
tiene potencial como estrategia para aumentar su biodisponibilidad.

Los liposomas son bicapas de fosfolipidos biocompatibles y no inmunogénicos. Son unas de las
estrategias mdas prometedoras de delivery de farmacos debido a que logran un direccionamiento
selectivo asegurando la estabilidad de la droga con una liberacion controlada. Ademas, son seguros por
lo que ya se los emplea en la clinica.

El surfactante pulmonar es un agente tensioactivo natural producido por el epitelio alveolar
compuesto principalmente por proteinas y fosfolipidos. Estos fosfolipidos resultan en una opcion ideal
para la generacién de liposomas.

Por lo expuesto, en este trabajo nos proponemos evaluar la hipétesis de que el uso de liposomas
generados con fosfolipidos presentes en el surfactante pulmonar funcionan como sistema de delivery de
NAC potenciando su actividad mucolitica, antiinflamatoria y antioxidante para su aplicacion como
tratamiento contra enfermedades respiratorias como el asma vy la fibrosis.

Se empled un modelo murino de asma experimental ampliamente utilizado en la bibliografia. El
cual consiste en dos inoculaciones con OVA/Aluminio via intraperitoneal. Luego, se realizaron desafios
por via aérea con OVA al 3% por 3 dias consecutivos. Se disefid un esquema de administracion
terapéutico de los tratamientos para evaluar el potencial mucolitico y antiinflamatorio de la NAC.

Al evaluar la respuesta inmune sistémica mediante un cultivo ex vivo de esplendcitos, la
formulacién liposomal de NAC fue la Unica que logré disminuir significativamente ambas respuestas (Thl
y Th2). Ademas, se evalud la inflamacion pulmonar mediante cortes histoldgicos. Solo se registré una
disminucidn significativa del infiltrado celular con el tratamiento con la formulacion liposomal. Ademas,
esta formulacidn fue la Unica en lograr una disminucién significativa del depdsito de mucus en el pulmdn
respecto al control asmatico. Estos resultados indicarian que el delivery de NAC a base de liposomas,
potenciaria la actividad antiinflamatoria y mucolitica de la NAC.



Como segundo objetivo de este trabajo se establecié un modelo murino de induccién de fibrosis
pulmonar via administracion de bleomicina para el estudio del potencial antioxidante de la NAC. Se logré
establecer con éxito este modelo experimental que permitid reproducir varios indicadores de la
patologia humana. Al evaluar la formulacién liposomal de NAC en este modelo, se pudo observar un
patrén histoldgico caracteristico de la fibrosis pulmonar con cicatrizacién destructiva, el tratamiento con
la formulacion liposomal logrd reducir la gravedad de la fibrosis y el depdsito de coldgeno en los
pulmones de manera similar a la observada con el tratamiento con NAC. La formulacién liposomal
también demostrd reducir significativamente los niveles de TGF-3, un mediador maestro de la fibrosis
pulmonar, por lo que su evaluacién como tratamiento para la fibrosis pulmonar es prometedora. Por
ultimo, la formulacion liposomal demostrd incrementar el potencial antioxidante de NAC, ya que fue la
Unica que mostrd una reduccidon significativa de los niveles de mieloperoxidasa en lavados
bronquioalveolares y lactato deshidrogenasa sérica, indicadores de lesidon pulmonar.

En conjunto, estos hallazgos evidencian el potencial de la formulacion liposomal para
incrementar la capacidad mucolitico, antiinflamatorio y antioxidante de la NAC.
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Introduccion

1. Enfermedades respiratorias crénicas

1.1 Definicion e incidencia

Las enfermedades respiratorias crénicas (ERC) son un grupo de enfermedades que afectan el
aparato respiratorio y pueden incluir trastornos como el asma, la enfermedad obstructiva pulmonar
cronica (EPOC) y la fibrosis pulmonar idiopatica (Shukla et al., 2020). Las ERC son una de las principales
causas de morbilidad y mortalidad en los paises subdesarrollados (Clark et al., 2022). Estas
enfermedades tienen un gran impacto en la calidad de vida de las personas afectadas y en la de sus
familiares, con consecuencias en la capacidad para realizar actividades cotidianas, y también
representan un costo econdmico significativo para los sistemas de salud (Clark et al., 2022).

A lo largo de los afios la incidencia de estas enfermedades ha ido en aumento. Si bien sus
etiologias aun estdn en estudio, se cree que dicho aumento se relaciona con un incremento en la
contaminacion aérea, el tabaquismo y los cambios propios de la vida moderna (Boulet et al., 2019).
Argentina no es una excepcién a esta tendencia (Mazzeo, 2021). Las muertes por enfermedades
respiratorias han escalado significativamente llegando a superar el 25% del total de las muertes
registradas en la ciudad de Buenos Aires (Mazzeo, 2021).

El asma en particular es una de las enfermedades respiratorias crénicas mas comunes en todo el
mundo, especialmente en los paises desarrollados. Segun la guia elaborada por el Programa Iniciativa
Global para el Asma (GINA), se estima que alrededor de 300 millones de personas en el mundo
actualmente tienen asma y que este numero aumentara en 100 millones de personas adicionales para
2025 (Boulet et al.,, 2019). En Argentina, el asma tiene una prevalencia de aproximadamente el 10%
generando 400 muertes y 15.000 hospitalizaciones por afio (Arias et al., 2018).

Por otro lado, la fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) se considera una enfermedad crénica
respiratoria poco comun, aunque posee una frecuencia de ocurrencia similar a la de los canceres de
estomago, cerebro y testiculo (Hutchinson et al., 2015). El término idiopatica refiere a que aun se
desconoce el origen de la enfermedad. Histéricamente, se consideraba un trastorno inflamatorio crénico
que progresaba gradualmente hacia el establecimiento de una fibrosis pero actualmente se cree que la
enfermedad se produce como el resultado de la interaccion entre varios factores de riesgo genéticos y
ambientales. Principalmente, es producto de micro-lesiones locales repetitivas en el epitelio alveolar, lo
qgue lleva a la activacidon de los fibroblastos y su diferenciacién de miofibroblastos, generando un
aumento del depdsito de matriz extracelular (MEC) lo que resulta en la distorsidon de la arquitectura
pulmonar (Mei et al., 2022; Richeldi et al., 2017).

Normalmente, la FPI afecta a adultos de entre 50 y 70 afios, con mayor susceptibilidad en
hombres en comparacién con mujeres. En particular, afecta en mayor grado a aquellos con antecedentes
de tabaquismo. Al igual que las demas ERC, su incidencia se encuentra en un abrupto incremento. Se
estima una prevalencia de entre 3 y 18 casos por cada 100.000 personas por afio para Europa y América
del Norte (Richeldi et al., 2017) . Existe poca informacién disponible sobre la variacion mundial, aun asi
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se estima que la incidencia podria ser mas baja en Asia y América del Sur, donde oscila entre 0,5y 4,2
casos por cada 100. 000 individuos por afio (Richeldi et al., 2017).

1.2 Asma

El asma se caracteriza por una inflamacién crénica de las vias aéreas, lo que provoca una
respuesta exacerbada que conlleva la broncoconstriccion frente a distintos estimulos. Esto ocurre debido
a la remodelacion de la estructura tisular, la liberacion de mediadores inflamatorios y factores de
crecimiento que inducen hiperplasia e hipertrofia de las células productoras de mucus, proliferacion del
musculo liso, formacion de vasos sanguineos vy fibrosis subepitelial (Murdoch & Lloyd, 2010). Todo esto
conlleva que las vias aéreas se vuelvan mas sensibles a injurias ambientales, lo cual desencadena una
respuesta exacerbada a numerosos estimulos enddgenos o exdgenos como son alérgenos,
contaminantes ambientales, niveles elevados de ozono, virus o humo de cigarrillo, entre otros. La
susceptibilidad a desarrollar asma depende tanto de factores genéticos como ambientales produciendo
manifestaciones clinicas heterogéneas y variables en el tiempo. Entre los signos clinicos distintivos de
esta condicidn se incluyen el volumen espiratorio forzado reducido, la tos crénica, la constriccidn de las
vias respiratorias, disnea, hipoxia y sibilancias (Bush, 2019).

1.2.1 Mecanismos celulares

El asma es un trastorno inmunitario orquestado por linfocitos TCD4" del subtipo Th2. Las células
TCD4" son heterogéneas y se pueden dividir en varios subtipos efectores. Tres de los subtipos mas
comunes son las células Thl, Th2 y Th17. Estas diferentes subpoblaciones de células efectores montan
diferentes tipos de respuestas inmunes especificas para un tipo particular de patégeno. Las células Th2
son importantes a la hora de montar una respuesta frente a helmintos y procesos de reparacién de
tejidos. La patogénesis de esta enfermedad puede verse como un fendmeno de dos etapas. La primera
consiste en la sensibilizacién al alérgeno seguida del direccionamiento de la inflamacién alérgica hacia
las vias aéreas inferiores (Paul & Zhu, 2010).

1.2.2 Inicio y sensibilizacion alérgica

Los alérgenos son sustancias inofensivas presentes en el medio ambiente capaces de
desencadenar una respuesta inmune de tipo alérgica. Como mencionamos previamente, el asma
alérgica se caracteriza por la presencia de células Th2 que desencadenan una respuesta adaptativa
exacerbada contra alérgenos. La repetida exposicion a estos antigenos amplifica y prolonga la
inflamacién alérgica, lo que causa la hiperreactividad de las vias respiratorias, siendo este el sello
distintivo del asma (Paul & Zhu, 2010).

Durante la sensibilizacidn inicial (figura 1), cuando ingresa un alérgeno, entra en contacto con la
membrana de las células epiteliales y una vez que atraviesa dicha barrera, estas células secretan
citoquinas como IL-33, IL-25 y linfopoyetina estromal timica (por sus siglas en inglés TSLP) para inducir la
diferenciacién y activacién de las células linfoide innata de tipo 2 (ILC2). Luego de activarse, los ILC2
producen IL-5, IL-4 e IL-13, lo que va a determinar que las dendriticas en ausencia de citoquinas del tipo
Thl (IFN-¥ e IL-12), adquieran la capacidad de diferenciar a los linfocitos a un perfil Th2 (Amsen et al.,
2004). Las células dendriticas son las células nexo entre la inmunidad innata y adaptativa, estas células
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captan al alérgeno y, en este contexto, maduran y migran a ganglio donde ocurrird la presentacién
antigénica, activaciéon y diferenciacion de los linfocitos especificos contra el alérgeno con una
polarizacion hacia un perfil Th2 mediada por la citoquina IL-4, lo que desencadena en mas produccion de
IL-4 e IL-13, favoreciendo el reclutamiento de mastocitos y eosinéfilos (Hammad & Lambrecht, 2015).
Por otro lado, se produce la activacion de los Thf2 que son un grupo especializado de células TCD4" que
median la activacién de linfocitos B especificos contra el alérgeno, producto de la IL-4 se induce un
switch de isotipo a IgE. Esta inmunoglobulina es de los principales mediadores de la patologia, la cual se
une a receptor de alta afinidad (FceRl) que se encuentra en la superficie de los mastocitos, basofilos y
eosinodfilos. Cuando se produce el segundo encuentro con el antigeno, los anticuerpos de tipo IgE unidos
a los mastocitos, lo reconocen y se unen, como consecuencia se produce la activacién de las células,
generando la degranulacion, lo que permite la liberacidn de citoquinas y factores inflamatorios como la
histamina, que generan vasodilatacion y contraccion del musculo liso.

Todas estas poblaciones, junto con los linfocitos Th2 activados en ganglio se extravasan al
pulmoén donde secretan citoquinas, desencadenando diversos procesos como un incremento en la
produccidon de mucus y un aumento en el flujo sanguineo y permeabilidad vascular, lo que favorece el
reclutamiento de otras células del sistema inmune. A esta Ultima etapa se la conoce como etapa de
re-exposicidon. Los numerosos encuentros con el alérgeno llevan al establecimiento y mantenimiento de
la inflamacion alérgica hacia las vias aéreas inferiores (Holgate, 2008; Murdoch & Lloyd, 2010).

Epitelio pulmonar
Infiltrado pulmonar

Alérgeno

@

@ Qj [») Epitélio dafiado
/
F

Células caliciformes

Musculo liso

DC inmadura L4 Eosindfilos
IL-5

IL-13

Switch de
sotipo a IgE

oY -
[ Activacion y f
| DCmadura diferenciacién ||I

Figura 1: Esquema de la sensibilizacion inicial de las vias respiratorias en la induccién de asma alérgica.
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1.2.3 Tratamientos

La desregulacion del sistema inmune y los brotes producto de la hipersensibilizacién del asma lo
convierte en una condicion crénica multifactorial dificil de tratar y aparentemente imposible de curar (S.
P. Peters et al., 2006). Por lo que los tratamientos actuales se centran en controlar los sintomas vy
preservar la funcién pulmonar.

El tratamiento de esta patologia tiene un enfoque escalonado con un aumento gradual de dosis
de estos medicamentos acorde a la gravedad de la enfermedad (S. P. Peters et al., 2006). Los pacientes
con asma persistente grave mal controlada, ademas de necesitar medicamentos enfocados contra el
asma, a menudo requieren medicamentos controladores adicionales (S. P. Peters et al., 2006).

1.2.3.1 Esteroides

Los corticosteroides inhalados (ICS), que tienen una funcién y estructura similar al cortisol, son el
principal tratamiento contra el asma enfocado en aliviar y prevenir los sintomas mediante la supresion
de las poblaciones celulares implicadas en la patogenia, tales como los eosindfilos, linfocitos T,
mastocitos y las células dendriticas (Williams, 2018). Su unién especifica al receptor de glucocorticoides
reduce la activacion de factores proinflamatorios como NF-kKB y MAPK (Newton, 2014). Aunque
generalmente se los tolera bien, su uso prolongado y sostenido en el tiempo produce efectos
secundarios relacionados con la supresion del eje hipotdlamo-pituitario-suprarrenal, como la inhibicidn
del crecimiento en los nifos, el aumento del riesgo de osteoporosis, la inhibicidon suprarrenal y la
diabetes (Rice et al., 2017). Esta clase de medicamentos generalmente se combina con un agente de
accién prolongada para el mantenimiento del asma de gravedad baja a moderada.

1.2.3.2 Agonistas [ de accidn prolongada

Los receptores [-adrenérgicos que se encuentran en las vias respiratorias bronquiales son
responsables de la broncoconstriccidn que se produce durante una crisis asmatica. Entre los
tratamientos que promueven la broncodilatacidon se encuentran los agonistas B de accién prolongada
(LABA) como el formoterol. Se ha reportado un efecto de sinergismo en la combinaciéon de este
tratamiento con los ICS disminuyendo la respuesta inflamatoria Th2 al suprimir el ARNm que codifica
para TSLP en los bronquios (Harada et al.,, 2011). Sin embargo, en multiples ensayos clinicos se
reportaron efectos secundarios graves, como por ejemplo mayor riesgo de exacerbacion e incluso la
muerte (Korsgaard & Ledet, 2009). Por lo que una alternativa para el tratamiento de pacientes con
cuadros de asma menos severos son los agonistas 32 de accion corta (Xia et al., 2013).

1.2.3.3 Antagonistas de los receptores de leucotrienos

Los leucotrienos son mediadores de lipidos derivados del acido araquidénico que generan
inflamacién durante las reacciones alérgicas, especialmente en casos de asma neutrofilica. Un ejemplo
es el leucotrieno B4, un mediador proinflamatorio que desencadena la degranulacidon de neutréfilos y
eosinodfilos presentes en el liquido broncoalveolar (Jo-Watanabe et al., 2019; Yokomizo et al., 2018). Los
antagonistas de los receptores de leucotrienos como montelukast surgen como una terapia
especialmente util en nifos, para los cuales no estd recomendado el uso de ICS o casos de asma
neutrofilica mal tratada (Xia et al., 2013).
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1.2.3.4 Antihistaminicos y Antialérgicos

La histamina es una quimioquina liberada por los mastocitos activados luego del
entrecruzamiento de las IgE de superficie. Dicha sustancia causa la contraccion del musculo liso vy el
edema de la mucosa bronquial. El bloqueo de los receptores de histamina, pueden bajar la inflamacién
pulmonar y la secrecion de moco al interrumpir la transduccion de sefiales de histamina (Thangam et al.,
2018; Yamauchi & Ogasawara, 2019). La loratadina o la cetirizina son antihistaminicos que han
demostrado beneficios en estudios clinicos, si bien estos medicamentos se toleran bien como terapias
complementarias, algunos antihistaminicos causan somnolencia y otros, como la terfenadina, se han
asociado con arritmias cardiacas que pueden resultar incluso mortales por lo que estan prohibidos en
algunos paises (McTavish et al., 1990; Menardo et al., 1997).

1.2.3.5 Terapia con biosimilares

Entre los tratamientos mds actuales se encuentran los tratamientos bioldgicos con anticuerpos
monoclonales especificos para las citoquinas involucradas en la patogénesis del asma, o sus receptores.
Estos reducen los efectos secundarios debido a su elevada especificidad. Diversos farmacos se
encuentran en ensayos clinicos como el anticuerpo anti-TSLP (tezepelumab), anticuerpo anti-IL-33R
(CNTO 7160) y el anticuerpo anti-IL-4Ra (dupilumab). En el caso del anticuerpo anti-IL-5 (mepolizumab y
reslizumab) fue aprobado como tratamiento para el asma grave por la Administracién de Alimentos y
Medicamentos de los EEUU (FDA) (McGregor et al., 2019).

