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Resumen

Los tratamientos con medicamentos biolégicos suelen tener una eficacia relativa que disminuye principalmente por dos
razones. En primer lugar, los farmacos basados en el uso de altas dosis de proteinas, especialmente los fabricados artificial o
semiartificialmente por biotecnologia, tienden a producir reacciones de inmunogenicidad y a generar anticuerpos antifarmaco
(ADA) en un cierto porcentaje de los pacientes a los que se aplican. En segundo lugar, un enfoque terapéutico basado en el uso
Unico de un anticuerpo monoclonal no cubre los posibles mecanismos de retroalimentacién positiva o negativa en las vias
metabolicas asociadas en paralelo. Nuestro grupo de investigacién ha desarrollado una nueva plataforma biotecnolégica que
permite la produccién de fArmacos bioldgicos complejos para uso alogénico, basada en la generacion de cocultivos de macrofagos
con células estromales o células primarias, con contacto indirecto. En este articulo se describen los ensayos in silico, in vitro e in
vivo realizados con el farmaco PRS CK STORM, un medio condicionado de macréfagos M2 producido por cocultivo con contacto
indirecto con MSCs procedentes de grasa, cuyos resultados demuestran la ausencia de inmunogenicidad del producto aplicado a
las dosis ensayadas, demostrando la posible seguridad del fArmaco.

Palabras clave: Cocultivo; Macrdéfagos M2; Células madre mesenquimales (MSC); PRS CK STORM; Inmunogenicidad;
Anticuerpos antidroga (ADAs)
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Introduccion

La inmunogenicidad se define como la capacidad de una
sustancia para inducir una respuesta inmunitaria humoral o
celular especifica y es el resultado de las diferencias en la
estructura tridimensional de cualquier molécula exdgena frente a
sus propias proteinas [1]. Los anticuerpos o inmunoglobulinas son
glicoproteinas secretadas por las células plasmaticas o linfocitos B,
que forman parte del sistema inmunitario adaptativo. Existen
varios tipos de inmunoglobulinas segun su estructura molecular y
sus funciones, como la IgM, la IgG, la IgA, la IgE y la IgD, pero son
los anticuerpos IgG los responsables de la mayor parte de la
proteccién inmunitaria contra los farmacos exégenos.

Todos

puramente humano, pueden ser reconocidos por el sistema

los farmacos biolégicos, incluso los de origen

inmunitario del paciente en tratamiento como estructuras
extrafias y convertirse en antigenos, lo que puede dar lugar a la
formacién de anticuerpos contra el farmaco, denominados ADA
(Anti-Drug Antibody) [2]. Este tipo de respuesta inmune puede, en
el mejor de los casos, conducir a una falta de eficacia terapéutica
del farmaco biolégico en un determinado porcentaje de pacientes,
debido a una reduccidn de la exposicion terapéutica, y en el peor
de los casos, incluso a una reaccién de anafilaxia [3,4]. Para darse
cuenta de la importancia de la potencial inmunogenicidad de los
farmacos bioldgicos, basta con observar las normas impuestas al
respecto tanto por la Food and Drug Administration (FDA) [5]
como por la Agencia Europea del Medicamento (EMA) [6].

La respuesta inmunitaria contra los farmacos bioldgicos suele
ser dependiente de los linfocitos T, pero también existen vias
independientes de los T [7,8]. En cualquier caso, una vez
introducido el farmaco bioldgico en el organismo del paciente, la
respuesta inmune se expresara inicialmente a través de un
aumento de las inmunoglobulinas de baja afinidad de la respuesta
aguda, es decir, a través de un aumento inicial de IgM. Esta
respuesta inicial a través de un aumento de IgM dard paso, en
pocos dias, a una respuesta a través de un aumento de IgG. Esta
inmunoglobulina tiene 4 subtipos, 1gG1, IgG2, IgG3 e IgG4. Esta
dltima, junto con la IgG2a, es la que se asocia con mayor frecuencia
a la pérdida de eficacia de un farmaco bioldgico debido a la
pérdida de exposicion al mismo, y sus niveles en sangre estan
directamente relacionados con la formacién de ADA frente a
farmacos bioldgicos [9-12]. De hecho, esta reaccién inmunolégica
de generacion de ADA, basada en el aumento de los niveles de [gG4
en la sangre del paciente tratado, se ha visto con frecuencia en los
tratamientos basados en el uso de anticuerpos monoclonales
contra el TNF-a [2]. Dias después de que se haya generado la
respuesta inmune contra el farmaco biolégico a través de una
respuesta de inmunoglobulinas IgM y/o IgG (principalmente
IgG4), si el estimulo se mantiene mediante la administraciéon
prolongada del farmaco, los linfocitos B maduraran y produciran

células plasmaticas que generaran ADAs contra el farmaco
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bioldgico. Es importante destacar que los farmacos basados en
proteinas pueden conducir a una maduracién acelerada de estos
linfocitos B y, por tanto, a una produccién mas temprana y mayor

de ADAs contra el farmaco.
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Nuestro farmaco PRS CK STORM es un medio condicionado
de macréfagos M2 producido por co-cultivo de contacto indirecto
de macréfagos M2 de monocitos de donantes con Células Madre
Mesenquimales (MSCs) de grasa también de diferentes donantes.
El uso previsto de PRS CK STORM es el tratamiento de la
tormenta de citoquinas asociada a procesos infecciosos de
moderados a graves, incluida la asociada a COVID-19, por
administracién intravenosa. Por lo tanto, se considera un
medicamento biol6gico alogénico compuesto principalmente por
proteinas humanas, principalmente citocinas, quimiocinas y
factores de crecimiento. Al tratarse de proteinas humanas de bajo
peso molecular, y ademdas utilizarse a dosis bajas (se aplican
dosis del orden de 106 picogramos), seria aplicable en este caso
el principio de autotolerancia; este principio sugiere que las
proteinas humanas no deberian provocar una respuesta
inmunitaria. Pero puede que no sea asi, ya que existen
antecedentes de reacciones inmunitarias a través de los linfocitos
T a las proteinas autdlogas utilizadas en el tratamiento de la
diabetes [13,14] y la esclerosis multiple [15,16]. Por lo tanto, la
inmunogenicidad potencial del producto debe predecirse
mediante estudios in silico combinados con estudios in vitro, y

luego con ensayos in vivo.

