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RESUMEN
Palabras clave Introduccién. El CIGB-258 es un péptido, cuyo mecanismo de accion se ha asociado con la
CIGB-258; Jusvinza; COVID-19; Hiperinfla- inhibicion de la inflamacion. El presente trabajo tiene como objetivo demostrar que el CIGB-
macion; tormenta de citocinas 258 reduce la hiperinflamacion en los pacientes con COVID-19. Métodos. Se estudio el perfil

de farmacocinética y biodistribucion del péptido marcado con yodo 125 ['%°l], en ratas Lewis.
Se analizaron 13 pacientes criticos y 9 pacientes graves con COVID-19 de acuerdo al proto-
colo establecido (RPCEC00000313). Se obtuvieron muestras de suero antes y después del
tratamiento con el CIGB-258, para la determinacion de los biomarcadores de la inflamacién.
Resultados. El péptido alcanzé la maxima concentracion en sangre a la media hora y su acla-
ramiento ocurrio aproximadamente en 6 h. Después de 48 h de tratamiento con el CIGB-258,
hubo una mejoria clinica, radiolégica y ventilatoria (P/F) en los pacientes. La Proteina C Reac-
tiva (PCR) disminuyd significativamente en los pacientes, a partir de las 72 h de tratamiento.
Hubo una correlacion inversamente significativa entre P/F y la PCR en los pacientes criticos.
Otros biomarcadores de la inflamacion como: ferritina, lactado deshirogenasa y calprotec-
tina disminuyeron significativamente. La terapia con el CIGB-258 redujo el cociente neutré-
filos/linfocitos a valores normales. Las interleucinas (IL)-6, IL-10 y el TNF-a disminuyeron
significativamente a las 96 h del tratamiento. Conclusiones: El CIGB-258 indujo una mejoria
clinica y radiolégica en los pacientes, en correspondencia con su perfil de farmacocinética y
biodistribucion. Dicha mejoria estuvo asociada con la disminucion de biomarcadores de la
inflamacion sistémica.




CIGB-258, inhibitor peptide of hyperinflammation in
COVID-19 patients

ABSTRACT
Keywords Introduction. CIGB-258 is a peptide, whose mechanism of action has been associa-
CIGB-258; Jusvinza; COVID-19; hyperinflam- ted with the inhibition of inflammation. This paper aims to demonstrate that CIGB-258
mation, cytokine storm reduces hyperinflammation in COVID-19 patients. Methods. Pharmacokinetic and bio-

distribution profiles of the peptide labeled with iodine 125 ['?°I] were studied in Lewis
rats. Thirteen critical COVID-19 patients and nine severe ones were included and trea-
ted, according to the protocol established (RPCEC00000313). Serum samples were
obtained before and after treatment with CIGB-258, for the determination of biomar-
kers of inflammation. Results. Maximum concentration of peptide in blood from rats
was at 0,5 to 1 h; and the half-life (t%2) was calculated to be 6,3 to 6,9 hours. 48 h after
the treatment with CIGB-258, clinical, radiological, and ventilation improvement was
observed in all patients. C-reactive protein (CRP) levels significantly decreased after 72
h. CRP levels were inversely associated with oxygen uptake efficiency in the mechani-
cal ventilation cohort in critical patients. Laboratory tests associated with hyperinflam-
mation included white blood cell count with differential, ferritin, lactate dehydrogenase
and calprotectin, which were gradually normalized. CIGB-258 led to a significant reduc-
tion of IL-6, TNF a and IL-10. Conclusion: CIGB-258 induced a clinical and radiological
improvement in the patients, according with its pharmacokinetic and biodistribution
profile. This improvement was associated with a decrease in biomarkers of systemic
inflammation.

INTRODUCCION aminodcido, lo cual transformo el fenotipo TH1 (de inglés, T
helper) del epitopo original en un péptido con propiedades in-
munoreguladoras. ¢19

En este trabajo se describen los resultados fundamen-
tales relacionados con el tratamiento del CIGB-258 a un gru-
po de pacientes graves y criticos con COVID-19, para lo cual
fueron esenciales los estudios de farmacocinética y biodis-
tribucion del péptido en ratas Lewis. Ademas, se evallan una
serie de parametros clinicos, radiolégicos y biomarcadores
inflamatorios sistémicos en estos pacientes. El presente tra-
bajo tiene como objetivo demostrar que el CIGB-258 reduce la
hiperinflamacién en los pacientes con COVID-19.