La IgE es un factor clave responsable de la desgranulacion de baséfilos y mastocitos. Se
desarrollaron anticuerpos humanos anti-Ige (omalizumab) para prevenir la remodelacién de las vias
respiratorias observando supresién de las citocinas inflamatorias IL-6, IL-8, TNF-a e IL-4 (Hoshino &
Ohtawa, 2012). Multiples blancos se proponen actualmente para generar terapias bioldgicas, pero el
principal problema de esta tecnologia es el costo, ademdas debido a la especificidad de la terapia se
requiere un muestreo inicial de los pacientes.
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1.3 Fibrosis

La fibrosis pulmonar es una enfermedad crénica y progresiva. Se han identificado varios factores
de riesgo, incluyendo el tabaquismo (Baumgartner et al., 1997), asi como también factores
ocupacionales y ambientales. Se ha descrito que la exposicién a largo plazo a ciertas toxinas y
contaminantes puede dafiar los pulmones. Tales factores incluyen la harina de silice, las fibras de
asbesto, el polvo de metales duros, entre otros (Hubbard, 2001). Ademas factores de riesgos adicionales
incluyen infecciones virales crénicas, el reflujo gastroesofagico y la predisposicidon genética (Hodgson et
al., 2002). La cual la fibrosis pulmonar también se puede dar como efecto secundario de la quimioterapia
y la radioterapia, solas o combinadas, ya que estos tratamientos se asocian con toxicidad pulmonar
clinicamente significativa. Esto finalmente resulta en lesiones pulmonares intersticiales con fibrosis
pulmonar como secuela (Abid et al., 2001). Muchos procesos moleculares, genéticos y celulares son
compartidos entre la fibrosis pulmonar y el cancer de pulmoén, como por ejemplo la activacién y
proliferacion incontrolada de miofibroblastos, el estrés del reticulo endoplasmico, las alteraciones en la
expresion de factores de crecimiento y el estrés oxidativo. Por esto, muchas mutaciones y cambios
epigenéticos que se asocian con una mayor predisposiciéon a desarrollar cancer de pulmén también
pueden predisponer al paciente a desarrollar fibrosis pulmonar idiopatica como es el caso de la
mutacién del gen fragile histidine triad (Sozzi et al., 1996; Uematsu et al., 2001). Debido a esto, la
fibrosis pulmonar idiopatica en si misma aumenta el riesgo de desarrollo de cancer de pulmdn de un 7%
a un 20% (Ballester et al., 2019).

1.3.1 Patogénesis de la fibrosis pulmonar

Dado que en numerosos ensayos clinicos se han ensayado terapias inmunoldgicas con
biosimilares, como el tratamiento con IFN-¥ o la neutralizacién de TNF-Q, y no se han demostrado
efectos positivos sobre la progresién de la enfermedad, y en algunos casos incluso se ha reportado un
empeoramiento de los sintomas en comparacion con los pacientes tratados con placebo (King et al.,
2009; Raghu et al., 2008), se descarto la hipdtesis inflamatoria como origen de la patologia. Sin embargo,
el fracaso de los ensayos clinicos no implica que el sistema inmune no tenga un papel importante en la
FPly sea irrelevante para la etiologia o el tratamiento de esta enfermedad.

Un enfoque para comprender la patogenia de la FPI que actualmente esta cobrando relevancia es
considerarla como un proceso de tres etapas: predisposicion, activacion y progresiéon (Wolters et al.,
2018). Los factores de riesgos mencionados anteriormente predisponen a un individuo a desarrollar
fibrosis (Baumgartner et al., 1997; Hubbard, 2001). Estos factores finalmente conducen a la disfuncion
de las células epiteliales. Sin embargo, no necesariamente todos los individuos en esta etapa
desarrollaran una enfermedad clinicamente relevante. La etapa inicial incluye procesos como la
activacion excesiva del TGF-3, el reclutamiento de fibrocitos y la transicidon epitelial mesenquimal. La
etapa final o de progresidon incluye procesos como la diferenciacion patoldgica de fibroblastos a través
de la activacién de la via del TGF-f3, la deposicién y remodelacion de la matriz, y cambios epigenéticos
profibréticos en fibroblastos y células epiteliales. Ademas, se produce la activacion de células
mesenquimales y la remodelacion de la matriz (Kinoshita & Goto, 2019).
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En la fase de progresion, la estructura alveolar normal del pulmdn se pierde por completo y se
reemplaza por tejido fibrético remodelado caracterizado por espacios de aire, con un patrén estructural
caracteristico conocido como “panal de abejas” (Wolters et al., 2018).

Por ultimo, esta patologia se caracteriza por el incremento de los indicadores de lesidon pulmonar
durante el desarrollo de la enfermedad, como son un aumento en el estrés oxidativo y marcadores
fibréticos como el TGF-f3 (Cantin et al., 1987).

1.3.2 Diagnostico

La FPI es una enfermedad crénica y progresiva; ocurre principalmente en hombres mayores con
una media en el momento del diagndstico de unos 65 afios (Mortimer et al.,, 2020). Esta patologia
ocasiona una disminucién progresiva de la funcion pulmonar subjetiva hasta la muerte eventual por
insuficiencia respiratoria o comorbilidad complicada. En general, los primeros sintomas son no
especificos como disnea con o sin tos seca, por lo que comUnmente se los atribuye al envejecimiento u
otras comorbilidades como por ejemplo antecedentes de tabaquismo, enfisema, enfermedad
cardiovascular u obesidad. Esto retrasa el diagnéstico por lo que generalmente los pacientes se
presentan en la etapa aguda de la enfermedad, con dias o semanas de empeoramiento respiratorio, a
menudo acompafiado de fiebre y sintomas similares a los de la influenza. Estas exacerbaciones agudas
requieren una distincion diagnodstica cuidadosa de otras formas de enfermedad pulmonar intersticial
aguda (Richeldi et al., 2017).

La fibrosis pulmonar idiopatica se diagnostica por identificacion del patron de la neumonia
intersticial habitual (NIU) en pacientes mediante analisis histopatoldgico, radiolégico y/o en tomografias
computarizadas. Este patrdon se caracteriza por la identificacion de la estructura “panal de abeja” como
se observa en la figura 2. Este criterio esta respaldado por las guias de consenso por la American
Thoracic Society & European Respiratory Society.

Figura 2: Imagen de tomografia computadorizada de pulmones de un paciente sano (izquierda) y de un paciente con
FPI (derecha), donde se puede observar la estructura del “panal de abeja” caracteristica del patron neumonia intersticial

habitual (NIU). Imagen tomada de Diaz 2019 (Diaz et al., 2019).
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Cuando se realiza un diagndstico histoldgico del patrén de neumonia intersticial habitual, este se
caracteriza por fibrosis intersticial con heterogeneidad espacial con parches en el parénquima pulmonar,
distorsion arquitecténica y espacios aéreos cisticos revestidos por epitelio bronquiolar tipicamente
llenos de mucina como se observa en la figura 3 (Raghu et al., 2011).

Figura 3:A)Histologia de pulmones de pacientes con FPI, en un bajo aumento, donde se ilustra el patrén mosaico con
estructura del panel de abeja(izquierda) y cicatrizacion del parénquima. B) Imagen con mayor aumento de la ilustrada en A,
que muestra el exudado mucinoso, inflamacion cronica y los focos de fibroblastos (flechas). Imdgenes tomadas de Katzenstein

et al 2008 (Katzenstein et al., 2008). C) Histologia de pulmones de pacientes sanos donde se ilustra la arquitectura alveolar
normal. Imagen tomada de atlas de histologia (Geneser, 1985)

El manejo de los pacientes con sospecha de un diagndstico de fibrosis pulmonar idiopatica es
crucial porque el retrato en el inicio del tratamiento de la enfermedad se asocia con un mayor riesgo de
muerte (Lamas et al., 2011). Es asi como segun varios estudios longitudinales retrospectivos sugieren
que la enfermedad tiene estadisticas similares a algunos tipos de cancer, con una mortalidad cercana al
50% entre los 3 a 5 afios después del diagndstico (Raghu et al., 2011).

1.3.3 Tratamiento

La cicatrizacion del pulmén producto de la fibrosis no puede revertirse y actualmente ningin
tratamiento ha probado ser eficaz para detener el avance de la enfermedad. Sin embargo, algunos
tratamientos pueden mejorar temporalmente los sintomas o enlentecer el avance de la enfermedad.
Otros pueden ayudar a mejorar la calidad de vida o aumentar la sobrevida de la enfermedad. En base a
la gravedad de la afeccidn se determina el tratamiento mds adecuado para cada paciente.

1.3.3.1 Medicamentos

Entre los medicamentos aprobados por la FDA disponibles actualmente se encuentra el
Nintedanib, un inhibidor de la tirosina quinasa que suprime multiples receptores de sefalizacion
implicados en la patogénesis de la fibrosis, como por ejemplo el receptor de factor de crecimiento de
fibroblastos (Chaudhary et al., 2007).
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Por otro lado, la pirfenidona es una piridina administrada por via oral, la cual tiene efecto
antiinflamatorio, antioxidantes y antifibrético. En ensayos in vitro demostrd regular la secrecién de
TGF-B pero el mecanismo preciso de accion es desconocido (B.-S. Lee et al.,, 1998). Ambos
medicamentos estan aprobados en todo el mundo para el tratamiento de la FPI, ya que en ensayos
clinicos han demostrado un significativo aumento de la capacidad vital forzada (FVC) durante un afio en
pacientes tratados en comparacién con los pacientes tratados con placebo (Noble et al., 2011; Richeldi
et al.,, 2011). La FVC es el volumen maximo de aire que puede ser espirado luego de una inhalacion
profunda. Una disminucion de dicho parametro es un signo de varias afecciones respiratorias.

Estos medicamentos presentan una tolerabilidad aceptable en la mayoria de los pacientes por
esto son la primera opcidn de tratamiento, aunque aproximadamente una quinta parte de los pacientes
podrian interrumpir el tratamiento debido a los efectos secundarios o a la progresién de la enfermedad.
Entre los efectos secundarios la pirfenidona puede causar dafios gastrointestinales como dispepsia,
anorexia y efectos secundarios dermatolégicos como fotosensibilidad. Mientras que la Nintedanib puede
causar problemas gastrointestinales como diarrea y nauseas.

Muchas estrategias de tratamiento buscan prevenir o inhibir las respuestas fibro proliferativas. En
este sentido, se probd el uso de corticosteroides como tratamiento y se sugirié su combinaciéon con
agentes citotoxicos, como la ciclofosfamida y la azatioprina, para reducir los efectos secundarios (Brown
& Raghu, 2004). Entre los corticosteroides mas usados para el tratamiento de la FPI se encuentra
budesonida, un corticosteroide inhalado (S. G. Peters et al., 1993).

Actualmente las herramientas clinicas y terapéuticas para tratar esta enfermedad son escasas.
Como se menciond previamente una de las consecuencias de esta limitacién es la baja la esperanza de
vida de los pacientes diagnosticados con FPIl. Asi es como, en los casos en los que la cicatrizacién
pulmonar compromete los pulmones de los pacientes, la terapéutica se enfoca solamente en reducir los
sintomas clinicos asociados.

1.3.4 Modelos murinos de fibrosis pulmonar

Debido a la complejidad de la patologia y el desconocimiento de la etiologia de la fibrosis
pulmonar se han utilizado multiples modelos murinos para el estudio de la misma y el desarrollo de
nuevos tratamientos. Dentro de los modelos se encuentra el de induccidn de fibrosis por instilacién de
silica en el pulmdén de roedores que da como resultado el desarrollo de ndédulos fibrdticos que se
asemejan a las lesiones que se desarrollan en humanos después de algunas exposiciones ocupacionales
a polvo mineral y aerosoles de particulas. Por lo que este modelo tiene relevancia clinica. Una
desventaja de este modelo es que la fibrosis puede tardar entre 12 y 16 semanas en desarrollarse y la
respuesta fibrotica es dependiente a la cepa de animales(Davis et al., 1998; Moore & Hogaboam, 2008).

El modelo de induccién de fibrosis pulmonar mediante la administracidon de bleomicina (BLM) por
una unica dosis, es actualmente el modelo mas caracterizado y utilizado para el estudio de esta
patologia. La BLM es una droga empleada como tratamiento para distintos carcinomas, pero se ve
limitado su uso por el desarrollo de fibrosis pulmonar intersticial en un 3% al 5% de los pacientes que la
reciben. Este efecto secundario es producto de la ruptura de la cadena de ADN en presencia de hierroy
oxigeno, lo que da como resultado la produccién en exceso de especies reactivas del oxigeno (ROS). Lo
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gue media la peroxidacién de lipidos y la oxidacion de proteinas contribuyendo a la lesion pulmonar, la
inflamacién y la fibrosis (Liu et al., 2017). Este modelo experimental reproduce varios aspectos claves de
la enfermedad humana como la muerte de células epiteliales alveolares y la secrecion de factores
proinflamatorios y profibréticos. El aumento de estos factores conduce a la activacién y diferenciacidon
de los miofibroblastos, desencadenando el depdsito de coldgeno y componentes de la matriz
extracelular (MEC) en el pulmén.

Una limitacion del modelo en roedores es que la fibrosis pulmonar se resuelve, mientras que en
los humanos es irreversible. Sin embargo, se puede superar esta limitacidon volviendo a administrar una
dosis de BLM (Liu et al., 2017; Walters & Kleeberger, 2008). El desarrollo o la progresiéon de la
lesion/fibrosis pulmonar en este modelo tiene dos etapas. La primera semana post administracién de
BLM es una etapa inflamatoria, la cual se caracteriza por activacion de células inflamatorias y la sintesis
de una multitud de mediadores inflamatorios debido al dafio generalizado del epitelio, combinado con el
aumento de la permeabilidad vascular y la secrecion de citoquinas proinflamatorias. Entre los dias 7-14
post administracion de BLM, se considera una fase de transicion donde se observa un descenso de los
mediadores pro-inflamatorios y un incremento de los mediadores pro-fibréticos. En la tercera semana
post administracion de BLM se registra una etapa de fibrosis crénica. Esta fase se caracteriza por la
expansién de la poblacién de miofibroblastos y el aumento del depdsito de colageno y otros elementos
de la MEC en el pulmén(Liu et al., 2017; Moeller et al., 2008).

Por otro lado, las vias de administracidon de la BLM son diversas y la eleccidon dependerd del
objetivo del estudio. Si el objetivo es examinar un mecanismo especifico o proceso en la patogenia de la
fibrosis pulmonar la literatura sugiere una via de administracion directa como la administracién
intratraqueal (IT) de una uUnica dosis de BLM. Esta via de administracién implica un procedimiento
quirdrgico donde se expone la trdquea y se inyecta BLM directamente en la misma (Liu et al., 2017;
Walters & Kleeberger, 2008). Una alternativa introducida a esta via es la administracion orofaringea (OA),
la cual resulta mas sencilla porque no requiere de ningln procedimiento quirurgico, por lo que se reduce
la mortalidad perioperatoria y se acelera el procedimiento. Ademdas, se ha reportado que esta
alternativa conserva un solido perfil fibrotico comparable al obtenido mediante la administracion
intratraqueal (Bale et al., 2016; Barbayianni et al., 2018).

2. N-acetilcisteina

La N-acetilcisteina (NAC), es una variante acetilada del aminoacido L-cisteina. Este compuesto
tiene actividad antioxidante debido a que induce el aumento de los niveles de glutatién (GSH), uno de
los principales antioxidantes del cuerpo. De los tres aminoacidos que componen el GSH (glutamato,
glicina y cisteina), la concentracion intracelular de la cisteina limita la sintesis de novo del GSH. NAC se
convierte en cisteina a través de una reaccién de desacetilacidon catalizada por una acetilasa, evitando la
deplecién de GSH (Dekhuijzen, 2004). El GSH es criticamente importante para desintoxicar una serie de
sustancias toxicas, compuestos de perdéxido y otras moléculas generadoras de radicales libres,
promoviendo la desintoxicacidon (Dickinson et al., 2003). La NAC es un tiol dado que posee un grupo
sulfhidrilo, por lo que también tiene actividad antioxidante directa hacia ciertas especies oxidantes como
son los acidos hipohalosos (HOX), los cuales son producidos por neutréfilos y monocitos activados a
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través de la actividad de la mieloperoxidasa (MPO) (Hoy et al., 2002). En correlacion con la actividad
antioxidante, el tratamiento in vivo con NAC puede mejorar la destoxificacién del tejido hepatico y
pulmonar mediante la promocién de GSH, mostrando una capacidad hepatoprotectora en algunas
aplicaciones clinicas (Dekhuijzen, 2004).

Por otro lado, NAC tiene accidn mucolitica, ya que este compuesto posee la capacidad de romper
los puentes disulfuro presentes las glicoproteinas de alto peso molecular de las mucinas lo que resulta
en una reduccion de la viscosidad y un aumento en la depuraciéon del mucus (Balsamo et al., 2010).
Finalmente, se ha reportado una actividad inmunomoduladora reduciendo los niveles de mediadores
inflamatorios y mostrando efecto en exacerbaciones producto de hipersensibilizacion (Aliyali et al.,
2010).

2.1 Multiples aplicaciones clinicas

La primera aplicacion clinica de este compuesto es como antidoto para la sobredosis de
paracetamol (p-Acetilaminofenol). Este efecto se debe a su accién en la reposicidon de los niveles de GSH.
Ademads, se han demostrado efectos positivos en otras patologias como por ejemplo infecciones por
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (Omara et al., 1997). En ensayos clinicos en individuos
seropositivos para el VIH, la administracién de 800 mg de NAC aumento los niveles de cisteina en plasma
a niveles normales y ralentizé la disminucidén del recuento de linfocitos TCD4* en comparacion con el
placebo (Akerlund et al., 1996).

La investigacion experimental y las observaciones clinicas iniciales indican que NAC podria tener
multiples aplicaciones terapéuticas en patologias cardiacas. Dentro de estas se postula que podria ser
util para el tratamiento de la isquemia, la cual se caracteriza por una disminucidon de los grupos
sulfhidrilos de las células lo que da como resultado el aumento del dafio oxidativo (Ceconi et al., 1988).

2.1.1 Enfermedades respiratorias

Debido a su actividad mucolitica y en conjunto con su actividad antioxidante, se estudia su
aplicacion en multiples enfermedades respiratorias. Se evalud la administracion oral de NAC en
enfermedades con gran produccién de moco como la bronquitis créonica. Sorprendentemente, no se
encontraron diferencias significativas en la funcion pulmonar, curvas de depuracidn y viscosidad
pulmonar después del tratamiento con NAC en comparacion con el control o placebo (Tattersall et al.,
1983). En otras patologias respiratorias como la EPOC donde ocurre una inflamacién crdénica, la NAC
demostrd un efecto positivo en el curso clinico de la patologia en ensayos clinicos reduciendo la
viscosidad de la flema expectorada y la severidad de la tos después de dos meses de tratamiento
(Committee, 1985). Entre las patologias donde la administracién de NAC demostré efectos positivos, se
encuentra la FPI. En ensayos clinicos aleatorizados donde se administré NAC (600 mg tres veces al dia) o
placebo, aquellos pacientes que recibieron NAC registraron una notable disminucion del deterioro de la
funcidon pulmonar. Ademas, se reporté menos efectos adversos causados por la toxicidad en la médula
6sea inducida por la azatioprina, medicamento estandar que ambos grupos recibieron (Sun et al., 2016).