Actualmente, la norma de oro para la prediccioén in silico de la
inmunogenicidad es el uso de algoritmos de aprendizaje
automatico. Los métodos de aprendizaje automatico convierten
los datos de entrada recogidos en informacién util al ser capaces
de predecir respuestas futuras para variables futuras, y al cruzar
constantemente los datos recién obtenidos, explorando las
relaciones entre el proceso y las variables de entrada y salida. Los
enfoques de aprendizaje automatico utilizados en el analisis in
silico se dividen en dos categorias principales: aprendizaje
supervisado y aprendizaje no supervisado. En el aprendizaje
supervisado, necesitamos "datos de entrenamiento”, que son
pares de variables de entrada y salida, a partir de los cuales el
sistema "aprende". Algunos de los algoritmos mas comunes
utilizados en el aprendizaje supervisado son la regresion lineal,
los minimos cuadrados parciales, las redes neuronales, las

maquinas de vectores de apoyo y los bosques aleatorios.

En el caso concreto de la PRS CK STORM, se optd por aplicar
un sencillo sistema de algoritmos de alineacién de secuencias
[17], primero de las secuencias codificantes completas de las
citoquinas seleccionadas, y luego sélo de los exones, que
comparan dos o mas secuencias tratando de encontrar
similitudes entre ellas, tanto estructurales como funcionales y
evolutivas, para predecir la posible inmunogenicidad, dado que el
proceso de estudios in vivo previsto incluia tratar dos especies
animales diferentes (rata y cerdo) con un medio condicionado de
origen humano.

Dado que este sistema es propenso a errores [18], se propuso
un ensayo in vitro para estudiar la actividad metabdlica de los
macréfagos humanos, de rata y de cerdo del tipo MTT (bromuro
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol).

Copia@ Juan Pedro Lapuente, Alberto
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Una vez verificada la posible ausencia de inmunogenicidad en
las pruebas in silico e in vitro, se administré el firmaco PRS CK
STORM a dosis repetidas durante 14 dias, para verificar
definitivamente la existencia o no de inmunogenicidad del
farmaco en cualquiera de las dos especies.

Materiales y métodos

Investigacion sobre la alineacién de secuencias
multiples (MSA) in silico

La base de datos Gene, un recurso del Centro Nacional de

Copia@ Juan Pedro Lapuente, Alberto
Anel

Biotechnology Information (NCBI) que centraliza la informacién
relacionada con los genes en registros individuales, se utilizé como
fuente para extraer los genes completos de las ocho citocinas de
las 3 especies (humano, cerdo y rata). Los genomas de las
siguientes citoquinas cuantificadas principalmente en 7 lotes
diferentes de PRS CK STORM producidos (IL- 1§, TIMP-1, IL-1Ra,
MMP-3, IL-6, HGF, MCP-1, MMP-1) en 3 diferentes

especies (humano, rata y cerdo) fueron seleccionadas. La Tabla 1
enumera tanto los genes estudiados identificados en la base de
datos de genes del NCBI como los alineamientos estudiados.

Tabla 1: Citoquinas, especies, IDs de genes y alineaciones de exones estudiados.
Citoquina Especie Identificac Alineacion
ion de
genes
Humano 3553 88..897
IL-1B Rata 24494 57..863
Cerdo 397122 67..870
Humano 7076 48..671
TIMP1 Rata 116510 36..689
Cerdo 396862 13..636
Humano 3557 268...699
IL1Ra Rata 60582 5..541
Cerdo 397499 30..563
Humano 4314 64..1497
MMP3 Rata 171045 58...1485
Cerdo 396769 57..1490
Humano 3569 64...633
IL6 Rata 24498 65..700
Cerdo 399500 64..702
Humano 3082 77..2263
HGF Rata 24446 143..2329
Cerdo 1.01E+08 13..2442
Humano 6347 66...365
MCP1 Rata 24770 76..522
Cerdo 397422 53..352
Humano 4312 115..1326
MMP1 Rata 300339 43..1437
Cerdo 397320 192..1601

Posteriormente, se aplico la técnica in silico de alineacion
multiple de las secuencias de los genes completos de las citocinas
siguiendo un método de alineaciéon progresiva (MSA) con el
Clustal W [19]
comparar la alineacion de las bases de los tres genes completos

software (https://www.uniprot.org) para
que codifican cada citocina especifica en cada especie. El algoritmo
de alineacion multiple aplicado consta de tres pasos principales.
En primer lugar, todos los pares de secuencias se alinean por
separado para calcular una matriz de distancia

dando la divergencia de cada par de secuencias, en segundo lugar
se calcula un arbol guia a partir de la matriz de secuencias y,
finalmente, se alinean progresivamente segun el orden de
ramificacién en el arbol guia [19]. A continuacién, se aplico la
técnica de alineacién de secuencias multiples in silico siguiendo un
método de alineacién progresiva (MSA) con el software Clustal
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/
services/web_clustalo/toolform.ebi) para comparar la alineacién

Omega

de sélo las bases de los exones de los tres genes que codifican cada
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citoquina especifica en cada especie [20]. Posteriormente, se
analizaron los patrones de conservacién funcional de las
anotaciones de Procesos Biolégicos GO basados en técnicas
computacionales segun las anotaciones electrénicas frente al
porcentaje de similitud de secuencia [20].

Produccién de PRS CK STORM

Para el presente estudio se utilizé la producciéon de PRS CK
STORM, cuyo proceso completo de producciéon se describe

completa y detalladamente en Lapuente et al. [21].