Los pacientes con COVID-19 que transitan hacia estadios
graves y criticos de la enfermedad, se caracterizan por desa-
rrollar una inflamacion sistémica exacerbada. ¥ En este con-
texto, es vital la identificacion y tratamiento de la hiperinflama-
cion, para reducir la mortalidad en los pacientes. En el mundo
se recomiendan terapias aprobadas para el tratamiento de
enfermedades autoinmunes. @ Sin embargo, estos farmacos
son inmunosupresores potentes y el uso de estas terapias
para tratar la COVID-19, puede conllevar al empeoramiento
del estado general de los pacientes. Se ha comprobado que el
virus persiste durante el transcurso de la enfermedad, y para
contribuir a su eliminacién eficaz, el sistema inmunolégico no METODOS
debe estar sometido a terapias inmunosupresoras. ¢4

Una alternativa terapéutica para el tratamiento de pacien-  Farmacocinética y Biodistribucién del péptido en
tes graves y criticos con COVID-19, es el péptido codificado  ratas Lewis
como CIGB-258. En el Centro de Ingenieria Genética y Biotec-

nologia (CIGB), se disefid y desarrollo dicho peptido (previa- 55 ma/kg. El estudio se realizo a través de 3 rutas de ad-

mente denominado APLT y posteriormente CIGB-814) para  inistracion: subcutanea, intradérmica e intravenosa en ratas
el tratamiento de las enfermedades autoinmunes, especifica- | awis.

mente para la artritis reumatoide (AR). Este péptido fue dise-

fiado a través de herramientas de la bioinformética; es deriva- ~ Estudios en pacientes

do de un epitopo de células T de la proteina de estrés celular Estos estudios estan de acuerdo con lo establecido en la
(HSP, del inglés Heat Shock Protein) de 60 kDa (HSP60Q). 59 declaracion de Helsinki para la investigacion en humanos "
El epitope de células T identificado, fue modificado en un Y las directrices de la Conferencia Internacional de Armoniza-

Se estudiaron 3 niveles de dosis: 5 mg/kg, T mg/kg and
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cién. El Comité de Etica y el Consejo Cientifico del Hospital
Militar Central Dr. Luis Diaz Soto y la Autoridad Reguladora de
Cuba (CECMED) aprobaron el protocolo.

Este estudio fue registrado como RPCEC00000313 en el
Registro Publico Cubano de Ensayos Clinicos. Los pacientes
fueron incluidos, entre el 31 de marzo y el 24 de abril de 2020,
en el Hospital Militar Central Dr. Luis Diaz Soto. Los pacientes
fueron diagnosticos con la COVID-19 y tratados segun el pro-
tocolo cubano de actuacién contra la COVID-19. 2 Se inclu-
yeron 13 pacientes criticos y 9 pacientes graves.

Se registraron las caracteristicas demograficas, la clasifi-
cacion clinica (condicion critica o grave) y las comorbilidades.
Las pruebas de laboratorio, las radiografias de térax y los re-
sultados clinicos se registraron de acuerdo al protocolo esta-
blecido para este estudio (RPCEC00000313). Se obtuvieron
muestras de suero antes del tratamiento con CIGB-258 (TO) y
después de 24 h, 48 h, 72 hy 96 h de tratamiento.

Se midieron en el suero, los niveles de las citocinas: IL-6,
TNFa e IL-10 usando el panel de perlas magnéticas de células
T CD8 + humanas (HCD8MAG15K17PMX, EMD Millipore, Ale-
mania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los
resultados se obtuvieron mediante el analizador Luminex® y
se procesaron en el software Milliplex Analyst v 5.1.0.0 (MA-
GPIX® y Millipex EMD Millipore, Alemania). Los niveles de la
Calprotectina se cuatificaron mediante un ELISA comercial (R
and D system)

Los datos de seguridad de los pacientes, fueron recolec-
tados de acuerdo a la Resolucion 45/2007 (9 de la Autoridad
Reguladora de Cuba: “Requisitos para reportar eventos adver-
S0s en ensayos clinicos en curso, con base en las regulacio-
nes de la OMS".

