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Resumen: Nuestro grupo de investigacién viene desarrollando una serie de farmacos bioldgicos
producidos mediante técnicas de cocultivo de macréfagos M2-polarizados con diferentes células
tisulares primarias y/o células estromales mesenquimales (MSC), generalmente procedentes de la
grasa, para producir efectos antiinflamatorios y antifibréticos, evitando la sobreexpresion de cito-
quinas proinflamatorias por parte del sistema inmune innato, en un momento dado. Uno de estos
productos es el farmaco PRS CK STORM, un medio condicionado por macréfagos aldégenos
M2-polarizados, procedentes del cocultivo de dichos macrofagos M2 con MSC de la grasa, cuya
composicion, seguridad in vitro y eficacia hemos estudiado. En el presente trabajo publicamos los
resultados obtenidos en cuanto a seguridad (farmacodindmica y farmacocinética) y eficacia de la
aplicacion intravenosa de este farmaco biologico en un modelo murino de tormenta de citoquinas
asociado a procesos infecciosos severos, entre ellos el asociado a COVID-19.

Los resultados demuestran la seguridad y la alta eficacia de PRS CK STORM como farmaco
intravenoso para prevenir y tratar la tormenta de citoquinas asociada a procesos infecciosos de
cualquier tipo, incluido el COVID-19.

Palabras clave: PRS CK STORM, tormenta de citoquinas, células madre mesenquimales, macro-
fagos M2, cocultivo, crosstalk, secretoma, inflamacion.
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1. Introduccion

El término tormenta de citoquinas se refiere a un aumento profuso de citoquinas,
quimioquinas, factores de crecimiento e interferones, lo que provoca una inflamacion
grave y severa que, debido a su gravedad, puede poner en peligro la vida debido a un
fallo multiorganico o, en el mejor de los casos, provocar un dafio tisular irreparable de-
bido a la fibrosis [1,2,3].

Estas tormentas de citoquinas asociadas a procesos infecciosos graves representan
un grave problema mundial, ya que se trata de una condicién potencialmente mortal.
Para apreciar la gravedad de esta condicidn, basta con recordar que la incidencia anual
estimada actual de los procesos sépticos, basada en los datos de los paises industrializa-
dos solamente, se estima actualmente en 48,9 millones de casos, que matan a unos 19,4
millones de personas en todo el mundo cada afio, lo que representa el 19,7% de la mor-
talidad mundial [4,5].

Las tormentas de citoquinas se han asociado a multitud de enfermedades infeccio-
sas y no infecciosas [6]. Se ha informado de la asociacién de tormentas de citoquinas con
diversas patologias, como la enfermedad de injerto contra huésped [7], las infecciones de
diversos agentes causales, como bacterias [8], virus [9] u hongos [10], las enfermedades
autoinmunes [11] o incluso la pancreatitis aguda [12]. Mencién especial merece la tor-
menta de citoquinas asociada a la infeccién por SARS-COV-2 que tantas muertes causo
en la pandemia COVID-19 [13].

En el caso concreto de la tormenta de citoquinas asociada a un proceso infeccioso, la
inflamacion comienza cuando las células tipo macréfago del sistema inmunitario innato
reconocen los estimulos derivados del patogeno a través de sus receptores de reconoci-
miento de patrones (PRR), reconociendo estructuras denominadas patrones moleculares
asociados al patogeno (PAMPS) [14,15,16]. Ademas de estos estimulos, otros provendran
de estructuras automoleculares derivadas del dafio causado a los tejidos y células, que se
conocen como patrones moleculares asociados al dafio (DAMPS) [17,18,19,20,21]. Todo
este proceso generara una cascada de produccidn de citoquinas proinflamatorias cuya
funcidn principal es regular la duracion e intensidad de la respuesta inmune al patégeno
[22]. Asi, la tormenta de citoquinas se caracteriza basicamente por una produccién exa-
gerada de mediadores solubles proinflamatorios y profibroticos (especialmente IL-1f3,
IL-6 y TNF-a), junto con una reaccion inmunopatolégica aberrante, que implica una
descoordinacion entre el sistema inmune innato y adaptativo, con una sobreactivacion
del sistema inmune innato, siendo los principales actores celulares los macrofagos, las
células dendriticas, los monocitos, los neutroéfilos y los linfocitos T [23,24,25,26]. Debido a
esta tormenta de citoquinas, se desencadena una situacion de hiperinflamacion multior-
ganica que suele afectar principalmente al pulmén y al pancreas, entre otros 6rganos, y
que suele desembocar en un sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA) y/o en
una lesion pulmonar aguda (LPA), que puede provocar un fallo multiorgénico. Sin em-
bargo, aunque es bien conocida la asociaciéon del aumento de los niveles de citoquinas y
quimioquinas proinflamatorias y profibréticas con el aumento de los niveles de morbi-
lidad y mortalidad tras un proceso infeccioso, todavia no disponemos de un farmaco
adecuado para tratar la tormenta de citoquinas [27].

Dada la variabilidad que observamos en nuestra anterior publicacion en los ensayos
in vitro, donde estudiamos la seguridad y la eficacia in vitro de nuestro formaco en un
modelo para estudiar la reactividad de las PBMC de diferentes donantes a la estimula-
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93 cion con LPS, decidimos en la presente investigacion utilizar la linea celular estandari-
94 zada THP-1 para repetir estos ensayos, antes de la aplicacion in vivo.
95 Posteriormente, basandonos en los resultados anteriores de las investigaciones in
9% vitro publicadas por nuestro grupo de que la comunicacion intercelular entre los mono-
97 citos/macréfagos y las células implicadas en la regeneracion de los tejidos, como las cé-
98 lulas estromales mesenquimales (MSC) y las células tisulares primarias, es esencial para
99 la regeneracion de los tejidos y la recuperacion de la homeostasis, Dado que esta comu-
100 nicacién intercelular impulsa una respuesta inmunomoduladora antiinflamatoria en los
101 procesos de resolucion de la inflamacion, aplicamos el secretoma de cocultivo  de
102 monocitos y células madre mesenquimales (en adelante PRS CK STORM) en un modelo
103 murino de tormenta de citoquinas asociado a procesos infecciosos graves, como la CO-
104 VID-19 grave u otras infecciones, con el fin de evaluar, en primer lugar, su seguridad y,
105 en segundo lugar, su eficacia.
106 Creemos que la aplicaciéon de PRS CK STORM, un medio condicionado estandari-
107 zado procedente de un cocultivo de macréfagos M2 con MSCs, en el que tedricamente
108 estaran presentes todos los factores de crecimiento, citoquinas y quimioquinas que pro-
109 ducen de forma natural los macrofagos M2 y las MSCs, asociados a la inmunidad innata,
110 respetando las relaciones pleiotropicas naturales, con un perfil de citoquinas inmuno-
111 moduladoras que se espera tengan una potente accion antiinflamatoria, podria aplicarse
112 en la prevencion y control de las tormentas de citoquinas asociadas a procesos infeccio-
113 sos, como el asociado a la COVID-19 u otros tipos de infecciones.
114 2. Materiales y métodos
115 2.1. Obtencion del medicamento PRS CK STORM
116 Para el desarrollo del experimento, se necesitan materias primas para crear el far-
117 maco PRS CK STORM que se utilizard en el modelo animal. El proceso general se resume
118 en la Figura 1 y el protocolo detallado del proceso de fabricacion se describe en nuestro
119 altimo articulo publicado en Biomolecules [28].
120
121 2.2. Cultivo de células mesenquimales
122 Las muestras de tejido adiposo se obtuvieron de un donante sano durante una ab-
123 dominoplastia rutinaria con el consentimiento informado del paciente y se aislaron, cul-
124 tivaron y caracterizaron en la fabrica de terapia celular avanzada de Histocell en Bilbao,
125 siguiendo los protocolos descritos previamente por Nieto-Aguilar et al. en 2011 [29] y
126 Carriel et al. en 2013 [30]. Se cultivaron hasta el pase 4 y se sembraron en placas de 6 po-
127 cillos a una densidad de 50.000 células/pocillo. Para el recuento se utiliz6 un contador
128 automatico, BioRad TC-20 (BioRad, Hercules, CA, USA).
129
130 2.3. Recogida de monocitos
131 La muestra de partida fue una bolsa de sangre total procedente de una donacién en
132 el Hospital Universitario de Fuenlabrada. Se diluy6 a la mitad con suero fisiolégico y se
133 realizé un gradiente de densidad con 20 ml de Ficoll-Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich, St
134 Louis, MS, USA) y 25 ml de la sangre diluida. Las bandas obtenidas por centrifugacion a
135 400g durante 30 minutos, sin freno, se lavaron un total de 4 veces con solucion salina.
136 Entre el segundo y el tercer lavado, se utiliz6 un tampon de lisis para eliminar los eritro-
137 citos ain presentes en la muestra, dejandola actuar durante 5 minutos. Por dltimo, se
138 sembraron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) en frascos de cultivo de
139 175 cm2 a raz6n de 3x108 células/frasco con medio de cultivo CTS AIM-V sin rojo de fenol
140 (Gibco-BRL, Grand Island, NY, EE.UU.) complementado con glutamina estable al 1%
141 (Dipeptiven®, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Alemania). Tras 2 horas de incubacién a
142 37°Cy 5% de CO2, los monocitos se seleccionaron adhiriéndose al plastico de cultivo y se

143 obtuvieron mediante raspadores celulares después de lavar la superficie con solucién
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144 salina para eliminar los linfocitos presentes en la muestra. Se sembraron en insertos
145 Transwell® (Falcon, PET, 1uM de tamafio de poro) (Corning, Corning, NY, USA) para
146 placas de 6 pocillos con un tamafio de poro de 1um, a una densidad de 2x106 célu-
147 las/inserto.

148

149 2.4. Cocultivo de monocitos/MSCs

150 La siembra de monocitos se cambié al medio de cultivo de monocitos
151 (CTS-AIM-V™, Gibco-BRL, Waltham, MA, EE.UU.), con 2 ml por pozo, y se colocaron
152 insertos vacios en los pozos, con una pequena cantidad de medio para ajustar sus pro-
153 piedades de membrana porosa y se incubaron de nuevo durante 15 minutos. Por ultimo,
154 se sembraron monocitos en un volumen final de 1,5 ml, complementados con M-CSF
155 (R&D Systems, Minneapolis, MN, EE.UU.) a una concentracion final de 10 ng/ml.