Ensayo MTT (bromuro de 3-(3,4 -dimetiltiazol-2-
tiazolil)-2,5- difeniltetrazolio)

Para comprobar la posible reaccién de inmunogenicidad in
vitro, se realiz6 un ensayo de tipo MTT en células THP-1
transformadas en macréfagos adaptando el método de Chen et al.
[22]. Las células THP-1 diferenciadas se lavaron tres veces con
0,2mL de medio THP-1 templado sin PMA y se dejaron reposar
durante 30min antes del estimulo de LPS. Tras el cambio de medio
celular, las células se trataron con 10ng/mL de LPS (Sigma-
Aldrich, Burlington, MA, USA) en medio RPMI 1640 y se trataron
con 100uL. de PRS CK STORM o con el control definido
anteriormente afiadiendo medio THP-1 templado para obtener
200pL de cultivo celular por pocillo. Tres pocillos se sembraron
con células THP- 1m solamente, tres se sembraron con células
THP- 1m estimuladas con LPS a una concentracién de 10ng/mL,
tres se sembraron con células THP- 1m estimuladas con LPS a una
concentracion de 10ng/mL y PRS CK STORM a una dosis baja, tres
se sembraron con células THP- 1m estimuladas con LPS a una
concentracion de 10ng/mL y PRS CK STORM a una dosis media,
tres se sembraron con células THP-1m estimuladas con LPS a una
concentracién de 10ng/mL y PRS CK STORM a una dosis alta, y
finalmente, como controles, tres se sembraron con células THP-
1m estimuladas con LPS a una concentracién de 10ng/mL e
hidrocortisona a 10pug/mL (Sigma-Aldrich, Burlington, MA, USA).

Las diferentes concentraciones crecientes de

Copia@ Juan Pedro Lapuente, Alberto
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El PRS CK STORM se calculd en funciéon del contenido de TIMP-1
en el medio condicionado (bajo con 594,86pg de TIMP-1 total,
medio con 1189,72pg de TIMP-1 y alto con 5948,6pg de TIMP-1).
Tras la incubacién de todos los cultivos durante 96 horas, se
afiaden 10ul/pocillo de una solucién acuosa (5mg/ml) de azul de
tetrazolio (Sigma-Aldrich, Burlington, MA, USA). La solucién de
MTT/azul de tetrazolio se incuba durante 4 horas a 37°C, 5% de
COz , después de la incubacidn las placas se centrifugan a 600g,
durante 7 minutos para precipitar las células y los cristales de
formazan, y después de retirar el medio los cristales de formazan
se solubilizan afiadiendo 200uL/pocillo de DMSO. Las placas se
incuban a 37°C durante 10 minutos y se agitan a 250rpm
utilizando un agitador de placas (JP Selecta, Abrera, Catalufia,
Espafia). Los resultados se obtienen midiendo la absorbancia de
cada pocillo a 570 nm en un lector de placas iMark (BioRad,
Hercules, California, USA).

Prueba de inmunogenicidad in vivo en condiciones BPL
(buenas practicas de laboratorio)

Se utilizaron dos especies animales para el estudio de
inmunogenicidad in vivo de 1a PRS CK STORM. En primer lugar, se
utilizaron ratas Rattus Norvegicus de 8 semanas de edad de la
cepa Sprague Dawley del proveedor ENVIGO (Indiandpolis, IN,
EE.UU.) y alojadas y tratadas en las instalaciones de Vivotecnia. En
segundo lugar, se utilizaron minicerdos de 5 meses de la cepa
Gottingen del proveedor Ellegaard (Dalmose, Dinamarca) alojados
y tratados en Vivotecnia en condiciones BPL (véase el apéndice 1

para la certificaciéon BPL del laboratorio de Vivotecnia).

Inicialmente se utilizaron 140 ratas, 70 hembras y 70 machos,
y 40 minipigs, 20 hembras y 20 machos, que fueron distribuidos
aleatoriamente en 4 grupos en dos asignaciones (principal y de
recuperacién). Todos los animales fueron dosificados por via
intravenosa con PRS CK STORM o tratamiento con vehiculo
(solucién salina fisioldgica estéril) una vez al dia durante 14 dias y
todos los animales del grupo de recuperacién tuvieron un periodo
de 14 dias sin tratamiento. Los detalles sobre la dosificacién y la
administracion de PRS CK STORM en ambas especies se indican en
la Tabla 1Ay 1B.

Tabla 1Ay 1B: Caracteristicas de la administraciéon de PRS CK STORM a las dos especies.

Procedimiento de prueba

PRS-CK STORM en ratas

Grupo B: 26.076pg/kg/dia

Nivel de dosis (pg/kg)

Grupo C: 52.151pg/kg/dia

Grupo D: 260.756pg/kg/dia

Volumen de la dosis
(mL/animal)

Volumen de dosis fijo de 15ml/animal

Via de administracién

Inyeccion intravenosa (bolo) en la vena marginal de la oreja y/o en la vena lateral del tarso de

mediante un catéter con aguja de 22-24G y una jeringa desechable, durante un periodo de
aproximadamente 60-90 segundos. El dia anterior al inicio del tratamiento (y si los animales pierden
el catéter), se insertara el catéter temporal bajo anestesia de isoflurano.

los miembros posteriores,

Régimen de dosificacién

Una vez al dia

Duracién de la dosis

14 dias
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Volumen de la dosis
(mL/animal)

Volumen de dosis fija de 15ml/anmlde solucion salina
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Via de administracion

Inyeccién intravenosa (bolo) en la vena marginal de la oreja y/o en la vena lateral del tarso de

mediante un catéter con aguja de 22-24G y una jeringa desechable, durante un periodo de
aproximadamente 60-90 segundos. El dia anterior al inicio del tratamiento (y si los animales pierden
el catéter), se insertard el catéter temporal bajo anestesia de isoflurano.

los miembros posteriores,

Régimen de dosificacién

Una vez al dia

Duracién de la dosis

14 dias

Procedimiento de prueba

PRS-CK STORM en minipigs

Nivel de dosis (pg/kg):

Grupo B: 118.971pg/kg

Grupo C: 237,939pg/kg

Grupo D: 1.189.700pg/kg

Volumen de la dosis
(mL/animal):

Volumen de dosis fija de 1,5ml/animal

Via de administracion:

Inyeccién intravenosa (bolo) en la vena lateral de la cola utilizando una aguja de 25-29G y una jeringa
desechable, durante un periodo de aproximadamente 30-60 segundos.