Por otro lado, el asma es una enfermedad respiratoria donde se ha reportado incremento de ROS
asociados a la exacerbacion, la cual se caracteriza por una hipersecreciéon de mucus con alteracion de la
arquitectura pulmonar. Debido a estas caracteristicas de la patologia y el potencial de la NAC, se estudié
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el efecto preventivo del farmaco en modelos murinos. Como conclusién de estos ensayos la adicion de
NAC a la terapia habitual mostré efectos preventivos beneficios en modelos animales (Eftekhari et al.,
2013). En linea con estos resultados se realizaron ensayos clinicos aleatorizados, donde pacientes
recibieron NAC en conjunto con la medicacién usual para el tratamiento de asma. Sin embargo, la
adicién de NAC junto a los medicamentos convencionales no mostrd cambios significativos en el curso
de la patologia (Aliyali et al., 2010).

2.2 Administracion y farmacocinética

Comunmente NAC se administra por via oral o intravenosa. La via mds comun de administracién
es la oral y esta presenta una absorcion rapida. Sin embargo, a pesar de sus amplias propiedades
mencionadas, uno de los principales problemas por el cual la administraciéon de la NAC in vivo no
muestra los efectos observados en ensayos in vitro, se debe a su metabolizacidn por parte de las células
del intestino delgado y el higado que dan como resultado la incorporacion de NAC en cadenas peptidicas
de proteinas y la formacién de una variedad de metabolitos secundarios. En estudios donde se marcé
radiactivamente la NAC, entre el 13-38 % de una dosis oral se recupera en orina dentro de las 24 horas
(Borgstrom et al., 1986).

La biodisponibilidad de un farmaco se refiere a la cantidad de farmaco que se encuentra en la
circulacion sistémica después de la administracion, y que estd disponible para ejercer su accion
terapéutica, una baja biodisponibilidad puede limitar la eficacia del farmaco (Koch-Weser, 2010). Debido
al ambiente oxidativo del intestino, los compuestos que contienen tioles son inestables; sin embargo, en
el liquido intestinal solo se reportd una oxidacion del 16 % de la NAC (Bonanomi & Gazzaniga, 1980). La
mayor parte del farmaco se metaboliza en otros compuestos derivados. Como resultado, se estima una
biodisponibilidad oral de la molécula de NAC intacta de entre 4-10 % (Borgstrom et al., 1986; De Caro et
al., 1989; Olsson et al., 1988). Cuando se analizé la biodisponibilidad del compuesto via intravenosa, casi
el 30% de la NAC se elimind a través de la orina, resultando en porcentajes igual de bajos que los
observados para la administracion oral (Navath et al., 2008). Por lo tanto, el desarrollo de estrategias de
delivery para transportar y estabilizar la NAC tiene potencial cuando se investigan nuevas formas de
aumentar su biodisponibilidad (Lancheros et al., 2018).

3. Sistemas de delivery

En enfermedades respiratorias como el asma y la fibrosis pulmonar, se sugiere que la
administracién de terapias directamente en las vias respiratorias es mas efectiva para bloquear las crisis
y brindar un alivio rdpido y sostenido. Por esto, se propone la via de administracion inhalada de los
tratamientos, ya que se evita el metabolismo hepdtico y se dirige directamente al epitelio de los
bronquios y los alvéolos manteniendo una vida media aceptable de 2 a 14 h aproximadamente.
(Derendorf et al., 2006).

Por otro lado, los pulmones son un sistema complejo recubierto de mucosa, la cual funciona
como barrera entre las particulas suspendidas en el aire y el torrente sanguineo, sumado a esto, en el
asma se observa vasodilatacién y contraccion del musculo liso alterando la estructura pulmonar,
dificultando atn mas la asimilacién de los medicamentos. En este sentido es clave la eleccidn del sistema
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de delivery de farmacos para asegurar el potencial terapéutico de un medicamento y la conservacion del
mismo. De esta forma se puede mejorar la biodisponibilidad del farmaco, reducir los efectos secundarios
y aumentar la eficacia terapéutica.

Entre las multiples estrategias de delivery estudiadas se encuentran las nanoparticulas no
metalicas biodegradables. Otra alternativa es el uso de particulas de membrana natural, o vesiculas
extracelulares secretadas por varias células. Estas particulas, incluidas las microvesiculas y los exosomas,
son capaces de encapsular las proteinas, mediadores lipidicos y acidos nucleicos, incluidos los miARN y
pueden resultar en una interesante estrategia de delivery (Kan et al., 2020). En este trabajo de tesis de
licenciatura nos vamos a centrar en los liposomas como estrategia de delivery.

3.1Liposomas

Los primeros trabajos que describen los liposomas son de 1961 del Instituto Babraham de
Cambridge (John Wiley & Sons, 1980). Se describieron como sistemas de fosfolipidos de bicapa cerrada
aislada de un medio acuoso y pronto se propusieron como sistemas de administraciéon de farmacos
(Pradhan et al., 2015)

Este sistema de delivery presenta varias ventajas. Una de ellas, es el direccionamiento selectivo al
tejido blanco, como es el caso de doxorubicina liposomal, un farmaco quimioterapéutico cuya
encapsulaciéon en liposomas mejoré la biodistribucion y acumulacién del farmaco en el tumor (Abraham
et al.,, 2005). Otra ventaja importante es que esta plataforma es biocompatible, completamente
biodegradable, atdxica y no inmunogénica, por lo que su aplicacidon en la clinica resulta segura. Los
liposomas estdan compuestos por moléculas anfipaticas por lo que son adecuados para la administracion
de farmacos hidrofébicos, anfipaticos e hidrofilicos. Cuando se trata con drogas inestables o con baja
biodisponibilidad como es el caso de la NAC, se requiere proteger el fdirmaco del entorno. Los liposomas
ofrecen una solucién a este problema, ya que no solo direccionan y protegen el farmaco, sino que
permitirian una liberacién controlada del mismo, lo que garantiza un efecto terapéutico prolongado
(Antimisiaris et al., 2021). De hecho, se ha comprobado que los liposomas mejoran la absorcién nasal de
péptidos, como la insulina y la calcitonina, al aumentar su penetracion en la membrana (Jain et al., 2007;
Law et al., 2001). Se cree que esto se debe al aumento de la retencién nasal de péptidos (Law et al.,
2001) y a la proteccidon de los péptidos atrapados contra la degradacion enzimatica (Muramatsu et al.,
1999) como también a la modificacidn de la membrana mucosal (V. H. Lee et al., 1991).

Los liposomas se pueden clasificar en funcién a su estructura, método de preparacion,
composicion, etc. Cuando se clasifica por su estructura, la nomenclatura depende del nimero de
bicapas lipidicas y el tamafio de las particulas. Para liposomas con varias bicapas lipidicas se utiliza la
abreviacion MLV (por sus siglas en inglés “multilamellar vesicles”), para las vesiculas unilaminares (UV
por sus siglas en inglés “unilamellar vesicles “) la nomenclatura las clasifica segun tamafio: las particulas
chicas de entre 20-100 nm se abrevian como SUV (por sus siglas en inglés“Small unilamellar vesicle”) y
las particulas mas grandes con un didmetro mayor a 100 nm se abrevian como LUV (por sus siglas en
inglés “large unilamellar vesicle”) (Samad et al., 2007)

La eleccidn de los fosfolipidos para la formulacidn de los liposomas es un parametro importante a
tener en cuenta, ya que de esto depende la rigidez de las bicapas. Entre los fosfolipidos mas comunes se
encuentran la dimiristoilfosfatidilcolina , la dipalmitoilfosfatidilcolina, la dimiristoil fosfatidil etanolamina
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y la fosfatidil serina, entre otros. El colesterol se puede agregar a la mezcla de bicapas cuando se
necesite regular la fluidez de membrana de los liposomas (Pradhan et al., 2015).

3.1.1 Aplicaciones clinicas de los liposomas

Los liposomas son los primeros sistemas de administracion de nanofdarmacos que se han
adoptado exitosamente en la clinica desde 1990. Cuando se aprobd por primera vez la formulacion de
doxorrubicina encapsulada en liposomas (Doxil®) para el tratamiento de tumores sélidos y
hematoldgicos. Su aprobacion por la FDA se basé en ensayos preclinicos y clinicos donde se demostré un
mayor depdsito de los liposomas en los tumores incrementando la potencia antitumoral del farmaco
(Abraham et al., 2005; Samad et al., 2007). Posteriormente, se desarrollé una formulacidn liposomal de
daunorrubicina, un agente quimioterapéutico de la familia de las antraciclinas nombrado como
DaunoXome®que fue aprobado por la FDA en 1996 para el tratamiento del sarcoma de Kaposi asociado
al VIH avanzado. Ademas, se estd llevando a cabo una amplia investigacién para aplicar estos sistemas de
administracion de nanofarmacos en diversas dreas, incluida la administracion de medicamentos
anticancerigenos, antifungicos, antiinflamatorios y genes terapéuticos (Bulbake et al., 2017).

3.1.1.1 Aplicaciones clinicas en enfermedades respiratorias

Los sistemas de delivery basados en liposomas para la administracion pulmonar de farmacos han
demostrado ser una estrategia util para conseguir el almacenamiento de farmacos y proporcionar
liberacién controlada en los pulmones. En un principio, la administracién de farmacos en aerosol en los
pulmones se investigd particularmente para el desarrollo de terapias para el asma atdpica.

En 1997, se realizd un estudio clinico en un grupo de pacientes con asma bronquial grave
dependiente de esteroides, se les administré via intratraqueal durante la realizacién de una
broncoscopia una formulacién liposomal de hidrocortisona. Se observé una restauracién de los
indicadores normales de inmunidad humoral y celular, asi como la reduccion de la inflamacién en la
traquea y los bronquios cuando se administro la formulacion liposomal. Este efecto se potencié cuando
se realizé una terapia combinada, donde se administré la formulacién liposomal por via intratraqueal
junto con la forma estandar por via sistémica (Prishchepa & Landyshev, 1997). En otro intento de
mejorar los tratamientos para el asma, Konduri et al investigaron el efecto de la budesonida, un
esteroide inhalado, encapsulado en liposomas en un modelo murino. Los resultados sugieren que esta
formulacién del farmaco mejora significativamente la inflamacién pulmonar y reduce la toxicidad de los
esteroides inhalados (Konduri et al., 2005). Posteriormente, Chen et al disefiaron liposomas para
encapsular sulfato de salbutamol (SBS), un agonista 32 adrenérgico de efecto rapido. Esta formulacién
permite administrarlo via aerosol y demostrd un efecto antiasmatico mas prolongado que el SBS libre
(Chen et al., 2012).

Los liposomas pueden disefiarse para administrar antimicrobianos para el tratamiento de
infecciones de las vias respiratorias. Un ejemplo es el ensayo clinico de fase |l aleatorizado realizado por
Olivier et al dénde se administré amikacina liposomal inhalada para tratamiento de la enfermedad
pulmonar por micobacterias no tuberculosas. Los resultados indican que el tratamiento promovié la
conversion negativa del esputo e indujo una menor toxicidad en comparacidon con la amikacina
parenteral. Ademas, a través de un ensayo clinico controlado aleatorizado realizado por Okusanya et al
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se observo que la formulacion de amikacina liposomal mejora la funcién pulmonar y reduce la densidad
bacteriana en el pulmdn de pacientes con infeccidn crénica por Pseudomonas (Okusanya et al., 2009;
Olivier et al., 2017).

Otra enfermedad respiratoria crénica para la cual se disefaron sistemas de delivery a base de
liposomas es la fibrosis pulmonar. Un ejemplo es la formulacién liposomal desarrollada por
Chennakesavulu et al., los cuales obtuvieron liposomas de budesonida y colchicina capaces de
administrarse por inhaladores. Los resultados mostraron una retencién prolongada del fdrmaco en el
sitio de accidn y la reduccion de la exposicidn sistémica de esta formulacion (Chennakesavulu et al.,
2018).

En conjunto, estas observaciones son relevantes para la presente tesis, ya que proporcionan
antecedentes sobre la eleccion de esta estrategia de delivery para el tratamiento del asma y fibrosis.

3.1.1.2 Surfactante pulmonar

El surfactante pulmonar es un agente tensioactivo natural producido por los neumocitos
presentes en el epitelio alveolar. Su funcién es reducir la tensién superficial de la interfase aire-agua
alveolar lo que facilita la expansion de los sacos alveolares durante la inhalacién evitando el colapso de
los alvéolos y mejorando la eficiencia de la respiracién. Ademds, también se encuentra presente en las
vias respiratorias estrechas bronquiales y traqueales. Se ha sugerido que la funciéon del surfactante en las
vias respiratorias superiores es la de mantenerlas abiertas y sin obstrucciones, lo que permite el flujo de
aire a través de capilares estrechos. El surfactante también tiene propiedades antibacterianas vy
antiinflamatorias, lo que ayuda a proteger los pulmones de infecciones (Nag et al., 2007).

La composicién de este agente tensioactivo natural estd dada principalmente por proteinas y
lipidos. En cuanto a su contenido lipidico, esta representado por fosfolipidos tales como la
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), la palmitoil-miristoil-fosfatidilcolina (PMPC) y la
palmitoil-palmitoleoil-fosfatidilcolina (POPC) (Bernhard, 2016). Al tratarse de fosfolipidos naturalmente
presentes en el surfactante pulmonar, resulta interesante disefiar liposomas a base de estos fosfolipidos
como sistema de delivery de drogas que tengan como blanco el aparato respiratorio.

3.1.2.3 Formulaciones liposomas con N-acetilcisteina

Los investigadores Hamedinasab et al. formularon liposomas recubiertos de quitosano (CH)
cargados con NAC. Los resultados mostraron que el recubrimiento del liposoma con CH dio como
resultado la liberacion prolongada de NAC y una captacién efectiva por parte de las células epiteliales,
por lo que resulta un vehiculo prometedor para el suministro de NAC a los pulmones mediante terapia
de inhalacién (Hamedinasab et al., 2020).

También se desarrollaron polvos secos liposomales de N-acetilcisteina para administracion
pulmonar. El fdrmaco encapsulado tuvo mejor actividad antioxidante in vitro que las formulaciones
liquidas y sélidas que contenian el farmaco no encapsulado, lo que lo convierte en un buen candidato
para el tratamiento de enfermedades pulmonares asociadas al estrés oxidativo (Ourique et al., 2014).

Otro ejemplo de encapsulacién de la NAC con el fin de evaluar su potencial antioxidante, fue su
uso aplicado en el tratamiento de intoxicacion por paraquat, un herbicida con alta citotoxicidad para el
cual no existe tratamiento especifico. La encapsulacion de NAC potencié la actividad antioxidante, ya
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que el pretratamiento de las células con la formulacién liposomal fue significativamente mas efectivo
que el pretratamiento con el farmaco convencional en la reduccién de la citotoxicidad (Mitsopoulos &
Suntres, 2011).
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Hipotesis

La incidencia de las enfermedades respiratorias cronicas ha ido en aumento a nivel mundial. En
Argentina, estas enfermedades representan mas del 25% del total de muertes en la Ciudad de Buenos
Aires. Existe una necesidad de generar nuevos tratamientos contra estas afecciones.

La N-acetilcisteina es una droga ampliamente usada en diversas afecciones por sus propiedades
mucoliticas, antioxidantes y antiinflamatorias, sin embargo, su baja biodisponibilidad restringe su
aplicacion y efectividad. Esta limitacion podria superarse utilizando nuevas formas de delivery al pulmén
para aumentar su biodisponibilidad, entre ellas los liposomas resultan una estrategia muy prometedora.

Para el disefio de liposomas que dirijan drogas al pulmdn, una estrategia interesante es el uso de
los fosfolipidos naturalmente presentes en el surfactante pulmonar de mamiferos.

Todo lo presentado nos permite enunciar la hipdtesis de que los liposomas obtenidos con
fosfolipidos presentes en el surfactante pulmonar son un buen sistema de delivery de N-acetilcisteina
lo que mejora su efectividad contra enfermedades respiratorias como el asma y la fibrosis pulmonar.

Objetivo general

Este trabajo de tesis de licenciatura se enmarca en el desarrollo de nuevas terapias para el
tratamiento de enfermedades respiratorias. En particular, nos focalizamos en el estudio pre-clinico de la
formulacion N-acetilcisteina/liposoma para el tratamiento de enfermedades respiratorias.

Objetivos especificos

1. Evaluar el potencial terapéutico de N-acetilcisteina encapsulado en liposomas en un
modelo de asma murino.

2. A) Establecer un modelo murino de fibrosis pulmonar mediante la administracidn de
bleomicina via orofaringea.
B) Evaluar el potencial terapéutico de los N-acetilcisteina encapsulado en liposomas en un
modelo de fibrosis
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Metodologia

1. Sintesis de liposomas

Para obtener liposomas en forma de vesiculas multilamelares (MLVs) se utilizd el método de
deshidratacion-rehidratacion como describié previamente (Bujan et al., 2020).

Brevemente, se disolvieron los lipidos correspondientes a la formulacidn en un volumen pequefio
de metanol (entre 0.2 y 0.5 mL). Luego, se evapord el solvente para obtener un film, el cual se
resuspendié en 1 ml de PBS (pH 7,4) o una solucion de NAC en una concentracidon necesaria para cada
modelo.

Se utilizaron una mezcla de fosfolipidos naturalmente presentes en el surfactante pulmonar en
las siguientes proporciones: DPPC 60%; PMPC 20% y POPC 20% (Bernhard, 2016). Para la obtencién de
los liposomas cargados de NAC se utilizé una proporcion lipidos: NAC de 10:1.

Con el objetivo de obtener vesiculas unilaminares, se realizé la extrusion multiple por
membranas de 100 nm como describe (Mayer et al., 1986).

2. Diseino experimental y analisis estadistico

Se emplearon como minimo 5 ratones por grupo experimental, este dato puede variar en los
ensayos que se realizaron para poner a punto cada modelo de ser el caso se mencionara en la seccion de
resultados cuando se reporte los resultados de esos ensayos. Se establecieron 5 grupos de trabajo, los
cuales se mencionan a continuacién:

e Ratones naive (control)
Ratones con patologia respiratoria (control patologia)
Ratones con patologia respiratoria +NAC
Ratones con patologia respiratoria + NAC/liposoma

Ratones con patologia respiratoria + vehiculo (liposoma) (control vehiculo)

Se analizd si los datos presentan una distribucion normal mediante el test de Shapiro-Wilk, los
datos cumplian con dicha condicidn y se les realizé un analisis de las diferencias de varianza entre grupos
(ANOVA) y un test de Tukey a posteriori. Para el analisis semicuantitativo de los indices patolégicos o en
caso de que los resultados no cumplieran con las caracteristicas requeridas para utilizar un test
paramétrico, se utilizé el test no paramétrico de Kruskal-Wallis con Dunns a posteriori. En todos los
casos se tomo como diferencia significativa p<0,05.