156

157 2.5. Recogida y acondicionamiento de sobrenadantes

158 Cada 3-4 dias, se recogieron los sobrenadantes de los cocultivos, se centrifugaron a
159 1800 G durante 10 minutos y a 4°C, se decantaron para eliminar los pellets de células y se
160 almacenaron a -80°C. Se realizaron un total de 6 recolecciones, alcanzando los 23 dias de
161 cocultivo. Una vez obtenidas todas las muestras parciales, se descongelaron a tempera-
162 tura ambiente, se mezclaron y se esterilizaron por filtracion con filtros de 0,22um (Merck
163 KGaA, Darmstadt, Alemania). El producto final se acondiciond en las dosis previstas
164 para su uso. Una parte de las dosis preparadas se sometié a concentracion, utilizando
165 tubos Vivaspin (Sartorius, Gottingen, Alemania), capaces de concentrar liquidos. La
166 centrifugacion se realizé a 4°C para mantener las propiedades de las biomoléculas pre-
167 sentes durante el tiempo necesario para lograr la concentracion deseada. De este modo, el
168 sobrenadante concentrado se ajust6 a una concentracion de 2,5 x y 5 x del producto ori-
169 ginal diluyendo con el medio de cultivo utilizado (CTS-AIM-V™, Gibco-BRL, Waltham,
170 MA, EE.UU.), que es el que se utiliza para el PRS CK STORM.

171
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Figura 1: Descripcion esquematica del proceso de produccion del medio condicionado alogénico
derivado de macréfagos tipo M2 y enriquecido con MSCs [28].

2.6. Caracterizacion del secretoma

Para la cuantificacion del secretoma de ambos tipos celulares y del cocultivo, se
cuantificaron 30 factores de crecimiento, citoquinas y quimioquinas mediante un ensayo
ELISA o Multiplex (ProcartaPlex 45 PLEX, Invitrogen, Grand Island, NY, EE.UU.) si-
guiendo estrictamente las instrucciones del fabricante. Para las determinaciones se utiliz6
un lector de placas Luminex Labscan 100 (Luminex Corporation, Austin, Texas, EE.UU.).
Las moléculas cuantificadas por Multiplex fueron las siguientes MIP1-a, SD-1at, IL-27,
LIF, IL-2, IL-4, IL-5, IP-10, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, PIGF-1, Eotaxina, IL-12p70, IL-13,
IL-17A, IL-31, IL-1Ra, SCF, RANTES, IFN-y, GM-CSF, TNF-a, HGF, MIP-1p3, IFN-c,
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184 MCP-1, IL-9, VEGF-D, TNF-B, NGF-, BDNF, GRO-a, IL-1a, IL-23, IL15, IL-18, IL-21,
185 FGF-2, IL-22, PDGF-BB, VEGF-A, TIMP-1 y MMP-3. Para la cuantificacién de IGF-1,
186 TIMP-1 y MMP1 se utilizé una técnica ELISA de doble sandwich segun las instrucciones
187 del fabricante (kit DuoSet ELISA, R&D, Minneapolis, MN, EE.UU.) y la cuantificacién se
188 determino utilizando un lector de placas iMark (BioRad, Hercules, CA, EE.UU.), y las
189 absorciones se midieron a 450 y 570 nm.

190

191 2.7. Modelo de inflamacioén in vitro de THP-1

192 La linea celular THP-1 se cultivé y se diferencié en macréfagos para generar mo-
193 delos in vitro de bioseguridad y eficacia. Las células monociticas THP-1 (CellLineService,
194 cat. No0.:300356) se cultivaron y expandieron utilizando RPMI 1640 (Lonza, Basile, Suiza)
195 suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS) (Corning, Nueva York, EE.UU.), 1%
196 de penicilina/estreptomicina (FBS) (Corning, Nueva York, EE.UU.) y 10% de penicili-
197 na/estreptomicina (FBS) (Corning, Nueva York, EE.UU.), 1% de penicilina/estreptomicina
198 (P/S) (Lonza, Basile, Suiza), 1 mM de piruvato sédico (Lonza, Basile, Suiza) y 1% de
199 aminoacidos no esenciales MEM (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachu-
200 setts, EE.UU.), en adelante medio THP-1. Las células se mantuvieron a una densidad de
201 1x106 células/ml para garantizar un crecimiento adecuado y un fenotipo estable. 48 horas
202 antes de los estimulos de LPS, las células se diferenciaron en macréfagos en reposo uti-
203 lizando forbol 12-mitriato 13-acetato (PMA) (Sigma Aldrich, Saint Louis, Missouri,
204 EE.UU.) a 5ng/ml en medio THP-1, como se describe en el protocolo utilizado por Park et
205 al. en 2007 [31]. Tras este proceso de diferenciacion, las células se utilizaron para nuestros
206 experimentos. Todos los cultivos celulares se mantuvieron a 37°C en una atmdsfera de
207 5% de CO2 y 98% de humedad relativa.

208 En primer lugar, para comprobar la seguridad in vitro, se realizé un ensayo de tipo
209 MTT en células THP-1 transformadas en macrofagos adaptando el método de Chen et al.
210 en 2016 [32]. Las células THP-1 diferenciadas se lavaron tres veces con 0,2 mL de medio
211 THP-1 templado sin PMA y se dejaron reposar durante 30 minutos antes de los estimulos
212 de LPS. Tras el cambio de medio celular, las células se trataron con 10ng/mL de LPS
213 (Sigma-Aldrich, Burlington, MA, EE.UU.) en medio RPMI 1640 y se trataron con 100pL
214 de PRS CK STORM o el control definido anteriormente afiadiendo medio THP-1 tem-
215 plado para obtener 200uL de cultivo celular por pocillo. Tres pocillos se sembraron con
216 células THP-1m solamente, tres se sembraron con células THP-1m estimuladas con LPS a
217 una concentracion de 10ng/mL, tres se sembraron con células THP-1m estimuladas con
218 LPS a una concentracion de 10ng/mL y PRS CK STORM a una dosis baja, tres se sem-
219 braron con células THP-1m estimuladas con LPS a una concentracién de 10ng/mL y PRS
220 CK STORM a una dosis media, tres se sembraron con células THP-1m estimuladas con
221 LPS a una concentraciéon de 10ng/ml y PRS CK STORM a una dosis alta y, finalmente,
222 como controles, tres se sembraron con células THP-1m estimuladas con LPS a una con-
223 centraciéon de 10ng/ml e hidrocortisona a 10pg/ml (Sigma-Aldrich, Burlington, MA,
224 USA). Las diferentes concentraciones crecientes de PRS CK STORM se calcularon en
225 funcién del contenido de TIMP-1 en el medio condicionado (bajo a 594,86pg de TIMP-1
226 total, medio a 1189,72pg de TIMP-1 y alto a 5948,6pg de TIMP-1). Tras la incubacion de
227 todos los cultivos durante 96 horas, se afiaden 10ul/pocillo de una solucidon acuosa
228 (5mg/ml) de azul de tetrazolio (Sigma-Aldrich, Burlington, MA, USA). La solucién de
229 MTT/azul de tetrazolio se incuba durante 4 horas a 37°C, 5% de CO2, después de la in-
230 cubacion las placas se centrifugan a 600g, durante 7 minutos para precipitar las células y
231 los cristales de formazan, y después de retirar el medio los cristales de formazan se solu-
232 bilizan afiadiendo 200uL/pocillo de DMSO. Las placas se incuban a 37°C durante 10
233 minutos y se agitan a 250rpm utilizando un agitador de placas (JP Selecta, Abrera, Cata-
234 lufia, Espana). Los resultados se obtienen midiendo la absorbancia de cada pocillo a 570
235 nm en un lector de placas iMark (BioRad, Hercules, California, USA).

236 A continuacion, se generd el modelo de inflamacién in vitro diferenciando 1x10¢

237 células/ml de THP-1 en fase de crecimiento exponencial a macréfagos en reposo en placas
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238 de 12 pocillos (Nunc, Thermo Fisher, Waltham, MA EE.UU.) (volumen final de 1ml) y,
239 tras 48 h de pretratamiento con PMA, las células THP-1m se lavaron tres veces con 0,5 ml
240 de medio THP-1 atemperado sin PMA y se dejaron incubar durante 30 min antes del es-
241 timulo de LPS. Una vez en reposo, las células se trataron con 10ng/ml de LPS (Sig-
242 ma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, EE.UU.) en medio RPMI 1640 y PRS CK STORM a una
243 dosis baja, ya que ésta era la dosis a la que el producto en investigacion (PEI) habia mos-
244 trado el mejor perfil de bioseguridad in vitro. El medio se precalent a temperatura am-
245 biente o se templd el medio THP-1. El volumen final de cada pocillo fue de 1 ml con una
246 densidad de siembra de células THP-1Im de 1x10¢ células/ml (3 pocillos). Se utilizaron
247 como controles tres pozos sembrados de la misma manera y con la misma densidad ce-
248 lular pero tratados con hidrocortisona a 10ug/ml (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri,
249 EE.UU.). Tras 5 horas de estimulacidn, se recogieron los sobrenadantes y se congelaron a
250 -80°C para el andlisis de citoquinas, en el que se estudiaron las variaciones en la secrecion
251 de TNF-a e IL-1§3, como principales mediadores de la respuesta al lipopolisacarido. To-
252 das las condiciones experimentales se ensayaron por triplicado para garantizar una so-
253 lidez estadistica suficiente.

254

255 2.8. Ensayo de seguridad y eficacia in vivo

256 En primer lugar, para comprobar la seguridad (farmacodindmica y farmacocinética)
257 de PRS CK STORM, se utilizd un total de 15 ratones macho Balb/c como modelo
258 animal. Este experimento se realizo en el animalario del Centro de Investigacion Biomé-
259 dica de Aragon (CIBA, Zaragoza, Espafia), bajo las recomendaciones europeas de ética
260 animal y aprobado por el Comité de Etica para la Experimentacién Animal del centro de
261 investigacion (Anexo 1). Los ratones fueron estabulados en grupos de cinco durante al
262 menos una semana antes del experimento, a temperatura y humedad constantes y con un
263 ciclo dia/noche de 12 horas, con acceso a comida y agua ad libitum. Los ratones se divi-
264 dieron en tres grupos de 5 animales, cada uno de los cuales fue tratado con una dosis
265 diferente (baja, media o alta) y un niimero diferente de administraciones, desde una dosis
266 Unica hasta 5 dosis al dia:

267 Tabla 1. Descripcion de los 3 grupos de animales y de las dosis administradas con 5 citoqui-
268 nas/factores de crecimiento representativos.