Régimen de dosificacion:

Una vez al dia

Duracién de la dosis:

14 dias

Procedimiento de prueba

Solucién salina fisiolégica estéril en minicerdos

Volumen de la dosis
(mL/animal):

1,5 ml/animal de solucién salina

Via de administracién:

Inyeccion intravenosa (bolo lento) en la vena lateral de la cola utilizando una aguja de 25-29G y

un
jeringa.

Régimen de dosificacion:

Una vez al dia

Duracion de la dosis:

14 dias

En el caso de las ratas, cada grupo principal comprendia 20
ratas macho y 20 ratas hembra. Los grupos A y D inclufan 4
animales adicionales por sexo (animales de recuperacién) que se
mantuvieron durante 2 semanas adicionales de recuperacion a los
14 dias de tratamiento. Los animales tratados con solucién salina
fisiolégica estéril fueron asignados al Grupo A y los animales
tratados con PRS CK STORM en tres dosis diferentes fueron
asignados a los Grupos B, C y D. En cuanto a los minipigs, cada
grupo principal estaba formado por 4 minipigs machos y 1
hembra. Los grupos A y D incluian 2 animales adicionales

por sexo (animales de recuperaciéon), que fueron retenidos para
una recuperacion adicional de 2 semanas a los 14 dias de
tratamiento. Al igual que en las ratas, los animales tratados con
solucién salina fisiologica estéril se asignaron al Grupo A y los
animales tratados con PRS CK STORM a tres dosis diferentes se
asignaron a los Grupos B, C y D. La Tabla 2 muestra la asignacion
de animales en cada grupo. Para el andlisis de inmunogenicidad, se

tomaron muestras de sangre como se indica en la Tabla 3.

Cuadro 2: Identificacion de animales principales y de recuperacion.
Principal Recupera
cion
Dosis Numeros de ratas Numeros de minipigs Numeros de ratas Numeros de minipigs
Grupo | Tratamient
o (pg/kg/dia) Hombr Mujer |Hombre Mujer Hombr Mujer Hombr Mujer
e e e
A Vehiculo 0 1-10 41-50 1-4 17-20 81-85 91-95 33-34 37-38
26.076(ratas)
B Elemento 11-20 51-60 5-8 21-24
de prueba | 118.971(cerdo
s)
52151 (ratas)
C Elemento 21-30 61-70 9-12 25-28
de prueba | 237939(cerdos
)
260756(ratas)
D Elemento 31-40 71-80 13-16 29-32 86-90 96-100 35-36 39-40
de prueba 1189700(cerd
0s)
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Tabla 3: Caracteristicas de la toma de muestras de sangre.

RATAS

Una vez antes del tratamiento y el dia 15: todos los animales principales y de recuperacion.

Programa de muestreo

Dia 29: todos los animales de recuperacion.

Animales para
desangrar

Todos los animales en cada punto de tiempo.

Volumen de la
muestra de sangre

0,5mL

Método de recogida

En cada ocasion de muestreo, las muestras de sangre se obtendran por vena sublingual bajo anestesia con

isoflurano

Tubos de muestreo

2 tubos de 1mL con K3-EDTA

Alicuotas

2 Alicuotas de aproximadamente 500pL

MINIPIGS

Una vez antes del tratamiento y el dia 15: todos los animales principales y de recuperacion.

Programa de muestreo

Dia 29: todos los animales de recuperacion.

Animales para
desangrar

Todos los animales en cada punto de tiempo.

Volumen de la
muestra de sangre

2mL

Método de recogida

En cada ocasién de muestreo, las muestras de sangre se obtendran a través de la vena yugular.

Tubos de muestreo

2 tubos de 1mL con K3-EDTA

Alicuotas

2 Alicuotas de aproximadamente 500pL

Se tomaron muestras de sangre de ambas especies, para las
ratas en una Microvette® de 500pL con citrato y para los minipigs
en un tubo de 2mL con K3-EDTA. Inmediatamente se centrifugé la
sangre sin cubrir a temperatura ambiente (25 * 3°C) a 1500G
durante 10 minutos para obtener plasma. Las muestras de plasma
se recogieron en un tubo separado y se centrifugaron bajo
refrigeracién una segunda vez a 600G durante 5 minutos. El
plasma se recogi6 cuidadosa y completamente excluyendo el
pellet del fondo del tubo. Dos alicuotas de plasma aislado (200uL
para ratas y 500uL para minipigs) se almacenaron congeladas a -
80°C + 10°C hasta su

inmunogenicidad, todas las muestras se descongelaron en hielo y,

analisis. Para los andlisis de

tras extraer la cantidad necesaria para realizar las
determinaciones, las muestras se almacenaron inmediatamente en
el congelador a -80°C una vez utilizadas. En el caso de las ratas, el
método elegido para la determinacién de la variacién de
inmunoglobulinas fue la cuantificaciéon Multiplex con el kit
ProcartaPlex Rat Antibody Isotyping Panel 6 plex (Ref: EPX060-
30123-901) de ThermoFisher Scientific (ThermoFisher Scientific,
USA,

Waltham, Massachusetts, siguiendo estrictamente las

instrucciones del fabricante.