3. Modelo experimental asma

3.1 Animales

Se utilizaron hembras BALB/c de 6-8 semanas de edad provenientes del bioterio de la Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires. Los animales se mantuvieron en
condiciones estandares, recibiendo agua y comida ad-libitum con un ciclo 12:12 horas de luz:oscuridad,
y humedad y temperatura ambiente controlada (22-24 °C), en el bioterio del Centro de Estudios en Salud
y Medio Ambiente del Instituto de Tecnologias Emergentes y Ciencias Aplicadas (ITECA),
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ECyT_UNSAM_CONICET. Para el uso y cuidado de animales de laboratorio se siguieron las directivas del
NIH (por sus siglas en inglés —National Institute of Health-) (NIH Publication - Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals: Eighth Edition), los lineamientos del CICUAE la UNSAM vy la normativa de
referencia para Bioterios: Disposicion N.2 6344/96 de la Administracion Nacional de Medicamentos,
Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT). El presente proyecto cuenta con la aprobacién del CICUAE
UNSAM 19/2022.

3.2 Modelo de asmay esquema de administracion de tratamientos

Se empled un cldsico modelo de asma contra ovoalbumina (OVA) y sensibilizaciéon parenteral. Se
selecciond este modelo debido a su amplia caracterizacion en la literatura y dado que se emplea de
rutina en nuestro laboratorio (A. Soto et al., 2022; A. S. Soto et al., 2017; Zappia et al., 2019). Dicho
modelo se basa en sensibilizar con dos inoculaciones de OVA (20 pg) como alérgeno junto con el
adyuvante hidréxido de aluminio (2 mg) en PBS por via intraperitoneal (IP). Una semana después de la
ultima inoculacidn, los animales se desafiaron por via aérea con una soluciéon de OVA al 3% en PBS
durante 3 dias consecutivos por aproximadamente 30 minutos cada dia. La exposicidon via aérea se
realizd en compartimientos individuales de una cdmara conectada a un nebulizador (San-Up, San Martin,
Argentina, flujo de la solucién de OVA 0,33 ml/min en un flujo de aire de 6-8 |/min).

Una vez establecido el fenotipo asmatico se administré el tratamiento indicado para cada grupo
experimental descrito en la tabla 1. Para este modelo, la concentracién de NAC utilizada para este
modelo es 0,1 mg/ml y se administré en un volumen de 50 pl por ratdn via intranasal. Previo a la
administracion de los tratamientos se anestesiaron los ratones con xilacina (68 mg/kg) y ketamina (11
mg/kg). En total se administraron 4 dosis de los tratamientos en los dias 17, 18, 22 y 23, luego de
comenzado el modelo de asma (figura 6). Para simular una re-exposicion a los alérgenos se volvié a
desafiar con una solucion de OVA (3%) al tercer dia de tratamiento, es decir, el dia 22 en el protocolo. Se
esperd un lapso de 48 horas posterior al Ultimo desafio aéreo con OVA para realizar |la eutanasia de los
ratones y el posterior analisis. Este protocolo experimental se esquematiza en la figura 6.

El protocolo de tratamiento descrito es el que se logrd estandarizar durante esta tesis, en caso de
haber modificaciones durante la puesta a punto de los modelos se detalla en cada figura y seccién
correspondiente. Durante el desarrollo de este protocolo se establecieron 5 grupos de trabajo que se
detallan en la tabla 1.

Grupo Experimental Desafio Tratamiento

Asmitico (A) OVA/Alum

Tratamiento OVA/Alum OVA NAC
convencional (A+NAC)

Tabla 1: Grupos experimentales utilizados en el modelo murino experimental de induccion de asma
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3.3 Analisis del fenotipo asmatico

3.3.1 Lavado broncoalveolar y conteo celular diferencial

Se llevé a cabo la eutanasia de los animales utilizando una camara saturada con isofluorano.
Posteriormente, se realizd la toracotomia y se sangraron los ratones por puncién cardiaca, las muestras
de sangre se centrifugaron a 200 g durante 10 minutos para obtener el suero. Este se conservoé a -20 °C
para la posterior medicidn de anticuerpos. Se continud con la canulacidn de la trdquea de los ratones. Se
realizé un primer lavado broncoalveolar (BAL) con 0,5 ml de PBS estéril, posteriormente se realizaron 4
BAL con 1 ml de PBS. Lo obtenido en el primer lavado se centrifugd a 300 g durante 10 min, se tom¢é el
sobrenadante y se congeld a -80 °C. A partir de estos sobrenadantes se realizd la posterior medicion de
citoquinas. El pellet que contiene las células fue resuspendido en PBS y sumado a los otros BAL
realizados previamente. Este conjunto de células se centrifugd y el pellet obtenido se resuspendié en 0,5
ml de PBS. Utilizando una cdmara de Neubauer se contabilizé el numero total de células empleando el
colorante Tiirk para facilitar la visualizacion al microscopio de leucocitos.

3.3.2 Cultivo celular

Se realizd la esplenectomia de los ratones en condiciones de esterilidad. Los bazos fueron
disgregados, lisados y lavados para la obtencion de esplenocitos. Los experimentos de cultivo celular se
realizaron en placas de 96 pocillos de fondo plano.

Para evaluar la respuesta especifica de los linfocitos activados por el alergeno OVA del modelo de
asma se estimularon los esplenocitos con 40 pg de OVA en un volumen final de 200 pl por pocillo
durante 72 hs. Para evaluar la respuesta T se utilizd una estimulacién inespecifica con un mitégeno T,
concanavalina A (ConA), a una concentracion de 5 pg/ml durante 48 hs. Para el cultivo, se sembraron 4 x
10° células por pocillo en presencia de los estimulos en un medio compuesto por RPMI-1640
suplementado con un 20% de SFB, un 1% de antibidtico-antimicético (Gibco) y 50 uM B-Mercaptoetanol
(Gibco). Pasado el tiempo de estimulacion se recolectaron los sobrenadantes para el posterior andlisis de
niveles de citoquinas por ELISA.

3.3.3 Histopatologia

Se procedié con la extraccion del pulmén, los mismos se instilaron y fijaron con formalina. Los
pulmones se incuyeron en parafina y se generaron secciones de 5 um de espesor, las cuales fueron
tefidos con Hematoxilina-Eosina (H&E), con el objetivo de identificar el infiltrado celular o con una
tincién Hematoxilina-PAS (periodic acid-Schiff) para discriminar las células productoras de mucus.

Para poder realizar un andlisis estadistico se llevaron adelante indices patoldgicos de infiltrado
inflamatorio y mucus. Para establecer un indice de infiltrado se clasificé el infiltrado en torno a 10 vias
respiratorias y 10 vasos de acuerdo al grado de severidad (0: normal; 1: mayor o igual que 1y menor que
4 células de espesor; 2: mayor igual que 4 y menor que 10; 3: mayor o igual a 10 y menor que 15; 4:
mayor o igual a 15) y la representacion de cada grado de severidad (extensién) en el preparado (O:
menor que 5% ; 1: mayor o igual a 5 y menor que 25%; 2, mayor o igual a 25 y menor que 50%; 3: mayor
o igual a 50 y menor a 75%; 4: mayor que 75%). El indice se calculé como la sumatoria de la
multiplicacién entre el grado de severidad y su extensidn en el preparado. El indice de mucus se calculd
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en secciones transversales de pulmdn tenidas con PAS, observando 10 vias aéreas de tamafio similar a
un aumento de 400X y categorizando la abundancia de células productoras de mucus (0: menor a 5% de
células, 1: entre 5y 25%; 2: entre 25 y 50%; 3: entre 50 y 75%; 4: mayor a 75%). El indice para cada
muestra se calculd como el promedio del indice de abundancia de mucus entre las 10 vias.

3.3.4 Medicion de anticuerpos en suero

3.3.4.1 Medicién de Igk

Se realizd la medicion de los anticuerpos en suero especificos para OVA mediante un ELISA
indirecto, para esto se utilizaron placas de ELISA de 96 pocillos (Nunc maxisorp) se cubrieron los pocillos
con 50 pl de OVA (10 pg/ml), utilizandolo como antigeno, en buffer carbonato (pH=9,5) y se colocaron a
4 °C durante una noche. Al dia siguiente se lavaron 3-4 veces con 250 ul de buffer de lavado (PBS-0,05%
Tween). Posteriormente, se bloquearon con 100 ul de buffer de bloqueo (PBS-1% leche descremada en
polvo) durante dos horas a temperatura ambiente. Se adicionaron 50 pl de las muestras del suero a
evaluar previamente diluidas y se incubé nuevamente a temperatura ambiente durante una hora. Se
repitid el paso de lavado y se agregd un anticuerpo anti-IgE de ratdn biotinilado (BD PharMingen, San
Diego, CA) el cual se dejo incubando por una hora a temperatura ambiente. Se lavd nuevamente y se
adiciond la enzima peroxidasa acoplada a estreptavidina (HRP, streptavidin-horseradish peroxidase,
Zymed, 1/4000). Luego de incubar media hora a temperatura ambiente, se revelé con 50 ul
tetrametilbencidina (TMB One-Step, Life Technologies) y se midié a 620 nm con un lector de placas
(Sunrise RC, Tecan). Luego se frend la reaccién con 50 ul de H,SO, 1M, y se midié la absorbancia a 450
nm. Los resultados se muestran como densidad éptica (OD) a una dilucién 1/10 del suero.

3.3.4.2 Medicidn de IgG1 e IgG2a

Para la medicién de los dos subtipos de 1gG se siguid el mismo protocolo que para IgE pero, con la
Unica variacion luego de haber incubado las muestras, se agregaron 50 ul de anticuerpos anti-IgG1 o
anti-lgG2a, acoplados a HRP (1:3000, BD PharMingen, San Diego, CA) y se incubaron durante una hora a
temperatura ambiente. Las placas se revelaron con TMB (50 ul, One-Step, Life Technologies). La reaccién
colorimétrica fue medida a 620 nm con un lector de placas. Finalmente, se leyé a 450 nm (Sunrise RC,
Tecan) luego de frenar la reacciéon con 50 pl de H,SO, 1M. Los resultados se muestran como densidad
Optica (OD) a una dilucién 1/1000 para IgG2ay 1x10° para IgG1 del suero.

3.3.5 Medicion de citoquinas

A Partir del primer lavado broncoalveolar y el sobrenadante del cultivo de esplendcitos se realizd
la medicidn de los niveles IL-4 e IL-5 (tipo Th2), IFN-y (tipo Th1), IL-10 (regulatoria) mediante un ELISA
tipo “sdandwich” con los kits comerciales de BD OptEIA (BD Biosciences, San Diego, CA) de acuerdo a las
especificaciones del fabricante.
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4. Modelo Fibrosis

4.1 Animales

Para este modelo experimental, se decidid usar el modelo de induccién de fibrosis por
administracién de bleomicina. La respuesta fibrética en ratones es dependiente de la cepa, siendo los
ratones C57BI/6 los mas susceptibles (Walters & Kleeberger, 2008). Por esto se utilizaron ratones de esta
cepa provenientes del Bioterio de la Facultad de Exactas y Ciencias Naturales (UBA). Si bien no hay
todavia un acuerdo sobre si el sexo de los ratones influye, algunas publicaciones reportan una mayor
susceptibilidad en los ratones machos de esta cepa (Liu et al., 2017; Walters & Kleeberger, 2008). Por lo
ya mencionado, se trabajo con ratones machos C57BI/6, los cuales se mantuvieron en el Bioterio del
CESyMA bajo las condiciones ya mencionadas. El presente protocolo cuenta con la aprobacién del
CICUAE UNSAM 19/2022

4.2 Modelo de induccion de fibrosis pulmonar

Para el protocolo experimental de fibrosis pulmonar se realizd el modelo de induccién por
administracién de una Unica dosis de BLM via aspiracion orofaringea (OA) a una concentracion de 0,8
U/kg (Barbayianni et al., 2018). Para realizar este protocolo, previamente se anestesiaron a los ratones
mediante la administracion intraperitoneal de Ketamina/Xilacina a una dosis de 87 mg/kg y 13 mg/kg
respectivamente, en un volumen final de 50 pl por ratén. La administraciéon de la BLM se realizd
siguiendo en detalle el protocolo descrito (Walters & Kleeberger, 2008). Brevemente, se suspendio al
animal anestesiado boca arriba en una tabla inclinada de aproximadamente 60 grados con una banda
elastica debajo de los incisivos superiores. Esta posicidn asegurd que la epiglotis permita solamente el
paso hacia las vias respiratorias a través de la laringe. Con la ayuda de una pinza se sacd y sostuvo la
lengua y con una micropipeta se descargd gota a gota 50 pl de la solucién de BLM en la cavidad bucal,
tapando los orificios nasales para forzar la inhalacién de la BLM. Una vez administrada la droga, se
colocaron los ratones sobre una almohadilla térmica con el objetivo de evitar episodios de hipotermia
mientras se recuperaban de la anestesia.

Para evaluar el potencial de la formulacidn NAC/liposomas se administraron los tratamientos
previo a la induccién de fibrosis pulmonar para de esta forma evaluar el potencial antioxidante y
antiinflamatorio de los tratamientos (Moeller et al., 2008). Se administraron 4 dosis de tratamientos
para los grupos experimentales y PBS a los controles via intranasal, los animales se encontraban
anestesiados como se indico en el parrafo anterior. Tres dosis del tratamiento se administraron 6,4 y 1
dia previo al inicio del modelo de induccidn de fibrosis pulmonar. La ultima dosis se administré el dia
post administracion de bleomicina. Luego se esperd hasta el dia 14, donde se realizé el andlisis del
fenotipo fibrdtico a los tratamientos y controles mencionados en disefio experimental. De esta forma se
establecié el disefio experimental utilizado en este trabajo y el cual se esquematiza en la figura 4.
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Figura 4: Modelo murino de fibrosis pulmonar mediante administracion de BLM via OA tomando este como dia 0.
Previamente, se realizo la administracion de los tratamientos asignados segun grupo experimental en los dias -6,-4y -1. La
ultima dosis de tratamientos se da el primer dia post administracion de BLM.

Durante el desarrollo de este protocolo experimental se establecieron 5 grupos de trabajo, a los
cuales se les realizd administro distintos tratamientos detallados en la tabla 2:

Grupo Experimental OA Tratamiento

convencional (F+NAC

Tabla 2: Grupos experimentales utilizados en el modelo murino experimental de induccidn de fibrosis pulmonar

4.3 Evaluacion del fenotipo fibrético

4.3.1 Estado general de los animales: Peso y comportamiento por ensayo de Open
field

Por otro lado, durante el experimento, se registrd el peso previo y post administraciéon de BLM,
como medida de control de la salud de los ratones, ya que esta ampliamente reportada la pérdida de
peso como un indicador tradicional de este modelo (Bale et al., 2016; Barbayianni et al., 2018). En caso
de tener decesos durante el experimento se registraron con estos datos, se realizd una curva de
sobrevida (Kaplan-Meier plot). Para registrar cambios en la conducta y motilidad de los ratones
expuestos al modelo de fibrosis pulmonar se realizé un ensayo de comportamiento de campo abierto
(Open field), 4 dias post administracién de BLM. Este examen se fundamenta en la aversidon de las
especies gregarias por los espacios abiertos (Kraeuter et al.,, 2019). Brevemente, se documentd el
comportamiento de cada ratdn durante 5 minutos de confinamiento en una arena rectangular de 40 cm
x 40 cm, con paredes altas que imposibilitan el escape, y una grilla con 16 cuadrados de 10 cm x 10 cm
dibujados en la base. El animal se colocd inicialmente en el cuadrante central de 20 cm x 20 cm, y se
registraron 3 parametros: la “distancia recorrida” por los animales, el “Rearing” , que corresponde al
numero de veces en las que el ratén queda en bipedestacion y el “Climbing” , es decir la cantidad de
veces que el raton contacta la pared de la arena con sus patas delanteras (Zimprich et al., 2014).
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4.3.2 Lavado broncoalveolar y conteo celular diferencial

Se realizo la recoleccién del BAL y posterior conservacion de las muestras siguiendo el protocolo
qgue se detalla para el analisis del fenotipo asmatico. Se prosiguid contabilizando el nimero total de
células presentes en los BLM mediante camara de Neubauer para esto se tifd con el colorante Tiirk. En
particular, para este modelo experimental se realizé distincion y conteo de las células
polimorfonucleares (PMN).

4.3.3 Cultivo celular

Para el cultivo celular se siguid el protocolo detallado previamente con algunas diferencias en el
tiempo de cultivo y estimulos. Ademas, se realizé una estimulacién inespecifica para inducir la
produccion de citoquinas, se utilizaron como estimulos PMA (por sus siglas en inglés
“Phorbol-12-myristate 13-acetate”) y lonomicina (iondforo de calcio). Por ultimo, se cultivé una placa
sin estimular como blanco. Se probaron 3 tiempos de estimulacién 24, 48 y 72 horas y pasado cada
tiempo se recolectaron los sobrenadantes para el posterior analisis de niveles de citoquinas por ELISA.

4.3.4 Extraccion de proteinas pulmonares

Se destind una porcion del I6bulo derecho del pulmdn de los ratones para extraccién de proteinas.
Se conservo la porcidn del I6bulo en 500 pl de Trizol (Thermo Fisher) en tubos eppendorf de unos 1,5 ml
libres de ARNasa y se almacenaron a -80 °C. Posteriormente se siguid el protocolo del fabricante
indicado para realizar la extraccién de proteinas. Brevemente, las muestras se homogeneizaron
individualmente empleando un potter de vidrio y se realizé una centrifugacién a 12.000 g durante 10
minutos a 4 °C. Se agregaron 0,1 ml de cloroformo a cada tubo y se incubd a temperatura ambiente por
3 minutos, posteriormente se centrifugaron las muestras a 12.000 g durante 15 min a 4 °C. Se colectd la
fase orgdnica para continuar con la extraccidon de proteinas. Se agregd 0,75 ml de isopropanol e incubd
durante 10 minutos, luego se centrifugd durante 10 minutos a 12.000 g a 4 °C. Se descartod el
sobrenadante, se lavd el pellet resuspendido en 1 ml de solucién de lavado (clorhidrato de guanidina 0,3
M en etanol al 95%) e incubd durante 10 minutos. Luego se centrifugd durante 5 minutos a 7500 g a 4 °C
y descartd el sobrenadante. Se repitio el lavado del pellet. Posteriormente, se agregdé 1 mL de etanol al
100% e incubd durante 20 minutos, se repitid una centrifugacion 7500 g durante 5 minutos y descarto el
sobrenadante. Por Ultimo se dejo secar el pellet durante 5-10 minutos y finalmente se resuspendio el
pellet en 200 pulL de SDS al 1%.