Grupo Numerode # Dosis Dosis (pg/ml +/-20%) Dosis absoluta admin-

animales istrada (pg+/- 20%)
1 5 16-20 Bajo IL-1Ra (14998pg/ml) IL-1Ra (1499pg)
TIMP (14871pg/ml) TIMP (1487pg)
IL-10 (0,06pg/ml) IL-10 (0,006pg)
HGF (211pg/ml) HGF (21pg)
IGF-1 (419pg/ml) IGF-1 (42pg)
2 5 21-25 Medio IL-1Ra (28996pg/ml) IL-1Ra (2899pg)
TIMP (29743pg/ml) TIMP (2974pg)
IL-10 (0,12pg/ml) IL-10 (0,012pg)
HGF (423pg/ml) HGF (42pg)
IGF-1 (838pg/ml) IGF-1 (84pg)
3 5 26-30 Alta IL-1Ra (57992pg/ml) IL-1Ra (5799pg)
TIMP (59485pg/ml) TIMP (5948pg)
IL-10 (0,24pg/ml) IL-10 (0,024pg)
HGEF (845pg/ml) HGEF (84pg)
IGF-1 (1675pg/ml) IGF-1 (167pg)
269
270 La eleccion de estas dosis se basd en la caracterizacion del lote utilizado de PRS CK

271 STORM fabricado con fines de investigacion y teniendo en cuenta, tanto la composicion
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272 de citoquinas, como la actividad biologica aceptable observada in vitro. Las tres dosis se
273 seleccionaron para las pruebas de seguridad in vivo en ratones en funcion de la cantidad
274 absoluta de TIMP-1 (considerada como citoquina antiinflamatoria con una presencia
275 cuantitativamente relevante en PRS CK STORM). En todos los casos, la PRS CK STORM
276 se obtuvo en el laboratorio de Células Vivas (Hospital Universitario de Fuenlabrada,
277 Madrid), a partir del medio condicionado de macréfagos M2 alogénicos humanos, co-
278 cultivados ex vivo con células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo hu-
279 mano. La caracterizacion completa del lote de PRS CK STORM puede encontrarse en la
280 Informaciéon Suplementaria (SI) (Tabla S1). El lote original se utilizé como "Dosis alta" en
281 este experimento. La "Dosis Media" y la "Dosis Baja" se prepararon diluyendo la Dosis
282 Alta a 1/2 o 1/4, respectivamente, en tampon fosfato salino (PBS).

283 El programa de trabajo para la experimentacion con animales fue el siguiente:

284 e Dia 0 (Oh en los graficos): Antes de la administraciéon de PRS CK STORM, se extra-
285 jeron unos 300 pl de sangre total de la vena submandibular de todos los ratones. De
286 estas muestras, se eligieron al azar 7/15 (# 16, 17, 22, 23, 25, 26 y 27) del resto 8/15 (#
287 18, 19, 20, 21,24,28, 29 y 30), y se separaron para su posterior analisis; las muestras
288 7/15 para la determinacion bioquimica (ver figura 4) y las muestras 8/15 para el
289 analisis de citoquinas (ver figura 5).

290 e Dia1 (Oh): Se decidié separar la extraccion de sangre de la administracion de PRS
291 CK STORM en dias separados, para no angustiar demasiado a los animales. Como
292 tanto el Dia 0 como el 1 son puntos de tiempo justo antes de las inyecciones de PRS
293 CK STORM, ambos se consideran como "0Oh". A todos los ratones se les administro
294 un volumen de 100 pl de PRS CK STORM por via intraperitoneal (IP), en sus dosis
295 correspondientes (Dosis n°1).

296 e Dia 2 (24h): Se sacrifico el primer raton de cada grupo (n° 16, 21 y 26). De estos ra-
297 tones se extrajeron al menos 700 pl de sangre total por puncién cardiaca. Al resto de
298 los animales (cuatro ratones por grupo) se les administré PRS CK STORM por in-
299 yeccion IP, a sus dosis correspondientes (Dosis n°2).

300 e Dia 3 (48h): Se sacrifico el segundo ratéon de cada grupo (n® 17, 22 y 27). De estos
301 ratones se extrajeron al menos 700 ul de sangre total por puncién cardiaca. Al resto
302 de los animales (tres ratones por grupo) se les administr6 PRS CK STORM por in-
303 yeccion IP, a sus dosis correspondientes (Dosis n°3).

304 e Dia 4 (120h): Se sacrifico el tercer raton de cada grupo (n° 18, 23 y 28). De estos ra-
305 tones se extrajeron al menos 700 ul de sangre total por puncion cardiaca. Al resto de
306 los animales (dos ratones por grupo) se les administré PRS CK STORM por inyec-
307 cién IP, a sus dosis correspondientes (Dosis n°4).

308 e Dia 5 (144h): Se sacrifico el cuarto raton de cada grupo (n® 19, 24 y 29). De estos ra-
309 tones se extrajeron al menos 700 pl de sangre total por puncion cardiaca. Al resto de
310 los animales (un ratén por grupo) se les administré PRS CK STORM por inyeccién
311 IP, a sus dosis correspondientes (Dosis n®5).

312 e Dia 6 (168h): Se sacrifico el ultimo ratén de cada grupo (n® 20, 25 y 30). Se extrajeron
313 al menos 700 pl de sangre total de estos ratones por puncién cardiaca.

314

315 La administracion de las 3 primeras dosis fue consecutiva y transcurrieron 72h entre
316 las dosis 3 y 4. En efecto, las administraciones 4 y 5 se reanudaron a las 120 y 144h, res-
317 pectivamente, de la primera administracién (Dia 1, Oh). Ademas, todos los animales que
318 recibieron la 5 administracién fueron sacrificados a las 168h (24h después de la ultima
319 administracién). La Tabla 2 muestra un resumen de la distribucion de los animales, la
320 dosis y el nimero de administraciones cuando fueron sacrificados:

321
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322 Tabla 2: Distribucion de los animales, dosis, tiempo y nimero de administraciones cuando
323 fueron sacrificados. (*: Tiempo desde la hora 0 en que se realizé la primera administracién. En to-
324 dos los casos, los ratones fueron sacrificados 24h después de su tltima administracion).
325
Dosis 1 adm. 2 adm. 3 adm. 4 adm. 5 adm.
Tiempo de sacrificio 24h 48h 120h 144h 168h
Bajo #16 #17 #18 #19 #20
Medio #21 #22 #23 #24 #25
Alta #26 #27 #28 #29 #30
n 3 3 3 3 3
326
327 Cada dia, tras la obtencion de las muestras de sangre, se extraia de ellas el suero, que
328 se utilizaba como material para los siguientes analisis. Las muestras de suero extraidas de
329 la sangre se utilizaron para los siguientes analisis:
330 1. Anadlisis de seguridad: Se determinaron los siguientes parametros bioquimicos se
331 midieron los niveles de acido biliar, albiimina, alanina aminotransferasa (ALT), bi-
332 lirrubina, colesterol, fosfatasa alcalina, y-glutamil transferasa y nitrégeno ureico en
333 sangre utilizando un analizador quimico VetScan VS2 (protocolo Comprehensive
334 Diagnostic Profile #500-0038 Abaxis, Union City, CA, EE.UU.) (Anexo 2), de todas
335 las muestras del Dia 1 al 6 y de 7/15 muestras del Dia 0, elegidas al azar (# 16, 17, 22,
336 23, 25,26 y 27). Este andlisis también se realiz6 en el centro de animales de CIBA.
337 2. Analisis farmacodindmico: se cuantificé la presencia de varias citoquinas murinas.
338 Se determinaron el HGF, el TNF-q, la IL-12 p70, la IL-13, la IL-6, la IL-10, el IFN-y y
339 el TIMP-1 en todas las muestras recogidas de todos los animales del dia 1 al 6 (véase
340 la tabla 2) y en 8/15 muestras del dia 0, elegidas al azar (n° 18, 19, 20, 21,24,28, 29 y
341 30). Las determinaciones se realizaron mediante ensayos MULTIPLEX (Mouse
342 Premixed Multi-Analyte Kit; Nimero de catalogo LXSAMSM) en el Anexo 3 en el
343 Departamento de Citometria y Clasificacion Celular, en CIBA.
344 3. Analisis farmacocinético: se cuantifico la presencia de varias citoquinas humanas:
345 HGF, TNF-a, IL-12 p70, IL-1p3, IL-6, IL-10, IFN-y e IL-1RA en todas las muestras del
346 dia 1 al 6 (24 horas después de la tltima administracion de IMP). Las determina-
347 ciones se realizaron mediante los ensayos MULTIPLEX (Human Premixed Mul-
348 ti-Analyte Kit; nimero de catdlogo LXSAHM) en el Anexo 4, también en el Depar-
349 tamento de Clasificacion Celular y Citometria, en CIBA.
350 Para el segundo experimento, la prueba de eficacia, se utilizaron un total de 35 ra-
351 tones C57/BL6. Toda la experimentacion con ratones se llevo a cabo en el animalario del
352 Centro de Investigacion Biomédica de Aragén (CIBA, Zaragoza, Espafia), bajo las reco-
353 mendaciones europeas de ética animal y previamente aprobadas por el Comité Etico de
354 Experimentacion Animal del centro de investigacion (ver Anexo 5). Los ratones fueron
355 estabulados en grupos de cinco durante al menos una semana antes del experimento, a
356 temperatura y humedad constantes y con un ciclo dia/noche de 12 horas, con acceso a
357 comida y agua ad libitum.
358 Para realizar el modelo experimental de dafio pulmonar agudo e inflamacion por
359 sepsis, se utilizé el modelo experimental descrito por Stephens et al. en 2015 [33]. Para este
360 modelo, se administro a ratones C57BL/6 de 8-10 semanas de edad, hembras y machos, 5
361 mg/kg de lipopolisacarido bacteriano (LPS) (Sigma L4130, Sigma-Aldrich, Saint Louis,
362 Missouri, EE.UU.), en 50ul de solucidn fisiologica por via retroorbital. Este tipo de admi-
363 nistracion de LPS es necesario porque la inyeccion intravenosa o intraperitoneal de LPS,
364 que suele ir acompafiada de altas concentraciones plasmaticas de citoquinas inflamato-