Las inmunoglobulinas cuantificadas fueron IgA, IgG1, IgG2a,
IgG2b, IgG2c e IgM. Las muestras se analizaron por duplicado en
un instrumento Luminex 200 con el software Exponent 4.3
(ambos de Luminex). En total, se utilizaron 7 placas de 96 pocillos,
con 40 muestras duplicadas por placa junto con los 16 estandares.
En el caso de los minipigs, al no disponer de un kit similar, se opté
por una técnica ELISA sencilla, también con placas de 96 pocillos,
con 40 muestras duplicadas por placa junto con los 16 estandares.

uno de los tres protocolos, consistia en PBS + 1% de albumina de
suero bovino (BSA fracciéon V; Pan Biotech, n® de cat.: P06-
1391100)

Las muestras se diluveron en el tampdn de ensavo gue -para cada
J r 4 1 LD o
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Las muestras se diluyeron a 1:5000 para la IgA, siendo las
inmunoglobulinas minoritarias, y a 1:50000 para la IgM y la IgG.
Antes del ensayo, se sembraron placas de poliestireno de maxima
adsorcion de 96 pocillos con 100ul por pocillo de una solucion de
PBS + anticuerpo de captura anti-IgG porcina de cabra conjugado
con HRP (peroxidasa de rabano) (AAI48; Bio-Rad, Hercules, CA,
USA), anticuerpo de captura anti-porcina IgM de cabra conjugado
con HRP (AAI41; Bio-Rad, Hercules, CA, USA), y anticuerpo de
captura anti-porcina IgA de cabra conjugado con HRP (AAI40;
Bio-Rad, Hercules, CA, USA) a una dilucién de 1 500.

Estas placas se incubaron durante 16 horas a 4°C para
permitir la adsorcidon del anticuerpo a la superficie de la placa.
Tras el periodo de incubacidn, las placas se lavaron 3 veces con
PBS + 0,05% de Tween20 (CAS No0.9005-64-5, Sigma-Aldrich,
Burlington, MA, 01803 USA), con un descanso de 1min después
de cada lavado. Una vez transcurrido el tiempo, se invirtieron
vigorosamente las placas y se elimind todo el liquido restante en
los pocillos secandolo ligeramente en papel absorbente.
Posteriormente, se afiadieron 200pul de tampdn de ensayo a todos
los pocillos para bloquear los epitopos no especificos. Esta
solucién se incubé a 37°C con agitacién suave durante 2 horas.
Después de esta incubacién, las placas estaban listas para la
adicién de muestras y estandares. Se afladieron 100ul por pocillo
de las muestras a las diluciones establecidas anteriormente (IgG
1:50000, IgM e IgA 1:5000). Para las muestras de IgG, se utilizé el
estandar de IgG porcina purificada (PPP012; Bio-Rad, Hercules,
CA, EE.UU.) a una dilucién de 50ng/ml y, a partir de ella, se
realizaron diluciones seriadas 1:1 hasta obtener una dilucién
minima de 0,78ng/ml. Para las muestras de IgM, se utilizé el
estandar de IgM contenido en el kit Deltaclon (NBP3-12525;
Novus Biologicals, CO, USA) a una dilucién de 1000ng/ml
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y a partir de esta dilucion se realizaron diluciones en serie de 1:2
hasta obtener una diluciéon minima de 1,37ng/ml. Para las
muestras de IgA, se utilizé el estandar de IgA porcina purificada
Deltaclon (20017-4-1; Novus Biologicals, CO, USA) a una dilucién
de 400ng/ml y a partir de esta dilucién se realizaron diluciones en
serie de 1:2 hasta obtener una dilucién minima de 6,25ng/ml. Una
vez afiadidas las muestras y los estandares, las placas se incubaron
durante 1 hora a 37°C con agitacidn suave. Se volvi6 a realizar un
lavado de 3 pases, siguiendo el mismo protocolo que el lavado
anterior, y a continuacion se afladié una solucién del anticuerpo
de deteccidon (AAI40P, AAI41P y AAI48P) conjugado con HRP en
tampdén de ensayo en una proporciéon de 1:30000. De esta
solucidn, se afiadieron 100pl por pocillo. Esta solucién se incub6
durante 30 minutos a 37°C con agitaciéon suave. Se repitié el
mismo lavado anterior, pero en este caso 4 veces. Una vez
completado el ultimo lavado, se afiadieron 100pl por pocillo de la
solucién de sustrato HRP y se procedié a la reaccién hasta que se
observd color en el ultimo de los pocillos estandar (5 minutos).
Transcurrido este tiempo se detuvo la reaccién afiadiendo 100pl
por pocillo de una solucién de acido sulfirico 2N y se midié la
absorbancia a 450nm con correcciéon a 595nm con el lector de
placas iMark (BioRad, Hercules, CA, 94547 USA).
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Estadisticas

El MTT y el de cuantificacion de

inmunoglobulinas se sometieron a un andlisis estadistico. El

ensayo ensayo
analisis estadistico se realiz6 con Excel (Microsoft, Albuquerque,
Nuevo México, EEUU). Todas las estadisticas se calcularon
utilizando datos de experimentos independientes por triplicado.
Se realiz6 la prueba ANOVA para determinar las diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos experimentales
estudiados utilizando el software GraphPad Prism versiéon 8.4.0
para Mac OS X (GraphPad Software, San Diego, California, EE.UU.)
para realizar los calculos. El nivel de significacién estadistica se
fijé en p < 0,05.

Resultados

Investigacion de alineacion de secuencias multiples
(MSA) in-silico

(Véase el material suplementario Tabla S1y Tabla S2).

La similitud de secuencia media expresada como porcentaje de
los exones RAT que codifican citocinas RAT con los exones
humanos que codifican citocinas humanas es del 75,15%. La
similitud de secuencia media expresada como porcentaje de los
exones de PIG que codifican citocinas de PIG con los exones

humanos que codifican citocinas humanas es del 84,5%.
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Figura 1: Patrones de conservacion funcional para las anotaciones de Procesos Biologicos GO basadas en técnicas computacionales como
las anotaciones electronicas, frente al porcentaje de similitud de secuencia en las citocinas de la RAT y la PIG con respecto a las mismas
citocinas humanas. Evaluacion cuantitativa de la relacion entre similitud de secuencia y similitud de funcién.