Para determinar la concentracion de proteina extraida se realizé6 mediante el reactivo de Bradford.
A partir de este extracto se cuantificé también TGF-B mediante un ELISA tipo sandwich.

4.3.5 Histopatologia

Se procedié con la extraccion del otro I6bulo del pulmén, los mismos se instilaron y fijaron con
formalina y se incluyeron en parafina. A partir de estos se obtuvieron cortes histoldgicos, los cuales
fueron tefiidos con Hematoxilina-Eosina (H&E), con el objetivo de observar la arquitectura pulmonar e
identificar el infiltrado pulmonar. Para realizar un analisis estadistico, se examind la totalidad del corte
histoldgico, escaneado sistemdticamente en un microscopio usando un objetivo 10x. Cada campo
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sucesivo fue evaluado individualmente para la gravedad de la fibrosis intersticial y se le asignd una

puntuacién entre 0 y 8 utilizando sistema de clasificacion semicuantitativo de Ashcroft modificado

(HuUbner et al., 2008). Para asignar las puntuaciones se tuvieron en cuenta, los criterios enunciados en el

trabajo de investigacidn de Hubner et /a, los cuales se resumen en la tabla 3.

Grado de | Criterios para clasificar la fibrosis pulmonar

fibrosis

0 Septo alveolar: sin carga fibrotica presente en los alvéolos
Estructura pulmonar: pulmdén normal

1 Septo alveolar: Cambios fibréticos leves aislados
Estructura pulmonar: Alvéolos parcialmente agrandados y ramificados pero sin presencia de
masas fibréticas

2 Septo alveolar: cambios fibréticos claros (tabique mas grueso de lo normal)
Estructura pulmonar: Alvéolos parcialmente agrandados y ramificados pero sin presencia de
masas fibrdticas

3 Septo alveolar: paredes fibréticas contiguas (tabique 3 veces mas grueso)
predominantemente
Estructura pulmonar: Alvéolos parcialmente agrandados y ramificados pero sin presencia de
masas fibrdticas

4 Septo alveolar: Variable
Estructura pulmonar: Masas fibrdticas aisladas (S10% de del campo del microscopio)

5 Septo alveolar: Variable
Estructura pulmonar: Masas fibroéticas confluentes (10%-50% del campo del microscopio). y
estructura pulmonar severamente dafiada pero aun conservada.

6 Septo alveolar: Variable, casi no existe
Estructura pulmonar: Grandes masas fibréticas contiguas (>50% de campo del
microscopio). La arquitectura pulmonar en su mayoria no se conserva

7 Septo alveolar: No existe
Estructura pulmonar: Alvéolos casi totalmente obstruidos con tejido fibroso pero aun hasta
cinco burbujas de aire

8 Septo alveolar: No existe
Estructura pulmonar: Campo del microscopio con obstruccién completa por masas
fibréticas

Tabla 3: Caracterizacion de la Escala Modificada de Ashcroft
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Por otro lado, se realizé6 una tinciéon rojo sirio, la cual nos permitié identificar las fibras de
coldgeno de color rosa brillante, mientras que el tejido epitelial y los vasos sanguineos fueron de color
amarillo. Se adquirieron 3 fotos por corte histoldgico de cada grupo experimental a un aumento de 400x
en un microscopio 6ptico. A Partir de estos archivos se cuantificé la cantidad de fibrosis mediante
evaluacion de la proporcidn de drea con fibrosis positiva para rojo sirio empleando la opcion de
deconvolucién de imagenes de histologias del software Imagel/FlJl. El valor de porcentaje de area
coloreada se asigna realizando el promedio de las 3 mediciones.

4.3.6 Medicién de marcadores de fibrosis pulmonar

4.3.6.1 Medicidn de proteinas totales en BAL

Se realizé la estimacion de la concentracion total de proteinas mediante el ensayo de Bradford. Se
realizd una curva estandar con una solucidon de BSA 0,2 mg/ml. Las muestras se diluyeron en 100 pL
segun corresponda para que sea posible la interpolacidon de los resultados obtenidos en la curva
estdndar. Luego se agregd 900 uL de Reactivo de Bradford. Se realizd la deteccion por
espectrofotometria a una longitud de onda de 595 nm.

4.3.6.2 Medicidon de mieloperoxidasa en BAL

Se realizé la medicién de mieloperoxidasa en los BAL en placas de 98 pocillos se sembraron 30 pl
del primer BAL y se adiciond el mismo volumen de TMB, la reaccidn colorimétrica se mididé en un lector
de placas a 620 nm.

4.3.7.3 Medicidén de Lactato deshidrogenasa en suero

A partir de las muestras de sangre, se obtuvo el suero mediante una centrifugacion, se cuantificé
la concentracién de lactato deshidrogenasa (LDH) utilizando el kit unitest de Wiener lab, mediante una
reaccion de UV a una longitud de onda de 340 nm.

4.3.8 Medicién de citoquinas

A partir del primer lavado broncoalveolar y del sobrenadante del cultivo de esplenocitos se
realizé la medicién los niveles IL-4 (tipo Th2), TNF-a, IL-6 (tipo Th1), IL-10 (Treg) mediante un ELISA tipo
“sandwich” con kits comerciales de BD OptEIA (BD Biosciences, San Diego, CA) de acuerdo a las
especificaciones del fabricante. Ademads, se evaluaron los niveles de TGF-3 como marcador pro-fibrético.
El protocolo usado es similar, pero con la diferencia de que las muestras fueron activadas previamente.
Para esto, 100 pl de cada muestra se trataron con 20 ul de HCL 1IN e incubé 10 minutos a temperatura
ambiente. Luego se le agregaron 20 ul de NaOH 1IN y se mezclé (para el calculo de la concentracion se
corrige luego por un factor de dilucién de 1,4). Como diluyente se utilizd el provisto por el kit comercial
(e-Bioscience, Inc., San Diego, CA, USA). La absorbancia se midié a 450 nm luego de agregar 50 ul de
H,50, 1M.
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Resultados

1. Asma atopica

1.1 Modelo de asma murino

Se empled un modelo dptimo de asma experimental, el cual ha sido utilizado previamente en el
laboratorio para evaluar protocolos terapéuticos. Este modelo murino experimental reproduce varios
cambios patoldgicos observados en el asma bronquial, como los altos niveles de anticuerpos IgE
especificos para el alérgeno, inflamacion alérgica pulmonar con predominio de eosinéfilos y aumento de
células productoras de mucus y desarrollo de hiperreactividad de las vias aéreas dependiente de la
produccion de citoquinas de tipo Th2 (A. Soto et al., 2022; A. S. Soto et al., 2017; Zappia et al., 2019).

El modelo de asma consiste en dos inoculaciones con OVA/Aluminio via intraperitoneal (IP).
Luego, se realizaron desafios por via aérea con OVA al 3% durante 3 dias consecutivos. Una vez
establecido el fenotipo asmatico, se decidid desarrollar un esquema de administracion terapéutico de
los tratamientos para evaluar el potencial mucolitico y antioxidante de la NAC. Se determind administrar
4 dosis de tratamiento en distintos dias (Figura 6).

1.1.1 Seleccidon de la concentracion de la NAC

Para determinar la concentracién de la NAC necesaria para observar efectos en el fenotipo
asmaticos, se realizd una busqueda bibliografica y se seleccionaron dos concentraciones (0,1 mg/mly
0,2 mg/ml) de NAC. A partir de la seleccion de las concentraciones candidatas, se realizé un ensayo
piloto con pocos animales (n=12) para evaluar el efecto de estas concentraciones. En este ensayo se
realizaron dos controles, un control naive (N) y un control asmatico (A).

En este ensayo piloto solo se evalué el numero total de células en los BAL (Figura 5). La
concentracion 0,1 mg/ml mostré una disminucién, aunque no significativa, del nimero total de células.
Por este motivo se selecciond esta concentracion para seguir trabajando.

N° total de células
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Asimismo, pudimos observar que en el grupo de animales expuestos al modelo de asma se
observan menores niveles de infiltrado celular pulmonar al que normalmente obtenemos en el
laboratorio. Esta diferencia podria deberse a que de rutina este pardmetro se evalua 48 horas luego de la
ultima exposicion con el alérgeno. En este ensayo la ultima exposicidn pudo haber quedado muy lejana
al punto final del experimento (eutanasia). Por esto, en los proximos ensayos se decidié sumar un nuevo
desafio con el alérgeno 48 hs previas al andlisis.

1.2 Protocolo experimental

De esta manera se establecid el protocolo de trabajo para el modelo de asma como se muestra

en la figura 6.

Ratones
Asmatico
FI. .l.'_' hallenge Tratamiento Analisis
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Figura 6: Modelo murino de asma mediante sensibilizacion con OVA (20 ug) + hidréxido de aluminio (2 mg) en PBS
por via intraperitoneal en los dias 0 y 7. Posteriormente, se desafio via aérea con una solucion de OVA al 3% en PBS durante
tres dias consecutivos (14, 15 y 16 dias). Se prosiguié con un esquema de 4 dosis de tratamientos asignados segtin grupo

experimental en los dias 17, 18,20y 22.
1.3 Analisis del fenotipo asmatico

1.3.1 Células en BAL

Partiendo de este protocolo, se realizé un segundo ensayo con un numero mayor de réplicas (5
animales por grupo). Con los grupos experimentales y controles mencionados en la tabla 2 en la seccion
de Materiales y Métodos.

Para evaluar el efecto de los tratamientos, en primer lugar se contabilizd el numero total de
células en BAL. Durante el establecimiento del asma se genera una inflamacion alérgica caracterizada
por un aumento del infiltrado inflamatorio de las vias aéreas (Holgate & Douglass, 2013). Como se
muestra en la figura 7, solamente el control asmatico mostré un incremento significativo de los niveles
de células totales respecto al control naive (N). Los tratamientos no resultaron tener un efecto en este

parametro.
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1.3.2 Anticuerpos séricos especificos para el alergeno

Los desérdenes atdpicos como el asma se caracterizan por presentar altos niveles séricos de IgE,
IgG1 especificos para el alérgeno (Holgate & Douglass, 2013). Decimos entonces, a partir de los sueros
de los animales, medir los niveles de dichos anticuerpos.

En la figura 8A se observan los niveles séricos para los anticuerpos IgE especificos contra OVA.
Como era de esperar, los grupos expuestos al protocolo experimental de induccion de asma
incrementaron los niveles de IgE respecto al control naive (N). Sin embargo, ninguno de los tratamientos
restablece los valores normales de IgE.

Por otro lado, en la figura 8B se observan los niveles séricos del anticuerpo 1gG1 especificos
contra OVA, se registré un incremento de este anticuerpo en todos los grupos respecto al naive y los dos
tratamientos no muestran efecto en los niveles de este anticuerpo.

En conclusidn, el esquema de tratamientos que se disefid no logré generar un efecto en la
respuesta humoral antigeno especifica.
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Figura 8: A) Niveles de anticuerpos IgE suero especificos contra OVA en los distintos grupos experimentales (A +Lip : Asma +
Vehiculo,A +NAC: Asma + NAC; A +Nac-Lip: Asma + Nac-Vehiculo) y controles (N: Naive; A: Asma) B) Niveles de anticuerpos
IgG1 en suero contra OVA para los mismos grupos. Eje Y (OD: densidad dptica). Andlisis estadistico test de ANOVA con Turkey
a posteriori (p<0,05; ** p<0,001; **** p<0,0001) respecto el control naive

1.3.3 Perfil de expresién de citoquinas

1.3.3.1 Expresion de citoquinas a nivel local (pulmdn)

Para evaluar la respuesta local a nivel del pulmdén de los tratamientos se realizaron lavados
broncoalveolares. A partir de los mismos, se midieron los niveles de expresién de distintas citoquinas.
Como se menciond en la introduccidn, las respuestas alérgicas estdn orquestadas principalmente por
linfocitos Th2. Dichos linfocitos producen gran cantidad de citoquinas del tipo Th2 como IL-4 e IL-5, por
lo que en la patologia alérgica se esperan elevados niveles en dichas citoquinas en los BAL. Con el fin de
estudiar el perfil de la respuesta celular, se midieron las citoquinas del tipo Th2 (IL-4 o IL-5), tipo Thl
(IFN-y) y respuesta regulatoria (IL-10) en el BAL de los diferentes grupos experimentales.
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En la figura 9A, se puede observar que no hubo diferencias en los niveles de IFN-y para los
distintos grupos experimentales y controles. Cuando se analiza la respuesta regulatoria, en la figura 9C
no se observa diferencia entre los grupos. Por otro lado, como se esperaba para la respuesta Th2, se
registré un incremento significativo de la expresion de IL-5 en el control asmatico (A) respecto al control
naive (N). Cuando se analiza el efecto de los tratamientos sobre el perfil Th2, ninguno de los
tratamientos tuvo efectos significativos sobre los niveles de IL-5. Sin embargo, como se observa en la
figura 9B hay una tendencia de reduccién de los niveles de IL-5 en el grupo tratado con Nac-Lip.
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Figura 9: Niveles de citoquinas en BAL para los siguientes grupos experimentales (A +Lip : Asma + Vehiculo; A +NAC:
Asma + NAC; A +Nac-Lip: Asma + Nac-Vehiculo) y controles (N: Naive; A: Asma).(A) niveles de IFN-Y. (B) niveles IL-5. (C)
niveles de IL-10. Andlisis estadistico test de ANOVA con Turkey a posteriori (** p<0,005)

1.3.3.2 Expresién de citoquinas a nivel sistémico

Para evaluar el efecto sistémico de los tratamientos, se realizé un cultivo de esplenocitos y a
partir del sobrenadante obtenido de este cultivo se midieron los niveles de citoquinas involucradas en la
respuesta inmune. Se realizaron dos estimulaciones de las poblaciones linfocitarias presentes en el bazo
de los animales. Por un lado, se llevé adelante una estimulacién especifica con el alergeno (OVA) del
modelo de asma y, por otro lado, se realizé una estimulacién inespecifica de las células T (ConA).

Para determinar la respuesta Thl, se midid la citoquina proinflamatoria IFN-y. Cuando se llevo
adelante una estimulacion especifica (OVA), no se detectaron diferencias significativas en los niveles de
esta citoquina entre los diferentes grupos experimentales (Figura 10A). No obstante, cuando se
estimularon los linfocitos T de manera inespecifica, se observd en el grupo asmatico mayores niveles de
IFN-y en comparacion al normal (N) y comparables con los observados en el control vehiculo (A+ Lip).
Ademas, se observaron menores niveles de IFN-y en los grupos tratados con NAC cuando se realizé una
estimulaciéon inespecifica (ConA). Interesantemente, solo el grupo tratado con la formulacidon Nac-Lip
muestra niveles significativamente menores al control asmatico (Figura 10D). Lo que indicaria que el
tratamiento de NAC encapsulada tendria un efecto sobre el perfil de respuesta Th1.

Con el fin de evaluar el perfil Th2 se midié la citoquina IL-4, se muestran los resultados en OD
para la estimulacidn con OVA en la figura 10B. Sorprendentemente, el grupo asmatico o el vehiculo no
muestran mayores niveles de IL-4 que el grupo control. Sin embargo, se registré una disminucion
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significativa en los niveles de dicho mediador inflamatorio en el grupo tratado con la formulacién
Nac-Lip respecto al control vehiculo (A+Lip).

Cuando se analizan los resultados de la estimulacidn inespecifica (Figura 10E), el grupo asmatico
(A) y el tratado con vehiculo (A+ Lip) presentan valores similares de citoquina mayores que el control
naive (N) estos son valores esperados. Al analizar los tratamientos, se observa que los niveles de IL-4
disminuyen significativamente tanto para el tratamiento con NAC como con NAC-Liposoma. Esto nos
indicaria que ambos tratamientos tendrian un efecto sobre el perfil de respuesta Th2.

Como citoquina antiinflamatoria se midié IL-10. Se muestran los resultados para las células
estimuladas con OVA en la figura 10C. No se observan diferencias entre los distintos grupos
experimentales. Mientras que los resultados para la estimulacién inespecifica se encuentran en la figura
10F. Se observa una tendencia a menores niveles de IL-10 en el tratamiento de Nac-Lip, similar al
normal, respecto al control asmatico (A). Esta tendencia se vuelve significativa cuando se lo compara con

el grupo asmatico tratado con el vehiculo (A+Lip).
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Figura 10: Niveles de citoquinas en cultivos de esplendcitos estimulados con 40 ug/pocillo de antigeno especifico del
modelo de asma (OVA) y estimulacidn inespecifica con mitégeno T (ConA) para los siguientes grupos experimentales (A +Lip :
Asma + Vehiculo; A +NAC: Asma + NAC; A +Nac-Lip: Asma + Nac-Vehiculo) y controles (N: Naive; A: Asma).(A, D) niveles de

IFN-Y. (B, E) niveles IL-4. (C, F) niveles de IL-10. Andlisis estadistico test de ANOVA con Turkey a posteriori (*p<0,05; **

p<0,005)
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1.3.4 Histopatologia pulmonar

Se analizd el efecto de los tratamientos en la histopatologia. Como se menciond en la
introduccion, los pulmones con un fenotipo asmatico tienen un aumento en el infiltrado celulary en la
cantidad de células productoras de mucus. Para observar estos indicadores, se analizaron secciones
transversales de pulmones que fueron tefiidas con Hematoxilina-Eosina (H&E). Como se puede observar
en la tincion H&E de la figura 11, hubo un incremento notorio del infiltrado celular peribronquial y
perivascular en los ratones expuestos al modelo de asma. Cuando se incluyen los tratamientos, si bien se
observa una disminucién en el infiltrado inflamatorio, el mismo siguié presente y distd de la histologia
caracteristica de un ratén sano.