365 rias, hipotension e hipotermia (Lewis et al., 2016) [34], hace que la supervivencia en los
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366 ratones disminuya bruscamente después de 24 horas debido al choque de sepsis, espe-
367 cialmente en el caso de la inyeccién intravenosa (Fang et al., 2018; Starr et al., 2010) [35,36].
368 Para esta técnica, se utilizaron agujas de insulina de calibre 27,5 y jeringas de 0,5 pulgadas
369 Terumo U-100 (Shibuya-ku, Tokio, Japén) y se recomienda que los volimenes inyectados
370 no superen los 150pl. Como la aguja se coloco en el espacio retrobulbar, los ratones tu-
371 vieron que ser anestesiados con isoflurano inhalado y una gota de anestésico oftalmico
372 (solucién oftalmica de clorhidrato de proparacaina al 0,5%, Alcon Laboratories, Friburgo,
373 Suiza) en el ojo que recibid la inyeccién. Para reducir la posible angustia de los ratones
374 debida al LPS, se administrd clorhidrato de buprenorfina en agua a la dosis establecida de
375 0,056mg/ml. Los tratamientos se administraron diariamente durante 4 dias consecutivos,
376 y consistieron en:
377
378 ¢  El mismo lote de PRS CK STORM utilizado en el experimento de seguridad in vivo,
379 se utilizo en este experimento de eficacia, y su caracterizacion completa se puede
380 encontrar en la Informacién Suplementaria (SI) (Tabla S1). Después de la caracteri-
381 zacion en el laboratorio de Células Vivas (Hospital Universitario de Fuenlabrada,
382 Madrid), este lote fue congelado en un congelador a -80°C, y enviado en hielo seco
383 antes de ser utilizado en este experimento. El lote original presentaba una concen-
384 tracion de TIMP-1 de 59485,27pg/ml. Tras la centrifugacion en tubos Vivaspin de
385 15ml (12400 MW) durante 80 min, 3600 G a 4°C, se alcanzé una concentracién 5x, es
386 decir 297426pg/ml. Dado que los resultados del estudio de seguridad mostraron que
387 el PRS CK STORM fue bien tolerado en las 3 dosis probadas administradas por via
388 intravenosa, la dosis alta de este estudio (5948pg de TIMP-1) fue elegida como la
389 dosis media para este estudio de eficacia in vivo, con dos dosis adicionales proba-
390 das, una mas baja (media/2, 2380pg de TIMP-1) y otra mas alta (media x 2, 11897pg
391 de TIMP-1). Estas dosis se prepararon diluyendo la dosis alta a 1/2 o 1/4, respecti-
392 vamente, en tampdn fosfato salino (PBS). Véase en la Tabla 1 el calculo de las dosis
393 absolutas de TIMP-1 para un volumen administrado de 40 pl) En todos los casos, el
394 PRS CK STORM se inyectd por via intravenosa. Para evitar la sobreinflamacion
395 prematura por LPS, la primera dosis se inyect6 24 horas antes de la administracion
396 de LPS como pretratamiento, y el siguiente tratamiento se inyecto el dia de la gene-
397 racion del modelo y cada 24 horas a partir de entonces.
398 e  Vehiculo del farmaco: consiste en el medio de cultivo donde se recogié el PRS CK
399 STORM, que se denominard "medio de monocitos" (CTS-AIM-V™, Gibco-BRL,
400 Waltham, MA, EE.UU.) y también se inyecto6 por via intravenosa.
401 e  Gold Standard: este tratamiento consiste en un farmaco clasico utilizado contra el
402 proceso de inflamacién, Kineret® (Anakinra, o antagonista de la IL-1RA, Swedish
403 Orphan Viovitrum AB, Estocolmo, Suecia) a 149,25mg/ml, administrado por via
404 oral, con la ayuda de una sonda intragastrica.
405
406 Disefio experimental: 35 ratones fueron divididos en siete grupos de 5 animales,
407 cada uno de los cuales recibié diferentes tratamientos, como se explica en la Tabla 3:
408
409 Tabla 3: Descripcion de los grupos de animales, LPS y tratamiento administrado. En el caso
410 de PRS CK STORM, utilizando 5 citoquinas/factores de crecimiento representativos.
411 (*administracion oral).
412
Grupo Numero # Nombre del = Tratamiento  Volu- Dosis LPS
de ani- grupo (diario durante4 men absoluta (5mg/Kg)
males dias) inyec- admin- (Si/No)

tado (ul) istrada +/-
20%.
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5 1-5 Controlar Ninguno - - No
5 6-10 Vehiculo de la Medio de 40 - No
droga monocitos

5 11-15 LPS + PRS 1ow PRS 1ow TIMP-1 Si
(2380pg)

5 16-20 Medio LPS + PRS PRS medio 40 Si

5 21-25 LPS + PRS nigh PRS hign 40 TIMP-1 Si
(5948pg)

5 26-30 LPS Ninguno 40 TIMP-1 Si
(11897pg)

5 31-35 LPS+ Gold Kineret®. - -

Standard

El horario de trabajo para la experimentaciéon con animales se realizaba todas las

mananas a las 9 horas, en era el siguiente:

Dia -1: 24 horas antes de la inyeccién de LPS, se administré a los ratones correspon-
dientes medio de monocitos, PRS CK STORM (dosis baja, media o alta) o Gold
Standard. Como se ha explicado anteriormente, este pretratamiento se realizo para
intentar evitar la sobreinflamacién prematura por LPS (Dosis n°1).

Dia 0: A cada grupo se le inyect6 su respectivo tratamiento (medio de monocitos,
PRS bajo, PRS medio, PRS alto, ninguno o Gold Standard) (Dosis n°2). Inmediata-
mente después, los ratones correspondientes fueron inyectados retro orbitalmente
con LPS. Para mitigar el malestar derivado del LPS, se administré6 una dosis de
clorhidrato de buprenorfina (Buprecare®, Leonvet, Ledn, Espafia) por via subcuta-
nea (0,15mg/raton en 0,1 ml) en dichos ratones tras la inyeccion de LPS.

Dia 1: Se extrajeron unos 200ul de sangre total de la vena submandibular de todos
los ratones y se obtuvo suero de ellos antes de administrar el tratamiento. A los
animales de los grupos portadores de LPS también se les administrd clorhidrato de
buprenorfina y su respectivo tratamiento (medio de monocitos, PRS bajo, PRS me-
dio, PRS alto, ninguno o Gold Standard) (Dosis n°3).

Dia 2: Aligual que el dia anterior, se extrajeron unos 200ul de sangre total de la vena
submandibular de todos los ratones, excepto del grupo Control, y se obtuvo suero
de ellos, antes de administrar el tratamiento. A los animales de los grupos portado-
res de LPS también se les administré clorhidrato de buprenorfina y su respectivo
tratamiento (medio de monocitos, PRS bajo, PRS medio, PRS alto, ninguno o Gold
Standard) (Dosis n%4).

Dia 3: Todos los ratones fueron sacrificados. Se extrajo sangre total por puncién
cardiaca (500-800pl) y se obtuvo suero de ellos. Ademas, se realizaron necropsias y
se recogieron higado, corazén, bazo, pulmones y rifiones de los animales. La mitad
de cada érgano se congeld y se mantuvo a -80°C, mientras que la otra mitad se con-
servo en formaldehido (4% v/v en agua estéril).

Durante y después de la finalizacién del experimento, los ratones y las muestras

recogidas de ellos se utilizaron para los siguientes analisis:

1.

Evaluaciones de eficacia:

1.1. Pruebas de Irwin y mediciones de temperatura: los ratones fueron supervisados

regularmente para detectar cualquier posible alteracion en su comportamiento o confort
derivada de los tratamientos y/o la manipulacion. Basandose en el manuscrito de (Mat-
hiasen & Moser, 2018) [37], se confecciond un Test de Irwin en una Tabla y se utilizé como
plantilla. Por lo tanto, la Prueba de Irwin se realizé cada Dia del procedimiento experi-
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450 mental en todos los ratones, inmediatamente antes de las administraciones de tratamien-
451 to. Se midié la temperatura de los ratones mediante una sonda rectal en tres momentos
452 diferentes: inmediatamente antes de las inyecciones de LPS, 20 minutos después de las
453 inyecciones de LPS y 48 horas después de la administracion de LPS.

454 1.2. Tiempo desde la exposicion al CO2 hasta la muerte: cuando los ratones fueron
455 sacrificados en el dia 3, la resistencia de los animales a la exposicién al CO2 hasta su
456 muerte se clasificd en tres grupos claros: menos de 30 segundos, 30-60 segundos y mas de
457 60 segundos.

458 1.3. Observaciones macroscdpicas de los dérganos en la necropsia: tras el sacrificio de
459 los animales y la extraccion de sangre, se realizaron necropsias y se detectaron y fotogra-
460 fiaron los hallazgos relevantes en los drganos (Anexo 6).

461 1.4. Estudio histoldgico: Tanto los drganos congelados (-80°C) como los conservados
462 en formaldehido fueron enviados al laboratorio de Living Cells para su estudio histopa-
463 tolégico (Anexo 7).

464

465 2. Evaluaciones de eficacia: Analisis de seguridad: Se determinaron los siguientes pa-
466 rametros bioquimicos Se midieron los niveles de albimina, fosfatasa alcalina, ala-
467 nina aminotransferasa, amilasa, bilirrubina, nitrégeno ureico en sangre, creatinina,
468 globulina, proteina total, glucosa, calcio, fésforo, sodio y potasio, utilizando un ana-
469 lizador quimico VetScan VS2 (protocolo Comprehensive Diagnostic Profile
470 #500-0038 Abaxis, Union City, CA, USA) (Anexo 2), de todas las muestras soélo a
471 partir del Dia 3, exceptuando algunos animales que murieron prematuramente antes
472 del final del experimento. Este andlisis se realiz6 también en el animalario del CIBA.
473 3. Analisis farmacodinamico: se cuantificd la presencia de varias citoquinas murinas.
474 Los niveles de TNF-a, IL-1pB, IL-6, IL-10, TIMP-1 y MMP-3 se determinaron me-
475 diante ensayos Multiplex (MILLIPLEX MAP Cat: MCYTOMAG-70K, Merck KGaA,
476 Darmstadt, Alemania) (Anexo 8-10) en el Departamento de Clasificacién Celular y
477 Citometria, en CIBA. El TNF-q, la IL-1B, la IL-6 y la IL-10 se midieron en todas las
478 muestras del dia 1 al dia 3, pero el TIMP-1 y la MMP-3 s6lo en algunas muestras del
479 dia 3 debido a la limitacion del volumen del suero.

480 4. Analisis farmacocinético: se cuantifico la presencia de varias citoquinas humanas de
481 nuestro PEL También se determinaron los niveles de IFN-a2, IL-13, IL-IRA, IL-6 y
482 TNF-a mediante ensayos Multiplex (Human Cytokine/Chemokine/Growth Factor
483 Panel a Magnetic Bead Panel Cat. # HCYTA-60K, Merck KGaA, Darmstadt, Alema-
484 nia) (Anexo 11) en el Departamento de Clasificaciéon Celular y Citometria, en el
485 CIBA. Una vez mas, debido a la falta de muestras, especialmente de los Dias 1y 2,
486 este analisis solo se realizé con algunas de las muestras del Dia 3.