La similitud de secuencia expresada en porcentaje de los
exones de ARP que codifican la IL-1B con respecto a los exones
humanos que codifican la misma citoquina humana es del 75,25%,
los exones de ARP que codifican la TIMP-1 con respecto a los
exones humanos que codifican la misma citoquina humana es del
7772%, los exones del RAT que codifican la IL1Ra con respecto a
los exones humanos que codifican la misma citoquina humana es
del 79 81%, los exones del RAT que codifican la MMP-3 con
respecto a los exones humanos que codifican la misma citoquina

humana es del 81,15%, los exones del RAT que codifican la IL-6 con
respecto a los exones humanos que codifican la misma citoquina
humana es del 60,14%, los exones del RAT
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quen [ 8dofieed $¢i Bd¥esle la RAT a los exones humanos que
codifican la misma citoquina humana es del 80. 14%, los exones
de la RAT que codifican la MCP-1 de la RAT a los exones humanos
que codifican la misma citoquina humana es del 67,67%, y
finalmente, los exones de la RAT que codifican la MMP-1 de la
RAT a los exones humanos que codifican la misma citoquina
humana es del 71,49%. La similitud de secuencia expresada en
porcentaje de los exones de PIG que codifican la IL-13 de PIG con
los exones humanos que codifican la misma citoquina humana es
del 76,09%, los exones de PIG que codifican la TIMP-1 de PIG con
los exones humanos que codifican la misma citoquina humana es
del 88 12%, los exones de PIG que codifican la IL1Ra de
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PIG a exones humanos que codifican la misma citoquina humana
es del 86,11%, los exones HG qe cdimi MMP-3 de PIG a exones
humanos que codifican la misma citoquina humana es del 84,
65%, los exones PIG que codifican IL-6 de PIG a exones humanos
que codifican la misma citoquina humana es del 75.04%, los
exones PIG que codifican HGF de PIG a exones humanos que
codifican la misma citoquina humana es 92,77%, los exones PIG
que codifican IL-6 de PIG a exones humanos que codifican la
misma citoquina humana es 92,77%, los exones PIG que codifican
HGF de PIG a exones humanos que codifican la misma citoquina
humana es 92,77%, los exones PIG que codifican MCP-1 a

Copia@ Juan Pedro Lapuente, Alberto
Anel

exones humanos que codifican la misma citoquina humana es del
84,33%, y por ultimo, los exones de PIG que codifican la MMP-1 de
PIG a los exones humanos que codifican la misma citoquina
humana es del 88,86% (Figura 1).

Ensayo MTT

Los resultados de la prueba MTT no muestran un aumento
estadisticamente significativo en la reducciéon del MTT, por lo que
la prueba no muestra ningtin cambio en el metabolismo celular en
las células THP-1m, como se esperaba de los resultados anteriores
observados en el estudio in-silico (Figura 2).

% cell growth
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THP-1m + PRS CK STORM low THP-1m + PRS CK STORM medium THP-1m + LPS + PRS (X STORM

dose high dose

realizados por triplicado: *, valores p < 0,05.

Figura 2: Estimacion del crecimiento celular mediante el método de reduccién del MTT. Barras de la izquierda: Las PBMC de dos donantes
diferentes (A) o las células THP-1 (B) se cultivaron durante 96 horas en presencia o ausencia (segun se indica) de una dosis alta de PRS CK
STORM, y se determiné la reduccion de MTT. Barras de la derecha: Las PBMC (A) o las células THP1 (B) se estimularon con 100pg/mL o
10ng/mL, respectivamente, durante 96 horas y se cultivaron durante este tiempo en presencia o ausencia (como se indica) de 10ug/ml de HC
o con diferentes dosis del secretoma. Las dosis fueron bajas (x1), medias (x2,5) o altas (x5). Los datos se expresan como porcentaje de
crecimiento celular en comparacion con las células de control no tratadas en cada caso y representan la media + DE de dos experimentos

Prueba de inmunogenicidad in vivo en condiciones BPL
(buenas practicas de laboratorio)

En primer lugar, se analizaron los resultados de las pruebas in
vivo realizadas en 140 ratas tratadas con PRS CK STORM en 3
dosis diferentes. La figura 3 muestra los resultados del andlisis de
las 3 inmunoglobulinas estudiadas.

En la tabla 4 se muestran las medias de las diferencias
encontradas en los valores de las distintas inmunoglobulinas
estudiadas, tanto al final del tratamiento como las encontradas en
los grupos de recuperaciéon 14 dias después del final del
tratamiento, junto con sus desviaciones estandar, asi como el
resultado del andlisis comparativo mediante la prueba t de
Student para evaluar la posible existencia de diferencias
estadisticamente significativas. Datos completos de todas las
determinaciones en todos los animales de experimentacién

estan disponibles en la (Tabla S3) del material suplementario.

En segundo lugar, se analizaron los resultados de las pruebas
in vivo en los 40 minipigs tratados con PRS CK STORM en 3 dosis
diferentes. La figura 4 muestra los resultados del analisis de las 3
inmunoglobulinas estudiadas. La tabla 5 muestra las medias de las
diferencias encontradas en los valores de las diferentes
inmunoglobulinas estudiadas, tanto al final del tratamiento como
las encontradas en los grupos de recuperacion 14 dias después del
final del tratamiento, junto con sus desviaciones estidndar, asi
como el resultado del andlisis comparativo mediante la prueba t
de Student para evaluar la posible existencia de diferencias
estadisticamente significativas. Los datos completos de todas las
determinaciones en todos los estan