Los eventos adversos, los signos vitales, las radiografias
de térax y las evidencias de efectos terapéuticos se compa-
raron descriptivamente entre el valor inicial (TO) y los datos
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recopilados de los pacientes después de comenzar el trata-
miento con CIGB-258.

Los parametros de laboratorio, los niveles en suero de
las citocinas se analizaron a través del paquete estadisti-
co GraphPad Prism, version 8.02 (GraphPadSofware, San
Diego California, EE. UU.). Los datos se examinaron para
determinar la normalidad y la igualdad de varianza con
las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y Bartlett, respectiv-
amente. Los niveles de PCR (proteina C reactiva) se ex-
presaron como medias y las diferencias se analizaron con
ANOVA vy la prueba de Tukey. Se utilizaron las pruebas de
de Kruskal-Wallis y Dunn para los niveles séricos de cito-
cinas. Los valores de p < 0,05 se consideraron estadistica-
mente significativos.

RESULTADOS

Farmacocinética y Biodistribucion del péptido en
ratas Lewis

La concentracion plasmatica del péptido marcado con
yodo [1251] a lo largo del tiempo estuvo de acuerdo con la
administracion extravascular del farmaco. La figura 1, panel
A muestra los graficos para los 3 niveles de dosis (5 mg/kg,
1mg/kgy 0,25 mg/kg). Segun el andlisis de datos, la variacion
interindividual, expresada como desviacion estandar del valor
de concentracion promedio en cada punto de tiempo, fue ade-
cuada, mostrando valores mas elevados en el nivel de dosis
mas alto (5 mg/kg). El ajuste a los modelos farmacocinéticos
compartiméntales no fue homogéneo, por lo que el analisis de
pK se realizd mediante analisis no compartimental. Se obtuvo
una dependencia de la dosis para el AUC, en el intervalo de
confianza del 95 %, para cada nivel de dosis (figura 1, panel B).

Por otro lado, la concentracion maxima del péptido en
la sangre de las ratas fue de 0,5 h a 1 h; y se calculd que el
tiempo de vida medio estuvo de 6,3 h a 6,9 h para las 3 dosis
estudiadas.
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Fig. 1. Estudio farmacocinético. A) Distribucion de péptido marcado con ['?°I] en sangre a lo largo del tiempo. El péptido se
administré a razon de 5 (rombos), 1 (cuadrados) y 0,25 (tridngulos) mg/kg. B) Variacién interindividual, expresada como
desviacion estandar del valor de concentracion promedio en cada momento.
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El tratamiento con CIGB- 258 contribuye a la mejoria
clinica y radioldgica de los pacientes con COVID-19,
en estado grave o critico

Los pacientes criticos incluidos en este estudio presenta-
ban distrés respiratorio, segun los criterios de Berlin. (4 Estos
pacientes presentaron mejorias clinicas, las cuales fueron co-
rroboradas por estudios radioldgicos. En la figura 2 se mues-
tran imagenes representativas de las radiografias de térax de
un paciente.

El tratamiento con CIGB-258 contribuye a la mejoria
de los parametros ventilatorios y disminuye los
niveles de la Proteina C Reactiva

Las mejorias clinicas y radioldgicas de los pacientes ven-
tilados, se correlacionaron con una mejoria en los parametros
ventilatorios y una disminucién de los niveles de la Proteina C
Reactiva (PCR). En este trabajo se realizd una cuantificacion
detallada de los niveles de PCRy el P/F (presion arterial par-
cial de oxigeno y la fraccion inspirada de oxigeno: PaO2 /Fi02)
en dichos pacientes. Como se muestra en la figura 3A, en co-
rrespondencia con la mejoria de los parametros ventilatorios
disminuyeron los niveles de la PCR, en los pacientes criticos.
Ademas, hubo una correlacion inversamente significativa en-
tre el P/F y la PCR en los pacientes criticos con ventilacion
mecanica invasiva (P<0.040) (figura 3B).