487 2.9. Estadisticas

488 Los ensayos de MTT y de liberacion de citoquinas, asi como el analisis de citoquinas
489 de los sobrenadantes de cultivo y los diferentes parametros bioquimicos se sometieron a
490 andlisis estadisticos. El analisis estadistico se realizd con Excel (Microsoft, Albuquerque,
491 Nuevo México, EEUU). Todas las estadisticas se calcularon con datos realizados en expe-
492 rimentos independientes por triplicado. Se realiz¢ la prueba ANOVA para determinar las
493 diferencias estadisticamente significativas entre los grupos experimentales estudiados
494 utilizando el software GraphPad Prism version 8.4.0 para Mac OS X (GraphPad Software,
495 San Diego, California, EE.UU.) para realizar los calculos. El nivel de significacion estadis-

496 tica se fijo en p < 0,05.
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497 3. Resultados
498 3.1. Caracterizacion del PRS CK STORM
499 El analisis de la composicion del PRS CK STORM demuestra un claro perfil antiin-
500 flamatorio e inmunomodulador frente a una potencial tormenta de citoquinas, como se
501 muestra en la tabla 4, que recoge los resultados del perfil comparativo de citoquinas entre
502 tres lotes de produccion diferentes del PRS CK STORM.
503 Tabla 4. Lote de antiinflamatorios PRS CK STORM (datos expresados como la suma de los por-
504 centajes que representan la suma de las cantidades de cada una de las citoquinas nombradas en
505 pg/ml con respecto a la suma total de todas las citoquinas estudiadas en su composicién).
BATCH CK ANTIINFLAMATORIO CK PROINFLAMATORIO
(TIMP-1, IGF-1, IL-10, IL-1RA)  (IL-1, IL-6, IL-18, TNF-«x, IFN-y , IL-17)
PRS CK 99,420 % 0,041 %
STORM
506 La caracterizacion completa del lote que se fabrico se muestra en la tabla 5.
507 Tabla 5. Valores medios de las moléculas estudiadas. Los valores se muestran en picogramos por
508 mililitro.
MIP-1a SDF-1a IL-27 LIF IL-1B IL-2 IL-4 IL-5
81,32 247,56 <21,41 20,78 <2,16 <7,21 <10,49 <9,90
(SD 14,56) (SD 46,78) (SD 1,23)
IP-10 IL-6 IL-7 IL-8 IL-10 PIGF-1 Eotaxin IL-12 p70
13,87 403,78 <0,99 268,45 1,99 <171 2,56 <4,71
(SD 1,67) (SD 34,56) (8D 29,81) (SD 0,56) (8D 0,34)
IL-13 IL-17A IL-31 IL-1Ra SCF RANTES IFN-y GM-CSF
<3,58 <2,27 <9,21 63389,96 <3,58 <2,27 <9,21  63389,96
TNF-a HGF MIP-13  IFN-a MCP-1 IL-9 VEGF-D TNEF-B
12,89 371,56 132,87 <0,45 2876,34 <2,89 <0,79 <5,69
(SD 0,78) (SD 54,67) (SD 23,12) (SD 345,12)
NGEF-B EGF BDNF GRO-a IL-1a IL-23 IL-15 IL-18
<6,14 <1,78 <0,34 10,21 <0,61 <6,14 <1,78 <0,34
IL-21 FGF-2 IL-22 PDGF-BB VEGF-A TIMP-1 MMP-3 MMP-1
<6,37 <2,72 <18,07 14,87 <6,37 <2,72 <18,07 14,87
509 3.2. Diferenciacion de las células THP-1 a macrdfagos
510 Las células tras 48 horas de estimulacién con PMA (5ng/ml) ganan adherencia al
511 medio de cultivo y adoptan una morfologia como la de los macréfagos. Tras 24 horas de
512 cultivo, el nimero de células en suspension disminuye y el nimero de células adheridas
513 al plastico aumenta, lo que es un signo de diferenciacion exitosa. Después de 48 horas,
514 aproximadamente el 90% de las células se adhieren al plastico y se utilizan en el modelo
515 experimental.
516 3.3. Ensayos de MTT y bioactividad in vitro en macrdfagos derivados de THP-1
517 En primer lugar, se analizaron los resultados del ensayo MTT con células THP-1

518 previamente estimuladas con PMA durante 48 horas para promover su adhesion al
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plastico y la expresion de receptores innatos y helper. Los resultados se muestran en la

figura 2.
»
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Figura 2. Ensayo MTT con macrofagos derivados de la linea THP-1(THP-1m), que se analizaron en
tres experimentos independientes con dos réplicas de la técnica analitica. Las barras de error indi-
can la desviacion estandar entre muestras. Los asteriscos representan un valor p < 0,05

En segundo lugar, una vez seleccionada la dosis baja como posible dosis terapéutica
para el experimento in vivo, se analizaron los resultados del modelo de inflamacion in
vitro realizado sobre células THP-1 previamente estimuladas con PMA durante 48 horas

para promover su adhesion al plastico y la expresion de receptores innatos y auxiliares, y
estimuladas con LPS. Los resultados se muestran en la figura 3.

pg/mi

60 * *
* *
40 I
: X : 20 I
THP1 THP-1 + LPS THP-1+LPS + THP-1 + LPS + PRS CK THP ™P s THP-A s 1PS + PRE OX
Hidrocortisone STORM

STORM

Figura 3. Liberacion de citoquinas proinflamatorias a partir de células THP-1 diferenciadas a ma-
créfagos (THP-1m) en el modelo de inflamacién in vitro. Las THP-1m fueron estimuladas con LPS
del mismo modo que las PBMC utilizadas en estudios anteriores. Los graficos muestran las pg/ml
de cada uno de los factores estudiados. Las barras de error corresponden a la desviacion estandar

de 3 experimentos independientes analizados por duplicado. Los asteriscos representan un valor p
<0,05.
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538 Como puede verse en la figura 3, las células son sensibles a los estimulos del LPS y
539 el farmaco PRS CK STORM estudiado demuestra un potente efecto antiinflamatorio, al
540 mismo nivel que la hidrocortisona soluble utilizada como control.

541 3.4. Prueba de seguridad in vivo

542 En primer lugar, se analizaron los resultados del ensayo MTT con células THP-1
543 previamente estimuladas con PMA durante 48 horas para promover su adhesion al
544 plastico y la expresidon de receptores innatos y helper. Los resultados se muestran en la
545 figura 2.

546 3.4.1. Comportamiento y confort de los animales.

547 Durante el transcurso del experimento, los ratones fueron supervisados, para ga-
548 rantizar su bienestar y evaluar las alteraciones que pudieran producirse tras la adminis-
549 tracion de PRS CK STORM. El panel de puntuacion se encuentra en la Tabla 6 y se in-
550 terpreta de la siguiente manera: cada aspecto recogido en el panel tiene un namero de-
551 terminado (primera columna). Si algiin ratén presenta una de esas caracteristicas, se
552 punttia con ese numero. Se calcula la cantidad total y, en funcién de la puntuacién, se
553 puede extraer una conclusion (ver Puntuacion total al final del panel).

554 Tabla 6. Panel de puntuacién de la supervision de los ratones utilizados en la experimentacion
555 animal.

PANEL DE PUNTUACION. PROTOCOLO DE SUPERVISION DE

RATONES
Numero de animal ID 16-19, 21-22, 20, 23, 24, 30 16-30
25-29 (antes del trata- (durante el tra-
(antes del tra- miento) tamiento)
tamiento)
indice de con- PUN-
dicion corporal TUACION
Normal 0 0 0 0
15-20% de disminucion 10
>20% de disminucion (**) 19
Respuesta a la Manipula-
cion
Normal 0 0 0
Aumento/disminucion leve 2 2
Muy 5
aumentado/disminuido,
agresivo
Comportamiento y
apariencia
Agresividad hacia otros 1 0 1 0
animales
Estereotipos 3 0 0 0
Piloereccion 3 0 0 0
Piloereccion y ligera 5 0 0 0

hemorragia nasal
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Espalda encorvada 10 0 0 0
Convulsiones, diarrea, 19 0 0 0
coma (*¥)
Automutilaciones (**) 19 0 0 0
Dificultad respiratoria 19 0 0 0
grave (*¥)
Pérdida de sangre 19 0 0 0
significativa >20% (**)
Deydracion severa (**) 19 0 0 0
Zona de extraccion de
sangre
Ligera inflamacion 7 0 0 0
Necrosis / lesién ulcerosa 19 0 0 0
)
PUNTUACION TOTAL 0 3 0

Puntuacion: 0-4: normal; 5-9: aumentar la frecuencia de las revisiones de los animales; 10-18:

consultar al veterinario; >18: sacrificio obligatorio (**).

3.4.2. Determinaciones bioquimicas

Las determinaciones bioquimicas (analisis de seguridad) se muestran en la figura 4.
En consecuencia, no se calcularon diferencias estadisticas. Los valores exactos del perfil

se muestran en la Informacién complementaria (SI) (Tabla S2).
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Figura 4. Perfil bioquimico de las enzimas hepaticas. Se extrajeron muestras de sangre de 7 de los
15 ratones desde el Dia 0 (antes del tratamiento), y de cada uno de ellos en su respectivo punto
experimental (ver Metodologia). Posteriormente, se utilizaron sus sueros para cuantificar los nive-
les de acido biliar, albiimina, alanina aminotransferasa, bilirrubina, colesterol, fosfatasa alcalina,
Y-transferasa de glutamilo y nitrégeno ureico en sangre, utilizando un analizador quimico VetScan
VS2. El tiempo = Oh se representa como la media +/- SD de 7 muestras. D0-5 indica el nimero de
dosis ya administradas en esos ratones en cada punto de tiempo. *Los datos de referencia se ex-
trajeron de: Laboratory Animal Medicine, 3rd Edition (Elsevier, 2015) [38].