Figura 11: Histologia de secciones pulmonares y posterior tincion con Hematoxilina-Eosina. Las flechas negras indican
infiltrado celular. Se muestra una fotografia de una muestra representativa de los siguientes grupos experimentales (A +NAC:
Asma + NAC; A +Nac-Lip: Asma + Nac-Vehiculo) y controles (N: Naive; A: Asma; A +Lip : Asma + Vehiculo) con un aumento
original de 100X

A fin de analizar la produccion de mucus se realizaron tinciones con PAS, esta tincién permite
identificar estructuras que contienen altas concentraciones de hidratos de carbono, en este caso el
mucus producido por las células caliciformes presentes en los bronquiolos. La tincidon de PAS muestra en
una coloracion rosada-fucsia a las células caliciformes. Como se puede observar en la figura 12, existe
presencia de coloracidon fucsia alrededor de las vias aéreas en los cortes provenientes del grupo asmatico
(A) y control vehiculo (A+Lip), lo que indicaria un aumento en la cantidad de mucus, asi como también
una hipertrofia e hiperplasia de las células caliciformes respecto del control naive (N). Cuando se
observan los cortes histolégicos provenientes a los grupos tratados con NAC, se puede observar una
clara disminucion de la coloracién fucsia, es decir, de la produccién de mucus indicando que el
tratamiento convencional tendria efectos mucoliticos como se esperaba. Aun asi, se sigue observando
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diferencias con los cortes histolégicos provenientes del control naive (N). Por otro lado, cuando se
procede a analizar los grupos tratados con la formulacién Nac-Lip, se observa una disminucion de la
coloracién fucsia aun mayor que la observada con el tratamiento convencional, llegando a registrar
secciones del pulmén donde la histopatologia del pulmdn se restaura por completo a niveles
comparables con la observada en el control naive (N), es decir no se registra coloracion fucsia.

T

ac-Li

Figura 12: Histologia de pulmon y posterior tincion con PAS. Las flechas rojas indican presencia de células
productoras de mucus. Se muestra una fotografia de una muestra representativa de cada los siguientes grupos
experimentales (A +NAC: Asma + NAC; A +Nac-Lip: Asma + Nac-Vehiculo) y controles (N: Naive; A: Asma; A +Lip: Asma +
Vehiculo) con un aumento original de 100X

Para respaldar dichas observaciones se efectud un analisis semicuantitativo del grado de
infiltrado celular y la cantidad de células productoras de mucus. Los resultados para el indice de filtrado
se observan en la figura 13B. Como se esperaba, en los ratones expuestos al modelo de asma hay un
incremento en el infiltrado celular perivascular y peribronquial comparable al observado en el control
vehiculo (A+Lip), por lo que el liposoma per se no tendria efecto en los niveles de infiltrado pulmonar.
Cuando se analiza los tratamientos, se observa una tendencia a menores niveles de infiltrados para el
grupo tratado con NAC convencional pero interesantemente solo el grupo tratado con Nac-Lip es
significativamente distinto al control asmatico (A). Es decir, la formulacidn liposomal, modula los niveles
de infiltrado inflamatorio de manera mas eficiente que los efectos observados por la formulaciéon
convencional de NAC.

Por otro lado, el indice de mucus indica el nimero de células productoras de mucus que se
encuentran presentes en las vias aéreas y se puede observar en la figura 13A. Analizando los resultados,
se observa un aumento significativo en la produccién de mucus en los grupos expuestos al modelo
experimental de asma y el control vehiculo. Cuando se administré los tratamientos, este aumento
disminuyé considerablemente para los dos tratamientos, pero esta disminucion solo logra ser
significativa en el grupo tratado con la formulacion de NAC junto a los liposomas. Realizando un analisis
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comparativo entre los tratamientos, la formulacidon Nac-Lip logré una mayor restauracion de los niveles
normales de produccién de mucus por lo que se puede concluir que la formulacién NAC liposomal a
base de fosfolipidos presentes en el surfactante pulmonar potenciaria el efecto mucolitico del NAC.
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Figura 13: Andlisis semicuantitativo a partir de los cortes histoldgicos. A partir de la tincion realizada con
Hematoxilina-Eosina se calculd (A) El indice de mucus (IM) se calculé en secciones transversales de pulman tefiidas con PAS,
observando 10 vias aéreas y categorizando la abundancia de células productoras de mucus (0: menor a 5% de células, 1: entre
5y 25%; 2: entre 25 y 50%; 3: entre 50 y 75%; 4: mayor a 75%). El indice para cada muestra se calculé como el promedio del
indice de abundancia de mucus entre las 10 vias para los mismos grupos experimentales (A +Lip : Asma + Vehiculo; A +NAC:
Asma + NAC; A +Nac-Lip: Asma + Nac-Vehiculo) y controles (N: Naive; A: Asma). (B) indice de produccién de filtrado (IN) se
obtuvo al clasificar de acuerdo al grado de severidad (0: normal; 1: mayor igual que 1y menor que 4 células de espesor; 2:
mayor igual que 4 y menor que 10; 3: menor igual que 10 y mayor que 15; 4: mayor igual que 15) y la representacion de cada
grado de severidad (extension) en el preparado (0: menor a 5%; 1: mayor igual a 5 y menor a 25%; 2, menor igual a 25 y
mayor a 50%; 3: mayor igual a 50 y menor a 75%; 4: mayor a 75%). El indice se calculé como la sumatoria de la multiplicacion
entre el grado de severidad y su extension en el preparado para los mismos grupos. Test de Kruskal-Wallis con Dunn's a
posteriori (**p<0,005; *** p<0,001) respecto al control Naive y (% p<0,05) respecto al control asmdtico

2. Modelo de Fibrosis

2.1 Protocolo experimental

Parte del trabajo de esta tesis de grado se basé en el establecimiento de un protocolo
experimental de induccion de fibrosis pulmonar en murinos. Existen actualmente multiples modelos
murinos de fibrosis pulmonar, el modelo de induccién por administracién de BLM en una Unica dosis es
el mas caracterizado y que simula varios aspectos claves de la patologia humana(Liu et al., 2017). El uso
generalizado del modelo de induccién por BLM y su sencillez nos impulsé a elegirlo para la presente tesis
de licenciatura. Ademas, se eligid la aspiracion orofaringea como via de administracion de BLM, debido a
gue esta opciodn es sencilla y poco invasiva.

Como se mencion6 anteriormente, el tiempo de evaluacion de fenotipo fibrotico en el modelo
experimental es un factor crucial a determinar. Con el objetivo de poder observar tanto los mediadores
inflamatorios como los mediadores fibréticos se selecciond la fase de transicion que comprende entre
7-14 dias post administracién. En particular se decidié realizar el analisis, el dia 14 post administracion
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BLM ya que varios autores reportaron altos niveles de indicadores fibréticos como TGF-B y depdsito de
colageno en los pulmones (Barbayianni et al., 2018; Walters & Kleeberger, 2008).

A la hora de disefiar el esquema de tratamiento, se debe tener en cuenta que segin el momento
de administracién del compuesto, se puede clasificar el tratamiento en preventivo o terapedutico. Si se
busca observar los efectos antioxidantes se debe administrar el medicamento durante la fase temprana,
es decir, previo a la administracion de BLM o durante la fase inflamatoria del modelo, este tipo de
tratamiento se va a categorizar como "tratamiento preventivo", mientras que si se administra durante la
fase fibrética del modelo, se consideraria "terapéutico". Con el objetivo de evaluar el potencial
antioxidante y como agente antiinflamatorio de la formulacién NAC/liposomas se optd por administrar
los tratamientos en la fase temprana. De esta manera, se establece el protocolo experimental detallado
en la figura 4 de la seccion de materiales y métodos.

2.1.1 Seleccion de concentracion de BLM

Un factor importante a considerar es la dosis de BLM a administrar para inducir fibrosis
pulmonar. La literatura informa una amplia gama de dosis de BLM para la induccién de fibrosis y ademas
como la via de administracién elegida es relativamente reciente, uno de los parametros a establecer serd
la concentracidon de BLM. Por bibliografia se acoté el intervalo de concentracion a testear de 0,8-2 U/kg
(Barbayianni et al., 2018; Liu et al., 2017; Walters & Kleeberger, 2008).

La concentracién de BLM mas comunmente reportada para la induccién de fibrosis es 2 U/kg por
lo que se realizd un ensayo piloto con un n=16 (4/grupo) con el objetivo de evaluar el fenotipo producto
de una dosis de BLM 2U/kg. Sin embargo, a partir del dia 1 post administracidn, se empezaron a registrar
muertes hasta el dia 4 en donde por cuestiones de bioética, se decidid frenar el experimento, ya que se
habia registrado la pérdida del 50 % de los animales como se muestra la curva de sobrevida en la figura
14. Debido a la disminucidon del numero de individuos, los resultados obtenidos en el andlisis del BAL,
sangre y conteo de células dieron con mucha dispersién y no se pudieron obtener resultados
concluyentes de los mismos. Por este motivo, se decidid reducir la dosis de BLM basandonos en el
trabajo de Barbayiannidon et al, donde reportan que si bien dosis iguales o superiores a 2 U/kg generan
un fenotipo fibrético también registran una alta tasa de mortalidad concluyendo que la concentracion
0,8 U/kg es la mas apta, ya que registra una baja tasa de mortalidad conservando el fenotipo fibrético
(Barbayianni et al., 2018).

Figura 14: Curva de sobrevida (kaplan-Meier plot)
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2.2 Registro del bienestar de los ratones

Con las consideraciones previas y siguiendo el protocolo experimental detallado en la seccién de
materiales y métodos, se llevd a cabo el primer ensayo. Diversos estudios reportan la pérdida de peso
como un indicador tradicional de este modelo (Bale et al., 2016; Barbayianni et al., 2018), por lo cual se
registraron los pesos de los animales, para monitorear el estado fisico de los mismos. El resultado se
puede observar en la figura 15, después del protocolo de fibrosis se registrd una caida en el peso de los
animales hasta el dia 8 post tratamiento. No se observd diferencia entre el control fibrético y los grupos
experimentales, ya que todos registran un descenso del peso significativo si se los compara con el
control naive. Por lo que en principio, los tratamientos no muestran un efecto sobre la pérdida de peso.
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Para analizar el comportamiento de los animales expuestos al modelo de induccion de fibrosis
pulmonar se realizd un ensayo de Open field. Se midieron pardametros tales como la distancia recorrida
durante el ensayo. Como se observa en la figura 16A, los grupos a los cuales se administré BLM,
muestran una disminucion en la distancia recorrida respecto al control naive (N), este parametro se
relaciona estrechamente con el estado fisico de los ratones, una disminucion del mismo indica un
deterioro del estado fisico de los animales. Ademas, se observé una disminucidon significativa en el
numero de veces en las que el ratén permanecié en bipedestacion (Rearing) (Figura 16C) y en la
cantidad de veces que el raton contactd la pared con ambas patas delanteras (Climbing) (Figura 16B) en
los grupos expuestos al protocolo de induccién de fibrosis pulmonar respecto al control naive (N). En
conclusion, la administracion de BLM genera cambios en el comportamiento, ensayos como el Open field
podrian servir como indicador no invasivo de que la administracion de BLM se hizo correctamente.
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Figura 16: Andlisis de pardmetros de comportamiento mediante un ensayo de tipo Open Field sobre grupos
experimentales (F +Lip: Fibrosis + Vehiculo; F + NAC: Fibrosis + NAC; F +Nac-Lip: Fibrosis + Nac-Vehiculo) y controles (N: Naive;
F: Fibrosis). A) distancia recorrida medida en cuadro de la grilla. B) Niumero de climbing. C) Nimero de Rearing. Andlisis
estadistico test de ANOVA con Turkey a posteriori (¥p<0,05; ** p<0,005; *** p<0,001; **** p<0,0001) respecto al control
Naive

2.3 Analisis del fenotipo fibrético

2.3.1 Células en BAL

Durante el establecimiento de la fibrosis pulmonar se produce una expansién de distintas
poblaciones celulares, por lo que se espera registrar un aumento en nimero total de células en los BAL
en los ratones expuestos al modelo de induccién de fibrosis pulmonar. Para obtener este dato, se realizé
un conteo del nimero total de células en el BAL diferenciando las células polimorfonucleares, se decidid
realizar esta distincion porque los neutréfilos cumplen un rol muy importante en el establecimiento del
fenotipo fibrético. En la figura 17A, se observa que todos los grupos a excepciéon del grupo de control
vehiculo (F+Lip) presentaron un incremento significativo en el nimero total de células respecto al grupo
naive (N). Cuando se analiza la poblacion polimorfonuclear (Figura 17B), se observa un incremento
significativo para los grupos control fibrético (F) y vehiculo (F+Lip). Esto permite concluir que el aumento
en el numero total de células presentes en los BAL en estos controles se debe a un aumento en las
células polimorfonucleares como la poblacién de neutréfilos. Ademas, las células polimorfonucleares no
explican el aumento en el nimero total de células de los grupos tratados con los tratamientos de NAC y
Nac-Lip, por lo que se puede deducir que en estos grupos experimentales hay expansién de otras
poblaciones celulares.
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Figura 17: (A) Conteo numero total de células del BAL de los distintos grupos experimentales (F +Lip: Fibrosis +
Vehiculo; F + NAC: Fibrosis + NAC; F +Nac-Lip: Fibrosis + Nac-Vehiculo) y controles (N: Naive; F: Fibrosis) (B) Conteo de células
polimorfonucleares en BAL de los distintos grupos experimentales y controles. Andlisis estadistico test de ANOVA con Turkey
a posteriori (*p<0,05; ** p<0,005; **p<0,001) respecto al control Naive

2.3.2 Cultivo de esplenocitos

Si bien el rol del sistema inmune en el desarrollo de la fibrosis pulmonar es dinamico y depende
de la etapa de evaluacidn del fenotipo, se sabe que la fibrosis pulmonar altera el perfil de expresion de
citoquinas (Desai et al., 2018). Con el objetivo de registrar como se altera este perfil de expresidén y si los
tratamientos ensayados modulan la respuesta inmune, se realizd un cultivo ex vivo de esplenocitos. Se
evalud IL-4, IL-12 y TNF-oc como mediador inflamatorio. Durante el cultivo celular se llevé a cabo una
estimulaciéon especifica de la poblacion linfocitaria T, con un mitégeno T (ConA), los resultados para esta
estimulaciéon se muestran en la figura 18 (A-C). Como se observa en la figura, no se detectaron
diferencias significativas en los niveles de ninguna citoquina entre los diferentes grupos. Por otro lado,
también se realizé una estimulacién inespecifica con PMA y ionomicina, para estimular todas las
poblaciones inmunitarias, en este caso tampoco se encontré diferencias significativas entre los grupos
para ninguna de las citoquinas.
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Figura 18: Niveles de citoquinas en cultivos de esplenocitos estimulados con mitégeno T (ConA) y estimulacion
inespecifica con PMA y lonomicina para los siguientes grupos experimentales (F +NAC: Fibrosis + NAC; F +Nac-Lip: Fibrosis +
Nac-Vehiculo) 'y controles (N: Naive; F: Fibosis ; F +Lip : Fibrosis + Vehiculo). (A, D) niveles de IL-4. (B, E) niveles IL-12. (C, F)
niveles de TNF-Q.

2.3.3 Histologia pulmonar

Con el propdsito de examinar el efecto de los tratamientos sobre la histopatologia, se procedio a
realizar cortes histologicos de los pulmones de los distintos grupos experimentales y controles, para
posteriormente tefiirlos. La aplicacion de la tincion de H&E permitid la visualizacién de la arquitectura
pulmonar vy la identificacion de cualquier infiltrado presente. La PFl a nivel histolégico presenta una
remodelacién fibrdtica del parénquima pulmonar con presencia de focos fibrdticos y cicatrizacién
destructiva, también se caracteriza por la presencia de una estructura conocida como "panal de abeja",
la cual consiste en espacios aéreos agrandados rodeados de densas cicatrices y revestidos por epitelio
bronquiolar, todas estas caracteristicas descritas se ilustran en la figura 19, las cuales fueron observadas

para el grupo expuesto a la administracion de BLM. Como se puede observar, la histopatologia de la
fibrosis pulmonar es mucho mas agresiva.

48



Figura 19: Histologia de pulmdn y posterior tincion con Hematoxilina-Eosina del control fibrético (F), se muestran
cambios histopatoldgicos comunes de la FPI. A) Imagen con un aumento original de 100X, se muestra la destruccion de la
estructura alveolar y pérdida de la estructura pulmonar normal. B) Se muestra presencia de focos fibréticos (fechas negras)
con depdsito de MEC en un aumento de 400x. C) Se ilustra la estructura de “panal de abeja” (flecha roja), espacios aéreos
agrandados rodeados de densas cicatrices con un aumento de 100x. D) Se ilustra una imagen representativa de una histologia
tefiida con Hematoxilina-Eosina de un pulmon naive (N) con un aumento de 100X para comparacion.

Como se muestra en la figura 20, se puede visualizar la alteracidn de la arquitectura pulmonar,
con una distorsion total de la estructura alveolar. Ademas, se identificd un infiltrado celular profuso en
las vias aéreas. En contraste, los pulmones de los ratones del grupo control naive (N) presentan una
arquitectura pulmonar normal, sin evidencia de cicatrizacidon destructiva y con una estructura alveolar
conservada y uniforme. Sin embargo, se registré un leve infiltrado inflamatorio, posiblemente debido a la
exposicién de los ratones normales a la administracién orofaringea con solucién fisiolégica. Por otro lado,
el grupo control vehiculo también muestra un infiltrado pulmonar abundante y una distorsion de la
arquitectura pulmonar similar a la observada en el grupo control fibrético. En los grupos experimentales
tratados con NAC, se pudo observar un notable infiltrado inflamatorio y una alteracion en la arquitectura
pulmonar, sin embargo, se logré distinguir la presencia de alvéolos a diferencia del control fibrético en
donde casi no se puede distinguir estas estructuras. Por otro lado, en el grupo experimental tratado con
la formulacién Nac-Lip, se registré una ligera disminucién del infiltrado celular. En general, se pudo
apreciar una arquitectura pulmonar heterogénea con lesiones pulmonares, aunque se observd una
mejor conservacion de la estructura alveolar.
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Figura 20: Histologia de pulmdn y posterior tincion con Hematoxilina-Eosina. Se muestra una fotografia de una
muestra representativa de los siguientes grupos experimentales (F +NAC: Fibrosis + NAC; F +Nac-Lip: Fibrosis + Nac-Vehiculo) y
controles (N: Naive; F: Fibrosis; F +Lip : Fibrosis + Vehiculo) con un aumento original de 100X.