El tratamiento con CIGB-258 disminuye
biomarcadores de inflamacién en periferia

Otros biomarcadores de la inflamacion como: ferritina y la
lactado deshirogenasa, disminuyeron significativamente du-
rante el tratamiento. La terapia con el CIGB-258 redujo el NLR
a valores normales en la mayoria de los pacientes (tabla 1).

Por otra parte, los pacientes graves tratados con el CIGB-
258 no evolucionaron hacia el estadio critico de la enferme-

dad. En estos pacientes, no se observé aumento en los bio-
marcadores de inflamacion analizados (tabla 1).

El tratamiento con CIGB-258 reduce los niveles de
citocinas en el suero de los pacientes

Los niveles séricos de: IL-6, IL-10 y TNF-a disminuyeron
durante la terapia (figura 4), y los niveles de linfocitos y neu-
trofilos (tabla 1) se normalizaron gradualmente durante el tra-
tamiento con el CIGB-258.

DISCUSION

El mecanismo de accion del péptido CIGB-258, se ha aso-
ciado con la inhibicién de la inflamacion en varios modelos
inflamatorios experimentales y en pacientes con AR. Este
péptido regula la magnitud de la respuesta inflamatoria, pero
sin causar inmunosupresion. ¢19

Los estudios de farmacocinética y biodistribucion del
péptido, a través de 3 vias: intravenosa, intradérmica vy
subcutdnea, demostraron que la maxima concentracién en
sangre, la alcanza a la media hora y su aclaramiento ocurre
en 6 h. 09 Estos resultados fueron la base para definir el ti-
empo de administracion del péptido cada 12 h, en los pacien-
tes con COVID-19. Estos resultados se corresponden con las
propiedades farmacocinéticas del péptido observadas en los
pacientes con AR. (% No se describié ningun efecto adverso
asociado al tratamiento, resultados que coinciden con las in-
vestigaciones clinicas en pacientes con AR. ©)

La mejoria clinica y radioldgica de los pacientes, se aso-
cié con una disminucion de los niveles séricos de la PCR, la
lactato deshidrogenasa, la creatinina, la calprotectina y las
citocinas: IL-6, IL-10 y TNFa. La terapia con el CIGB-258 con-
tribuyd a restablecer los niveles normales de neutrofilos y
linfocitos en pacientes graves y criticos 79 Liy otros 9 des-
cribieron el perfil de proteinas de las PBMC (células mononu-

& B

C

Fig. 2. Evolucion radiolégica de un paciente critico tratado con CIGB-258. A) Rx de térax previa ventilacién: Se observan radiopacidades difusas en
ambos hemitérax compatibles con signos de distrés respiratorio moderado. B) Rx de térax después de 48 h de tratamiento. Se observan lesiones
inflamatorias con predominio en la base del pulmén derecho. C) Rx de térax previa extubacion: Mejoria radiolégica de las lesiones previamente
descritas.
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Fig. 3 A). Relacion entre la presion arterial parcial de oxigeno y la fraccion inspirada de oxigeno (Pa02/Fi02) y la proteina C reactiva
(PCR en mg/L) en 11 pacientes criticos con ventilacién mecdnica invasiva. +: dias con ventilacién. Linea de puntos: indica el inicio del
tratamiento con CIGB-258. B) Correlacion entre la presion arterial parcial de oxigeno y la fraccion inspirada de oxigeno (Pa02/Fi02) y los

niveles de la proteina C reactiva (PCR en mg/L). El andlisis se reali

cleares periféricas, del inglés “peripheral blood mononuclear
cells”) de pacientes con la COVID-19 en estado grave. Estos
autores identificaron 2 proteinas del SARS-CoV-2, que interac-
tdan con el factor de transcripcion NKRF, esta interaccién pro-
duce la induccion de IL-8/IL-6, lo que conduce a la activacion
y migracién de neutréfilos a los pulmones infectados. Estos
hallazgos coinciden con resultados previos, pues el analisis

z6 mediante la prueba de Spearman. *P<0.05.