3.4.3. Analisis de citoquinas.

El efecto del tratamiento con PRS CK STORM sobre varias citoquinas murinas re-
levantes (efecto farmacodinamico) y citoquinas humanas (efecto farmacocinético) se
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evalué mediante ensayos multiplex. Como ya se explico en la secciéon de materiales y
métodos, ocho de las quince muestras del Dia 0 se seleccionaron al azar como valores de
referencia para las mediciones de citoquinas murinas (protocolo en el Anexo 3). Para las
citoquinas humanas (Pharma, como el tratamiento atin no habia comenzado, el ensayo se
descartd en ese punto experimental (antes de la dosis) (protocolo en el Anexo 4). Estos
dos ensayos se realizaron en el Departamento de Clasificacion Celular y Citometria,
CIBA. Aparte de las muestras de t = Oh, y al igual que el andlisis de seguridad, los ratones
se distribuyeron de forma que hubiera un ratén en cada punto de tiempo y concentraciéon
de dosis (n=1), por lo que no se calcularon diferencias estadisticas. A partir de estos va-
lores, se elaboraron graficos para las citoquinas murinas (Figura 5) y humanas (Figura 6).
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Figura 5. Analisis de citoquinas murinas. Se extrajeron muestras de sangre de 8 de los 15 ratones
desde el dia 0 (antes del tratamiento), y de cada uno de ellos en su respectivo punto experimental
(ver Metodologia). Posteriormente, se utilizaron sus sueros para cuantificar los niveles de TNF-a,
IL-6, IL-10, IL-13, IFN-y, IL-1Ra, IL-12 p70 y HGF humanos, mediante ensayos multiplex. D0-5 in-
dica el nimero de dosis ya administradas en esos ratones en cada punto de tiempo. El tiempo=0h
se representa como la media +/- SD de 8 muestras. La informacién complementaria esta disponible
en la Tabla S3: Valores de las citoquinas murinas analizadas por ensayo multiplex.
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Figura 6. Andlisis de citoquinas humanas. Se extrajeron muestras de sangre de 8 de los 15 ratones
desde el dia 0 (antes del tratamiento), y de cada uno de ellos en su respectivo punto experimental
(ver Metodologia). Posteriormente, se utilizaron sus sueros para cuantificar los niveles de HGF,
TNF-a, IL-12 p70, IL-1p, IL-6, IL-10, IFN-y y TIMP-1 de ratén, mediante ensayos multiplex. D0-5
indica el nimero de dosis ya administradas a esos ratones en cada punto de tiempo. El tiempo=0h
se representa como la media +/- SD de 8 muestras. La informacion complementaria esta disponible
en la Tabla S4: Valores de las citoquinas humanas analizadas por el ensayo multiplex.

3.5. Prueba de eficacia in vivo
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Se analizan los resultados del test de Irwin [37] para evaluar el efecto global del
medio condicionado administrado por via intravenosa a los ratones en los que se generd
el modelo de tormenta de citoquinas mediante la inyeccion retroorbital de LPS (véase la
tabla 7).

Tabla 7. Valores de concentracién de los diferentes metabolitos que componen el perfil bioquimico
de los ratones. Cada punto indica el valor obtenido para un ratén. Las lineas grises discontinuas de
cada tabla indican los valores de referencia para cada uno de los metabolitos. Los valores para la
globulina son de Contemporary topics in laboratory animal science [39]; 1a glucosa es de Fernandez
et al. en 2010 [40]; la bilirrubina total, el nitrégeno ureico en sangre, el calcio, el fosforo, el potasio y
la creatinina son los descritos por Mazzaccara et al. en 2008 [41], y para el resto los definidos en
Laboratory Animal Medicine, 3rd Edition (Elsevier, 2015) [38].
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A partir de la sangre obtenida tras la eutanasia y el desangrado de los animales, se
realizaron pruebas bioquimicas para determinar los perfiles bioquimicos, que se
muestran en la figura 7. Se utilizd la prueba de Mann-Whitney para la significacion
estadistica (*p<0,1; **p<0,05).
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Figura 7. Analisis de citoquinas humanas. Se extrajeron muestras de sangre de 8 de los 15 ratones
desde el Dia 0 (antes del tratamiento), y de cada uno de ellos en su respectivo punto experimental
(ver Metodologia). Posteriormente, se utilizaron sus sueros para cuantificar los niveles de HGF,
TNF-a, IL-12 p70, IL-13, IL-6, IL-10, IFN-y y TIMP-1 de ratén, mediante ensayos multiplex. D0-5
indica el nimero de dosis ya administradas a esos ratones en cada punto de tiempo. El tiempo=0h
se representa como la media +/- SD de 8 muestras.

La figura 8 muestra la evolucién de los valores obtenidos para las citoquinas
murinas (TNF-a, IL-1f3, IL-6, MMP-3, IL-10 y TIMP-1) a lo largo del tratamiento.
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Figura 8. Valores séricos de las diferentes citoquinas murinas 1, 2 y 3 dias después del tratamiento
expresados en pg/ml como media de los valores de los 5 ratones de cada uno de los grupos
experimentales. Evolucién de las citoquinas murinas. Los asteriscos (*) indican una concentracion
inferior a 3,2pg/ml, el limite de deteccién del ensayo.

La figura 9 muestra la evolucion de los valores obtenidos para las citoquinas
humanas (IFN-a2, IL-10, IL-1f3, IL-6, TNF-a e IL-1Ra) a lo largo del tratamiento.
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Figura 9. Valores séricos de las diferentes citoquinas humanas 1, 2 y 3 dias después del tratamiento

expresados en pg/ml como media de los valores de los 5 ratones de cada uno de los grupos

experimentales. Evolucién de las citoquinas murinas. Los asteriscos (*) indican una concentracién

inferior al limite de deteccion del ensayo.

Por tultimo, el andlisis histopatoldgico de las muestras obtenidas de diversos

organos de los ratones tras la necropsia mostré un engrosamiento intersticial parcheado
del pulmoén en la mayor parte de la muestra en el tratamiento con LPS, mientras que, a
medida que aumentaba la concentracion del farmaco de prueba (PRS CK STORM), el
dafio observado se invertia hasta el punto de que no habia ningtin dafio pulmonar en los
tratados con dosis altas. Se observaron ligeros dafios en el higado y el bazo, que los
farmacos también revirtieron. En cuanto al corazén y al rifién, no se detectaron hallazgos
patologicos (imagenes no mostradas). La tabla 8 muestra la informacion obtenida de las

diferentes secciones histolégicas.

Tabla 8. Resumen de los principales acontecimientos observados en las secciones histolégicas de
los diferentes 6rganos a estudiar. Las casillas con - significan que no se observé ninguna afectacion

patoldgica.
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Grupo LoNG  OR* HiGADO RINONES SPLEEN
ZON
Grupo de control 1* 1* 1* 1* 1*
Grupo LPS 2% 1* 6* 1* 9*
Grupo Anakinra 3* 1* 7* 1* 9*
PRS CK STORMztow Dosis 4* 1* 8* 1* 1*
PRS CK STORDosis media 5% 1* 7* 1* 1*
PRS CK STORMHigh Dosis 1* 1* 1* 1* 1*
651 1*: Imagen compatible con la normalidad; 2*: Infiltrados inflamatorios que engrosan los
652 intersticios alveolares en mas del 60% de la seccion histoldgica; 3*: Infiltrados inflamatorios que
653 engrosan los intersticios alveolares en mas del 50% de la seccién histoldgica; 4*: Infiltrados
654 inflamatorios que engrosan los intersticios alveolares en el 30% de la seccion histoldgica; 5*:
655 Infiltrados inflamatorios que engrosan los intersticios alveolares en el 20% de la seccion histoldgica;
656 6*: Dilatacion clara de los espacios entre los sinusoides hepaticos; 7*: Ligera dilatacion de los
657 espacios entre los sinusoides hepaticos; 8*: Vena del lébulo central con capilares sinusoidales
658 dilatados; 9*: Ligera desorganizacion de las pulpas esplénicas.
659 La figura 10 muestra ejemplos de las secciones pulmonares estudiadas en los
660 diferentes grupos del experimento.

=
TREATMENT WITH PRS CK STORM MEDIUM DOSE

661

662 Figura 10. Estudio anatomopatoldgico del pulmoén en los diferentes grupos de ratones del

663 experimento. En el grupo tratado con la dosis mas alta de nuestro medio condicionado, el aspecto
664 del pulmoén es muy similar al del grupo de control no tratado.

665 4. Discusion
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666 El farmaco de prueba PRS CK STORM fue producido por cocultivo sin contacto di-
667 recto de macréfagos M2 con MSCs en condiciones similares a las GMP en la fabrica de
668 terapia celular avanzada de Histocell.

669 La caracterizacion multiplex de los lotes de PRS CK STORM para citoquinas, qui-
670 mioquinas y factores de crecimiento muestra que todos los que tienen un papel proin-
671 flamatorio estan por debajo de los limites de deteccion [42], excepto la IL-6 y la IL-8, que
672 se consideran citoquinas duales con respecto a la respuesta inmunitaria, es decir, segtin el
673 contexto en el que actten, pueden ser pro o antiinflamatorias [43]. Varios autores han
674 demostrado que para definir el caracter pro o antiinflamatorio de una mezcla de cito-
675 quinas y factores de crecimiento, lo mas importante es definir las proporciones entre ellos
676 [44,45,46,47]. En este sentido, el analisis de los ratios PRS CK STORM mostrados en la
677 tabla 1 muestra un claro perfil antiinflamatorio, siendo el ratio de citoquinas proinfla-
678 matorias (IL-1, IL-6, IL-18, TNF-a, IFN-y, IL-17) frente a las antiinflamatorias (TIMP-1,
679 IGF-1, IL-10, IL-1RA) de 0,00042.

680 Los ensayos in vitro para demostrar la eficacia potencial (ensayo de bioactividad) y
681 la seguridad (ensayo tipo MTT) se consideran de gran importancia para el futuro desa-
682 rrollo de este farmaco, ya que productos similares emplean con éxito una estrategia de
683 mezcla de medios condicionados de diferentes donantes para obtener uno o varios lotes
684 homogéneos a partir de componentes muy heterogéneos [48] y permitiran establecer las
685 condiciones de calidad y seguridad tanto para la fabricacion como para la liberaciéon del
686 producto. La linea celular THP-1 utilizada en este estudio no muestra originalmente
687 sensibilidad a 100ng/ml de LPS segin nuestra propia experiencia (datos no mostrados) y
688 las descripciones en la literatura [31]. Estas células ganan sensibilidad al LPS cuando se
689 diferencian a macréfagos con la adicién de PMA al medio de cultivo. Tras la diferencia-
690 cion, adquieren caracteristicas de macréfago (THP-1m) y comienzan a expresar mayores
691 niveles de receptores de membrana capaces de detectar LPS (datos no mostrados). Esta
692 linea celular nos permite estudiar las respuestas de un tipo celular muy similar a los
693 macréfagos humanos residentes en los tejidos, no presentes en la poblaciéon de PBMC,
694 con muy poca variabilidad y un fenotipo muy estable. La utilizacién de la linea celular
695 THP-1 [49] frente a las PBMC utilizadas por nuestro grupo en otro estudio supone una
696 gran ventaja en el método, ya que, como se puede observar en los resultados, aunque las
697 respuestas de IL-1(3 varian y son menores en THP-1 en comparacion con las PBMC, las
698 respuestas de TNF-a se mantienen casi idénticas, con practicamente la misma liberacion,
699 evitando posibles reacciones cruzadas de eosinofilos o mastocitos presentes en las PBMC
700 que puedan alterar los niveles de IL-1§3 y/o TNF-a al alza. El estudio de estos mediadores
701 inflamatorios y no de otros relacionados con la respuesta inmune se debe a que estos son
702 los principales y primeros factores secretados por las PBMC cuando son estimuladas en
703 una reaccion de inmunidad innata en primera instancia ante un estimulo de un patégeno.
704 Estos factores, IL-13 y TNF-q, tienen una amplia gama de funciones que van desde la
705 proliferacion celular hasta la induccion de la apoptosis [50]. También se encuentran al
706 final de las vias de sefalizacion utilizadas para generar la inflamacién en nuestro modelo;
707 la IL-1p se secreta cuando se activa el inflamasoma y la caspasa 1 convierte la pro-IL-13
708 inactiva en IL-1f3 bioactiva y secretable, mientras que el TNF-a se libera de la
709 membrana celular cuando se activa la via del factor nuclear kappa-beta (NF-xf) [51].
710 Estas dos citoquinas, aunque no son las tinicas responsables de la inflamacion, son ca-
711 paces de proporcionar una buena vision de la respuesta inflamatoria derivada del esti-
712 mulo LPS, ya que son los principales factores estudiados por la mayoria de los grupos de
713 investigacion que realizan este tipo de modelizacion [52,53,54].