También se realizd tincion de rojo sirio para evaluar el grado de fibrosis. Esta tincién tiene la
particularidad de colorear las fibras de coldgeno de rojo y el citoplasma o fibras musculares en amarillo.
Como se puede observar en la figura 21, en los ratones control naive (N) no se evidencia la presencia de
colageno de los alvéolos lo cual es esperable porque en condiciones normales en los septos
interalveolares mas finos no hay tejido conectivo. En los animales expuestos al modelo de fibrosis se
observa abundante depdsito de coldgeno alrededor de los alvéolos lo cual indica la presencia de fibrosis.
En el control vehiculo (F+Lip) se observaron niveles similares de colageno pero cuando se administran los
tratamientos parecerian disminuir los depdsitos de colageno en los septos interalveolares. Este efecto se
ve particularmente en los ratones tratados con Nac-Lip.
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Figura 21: Histologia de pulmdn y posterior tincion con Rojo Sirio. Las flechas azules indican zonas con depdsito de
coldgeno . Se muestra una fotografia de una muestra representativa de los siguientes grupos experimentales (F +NAC: Fibrosis
+ NAC; F +Nac-Lip: Fibrosis + Nac-Vehiculo) y controles (N: Naive; F: Fibosis ; F +Lip : Fibrosis + Vehiculo) con un aumento
original de 400X

Para corroborar los hallazgos observados en las histologias de H&E, se llevd a cabo un andlisis
estadistico utilizando el sistema de clasificacion semicuantitativo de Ashcroft modificado (Hlbner et al.,
2008). Cada corte histoldgico fue evaluado individualmente para determinar la gravedad de la fibrosis
intersticial y se le asignd una puntuacién entre 0 y 8 utilizando una escala preestablecida enunciada por
Hubner et la. Los resultados para el score de Ashcroft modificado se muestran en la figura 22A. Se puede
observar, un incremento significativo en el score de Ashcroft para el control fibrotico (F) y control
vehiculo (F+Lip) respecto al control naive (N), es decir, el grado de fibrosis es mayor. Por otro lado,
cuando se administra, tanto el tratamiento convencional (NAC) como la formulacion liposomal (Nac-Lip)
se observa una tendencia con indices mas bajos a los observados en el control fibrético (F) pero ninguno
de los tratamientos logré disminuir el grado de fibrosis a los valores normales.

Por otro lado, se cuantificd el drea coloreada (coldgeno) en los cortes histolégicos tefiidos con rojo
sirio, los resultados se muestran en la figura 22B. Es evidente el aumento en el depdsito de coldgeno en
los controles fibrético (F) y vehiculo (F+ Lip), ambos tratamientos muestran una disminucién en los
niveles de colageno pero ninguno de los tratamientos logré restaurar el fenotipo normal.

51



Colageno
8- 4
i E * k% -
2 6- 34 I
S = ) 1
g o
%' 4- < 27
S &
I
0 I-—Inl 1 1 1 0 1 1 1 I
> <« x\'>Q évg o‘\>Q ™ <« x\"\Q é‘,,o c,'\.'\Q
< Qx xé'b < Qx é'b
< <

Figura 22: Analisis semicuantitativo de las histologias de pulmén de los grupos experimentales (F +NAC: Fibrosis +
NAC; F +Nac-Lip: Fibrosis + Nac-Vehiculo) y controles (N: Naive; F: Fibosis ; F +Lip : Fibrosis + Vehiculo). A) Puntuacion de los
cortes histoldgicos segun la escala de Ashcroft modificado (escala del 0-8). B) Cuantificacion del porcentaje de drea coloreada
de rojo (coldgeno) respecto al drea total de imdgenes tomadas a 400x. Andlisis estadistico test de ANOVA con Turkey a
posteriori (** p<0,005; *** p<0,001) respecto al control Naive

2.3.4 Medicidn de indicadores de dafio pulmonar y marcadores fibréticos

Por ultimo, se midieron indicadores que se ven aumentados durante la patologia pulmonar. El
desarrollo de la fibrosis pulmonar esta asociado con muerte celular y un incremento de los niveles de
ROS (Cantin et al., 1987), por esto se midieron indicadores de dafio pulmonar como la presencia de
proteinas en los BAL (Figura 23A). Como se esperaba, se registrd un incremento de proteinas totales de
todos los grupos expuestos al modelo de induccion de fibrosis pulmonar por administracion de BLM y los
tratamientos no disminuyen este indicador de dafio pulmonar.

Por otro lado, se midieron los niveles de LDH en suero, si los niveles de esta enzima en sangre son
elevados puede indicar dafio tisular producto de una enfermedad o lesidn crdnica (Drent et al., 1996). En
la figura 23B se observan los resultados, de estos se puede decir que a excepcion del grupo tratado con
Nac-Lip, todos los grupos tratados con BLM muestran un incremento significativo de LDH respecto al
control naive.

Por ultimo, se evaluaron los niveles de mieloperoxidasa (MPQO), esta es una enzima que se
almacena en los granulos azurdfilos de los leucocitos polimorfonucleares y es secretada al medio
extracelular ante diversos estimulos nocivos. La mayoria de los pacientes con FPI tenian niveles elevados
de MPO (Cantin et al., 1987). Los resultados se muestran en la figura 23C, el control fibrético y vehiculo
muestran un incremento en los niveles de MPO. Cuando se analiza el efecto de los tratamientos sobre
los niveles de MPO, ambos tratamientos con NAC redujeron los niveles de MPO, pero solo el tratamiento
con Nac-Lip logra una reduccidn significativa respecto al control fibrético.

Un mediador clave de la fibrosis pulmonar es el TGF-[3, ya que la secrecion de este factor estimula
la acumulacién de colageno y matriz extracelular en el pulmdn. Aunque no significativo, los niveles de
TGF-B tienden a ser mayores en los ratones con fibrosis pulmonar respecto a los ratones naive.
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Interesantemente, solo el tratamiento con Nac-Lip disminuye significativamente los valores de TGF-3 en
pulmon.
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Figura 23: Medicién de marcadores de fibrosis pulmonar. A) Cuantificacién de proteina total en BAL B) Cuantificacion
de Lactato deshidrogenasa en suero C) Niveles de mieloperoxidasa en BAL. D) Niveles de TGF-3 en extracto proteico de
pulmon relativizado con concentracion de proteinas totales para los siguientes grupos experimentales (F +NAC: Fibrosis + NAC;
F +Nac-Lip: Fibrosis + Nac-Vehiculo) y controles (N: Naive; F: Fibrosis; F +Lip : Fibrosis + Vehiculo). Andlisis estadistico test de
ANOVA con Turkey a posteriori (*p<0,05; ** p<0,005; *** p<0,001; **** p<0,0001) respecto al control Naive y (% p<0,05)
respecto al control fibrético.
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Discusion

Las enfermedades respiratorias han ido en aumento y las opciones terapéuticas para tratarlas y
controlar sus sintomas son limitadas (Clark et al., 2022). Existe una necesidad de generar nuevos
tratamientos contra estas afecciones. La N-acetilcisteina es una droga ampliamente usada por sus
propiedades mucoliticas, antioxidantes y antiinflamatorias. Sin embargo, su baja biodisponibilidad limita
su aplicacion y efectividad (Bonanomi & Gazzaniga, 1980; Borgstrom et al., 1986). En este trabajo
proponemos que el encapsulamiento de esta droga en liposomas constituidos por fosfolipidos del
surfactante pulmonar podria aumentar su efectividad para tratar el asma y la fibrosis pulmonar.

Los liposomas son estructuras esféricas que se forman espontaneamente cuando los lipidos se
dispersan en un medio acuoso (Pradhan et al., 2015). Se los ha empleado ampliamente como sistemas
de encapsulamiento para delivery de drogas (Antimisiaris et al., 2021). En este trabajo empleamos
liposomas obtenidos a partir de fosfolipidos presentes en el surfactante pulmonar de mamiferos.

El tamafio y la forma de las particulas liposomales son variables importantes de caracterizar
porque van a determinar la capacidad de carga, su estado coloidal y la captacién celular (Hoshyar et al.,
2016). Respecto a la caracterizacién de las particulas liposomales empleadas en este trabajo por el tipo
de metodologia con las que se las obtuvo podemos inferir que tienen un didametro de alrededor de 100
nm. Esto es lo esperado para vesiculas unilaminares obtenidas por extrusién multiple mediante
membranas de 100 nm. Lo que estd en linea con lo observado previamente por el grupo de la Dra. Nadia
Chiaramoni en liposomas de composicién similar (Bujan et al., 2020).

Si bien en este trabajo no se muestran ensayos de forma o distribucién de tamanos, podemos
afirmar que estamos trabajando con liposomas esféricos, dado que los tres tipos de lipidos del
surfactante pulmonar empleados para su composicion son fosfatidilcolinas. Este tipo de moléculas
presentan forma cilindrica, formando estructuras de bicapas lipidicas, las cuales se autoensamblan en
vesiculas esféricas al ser dispersadas en agua (van Rooijen & van Nieuwmegen, 1980).

En paralelo a los ensayos presentados en este trabajo, se tratd de caracterizar las particulas
mediante la técnica de dispersidon de rayos X a bajo angulo (SAXS). Esta técnica tiene la ventaja de que
permite conocer la distribucién de tamafios en una mezcla compleja, y ademas permitiria conocer la
carga interna o superficial de NAC en los liposomas empleados. Para esto se empled el equipo de SAXS
de nuestro instituto. Se realizaron mediciones preliminares de 3 horas de las particulas liposomales
vacias o cargadas con NAC suspendidas en PBS. Sin embargo, cuando se hizo un analisis inicial de los
resultados obtenidos no se observaron patrones diferenciales entre las muestras. Si bien restaria realizar
un analisis mds exhaustivo, la experiencia del ensayo nos inclina a pensar que deberiamos repetir las
mediciones empleando el equipo de SAXS en su mayor configuracién (6,5 metros frente a los 2,5 metros
ensayados) y ademas deberiamos tener a los liposomas en una solucion mds viscosa que evite su
decantacién durante las largas horas de medicién. Por esto se planea repetir este ensayo con una
solucién de liposomas suspendidos en una solucion saturada de sacarosa. Como la sacarosa posee
mayor densidad creemos que esto limitard la movilidad de los liposomas mejorando las condiciones de
medicion.

Mientras que el laboratorio de Inmunologia, Vacunas y Alergias de la UNSAM se encuentra
abocado a evaluar estas formulaciones terapéuticas in vivo, el laboratorio de Bionanotecnologia de la
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UNQ se encuentra abocado a la optimizaciéon de la obtencion y caracterizacion de los liposomas
ensayados. En este sentido, el laboratorio de la Dra. Nadia Chiaramoni actualmente esta analizando el
porcentaje de encapsulacion de la NAC mediante la técnica de microdialisis. Si bien todavia no se
obtuvieron resultados concluyentes de estos ensayos, por como es la metodologia de obtencién de
liposomas y dado que no son dializados luego de su generacién, se puede inferir que la NAC se
encontraria tanto libre en solucién como encapsulada y en la superficie de los liposomas. Para dilucidar
cual de las disposiciones de la NAC, libre, superficial o encapsulado, esta contribuyendo a la terapia o si
es un efecto combinado, es necesario realizar mas ensayos evaluando las tres configuraciones de forma
individual.

Cuando se postula un nuevo sistema de delivery para su uso in vivo, es necesario probar que no
produzca mayor toxicidad per se. Si bien en la presente tesis no realizamos estudios de citotoxicidad, en
general los liposomas han mostrado ser vehiculos seguros, convirtiéndolos en uno de los principales
sistemas de delivery utilizados en la clinica (Antimisiaris et al., 2021). En particular, para la sintesis de
liposomas utilizados en este trabajo, se emplearon fosfolipidos presentes en el surfactante pulmonar. Al
tratarse de compuestos presentes naturalmente en el pulmén, consideramos que no se deberia producir
citotoxicidad en las concentraciones empleadas. En este sentido, en ensayos de viabilidad celular in vitro
con MTT, la Dra. Nadia Chiaramoni reportd que liposomas similares a los empleados en este trabajo a
base de surfactantes pulmonares no afectan la viabilidad celular (Bujan et al., 2020). Con este
antecedente, y sumado a que in vivo no observamos el incremento de ninguno de los indicadores de
lesidon pulmonar en los ratones tratados con el vehiculo respecto a los ratones con patologia respiratoria,
resulta légico pensar que la formulacion liposomal empleada no presenta aumento de la citotoxicidad, al
menos, en las concentraciones ensayadas. Aun asi, resulta necesario realizar estudios de citotoxicidad in
vitro e in vivo para evaluar si efectivamente esta formulacién liposomal es segura.

El objetivo general de este estudio fue evaluar el potencial terapéutico de la NAC co-administrada
con liposomas a base de fosfolipidos presentes en el surfactante pulmonar en ensayos preclinicos. Para
evaluar esto se decidié emplear dos modelos de patologias respiratorias diferentes. Por un lado, se eligié
llevar a cabo una evaluacion del potencial terapéutico de la formulacién de Nac-Lip en un modelo
experimental de asma murino y fibrosis pulmonar inducida por BLM.

Se selecciond la via intranasal como via de administracién de los tratamientos debido a sus
numerosas ventajas. En primer lugar, su aplicacion en la clinica es sencilla gracias al uso de atomizadores
intranasales, lo que la convierte en una forma de administracion no invasiva y sencilla, con una excelente
tolerabilidad y buena adhesién al tratamiento. Ademads, la cavidad nasal es un entorno inmunogénico
por lo que no se requiere esterilizacion de las preparaciones en oposicion a las rutas parenterales (Pires
et al.,, 2009). Por otro lado, la absorcién intranasal permite evitar el metabolismo presistémico
gastrointestinal y hepatico, lo que aumenta la biodisponibilidad de los farmacos (Pires et al., 2009). Sin
embargo, si bien la administraciéon nasal presenta muchas ventajas, actualmente no es la via de
administracién mds comun. Esto se debe en gran parte a que la absorcién del fadrmaco por la cavidad
nasal implica todo un desafio. La mucosidad junto con la depuracién mucociliar, mecanismo de
autolimpieza de los bronquios, dificultan la absorcion de farmacos polares, como es el caso de la NAC
(Merkus et al., 1998). Por otro lado, la cavidad nasal tiene la capacidad de metabolizar farmacos
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mediante mecanismos enzimaticos defensivos, lo que puede reducir la estabilidad biolégica de los
farmacos administrados (Pires et al., 2009). Para superar estas dificultades existen multiples estrategias
en estudio. Como se explic6 ampliamente en la introduccién, en este sentido los liposomas son una
prometedora estrategia de delivery para una administracién intranasal de distintos farmacos (Jain et al.,
2007; Law et al., 2001; V. H. Lee et al., 1991; Muramatsu et al., 1999). Por estos motivos, a pesar de que
pocos trabajos seleccionan la via de administracién intranasal para estudiar el potencial de NAC en la
patologia respiratoria, se decidio utilizar esta via de administracién para evaluar si la formulacidén de NAC
encapsulada en liposomas puede superar las barreras fisioldgicas y fisicoquimicas de la cavidad nasal.

Se decidi6 evaluar las formulaciones en un modelo de asma murino debido a que se lo emplea de
rutina en nuestro laboratorio, por lo que contamos con la capacidad técnica y el equipamiento
necesarios para llevar a cabo la evaluacién de manera efectiva. Ademas, este modelo presenta una
inflamacidén alérgica pulmonar, por lo que permite probar el efecto antiinflamatorio de la NAC. Por otro
lado, como se menciond anteriormente, NAC es un potente mucolitico, y este modelo nos permite
evaluar su capacidad para reducir el depdsito de mucus en las vias aéreas (A. Soto et al., 2022; A. S. Soto
et al., 2017; Zappia et al., 2019).

Como se menciond con anterioridad, en los ensayos clinicos no se observaron mejoras en el
tratamiento de pacientes con asma al aiadir NAC al tratamiento convencional (Aliyali et al., 2010). Estos
resultados se deben posiblemente a la baja biodisponibilidad de la NAC cuando se la administra por via
oral (Borgstrom et al., 1986).

Si bien existen en la literatura algunos reportes preclinicos donde se demostrd un efecto positivo
del tratamiento con NAC (Eftekhari et al., 2013), es importante sefialar que en todos estos ensayos, la
administraciéon de la NAC era preventiva, es decir, se administraba antes de establecer el fenotipo
asmatico. Esta forma de administracion permite observar los efectos protectores y antioxidantes del
farmaco, pero no es apropiada para evaluar su potencial terapéutico en la reduccién de los pardmetros
del fenotipo asmatico, como la produccién de mucus (Moeller et al., 2008). De manera novedosa y a
pesar de que representaba un mayor desafio se disefid un esquema de administracion terapéutico de
cuatro dias de tratamiento posterior al establecimiento del fenotipo asmatico.

Nos propusimos como primer objetivo la evaluacién del potencial terapéutico de la formulacién
Nac-Lip y su comparacion con la formulacidn convencional de NAC en el modelo de asma. Al analizar los
resultados en conjunto podemos observar que no hubo efecto de los tratamientos NAC y NAC-Lip en
algunos parametros de la patologia. Este es el caso del nimero total de células en BAL en el que no se
observé una disminucidn del nimero total de células. En contraste con nuestros resultados, Mitsopoulus
& Suntres observaron una disminucién en el numero total de células en BAL en respuesta al tratamiento
con NAC (Mitsopoulos & Suntres, 2011). Sin embargo, esto lo observaron usando un esquema
preventivo de tratamiento (Mitsopoulos & Suntres, 2011). Si bien el aumento del numero total de
células es una caracteristica del asma, no es un parametro especifico de la misma. Por lo que seria
interesante evaluar si existen diferencias entre las poblaciones celulares presentes en BAL entre los
distintos grupos experimentales. En este sentido, poblaciones con un perfil regulatorio podrian tener
efectos positivos en la patologia pulmonar mientras que un incremento en poblaciones celulares como
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los eosinodfilos tendrian efectos negativos. Para caracterizar mejor a las células en BAL inicialmente nos
propusimos hacer un conteo diferencial mediante el uso de una citocentrifuga, pero desperfectos en la
misma nos impidieron llevar adelante la medicién. A futuro seria interesante evaluar las poblaciones
celulares en BAL por citometria de flujo.