animales analizados

disponibles en la Tabla S3 del material suplementario.
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Figura 3: Figura 3A: media, desviacion estandar y significacion en los valores de 1gG después de restar el valor de la Predosis del valor de la
muestra en el dia 15 en todos los grupos. Para el grupo de recuperacion la diferencia corresponde al dia 29 en comparacion con la Predosis
para los animales de recuperacion Grupo D. Ningtin grupo muestra diferencias estadisticamente significativas; Las diferencias en el grupo D
provienen de sélo 4 individuos que alteran la media global (31, 71, 72 y 74). Figura 3B: media, desviacion estandar y significacion de los
valores de IgM tras restar el valor de la Predosis del valor de la muestra del dia 15 en todos los grupos. Para el grupo de recuperacion, la
diferencia corresponde al dia 29 en comparacion con la predosis para los animales de recuperacion del grupo D. Ningun grupo muestra
diferencias estadisticamente significativas. Figura 3C: media, desviacion estandar y significacion en los valores de IgA tras restar el valor de
Predose del valor de la muestra en el dia 15 en todos los grupos. Para el grupo de recuperacion, la diferencia corresponde al dia 29 en
comparacion con la predosis para los animales de recuperacion del grupo D. Ningin grupo muestra diferencias estadisticamente
significativas.
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Figura 4: Figura 4A: media, desviacion estandar y significacion en los valores de 1gG tras restar el valor de la predosis del valor de la
muestra en el dia 15 en todos los grupos. Para el grupo de recuperacion la diferencia corresponde al dia 29 en comparacion con la predosis
para los animales de recuperacion del grupo D. Ningun grupo muestra diferencias estadisticamente significativas; Las diferencias en el grupo
D provienen de sélo 4 individuos que alteran la media global (31, 71, 72 y 74). Figura 4B: media, desviacién estandar y significacion de los
valores de IgM tras restar el valor de la predosis del valor de la muestra del dia 15 en todos los grupos. Para el grupo de recuperacion, la
diferencia corresponde al dia 29 en comparacion con la predosis para los animales de recuperacion del grupo D. Ningun grupo muestra
diferencias estadisticamente significativas. Figura 4C: media, desviacion estandar y significacion de los valores de IgA tras restar el valor de
la predosis del valor de la muestra el dia 15 en todos los grupos. Para el grupo de recuperacion la diferencia corresponde al dia 29 en
comparacion con la predosis para los animales de recuperacién Grupo D. Ningun grupo muestra diferencias estadisticamente significativas.
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Tabla 4: Media y desviacion estandar de cada grupo y resultado de la prueba t de Student.
Grupo IgG Media (mg/mL) Desviacién t Estudiante T Estudiante
estandar calculado
AA 0.58650835 0.53213216
AB 0.51196376 0.40048492 0.5730412 2.1016
AC 0.51196376 0.769138376 0.01861136 1.734
AD 0.91266069 0.41124138 0.0303497 2.0017
ARECOVERY 1.28936408 1.62087066 0.524536699 2.1009
Grupo IgM Media (mg/mL) Desviacion t Estudiante
estandar
A 0.01335271 0.01307318
B 0.01769687 0.01570027 0.29359557 2.1016
C 0.0163494 0.00802754 0.32071308 1.734
D 0.02731833 0.02690038 0.01424379 2.0017
RECUPERACION 0.02961825 0.013689 0.632465781 2.1009
Grupo IgA Media (abs) Desviacién t Estudiante
estandar
A 0.0100206 0.00651366
B 0.00661777 0.00449748 0.05877641 2.1016
C 0.007020124 0.005125366 0.09093395 1.734
D 0.01029195 0.00950421 0.90434447 2.0017
RECUPERACION 0.00672162 0.00697055 2.90218E-06 2.1009
Tabla 5: Media y desviacion estandar de cada grupo y resultado de la prueba t de Student.
Grupo IgG Media (mg/mL) Desviacion t Estudiante T Estudiante
estandar calculado
AA 0.348056 0.203632
AB 0.75136937 0.520705 0.06852999 1.734
AC 0.67009016 0.48232402 0.10907274 1.734
AD 0.42494522 0.41382023 0.5716168 1.725
ARECOVERY 0.46708245 0.48513761 0.93851344 1.943
Grupo IgM Media (mg/mL) Desviacion t Estudiante
estandar
A 3.08752 2.760176
B 2.8253415 0.806907 0.79838295 1.734
C 2.79105338 2.08291 0.7878425 1.734
D 3.34393493 1.95161032 0.79544957 1.725
RECUPERACION 0.18475 0.17572825 0.0402449 1.943
Grupo IgA Media (abs) Desviacion t Estudiante
estandar
A 0.114005 0.115337
B 0.0869985 0.080267 0.54479021 1.734
C 0.10889609 0.07755511 0.90702765 1.734
D 0.08319585 0.05951399 0.42264317 1.725
RECUPERACION 0.09950849 0.06953903 0.28691412 1.943
Discusion La aplicacién de algoritmos de alineacién de secuencias para la

En cuanto a las pruebas in-silico realizadas para predecir una
posible reacciéon de inmunogenicidad, debemos recordar que
estamos utilizando un sistema de produccién de proteinas que es
eucariota, y al no haber diferencias de secuencia (entre humanos)

no deberia causar inmunogenicidad.

identificacion de antigenos es problematica por varias razones y
puede producir resultados ambiguos o fallar. Por ejemplo, algunas
proteinas que no tienen una similitud de secuencia obvia y que se
forman a través de la evoluciéon (divergente o convergente),
[18].
Ademds, en algunos casos la antigenicidad (como propiedad)

pueden compartir propiedades y estructura similares
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los exones mediante BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
los exones se conservan en un porcentaje muy alto, lo que
demuestra que estas proteinas mantendrian la misma funcién
independientemente de la especie a la que pertenezca, por lo que a
priori estas citoquinas no serian reconocidas como extrafias a no
ser que se administren a dosis muy altas. Estos alineamientos
también coinciden con los de las proteinas, y también muestran
que las regiones funcionales estan muy conservadas. Como puede
verse en la Figura 2, las secuencias de los exones de los genes que
codifican las citoquinas estudiadas en ratas y cerdos son similares
en funcién y secuencia a los exones de los genes que codifican las
mismas citoquinas humanas, por lo que no cabe esperar
reacciones inmunoldgicas interespecificas [23].

Otro aspecto a discutir en cuanto a la prediccion de la posible
inmunogenicidad del PRS CK STORM es que en las dosis a las que
se utiliza, incluso en la dosis mas alta, las citocinas que tenemos en
el PRS CK STORM, asi como todos los demas componentes, suelen
estar en una concentraciéon mas alta en el plasma humano, es
decir, no va a haber un gran aumento de estos factores. En todos
los casos en los que se ha informado de inmunogenicidad/ADAs
en la literatura, se trata de casos en los que se estaba utilizando
una proteina exdgena (producida en otro sistema no eucariotico)
o una protefna a dosis mucho mas altas que las que se encuentran

en el plasma, y la circunstancia da lugar a inmunogenicidad [24].