714 Los resultados mostrados en la figura 2 del ensayo MTT de seguridad demuestran
715 que cualquiera de las dosis de PRS CK STORM puede ser utilizada en el ensayo in vivo,

716 ya que todas ellas muestran una reduccion estadisticamente significativa en la reduccién
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717 del formazan, aunque es la dosis baja de PEI la que parece mostrar un mayor nivel de
718 reduccién. Por lo tanto, se decidi6 utilizar esta dosis para probar la posible eficacia in vi-
719 tro, resultado que se muestra en la figura 3.

720 Respecto al ensayo de seguridad in vivo, el test de Irwin (Tabla 6) muestra que cua-
721 tro de los quince ratones manifestaron un ligero aumento de su resistencia a la manipu-
722 lacion y a la agitacion antes del inicio del tratamiento. A medida que se desarrollaba el
723 procedimiento, este comportamiento desaparecio, y ningtin ratén presenté ningun tipo
724 de alteracion hasta el final del experimento. Estas observaciones sugieren que el trata-
725 miento con PRS CK STORM no induce ningtn efecto secundario, al menos a nivel ma-
726 croscdpico, a las dosis experimentales utilizadas. En el mismo experimento, se observo
727 que la dosis moderada indujo un aumento de la fosfatasa alcalina tras la primera inyec-
728 cion, que se mantuvo en la segunda dosis, pero no se evidencioé ninguna relacion entre el
729 nivel de dosis o el niimero de administraciones con el aumento, y su concentracion volvié
730 a los valores normales al final del tratamiento (tiempo = Oh). También se observé un pico
731 en los valores de fosfatasa alcalina estandar después de la cuarta inyeccion cuando se
732 utilizé6 PRS CK STORM a dosis bajas y altas; sin embargo, también volvieron a la norma-
733 lidad después de la quinta inyeccién y los valores finales se mantuvieron normales (Fi-
734 gura 4). En cuanto a la alanina aminotransferasa, se detectd un tinico aumento (cuatro
735 veces por encima de los valores estandar) en un solo ratén tras la tercera inyeccién de
736 PRS CK STORM a dosis altas. A pesar de ello, el aumento observado volvi6 rapidamente
737 al rango normal y se mantuvo durante el resto del tratamiento (Figura 4), descartando de
738 nuevo una posible dependencia de la dosis. Finalmente, no se encontraron variaciones en
739 la concentracion de y-Glutamil Transferasa; por lo tanto, esta enzima no parece verse
740 afectada por la administracion de PRS CK STORM (Figura 4). Por lo tanto, a partir de
741 estos datos se puede concluir que PRS CK STORM no afecta al higado, ya que los picos
742 Unicos detectados parecen ser aislados y no dependientes de la dosis. Ademas, en todos
743 estos casos, ya sea tras las dos primeras dosis o tras el intervalo de tiempo (48-120h), to-
744 dos los ratones recuperan rapidamente sus valores estandar y, al final del experimento,
745 incluso en los ratones inyectados cinco veces con este farmaco, todos los valores se nor-
746 malizan. El acido biliar si parece aumentar, tras la primera inyeccién en las dosis mode-
747 radas, y la tercera inyeccion en las otras dos concentraciones; sin embargo, como antes, se
748 trata de picos unicos que se resuelven al dia siguiente y, al final del experimento, se
749 mantienen en el rango estandar (Figura 4). La bilirrubina aumenté ligeramente después
750 de la primera (dosis baja) o segunda (dosis moderada y alta) administracion, pero de
751 nuevo, los aumentos volvieron rapidamente a la normalidad y se mantuvieron bajos
752 hasta el final (Figura 4). El nitrogeno ureico en sangre no mostré ninguna variacion a lo
753 largo del experimento (Figura 4). En cuanto a la albimina, que es una proteina de fase
754 aguda negativa, no cambid con la dosis baja de PRS CK STORM, pero se pudo detectar
755 un aumento tras la segunda inyeccion en las otras dos concentraciones (Figura 4). Inde-
756 pendientemente de esto, los ratones normalizaron sus valores al final. En el caso del co-
757 lesterol hubo un aumento moderado, pero no parecié ser demasiado relevante para la
758 salud y el bienestar de los ratones (Figura 4). En cuanto a las citoquinas murinas (resul-
759 tados farmacodinamicos), empezando por las citoquinas antiinflamatorias, mas concre-
760 tamente el HGF y el TIMP-1, no fueron indiferentes al tratamiento con PRS CK STORM,
761 ya que se detectd un aumento y posterior estabilizacion (Figura 5). Esto fue especialmente
762 claro en el caso de TIMP-1, donde se observé un aumento del orden de 2,5 tras la admi-
763 nistracion de la dosis alta de PRS CK STORM (sdlo en la dosis alta, tras la segunda in-
764 yeccion). A pesar de ello, los valores de ambas proteinas disminuyeron tras el intervalo
765 de 72h sin tratamiento y, en el punto final, se normalizaron (Figura 5). En conjunto, esto
766 podria ser relevante, ya que sugiere que los ratones pueden iniciar un mecanismo anti-
767 inflamatorio y reparador que podria resolver el aumento de las transaminasas. En cuanto
768 a la citoquina antiinflamatoria restante, la IL-10, hubo pocas variaciones a lo largo del

769 experimento (figura 5). La IL-13 no vari6 con respecto a los valores del dia 0 (incluso



Biomedicinas 2022, 10, x PARA REVISION POR PARTES 27 de 33

770 hubo una disminucion en el cuarto tratamiento cuando se utilizé la dosis alta de PRS CK
771 STORM, pero volvid a los estandares) (Figura 5). La misma interpretacion puede apli-
772 carse a la IL-12 p70 y a la IL-6 (el aumento aparente de la IL-6 observado el tltimo dia con
773 la dosis mas alta seguia estando dentro de los valores de referencia) (Figura 5). En par-
774 ticular, el IFN-y y el TNF-a, ambos considerados marcadores proinflamatorios o de pér-
775 dida de homeostasis, junto con la IL-1f3, estuvieron siempre por debajo del limite de de-
776 teccidn y no aumentaron tras el tratamiento con PRS CK STORM (Figura 5). En cuanto a
777 las citoquinas humanas (resultados farmacodinamicos), se evidencié que la concentra-
778 cion de TNF-a era apenas detectable al inicio y se mantuvo practicamente inalterada a lo
779 largo del experimento (Figura 6), coincidiendo con los niveles basales de PRS CK STORM
780 (Tabla S1). Lo mismo ocurrié con el HGF y la IL-6 (figura 6), cuyas concentraciones fue-
781 ron inferiores a las de la linea de base de PRS CK STORM (tabla S1) y de sus homdlogos
782 murinos (figura 5). En el caso de IFN-y, IL-10 e IL-1p, sus concentraciones eran muy bajas
783 y, en la mayoria de las muestras, estaban por debajo del limite de detecciéon. Asi, a pesar
784 de ser aparentemente mas altas que sus valores de referencia de caracterizacion PRS CK
785 STORM (véanse tanto la figura 6 como la tabla 5), sus concentraciones eran casi indetec-
786 tables y presumiblemente inalteradas. En cuanto a la IL-12 p70, aunque parecia aumentar
787 para todas las dosis, finalmente se resolvieron y disminuyeron a las concentraciones de
788 referencia, lo que sugiere que esta citoquina se elimina finalmente del cuerpo sin mas
789 complicaciones (Figura 6). Por ultimo, en el caso del receptor antiinflamatorio IL-1RA,
790 aunque inicialmente se observd un pico inusual en todas las dosis, su concentracion
791 disminuy6 en gran medida a partir del dia 1 de tratamiento, cayendo por debajo de los
792 valores de referencia al final del experimento (Figura 6).

793 Respecto al ensayo de eficacia in vivo, el modelo experimental empleado utiliza el
794 LPS como agente causante del dafio pulmonar agudo, provocando una tormenta de ci-
795 toquinas en el organismo de los ratones como la que se produce en cualquier infecciéon
796 pulmonar, como por ejemplo ocurre en la enfermedad de COVID-19. La prueba de Irwin
797 (véase la tabla 7) mostré una reduccion estadisticamente significativa de la temperatura
798 corporal en los ratones tratados con LPS. De hecho, la temperatura media basal pasé de
799 aproximadamente 36,3°C a 24°C tras la estimulacién con LPS. Esto hizo necesario colocar
800 a todos los animales en una manta térmica para preservar su vida. Esto no se hizo en el
801 grupo del patron oro, lo que puede haber contribuido a la temperatura media mas baja
802 del grupo. En todos los grupos tratados con LPS, se produjo un ligero aumento de la in-
803 clinacién, una ligera diarrea y la consiguiente deshidratacion de los animales, que fue
804 leve en todos los grupos tratados con PRS CK STORM, y mas intensa en el grupo tratado
805 con Anakinra. Por otra parte, se observo un ligero aumento de la piloereccion en el grupo
806 tratado con dosis bajas de PRS CK STORM vy en el grupo tratado con LPS solo, que fue
807 mayor en el grupo tratado con Anakinra. Se observaron temblores leves y una disminu-
808 cion significativa de la actividad exploratoria, asi como de la reactividad general, tanto en
809 el grupo tratado con LPS solo como en el tratado con Anakinra. Esto no se observé en
810 ninguno de los grupos tratados con PRS CK STORM. De los 35 animales del estudio,
811 cuatro de ellos murieron en algtin momento intermedio, como se muestra en la tabla 3. Al
812 dia siguiente de la administracién, murieron los ratones 12 y 32, que presentaban una
813 gastritis grave en la necropsia. El segundo dia después de la administraciéon, murieron los
814 ratones 27 (la necropsia mostrd claros signos de inflamacién pulmonar con gastritis gra-
815 ve) y 32 (la necropsia mostrd ligeros signos de inflamacion pulmonar). La prueba de Ir-
816 win mostréd que PRS CK STORM atenuaba notablemente los efectos perjudiciales de la
817 tormenta de citoquinas asociada a la administracion de LPS, que es como la que se pro-
818 duce durante una fase aguda grave de un proceso infeccioso, como ocurre en COVID-19.
819 Los perfiles bioquimicos de los ratones y las ratas estan mal descritos en la literatura, y
820 varian mucho entre sexos y cepas, asi como entre las distintas fuentes consultadas, lo que
821 complica el analisis de los datos. La mayoria de las proteinas y metabolitos analizados