El modelo experimental de asma utilizado en este trabajo emplea el antigeno OVA lo que nos
permite medir la respuesta inmune especifica. Cuando se midié la respuesta humoral especifica,
ninguno de los tratamientos muestra un efecto sobre la misma. No es posible contrastar este resultado
con otros autores dado que, segln nuestro conocimiento, no se han reportado evaluacién de respuesta
humoral para el tratamiento con NAC en modelos asma. De todas formas, consideramos que un
esquema de tratamiento agudo a nivel local como el ensayado no alcanzaria a causar cambios en los
niveles séricos de anticuerpos.

El perfil de expresidn de citoquinas nos da una idea de la respuesta T montada. En este trabajo se
midieron los niveles de citoquinas a nivel local en los BAL, solo se observa una tendencia en la
disminucién de los niveles de IL-5 por parte de la formulacion liposomal. Esto va en correlacién con lo
reportado en los esquemas de administracién preventiva de NAC, ya que el trabajo de Lee et al, no se
reporta un efecto en los niveles de IL-10 (respuesta regulatoria) y TNF-a manteniendo los niveles
similares al control asmatico (P--H. Lee et al., 2020). Por otro lado, si se reporta una disminucién de los
niveles de citoquinas Th2 pero en esquemas de administracién preventiva de NAC (Song et al., 2021).
Cabe aclarar que la medicién de citoquinas en BAL es compleja porque las citoquinas son propensas a la
degradacién por proteasas. Por lo que en futuras mediciones seria beneficioso agregar un inhibidor de
protestas durante el proceso de recoleccion de los lavados broncoalveolares. Esperamos que esta
modificacidén en el protocolo nos permita disminuir la dispersion y vuelva a las tendencias significativas.
De esta forma, si bien en el modelo experimental desarrollado en este trabajo se observa solamente una
tendencia y debieran ser confirmadas con nuevos ensayos, podrian sugerir que la formulacién liposomal
NAC modularia la respuesta Th2 a nivel local.

Para observar los efectos sistémicos de los tratamientos en la respuesta T se realizé un cultivo de
esplenocitos. Se observd una respuesta sistémica positiva para la estimulacién T inespecifica (ConA). La
formulacién liposomal de NAC logré disminuir de manera significativa ambas respuestas Th1ly Th2. El
hecho de que tratamientos terapéuticos agudos a nivel local puedan afectar la respuesta T a nivel
sistémico nos sorprendid, por lo que seria interesante realizar ensayos de seguimiento de la particula
liposomal marcada. Los liposomas empleados en este trabajo tendrian un rango de tamano compatible
con la posibilidad de extravasacidon al torrente sanguineo (Hoshyar et al., 2016). Los ensayos de
seguimiento de liposomas nos permitirian dilucidar si este efecto es producto de que los liposomas
extravasan al sistema circulatorio o de que el NAC libre llega a nivel sistémico.

Por otro lado, al llevar adelante una estimulacién T alergeno-especifica de los esplenocitos no se
observaron cambios en la expresién de citoquinas. En este caso suponemos que hubo un error en la
estimulacién, posiblemente durante la preparacion del antigeno OVA para los cultivos ex vivos, dado que
es un protocolo que se encuentra puesto a punto en el laboratorio y los controles asmaticos reportan
siempre valores mucho mas elevados de las tres citoquinas ensayadas, por lo que planeamos repetir
este ensayo a futuro.
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Sorprendentemente, los dos tratamientos muestran tener efectos en los niveles de infiltrado
inflamatorio, pero solo se registré una disminucion significativa de este pardmetro para el tratamiento
con la formulacién liposomal. Estos resultados nos dan un indicio que el delivery de NAC a base de
liposomas, potenciaria la actividad antiinflamatoria del NAC, reduciendo los niveles de infiltrado
celular en los pulmones. Como se mencioné anteriormente, se decidié evaluar la formulacién
liposomal en un modelo de asma para observar el potencial mucolitico de esta formulacidn. Este es el
primer trabajo, que mediante una administracion terapéutica de la formulacién liposomal de NAC
logra obtener una disminucién significativa del depdsito de mucus en el pulmdn respecto al control
asmatico.

Como segunda patologia respiratoria se decidié emplear la fibrosis pulmonar idiopatica. Para
cumplir con el segundo objetivo de este trabajo de tesina, buscamos en primer lugar establecer un
modelo murino de fibrosis pulmonar que permita recapitular varias caracteristicas de la patologia
humana y nos permita testear el potencial terapéutico de la formulacién de NAC encapsulada en
liposomas. Se eligié esta patologia para evaluar la formulacion de NAC dado que actualmente en la
clinica se emplea esta droga via oral para su tratamiento (Sun et al., 2016). Ademas, si bien todavia se
desconoce la etiologia de la enfermedad, la fibrosis pulmonar se caracteriza por un incremento en los
niveles de ROS y un marcado dafio tisular (Cantin et al., 1987). Por esto en particular, esta patologia
permite evaluar el potencial antioxidante de la formulacidon Nac-Lip.

Es importante mencionar, las diferencias entre las dos patologias seleccionadas para la
evaluacion de la formulacidn Nac-Lip. Por un lado, el asma atdpico es una patologia caracterizada por
una hipersensibilizacion del tipo Th2 (Paul & Zhu, 2010) mientras que el rol del sistema inmune en la FPI
todavia es debatido; sin embargo, se observa un incremento en citoquinas de un perfil Thl y los
mecanismos desregulados en esta patologia son distintos a los alterados en el asma (Cantin et al., 1987;
Mei et al., 2022), por lo que testear la formulacidon de Nac-Lip en estas dos patologias le da robustez a
este trabajo. Como se menciond en la introduccion existen multiples modelos murinos de induccion de
fibrosis pulmonar, el seleccionado en este trabajo fue la induccién de fibrosis pulmonar via
administracién de BLM por una Unica dosis. Este modelo tiene validez clinica y permite recapitular varios
aspectos de la patologia humana.

Ademads, se selecciond administrar la BLM via aspiracién orofaringea, debido a su sencillez y
disminucién de la mortalidad (Liu et al., 2017; Moeller et al., 2008; Walters & Kleeberger, 2008). En
estudios realizados por Barbayianni et al, se compararon dos formas de administracién de BLM la
aspiracion orofaringea y la administracién intratraqueal (IT) (Barbayianni et al., 2018). En este trabajo, se
observé que ambas formas de administracion del fdrmaco dieron como resultado una pérdida de peso
de los ratones expuestos al modelo en comparacién con los ratones tratados con PBS, lo cual es un
indicador tradicional de lesién inducida por el modelo (Barbayianni et al., 2018). Para validar, el modelo
de induccién de fibrosis pulmonar puesto a punto durante el desarrollo de este trabajo de tesina se
midié el peso de los animales junto con otros indicadores caracteristicos de la patologia. En este sentido,
como era de esperar, se observé una pérdida de peso en los ratones expuestos a BLM.
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Como resultado de la administracion de BLM, multiples autores reportan un incremento en el
recuento total de células presentes en BAL en comparacion con los grupos control a los cuales no se
administré el farmaco (Cortijo et al., 2001; Hagiwara et al., 2000; Yildirim et al., 2005). Este incremento
se debe a una respuesta inflamatoria pulmonar. Nuestros resultados muestran también un aumento en
el numero total de células presentes en BAL, lo que indica que se ha logrado cumplir con este indicador.
El incremento observado se atribuye principalmente al aumento en el porcentaje de neutréfilos
reportado tanto en los modelos murinos de fibrosis pulmonar idiopatica mediante la administracién
BLM, como en la sangre de pacientes que padecen de FPI (Desai et al.,, 2018). En linea con esto, el
protocolo experimental desarrollado para este estudio cumple con este indicador, ya que el aumento en
el nimero total de células presentes en el BAL se debe a un incremento en la poblacién celular
polimorfonuclear, la cual estda compuesta principalmente por neutréfilos.

La administracion de BLM produce una lesion pulmonar recapitulando la histopatologia
caracteristica observada en pacientes con fibrosis pulmonar idiopatica. Multiples autores reportan
cambios histopatoldgicos a partir de la segunda semana post administracion de BLM, se reportan focos
fibréticos con presencia de abundante infiltrado celular y destruccion de la estructura alveolar (Cavazza
et al., 2010; Hagiwara et al., 2000; Yildirim et al., 2005). En este trabajo, las tinciones con H&E mostraron
una estructura pulmonar severamente dafiada, con una total pérdida de la arquitectura alveolar y
abundante infiltrado celular. Para estimar la gravedad de la fibrosis se puede utilizar el score de Ashcroft
modificado. Nuestros resultados muestran un incremento significativo en la puntuacién de los cortes
histoldgicos pertenecientes a los grupos expuestos a la administracién de BLM comparable a los valores
esperados para este modelo experimental (Barbayianni et al.,, 2018). La alteracion en la estructura
pulmonar en los pacientes con FPI, se debe a incrementos en el depdsito de la ECM y colageno en los
septos alveolares (Kinoshita & Goto, 2019). El modelo establecido en este trabajo cumple con este
indicador, ya que se observd un incremento de los niveles de colageno en los septos alveolares
observados en los cortes histolégicos.

Por otro lado, el modelo experimental de induccién de fibrosis pulmonar a través de la
administracién de BLM ha sido asociado con el aumento de multiples indicadores de lesion pulmonary
estrés oxidativo en estudios previos (Barbayianni et al., 2018; Teixeira et al., 2008; Yildirim et al., 2005) .
Entre los mas cominmente informados por varios autores, destaca el aumento significativo de proteinas
en los lavados broncoalveolares, un indicador comun de lesién pulmonar . En el presente trabajo se ha
observado un aumento en los niveles de este pardmetro, asi como en otros indicadores comunes de
dafo asociados a fibrosis pulmonar, como son los niveles de lactato deshidrogenasa en suero vy
mieloperoxidasa en BAL. Asimismo, se observd un incremento de los niveles de mieloperoxidasa en BAL.
Sin embargo, al observar los niveles de TGF-3, un regulador maestro de la remodelacién tisular, se
observé una tendencia a mayores niveles aunque no resultaron significativos. Consideramos que esto se
debe a la dispersidn asociada al protocolo de extraccién de proteinas totales del pulmén, por lo que
creemos que un aumento del nimero de muestras volveria a esta tendencia en una diferencia
estadisticamente significativa.

En conjunto, estos resultados demuestran que pudimos establecer de forma exitosa un modelo
murino experimental de induccidn de fibrosis pulmonar via administracion BLM que recapitula varios
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indicadores de la patologia humana. Este logro no solamente repercute en la presente tesis de
licenciatura, sino que aumenta las capacidades cientificas tecnolégicas del laboratorio para evaluar
diferentes hipdtesis y tratamientos experimentales a futuras.

Establecido el modelo murino experimental de fibrosis pulmonar, nos propusimos como siguiente
objetivo la evaluacidon del potencial terapéutico de la formulacion Nac-Lip en comparacion con la
formulacién convencional de NAC. Para cumplir con este objetivo, se disefid un esquema de
tratamientos preventivos y se evaluaron indicadores clasicos de la patologia.

Ninguno de los tratamientos mostré tener un efecto en la pérdida de peso ni en el cambio de
comportamiento, ambos producto de la administracién de BLM. De acuerdo con nuestro conocimiento,
no hay estudios preclinicos donde se evalle el efecto de la NAC sobre estos indicadores. Por otro lado,
todas las variables donde los tratamientos demostraron tener un efecto se evaluaron a los 14 dias,
mientras que el registro del peso se realizé hasta el dia 8 y el ensayo de comportamiento al cuarto dia
post administracion de BLM, seria interesante medir el estado fisico de los animales al mismo tiempo
que se analizaron el resto de los parametros en los que se detecté efecto terapéutico.

Por otro lado, al igual que en los ensayos realizados en asma, los tratamientos no demostraron
tener un efecto sobre el niumero total de células en BAL, ya que no se observé una disminucién de este
indicador. Esto esta en linea con muchos trabajos donde se evalud el potencial de la NAC en modelos
murino de fibrosis pulmonar y no se observé una disminucidn en el nimero total de células presentes en
BAL incluso con esquemas de tratamiento de hasta 60 dias (Cortijo et al., 2001; Teixeira et al., 2008). En
este sentido, es ldgico que un esquema de 4 dosis de tratamiento no logré modificar este indicador.
Ademads, se puede afirmar que este aumento en nimero total de células no se debe a un incremento en
las poblaciones polimorfonucleares. Esto nos indicaria, que no hay un incremento en los neutréfilos, una
de las poblaciones mas importante en el establecimiento de la fibrosis pulmonar, por lo que seria
interesante estudiar por citometria de flujo qué poblaciones celulares son responsables de este
aumento en los grupos tratados.

No se observaron cambios en el perfil de expresién de citoquinas en cultivos de esplenocitos.
Creemos que esto se debe al tiempo de evaluacién del fenotipo fibrético porque la primera semana post
administracion de BLM es la etapa inflamatoria, los niveles de estas citoquinas se midieron al dia 14
cuando los indicadores inflamatorios disminuyen y los pro-fibréticos se encuentran en aumento (Moeller
et al., 2008). En el trabajo de Serrano-Mollar et al se evalué el efecto de NAC en un modelo de induccidn
de FPI por administracion de BLM, se midieron los cambios a lo largo del tiempo en los niveles del
TNF-q, IL-1B y IL-6. Los autores observan aumento de los niveles de las tres citoquinas en BAL durante la
primera semana post administracion. Al dia 15 dias post administracién de BLM, solo TNF-a mostré
niveles elevados de BAL respecto al control naive (Serrano-Mollar et al., 2003). Sorprendentemente,
nosotros tampoco observamos un incremento de esta citoquina en el cultivo de esplenocitos, esto
podria deberse a que la respuesta inducida por la BLM sea local y en el periodo de evaluacidn no exista
un cambio en la respuesta sistémica (bazo). Ademas, esto podria estar relacionado con el hecho que este
modelo estd dado por el uso de un farmaco y no se emplean antigenos proteicos contra los que se
pueda montar una respuesta T especifica.
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El TGF-B es el principal mediador del depdsito de colageno y MEC en general en los pulmones. En
este trabajo solamente se observé una disminucion significativa de los niveles de TGF-3 en el grupo
experimental tratado con la formulacion liposomal respecto al control fibrético. Es importante destacar
que estos resultados se obtuvieron con solo 4 dosis de tratamiento. Si bien se ha reportado previamente
un efecto de reduccién de los niveles de TGF-B, este efecto se observa con un esquema de
administraciéon de NAC de 14 dias (Kulshrestha et al., 2020). En correlacion con estos resultados,
esperabamos que la formulacion Nac-Lip reduzca mas el depdsito de colageno en el pulmén en
comparacién con la formulacidn convencional de NAC. Sorprendentemente, los dos tratamientos
mostraron tener un efecto similar en el depdsito de coldgeno en pulmdn. Por esto resultaria interesante,
probar esquemas de administracion de NAC mas extensos y evaluar si los tratamientos muestran
diferencias en este parametro.

La formulacién liposomal demostrd incrementar el potencial antioxidante del N-acetilcisteina,
esto se puede observar en la modulacién de los indicadores de lesion pulmonar. En este sentido, se
observa una disminucion significativa de los niveles de mieloperoxidasa en pulmdn. Asimismo, es el
Unico grupo que no registr6 un aumento de los niveles séricos de LDH. Especulamos con que esta
disminucién en el dafio pulmonar observado en indicadores de lesién y en las histologias pulmonares,
podria ser consecuencia del efecto antioxidante directo e indirecto del NAC, particularmente a su
capacidad de incrementar los niveles de GSH, uno de los principales antioxidantes del cuerpo. Por lo que
seria interesante a futuro medir los niveles de GSH y el balance oxidativo en general.

Recapitulando, si bien en la mayoria de los parametros evaluados en el modelo de fibrosis no
se observa una clara diferencia entre el tratamiento con NAC y Nac-Lip existen algunos indicios que
nos podrian hablar de una mayor efectividad de este ultimo. El tratamiento con Nac-Lip fue el tnico
capaz de disminuir significativamente los niveles de mieloperoxidasa y TGF-B, al mismo tiempo que
evito el aumento de los niveles séricos de LDH. Por otro lado, al evaluar el tratamiento en el modelo
de asma la reduccion del mucus y el infiltrado celular solamente fue significativa con esta formulacion.
En conjunto, estos hallazgos evidencian el potencial mucolitico, antiinflamatorio y antioxidante de la
formulacion NAC encapsulada en liposomas a base de fosfolipidos presentes en el surfactante
pulmonar para el tratamiento de enfermedades respiratorias. Ademas, el hecho de haber obtenido
resultados positivos en ambas enfermedades evaluadas en este estudio, fortalece aiin mas la validez
de estos resultados. Esto nos impulsa a llevar adelante nuevos ensayos preclinicos con distintas
concentraciones de esta formulacidn y abren la puerta hacia la medicina traslacional.
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Conclusiones

Primer objetivo:

Evaluar el potencial terapéutico de N-acetilcisteina encapsulado en liposomas en un modelo de
asma murino.
e Laformulacién liposomal es la Unica que logra modular ambas respuesta Th1/Th2 a nivel
sistémico
e Solo la formulacién liposomal disminuye significativamente el indice de infiltrado pulmonar
respecto el control asmatico demostrando el potencial antiinflamatorio de la formulacién
liposomal
e Este es el primer trabajo reporta un esquema terapéutico de una formulacién de NAC logra
obtener una disminucion significativa del depdsito de mucus en el pulmén respecto al
control asmatico, esto demuestra el potencial mucolitico de la formulacién liposomal

Segundo Objetivo:

A) Establecer un modelo murino de fibrosis pulmonar mediante la administracion de bleomicina
via orofaringea.
e Se establecié de forma exitosa un modelo murino experimental de induccion de fibrosis
pulmonar via administracién BLM que recapitula y cumple con varios de los indicadores de
la patologia humana.

B) Evaluar el potencial terapéutico de los N-acetilcisteina encapsulado en liposomas en un
modelo de fibrosis.
e Laformulacién liposomal logré disminuir indicadores de lesion pulmonar asociados a dafio
oxidativo (mieloperoxidasa/LDH) demostrando su potencial antioxidante de esta
formulacion

En resumen, como conclusidn final del trabajo, todos estos hallazgos evidencian el potencial
mucolitico, antiinflamatorio y antioxidante de la formulacién NAC asociada a liposomas a base de
fosfolipidos presentes en el surfactante pulmonar para el tratamiento de enfermedades
respiratorias.
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