El MTT puede estar relacionado con la inmunogenicidad del
producto, ya que si alguno de los factores presentes en PRS CK
STORM fuera reconocido como exdgeno o antigénico, las células
THP-1m

metabolismo y, por lo tanto, dando mayores reducciones de MTT

reaccionarfan a estos factores, aumentando su
en comparaciéon con el control no tratado, y como se ve en los

resultados, esto no ha ocurrido [25].

Las concentraciones de inmunoglobulinas encontradas en las

muestras analizadas en las ratas fueron menores o similares al
rango de concentraciones reportadas en la literatura [26], excepto
el nivel de IgM en los animales 3, 5, 6, 7, 8, 10, 12, 13, 14, 15, 17,
18,19, 20, 21, 22, 23, 24, 24,
25, 25, 26, 28, 30, 31, 36, 37, 38, 39 y 40. Las diferencias en las
concentraciones podrian deberse a variaciones experimentales
que no afectan a las comparaciones entre individuos o grupos
estudiados. De acuerdo con los resultados obtenidos en este
estudio, no se ha encontrado ningin individuo de ningin grupo
que muestre incrementos en la concentracién de inmunoglobulina
superiores a los encontrados en el grupo de control (A), al que se
le inyect6 vehiculo. La mayoria de los animales de todos los
grupos no mostraron diferencias estadisticamente significativas
cuando se analizaron los aumentos intraindividuales de cada
inmunoglobulina normalizados en porcentaje en relacién con los
cambios porcentuales normalizados observados en el grupo A a
los 15 dias. En particular, dos animales del grupo B (ID5 [74,27%]
e ID7 [50,09%]), dos animales del grupo C (ID9
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[44,27%] e ID11 [91,05%]) y tres animales del grupo D (ID13
[47,33%], ID14 [44,88%] e ID35 [48,72%]) mostraron un
aumento de la IgG normalizada en porcentaje con diferencias
estadisticamente significativas en comparacién con la maxima
diferencia normalizada observada en el grupo A.

Cuando analizamos las diferencias de los aumentos

intraindividuales normalizados en porcentaje de cada
inmunoglobulina en relacién con las variaciones porcentuales
normalizadas observadas en el grupo A a los 29 dias, encontramos
que un animal del grupo de recuperacidn de dosis altas de D (ID36
[51, 11%]) mostré un aumento de IgG y tres animales del grupo de
recuperacion de dosis altas de D (ID35 [168.76%], ID36
[364,57%)] e ID39 [194,59%]) mostraron un aumento de IgM
normalizado en porcentaje con diferencias estadisticamente
significativas en comparaciéon con la maxima diferencia
normalizada observada en el grupo A. Para la IgA, no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos de control
y de tratamiento a los 15 y 29 dias. Ademas, cuando se analizé
estadisticamente la variabilidad de la concentraciéon de IgG, IgA e
I[gM por grupos, no se encontraron diferencias significativas
(p<0,05) entre el grupo control y el resto de los grupos, por lo que
los resultados en general no parecen responder a una reaccién

inmunoldgica al producto inyectado.

Las concentraciones de inmunoglobulinas encontradas en las
muestras analizadas en los minipigs (Tabla S4 del material
suplementario) fueron inferiores al rango de concentraciones
reportado en la literatura, excepto para el nivel de IgA. Las
diferencias en las concentraciones podrian deberse a variaciones
experimentales que no afectan a las comparaciones entre
individuos o grupos estudiados. Segtn los resultados obtenidos en
este estudio, en ningtn individuo de los grupos By C (dosis baja y
media) se observaron aumentos de la concentraciéon de
inmunoglobulinas superiores a los encontrados en el grupo de
control (A), al que se le inyecté vehiculo. En cambio, sélo se
detect6 un aumento de IgG en 4 individuos (nimeros de
identificacién 31, 71, 72 y 74), todos ellos del grupo de dosis mas
alta (D), incluidos los individuos del grupo de recuperacion, lo que
significa que encontramos un aumento en el 13,3% (4/30) de los
individuos del grupo D. De los 4 individuos con aumento de IgG,
uno era varén y tres eran mujeres. El individuo 31 mostré los
valores mas altos y fue el principal contribuyente a los valores
medios. Ademds, cuando se analiz6 estadisticamente la
variabilidad de la concentraciéon de IgG por grupos, no se
encontraron diferencias significativas («=0,05) entre el grupo
control y el resto de los grupos, por lo que los resultados en
general no parecen responder a una reaccién inmunoldgica al
producto inyectado. Sin embargo, son destacables los valores
encontrados en cuatro animales del grupo D, que, aunque
significativamente superiores a los del grupo control, estdn dentro
de los valores considerados normales por la bibliografia (IgG:

14,89-30,01) [27-31].
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Conclusiones

Dados los resultados obtenidos en los diferentes ensayos
realizados, tanto in silico, como in vitro e in vivo, podemos afirmar
que el PRS CK STORM, medio condicionado procedente del co-
cultivo indirecto de macréfagos M2 con MSCs, no tiene capacidad
de generar reacciones de inmunogenicidad (ADAs) a las dosis

ensayadas.
Patentes

Este trabajo de investigacion ha dado lugar a la patente PCT/
EP2020/059365 "Composicién para la regeneraciéon de tejidos,
método de produccidn y usos de la misma".

Materiales complementarios

Los siguientes datos estdn disponibles como material

suplementario. Tabla S1: Resultados MSA gen total de

citoquinas, quimioquinas,
y factores de crecimiento.

Tabla S2: Resultados del gen de los exones MSA de las
citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento.

Tabla S3: Andlisis de las inmunoglobulinas de
la RAT. Tabla S4: Anélisis de inmunoglobulinas
del MINIPIG.
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