822 siguen la misma tendencia, independientemente del grupo experimental observado. En
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823 cuanto a la albumina (figura 6B), la principal proteina presente en la sangre, se observa
824 una disminucién de la misma en todos los grupos a los que se les administré LPS, lo que
825 concuerda con lo descrito por Ballmer et al. en 1994 [55], ya que la hipoalbuminemia se
826 produce cuando el organismo sufre una sepsis por infeccion. En relacion con esto esta la
827 disminucion de la proteina total (figura 6A), ya que una disminuciéon de la albumina
828 conducird a una disminucion de la proteina total porque esta en concentraciones muy
829 altas. La disminuciéon observada para la glucosa (figura 6K) podria explicarse por la
830 presencia de IGF-1 en el farmaco administrado, que emula a la insulina y aumenta la
831 captacion de glucosa por los tejidos [56], asi como por la presencia de otros aztcares en el
832 secretoma que componen el PRS CK STORM que podrian interactuar, disminuyendo los
833 niveles de glucosa basales. El aumento de la globulina (figura 4N) también puede expli-
834 carse por el LPS, ya que estas proteinas aumentan en situaciones inflamatorias. Ademas,
835 dentro del amplio grupo de las globulinas, destaca el aumento de las inmunoglobulinas
836 en presencia de LPS [57]. El resto de los pardmetros se mantienen sin modificaciones
837 significativas entre los diferentes tratamientos (figuras 4C, 4D, 4E, 4F, 4G, 4H, 41, 4]), lo
838 que sugiere que todos estan dentro de la normalidad. En el caso del potasio (figura 4M),
839 no se ha podido determinar su concentraciéon porque todos superan el limite de deteccién
840 del programa utilizado, por lo que no es posible determinar si su valor se modifica al
841 inducir el LPS y el tratamiento farmacoldgico.

842 En cuanto a los resultados farmacodinamicos y farmacocinéticos, se monitorizaron
843 los niveles de las siguientes citoquinas, tanto murinas (TNF-a, IL-1f3, IL-6, MMP-3, IL-10
844 y TIMP-1) como humanas (IFN-a2, IL-10, IL-1$3, IL-6, TNF-a e IL1Ra), para evaluar el
845 efecto del farmaco de PRS CK STORM, que demostrd su potencial terapéutico al inhibir
846 la produccién de citoquinas proinflamatorias, al tiempo que aumentaba la produccién de
847 citoquinas antiinflamatorias como la IL-10, cuya funcion reside en su capacidad para in-
848 hibir la sintesis de estas citoquinas proinflamatorias. La figura 7 muestra la evolucion de
849 estas citoquinas murinas detectadas en los sueros de los ratones en cada uno de los dias
850 de tratamiento. A la vista de estos resultados, se puede deducir que la estimulaciéon con
851 lipopolisacarido bacteriano (LPS) puede inducir la respuesta inflamatoria esperada,
852 siendo mas pronunciada en la fase mas aguda, al dia siguiente de la administracion del
853 tratamiento, y disminuyendo con el tiempo. En el grupo de control y en el vehiculo no se
854 observaron citoquinas proinflamatorias, lo que confirma que el LPS es el causante de esta
855 respuesta. En el grupo tratado con Anakinra (estandar de oro), se observo una disminu-
856 cion significativa de la concentracion de todas las citoquinas proinflamatorias murinas
857 estudiadas (TNF-a, IL-13, IL-6). Cabe sefalar aqui que el ratén ntimero 32, que murio el
858 dia 2 del experimento, registré niveles muy elevados de IL-1f3 el dia 1 (42,53pg/ml), lo
859 que podria justificar su muerte un dia después. Esto es sorprendente, ya que la Anakinra
860 es un antagonista del receptor de la interleucina-1 (IL-1). También llama la atencion en la
861 figura 8 los elevados niveles de IL-1p humana y de IL-1Ra registrados en 31 del mismo
862 grupo el dia del experimento. En este caso los niveles de IL-1Ra podrian explicarse por el
863 mismo tratamiento recibido (Anakinra), ya que se observé el mismo aumento en el ratén
864 33, pero en este dltimo los niveles de IL-1f3 el dia 3 fueron bajos, ocurriendo lo contrario
865 en el raton 31 donde se observd un gran aumento de IL-13 humana. Esto podria deberse a
866 un fendmeno de reactividad cruzada. El tratamiento con PRS CK STORM a las diferentes
867 concentraciones ensayadas también provoca una considerable disminucién de los niveles
868 de citoquinas proinflamatorias murinas a lo largo del tiempo, especialmente a la dosis
869 alta, como puede verse en la figura 7. Aunque, en general, parece que tanto el tratamiento
870 con dosis altas de PRS CK STORM como el tratamiento con el patrén de oro Anakinra
871 parecen controlar la tormenta de citoquinas, en el grupo de dosis altas de PRS CK
872 STORM el nivel medio de TIMP-1 murino en el dia 3 del experimento era de
873 24551,55pg/ml, mientras que el mismo nivel medio en el grupo de Anakinra era solo de
874 9441,99pg/ml, siendo los valores medios de MMP-3 murinos en ambos grupos muy si-

875 milares. Esto podria estar relacionado con las observaciones anatomopatoldgicas (véanse
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876 la tabla 8 y la figura 9) observadas en estos grupos, ya que el grupo tratado con Anakinra
877 mostraba lesiones en el pulmoén, el higado y el bazo muy similares a las observadas en el
878 grupo de sélo LPS, informando de infiltrados inflamatorios que engrosaban el intersticio
879 alveolar en el 50% de la seccién pulmonar, asi como de lesiones inflamatorias leves tanto
880 en el higado como en el bazo, mientras que no se observaron lesiones pulmonares en el
881 grupo tratado con altas dosis de PRS CK STORM (se puede encontrar mas informacion
882 en el anexo 6 y 7 de los materiales suplementarios). Otra observacion importante a este
883 respecto, que la histopatologia confirmé a posteriori, fue el hecho de que se cronome-
884 traron los segundos que tardaron los ratones en morir en la camara de CO2 (una media
885 de 118sg para los ratones tratados con altas dosis de PRS CK STORM, frente a una media
886 de 27sg para los ratones tratados con Anakinra). El TIMP-1 es una molécula inhibidora
887 que regula las metaloproteinasas de la matriz (MMP) y las metaloproteinasas desinte-
888 gradoras (ADAM y ADAMTS) [58], regulando a la baja las metaloproteinasas (MMP) y
889 desempefiando asi un papel crucial en la composicion de la matriz extracelular (MEC),
890 favoreciendo la regeneracion de los tejidos y frenando los procesos de cicatrizacion fi-
891 brética [59]. Por otro lado, también cabe destacar que tanto en el grupo tratado con altas
892 dosis de PRS CK STORM como en el grupo tratado con Anakinra, los niveles de IL-1p
893 disminuyeron en el dia 3 hasta los mismos niveles medios (6,1pg/ml). Esta claro que al ser
894 Anakinra un antagonista del receptor de IL-1, esta disminucion es una consecuencia di-
895 recta de su mecanismo de accion [60,61], pero en el caso de la dosis alta de PRS CK
896 STORM, el contenido de IL-1Ra es mucho menor que en el caso de Anakinra (784947pg
897 total frente a 5x109pg total, respectivamente), por lo que los efectos antiinflamatorios
898 observados por la accién de PRS CK STORM, pueden no deberse a la accion directa de su
899 contenido en IL-1Ra, sino que posiblemente se deban a una accion combinada del con-
900 junto de moléculas que contiene sobre diferentes puntos de varias cascadas metabdlicas
901 vinculadas a los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), produciendo efectos
902 citoprotectores, antiapoptdticos y regenerativos del tejido, regulando a la baja la produc-
903 cion de fibrosis [48,62,63]. Nuestro grupo esta actualmente inmerso en el estudio del
904 mecanismo de acciéon del PRS CK STORM, asi como en los ensayos de toxicologia en
905 condiciones GMP, necesarios para llevar el PEI a los ensayos clinicos en humanos.

906 Por lo tanto, parece que la dosis alta de PRS CK STORM puede ser 1til en la pre-
907 vencion y el tratamiento de la tormenta de citoquinas asociada a procesos infecciosos
908 severos, como el asociado a COVID-19, ya que los datos analizados sugieren que a esta
909 dosis podria prevenir el agravamiento vital asociado, a la vez que evitaria la aparicion de
910 fibrosis en los tejidos afectados por la inflamacion.

911 5. Conclusiones

912 Los resultados muestran que la PRS CK STORM esta compuesta por un secretoma
913 con un claro perfil antiinflamatorio, antifibrético y regenerativo. El uso de células

914 THP-1m en los métodos presentados en el presente estudio como pruebas para com-

915 probar la bioseguridad y el potencial antiinflamatorio de PRS CK STORM hace que estas
916 pruebas sean reproducibles y fiables, y deberian implementarse como herramientas de
917 control de calidad en los procesos de produccion de diferentes medios condicionados.
918 PRS CK STORM a dosis elevadas ha demostrado una gran capacidad, no sélo para re-
919 ducir la inflamacién aguda en las tormentas de citoquinas asociadas a infecciones severas
920 mediante la inmunorregulacién de la actividad del sistema inmune innato y la mejora de
921 su coordinacion con la inmunidad adaptativa, sino también su eficacia como farmaco

922 antifibrético, evitando las consecuencias negativas a medio y largo plazo de los fené-

923 menos inflamatorios agudos.

924 En conjunto, los resultados sugieren que las altas dosis de PRS CK STORM, secre-

925 toma del cocultivo de macréfagos M2 con MSCs, pueden convertirse en un farmaco bio-



926
927

928

929
930

931
932
933
934
935

936
937
938
939
940
941
942

943
944

945
946
947
948
949
950
951
952

953
954
955
956
957

958
959
960
961

962
963

964

965
966
967
968
969
970
971
972
973
974
975
976

Biomedicinas 2022, 10, x PARA REVISION POR PARTES 30 de 33

Bibliografia

logico seguro y eficaz para prevenir y tratar la tormenta de citoquinas asociada a proce-
sos infecciosos graves, como el asociado a COVID-19.
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