del perfil de proteinas que induce el CIGB-258 en PBMC ais-
ladas de pacientes con AR, puede interferir con la activacion
de neutrdfilos y macréfagos alveolares, con la consiguiente
reduccioén del biomarcador calprotectina. %21

Por otra parte, los pacientes de esta serie tenian linfope-
nia. La linfopenia se correlaciona con niveles altos de IL-6,
IL-10 y TNF-a séricos. ?2%9 |a disminucion de estas citocinas,
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Tabla 1. Pardmetros de laboratorio

Valores Pacientes graves (N=11)
Final del

Tratamiento

normales TO

Hemograma

WBC (10°/L)  4-11 8(3,5-13,4) 10,1 (8-10.6)
Neutrdéfilos 50-70 69,35 (54,8-89) 63,61 (50,3-72,6)
Linfocitos 20-40 25,8 (14-40,6) 28,6 (18-43,9)
NLR <5 3,21(1,35-5,7) 2,57 (1,14-3,9)
Biomarcadores

LDH(U/L) 230-460 621 (325-905) 480 (325-785)
Ferritina 12,5-350 663 (58-1106) 476 (42-1380)
(ne/L)

Pacientes criticos (N=13)

Pvalor TO Final del P valor
Tratamiento
0,1860 13,6 (4,2-23,7) 11,62 (7,1-17) 0,9862
0,5562 83,31 (69,1-98) 75,62 (67-87)* 0,0450
0,6126 12,42 (3-32) 16,22 (9,2-24) 0,1507
0,4634  10,36(3,06-32,33) 5,08 (2,8-9,13) 0,0763
0,4848 1681 (470-1043) 549 (312-798)* 0,0111
0,6943 1070 (383-1403) 428 (78-668)** 0,0042

WBC: conteos totales de leucocitos; NLR: cociente Neutréfilos/Linfocitos; LDH: Lactato deshidrogenasa. Prueba estadistica Mann Whitney test

(*P<0,05, *P<0,01)

IL-6 TNFa IL-10
- Akk
EEes 60+
500+ p=0.0006 p=0.0134 p=0.0002

150 4
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—————
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(*P< 0.05, ***P<0.001)

Fig. 4. Efecto del péptido CIGB-258 sobre los niveles de citocinas: IL-6, TNF a e IL-10. Se obtuvieron muestras de suero antes del tratamiento (0)
y alas 96 h. Las diferencias se analizaron con la prueba de Dunn Wilcoxon.

se correlaciona con el hecho de que el CIGB-258 aumenta los
niveles de Treg en modelos de AR. 9 Las Treg limitan la acti-
vacion de las células T y reducen eficazmente los niveles de
citocinas proinflamatorias, asociadas con la tormenta de cito-
cinas en los pacientes con COVID-19. 2425

Estos resultados preliminares son alentadores y sugieren
que el CIGB-258 puede ejercer un amplio espectro de activida-
des bioldgicas, que pueden limitar la cascada inflamatoria en
los pacientes con COVID-19, en fase grave y critica.

Conclusiones

La terapia con el CIGB-258 indujo una mejoria clinica y
radioldgica en los pacientes graves y criticos con COVID-19,

en correspondencia con su perfil de farmacocinética y biodis-
tribucion. Dicha mejoria estuvo asociada con la disminucion
de biomarcadores de la inflamacién sistémica

La administracion del CIGB-258 en los pacientes graves,
evito la progresion hacia el estadio critico de la enfermedad.
Estos resultados indican que el CIGB-258 puede limitar la cas-
cada inflamatoria en estos pacientes

La terapia con el CIGB-258 contribuyé a restablecer los
niveles normales de neutrofilos y linfocitos en pacientes gra-
ves y criticos, asociado con una disminucion de los niveles de
IL-6, IL-10, TNF-a. Estos resultados indican la capacidad del
CIGB-258 de regular la magnitud de la respuesta inflamatoria
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